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„Heiterkeit entlastet das Herz“ 

 

Hippokrates von Kos, 460 – 377 v. Chr. 

 

 

 

 

„Dubium sapientiae initium. - Zweifel ist der Weisheit Anfang.“ 

 

René Descartes, 1596 – 1650 n. Chr. 

 

 

 

 

„Der Beweis ist der einzige Weg, um anderen Wahrheiten begreiflich zu machen, 

welche sie unmittelbar nicht einsehen können.“ 

 

Arthur Schopenhauer, 1788 – 1860 n. Chr. 
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Verwendete Abkürzungen:  

 

BCECF-AM Bis-Carboxyethyl-Carboxyfluoreszein-Acetoxymethylester 

BSA  Bovines Serum Albumin 

BSS  balancierte Salzlösung 

Calcein-AM Calcein-Aminometylfluoreszein 

CD  cluster of differentiation 

cDNA  komplementärer DNA Strang 

CFDA  Carboxyfluoreszeindiacetat 

CFSE  Carboxyfluoreszeindiacetat - Succiminidylester 

CMFDA Chloromethylfluoreszeindiacetat 

Cr  Chrom 

CRH  Corticotropin-Releasing-Hormon 

CRH-BP CRH-bindendes Protein 

CRH-R1/2 Corticotropin-Releasing-Hormon-Rezeptor 1 bzw. 2 

Cy3  Indocarbocyanin, Fluorochrom 

DAPI  Diamidinophenylindol, Fluorochrom 

DMSO Dimethylsulfoxid 

dNTP  Desoxyribonukleotidtriphosphat 

DNA  Desoxyribonukleinsäure 

DTT  Dithiothreitol 

EDTA  Ethylendiamin-Tetraessigsäure 

FCS  Fetales Kälberserum 

FITC  Fluoreszeinisothiozyanat 

fMLP   N-Formyl-Methionyl-Leucyl-Phenylalanin 

gp  Glykoprotein 

HBSS  Hanks’ balancierte Salzlösung 
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HMEC-1 Humane mikrovaskuläre Endothelzelllinie 1 

HPA  Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinde 

ICAM-1 Interzelluläres Adhäsionsmoleküle 1 

Ig  Immunglobulin 

LAL  Limulus Amöbozyten Lysat 

LBP  LPS-bindendes-Protein 

LC-NE Locus-Coeruleus-Norepinephrin  

LDL  low density lipoprotein 

LFA-1  Lymphocyte function associated antigen-1 

Lkn-1  Leukotactin-1 

LPS  Lipopolysaccharid 

mAb  monoklonaler Antikörper 

MAC-1 Monozyten-Differenzierungs-Antigen, CD11b/CD18 

MCP-1 Monozyten Chemoattractant Protein 1 

MFI  Mittlere Fluoreszenzintensität 

PBG  PBS-BSA-Gelatine-Lösung 

PBMC  periphere mononukleäre Zellen 

PBS  Phosphat gepufferte Salzlösung 

PCR  Polymerase Kettenreaktion 

PE  Phycoerythrin 

PECAM Plättchen-Endothel Zelladhäsionsmolekül 

PMA  Phorbolmyristatacetat, Phorbolester 

RFU  relative Fluoreszenzeinheit 

RNA  Ribonukleinsäure 

RT-PCR Reverse Transkriptase Polymerase Kettenreaktion 

Taq  Thermus aquatius 
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TBE  Tris-Borat-EDTA-Puffer 

THP-1  promonozytäre Zelllinie 

TNF-α  Tumor Nekrose Faktor α 

Tris  Trishydroxymethylaminomethan 

Ucn  Urocortin 

VCAM-1 Vaskuläres Zelladhäsionsmolekül 

VLA-4  very late antigen-4 

VSMC  vaskuläre glatte Muskelzellen 

vWF  von Willebrand Faktor 
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1 Einleitung 

Für die klassischen kardiovaskulären Risikofaktoren wie arterielle Hypertonie, 

Hypercholesterinämie, Diabetes mellitus, Nikotinabusus sowie familiäre Disposition 

sind die zu Grunde liegenden Pathomechanismen für die Genese der Atherosklerose 

hinlänglich bekannt.  

Im Gegensatz hierzu ist chronischer mentaler Stress als weiterer Risikofaktor für die 

Entstehung und Progression der Arteriosklerose nicht ausreichend erforscht. 

Epidemiologische Studien zeigen eine hohe Assoziation von psychosozialem Stress 

und der Entwicklung der Atherosklerose, ein plausibler Pathomechanismus ist bisher 

nicht bekannt. Es stellt sich die Frage, ob Stress nur als Verstärker für die 

klassischen kardiovaskulären Risikofaktoren wirkt oder ob er ein eigenständiger 

Risikofaktor ist, der alleine schon zu einer endothelialen Dysfunktion mit Induktion 

einer Arteriosklerose führen kann.  

Es ist hinreichend bekannt, dass chronischer mentaler Stress zu einer Hyperaktivität 

der Hypothalamus-Hypophysen-Adrenalen-Achse mit konsekutiv erhöhten CRH-

Plasma- und CRH-Liquorspiegeln führt. Ziel der hier vorliegenden Arbeit ist es, den 

direkten Einfluss des chronischen Stresshormons CRH auf die Monozyten-Endothel-

Interaktion zu untersuchen um somit die molekularbiologische Bedeutung von CRH 

auf die Stress-induzierte endotheliale Dysfunktion beurteilen zu können. 

 

 

1.1 Pathogenese der Atherosklerose 

Atherosklerose ist die Ursache vieler klinischer Manifestationen wie koronare 

Herzkrankheit, Apoplex und periphere arterielle Verschlusskrankheit. In der 

Todesursachenstatistik des Statistischen Bundesamtes Deutschlands aus dem Jahr 
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2005 sind 44,2 % (367.361) aller Todesfälle auf Herz-Kreislauf-Erkrankungen 

zurückzuführen, 17,9% (148.641) der Todesursachen 2005 ist die  ischämische 

Herzerkrankung und alleine 8% (36.283) sind akute Myokardinfarkte. Alle 

Tumorerkrankungen zusammen kamen auf einen prozentualen Anteil der 

Todesursachen von 25,5% (112.066) und stehen somit deutlich hinter den 

kardiologischen Todesursachen. Das unterstreicht die besondere Bedeutung der 

Atherosklerose und sollte uns darin bestärken, die Pathogenese, therapeutische 

Ansätze sowie die Prävention zu erforschen. 

 

Die Pathoanatomie unterscheidet drei histologische Stadien der Atherosklerose. Zu 

Beginn kommt es zunächst zu einer Reduktion der Dehnbarkeit der Arterie mit 

Zunahme der Intimadicke und Proliferation der glatten Muskulatur sowie der 

extrazellulären Matrix (Davies et al., 1988). Zudem akkumulieren intra- und 

extrazellulär Lipide, was zum  morphologischen Bild der „Fatty Streaks“ führt. In 

diesen Fatty Streaks finden sich neben Lipiden auch T-Lymphozyten und 

Makrophagen mit Bildung von zytoplasmatischen Einschlusskörperchen, die 

kalzifizieren können. Lipidbeladene glatte Muskelzellen, extrazelluläres Lipid und 

Bindegewebsvermehrung führen zum histologischen Bild des fibrösen Plaques. Im 

fortgeschrittenen Stadium kommt es zur Nekrose und Revaskularisierung von luminal 

und medial, sodass eine eigene Mikrozirkulation über vasa vasorum von der 

Adventitia über die Media in den intimalen Plaque entsteht. Kompensatorisch kann 

zunächst die Arterie lokal dilatieren, im Verlauf kommt es aber zum obstruktiven 

Remodeling bis hin zum Gefässverschluss (Schoenhagen et al., 2001) 

 

Molekularbiologisch ist das  „Response-to-Injury-Modell“ von Russel Ross zu nennen 

(Ross R., 1993).  Unterschiedliche Faktoren führen hiernach zu einer endothelialen 
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Dysfunktion: Die Produktion von autokrinen und parakrine Faktoren wie NO, 

Prostaglandinen, Endothelin-1, Angiotensin II, Tissue Faktor und Zytokinen ist 

gestört. Konsekutiv kommt es zu einer Imbalance von Vasodilatation und 

Vasokonstriktion sowie Antikoagulation und Thromboseneigung. Zudem wird durch 

überschießende Produktion von proinflammatorischen Mediatoren ein 

inflammatorischer  Prozess induziert, der initial mit einer Akkumulation von 

oxidiertem LDL in der Intima beginnt (Ross, 1999; Faxon et al., 2004). Im Folgenden 

kommt es zur Expression von verschiedenen Adhäsionsmolekülen, darunter P- und 

E-Selektin, ICAM-1 und VCAM-1, welche zirkulierende Leukozyten und Monozyten 

anlocken und an die Endotheloberfläche binden. Die Transmigration in die 

Arterienwand wird durch Chemoattractants wie MCP-1 und Lkn-1 vermittelt (Yu R. et 

al., 2004).  

Die akkumulierten Makrophagen und T-Zellen setzen proteolytischen Enzyme, 

Wachstumsfaktoren und Cytokine (IL-1, -3, -8, -18, TNF-α) frei mit nachfolgender 

Induktion eines inflammatorischen Prozesses, der schließlich zur Plaqueruptur und 

Thrombose führt (Moreno et al., 1998). Daneben sind auch Matrixmetalloproteasen 

beteiligt, die zur Auflösung der bindegewebigen Kappe über der Läsion führen 

können, und so die Ruptur begünstigen (Galis et al., 2002).  
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Abb. 1: Response-to-Injury-Hypothese 

 

 

1.2 Die Bedeutung der Adhäsionsmoleküle für die Mon ozyten-

Endothel-Interaktion 

Im Rahmen der Progression der Atherosklerose kommt es zu einer Vielzahl von 

Zellinteraktionen zwischen Leukozyten-Leukozyten, Leukozyten-„glatte 

Muskelzellen“, Leukozyten-„extrazelluläre Matrix“, Leukozyten-Endothel sowie 

Monozyten-Endothel. Die Mediatoren, die diese Interaktionen vermitteln, sind die 

sogenannten Adhäsionsmoleküle die sich in drei Gruppen gliedern: Selektine, 

Integrine und die Immunglobuline (Springer TA, 1990, 1994),. 

 

Response-to-Injury Hypothese der Atherosklerose  
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Die Gruppe der Selektine bestehen aus einem Kalzium-bindendem Lektin, gefolgt 

von einer EGF-ähnlichen-Domäne, einer Transmembrandomäne sowie einem kurzen 

zytoplasmatischen Teil. Selektine vermitteln den ersten Kontakt zwischen 

Leukozyten, Thrombozyten und  Endothelzellen (McEver et al., 1995)  

E-Selektin wird nach Aktivierung von Endothelzellen synthetisiert während P-Selektin  

vor allem von Thrombozyten, in geringerem Maße auch von Endothelzellen, gebildet 

wird, L-Selektin hingegen wird überwiegend von Leukozyten exprimiert (Price et al., 

1999). 

Integrine sind heterodimere Moleküle, die aus nicht-kovalent gebundenen α− und β− 

Untereinheiten bestehen. Sie binden an verschiedene Strukturproteine wie Laminin, 

Collagen, Vitronektin und Fibronektin und werden anhand der β−Untereinheit in 

Subklassen unterteilt.: Zur β1-Familie gehört das VLA-4 (α1 β1), das neben 

Fibronektin auch VCAM-1 als Adhäsionsmoleküle der Immunglobulinklasse bindet.  

LFA-1 (αLβ2, CD11a/CD18), MAC-1 (αMβ 2, CD11b/CD18) und p150/95 (αXβ2, 

CD11c/CD18) sind Mitglieder der β2-Familie, die sich nur auf der Leukozyten- und 

Monozytenoberfläche befinden, alle die β2-Untereinheit CD18 enthalten und an 

Adhäsionsmoleküle der Immunglobulinklasse binden. LFA-1 wird konstitutiv von 

Lymphozyten exprimiert und ist für die Bindung von Lymphozyten an Endothelzellen 

und Antigen-präsentierende-Zellen von Bedeutung. MAC-1, das  ICAM-1, -2, -3, C3b 

und Fibrinogen bindet, wird von Neutrophilen und Monozyten gebildet, das in 

Speichervesikel vorliegt und nach Aktivierung an die Oberfläche freigesetzt wird 

(Miller et al., 1987). Als Komplementrezeptor vermittelt es vor allem Phagozytose von 

Mikroorganismen.  

Die β3-Familie der Integrine umfasst Zytoadhäsine wie das 

Thrombozytenglykoprotein gpIIb/IIIa oder den Vitronektin-Rezeptor, sie vermitteln 

unter anderem die Thrombozytenaggregation. 
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Adhäsionsmoleküle der Immunglobulinklasse bestehen aus einer 90 bis 100 

Aminosäuren langen Sequenz und sind vornehmlich endotheliale Liganden für 

Integrine der Leukozyten und Thrombozyten, sie können sowohl konstitutiv als auch 

nach Stimulation auf deren Oberfläche exprimiert werden. Die drei wichtigsten 

Vertreter sind VCAM-1, ICAM-1 und PECAM.  

Während VCAM-1 und ICAM-1 beide Integrin binden, ist PECAM sein eigener Ligand 

und stellt somit eine homotype Assoziation dar.  

ICAM-1 ist auf dem Endothel zu jeder Zeit schwach exprimiert, nach Stimulation mit 

IL-1, TNF-α oder Endotoxin kommt es zur vermehrten Synthese mit einem Maximum 

nach 24 Stunden wie in in-vitro Untersuchungen zeigen konnten. Auch VCAM-1 wird 

durch oben genannte Stimulantien gebildet, auf der „ruhenden“ Endothelzelle ist es 

hingegen nicht nachweisbar. Die Bedeutung von VCAM-1 in der frühen 

Atherogenese ist durch Experimente mit Knock-Out-Mäusen belegt,  ICAM-1 scheint 

hingegen in der späteren Phase der Atherogenese eine Rolle zu spielen (Cybulsky et 

al., 2001). 

 

Wie bereits oben erwähnt ist die Hauptfunktion der Adhäsionsmoleküle die 

Rekrutierung von Leukozyten (also Granulozyten, Lymphozyten und Monozyten) aus 

dem Gefäßsystem mit anschließender Einwanderung in die Gefäßwand. Der Prozeß 

erfolgt in vier Schritten: Einfangen, Rollen, Adhäsion und Transmigration. 

(Konstantopoulos et al., 1996). Das Einfangen und Rollen wird vor allem durch 

Selektine vermittelt, wogegen Integrine und die Immunglobulin-Familie für die 

Adhäsion und Transmigration verantwortlich sind (Price et al., 1999). Die 

Adhäsionsmoleküle werden dabei durch zahlreiche Mediatoren reguliert.   Zu nennen 

sind vor allem Chemokine und Zytokine, die bei inflammatorischen Prozessen  
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vermehrt freigesetzt werden (Imhof et al., 2004). Rezeptortyp und Rezeptorzahl 

können auf der Zelloberfläche durch Neusynthese, Sekretion aus intrazellulären 

Speichern, Internalisierung oder durch proteolytische Prozesse moduliert werden. 

Durch allosterische Konformationsänderungen kommt es zu veränderter Affinität vom 

Ligand zum Rezeptor. 

 

 

Abb. 2: Schritte der Adhäsion und Transmigration 

 

 

1.3 Mentaler Stress als kardiovaskulärer Risikofakt or  

Mehrfach wurde nach Naturkatastrophen und Kriegen über eine erhöhte Inzidenz für 

kardiovaskuläre Ereignisse wie Myokardinfarkt berichtet (Meisel et al, 1991). Der 

Stellenwert von akutem oder chronischem Stress bei der Entstehung und 

Entwicklung einer zu Grunde liegenden Atherosklerose wird aber häufig unterschätzt. 

Viele epidemiologische Studien haben schon in der Vergangenheit eine Bedeutung 

von  psychischen Einflüssen auf die Entstehung und Progression einer 
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Atherosklerose beschrieben (Haynes et al., 1980; Rosenman et al., 1976), die  zu 

Grunde liegenden pathophysiologischen Mechanismen sind nicht geklärt (Stewart et 

al., 2003).  

In den letzten Jahren sind viele prospektive Kohortenstudien und Fall-Kontroll-

Studien publiziert worden, die die ätiologische Bedeutung des psychosozialen 

Stresses untersuchten, klassische kardiovaskuläre Risikofaktoren wurden dabei 

statistisch kontrolliert. Die Mehrheit der Studien kommt zu dem Ergebnis, dass 

psychosozialer Stress ein eigenständiger kardiovaskulärer Risikofaktor ist und in der 

Bedeutung dem der Hypercholsterinämie gleichkommt. (Marmot, 1997; Kivimäki, 

2002; Todaro, 2003; Wasserheil-Smoller, 2004; Möller J, 2005; Rosengren, 2004; 

Yusuf, 2004). Einige wenige Studien widerlegen diese Aussage (O’Malley et al., 

2000; Cervilla et al., 2004). In Übersichtsarbeiten wird zudem der ätiologische 

Einfluss und die prognostische Bedeutung psychischer Faktoren mit Hilfe von 

Metaanalysen bestehender Studienergebnisse bestätigt (Hemingway, 1999; Kuper, 

2002; Regulies, 2002; Wulsin, 2003). 

 

Neben epidemiologischen Hinweisen ist interessant, dass sowohl  in-vitro-Studien als 

auch in-vivo-Untersuchungen mit Tieren und Humanexperimente (Lespérance, 

Frasure-Smith et al., 2004; Rajagopalan et al., 2001) zeigen konnten, dass es unter 

mentaler Stresseinwirkung zur Inflammation (Kielcolt-Glaser, 2003; Panagiotakos, 

2004; Miller, 2002), erhöhter Koagubilität (Steptoe, 2003; von Känel, 2001) sowie 

Endotheldysfunktion (Hemingway, 2003; Mangiafico, 2002; Ghiadoni, 2000) kommt. 

Beispielhaft sei hier eine Stress-induzierte Zunahme atheromatöser Plaquebildung 

im Affenmodell genannt (Kaplan et al., 1983). Desweiteren konnte bei Probanden mit 

depressiven Symptomen eine erhöhte Ausschüttung proinflammatorischer Zytokine 

und Chemokine aus Monozyten dokumentiert werden (Suarez et al., 2003).  
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1.4 Chronische Hyperaktivität der HPA-Achse 

Veränderungen der HPA-Achse finden sich in nahezu allen psychiatrischen 

Erkrankungen, assoziiert mit einer permanenten Aktivierung der HPA-Achse und 

konsekutiv erhöhten CRH  Liquor- und Plasmakonzentrationen. Hier sind 

insbesondere die Major Depression, Angststörungen, das posttraumatische Disstress 

Syndrom, Essstörungen und die Dysthymie zu nennen (Claes, 2004). Da das 

Stresshormon CRH der wichtigste Vertreter der HPA-Achse ist, muß seiner Wirkung 

eine besondere Aufmerksamkeit zukommen. So konnte in einer Studie gezeigt 

werden, dass eine CRH-Rezeptor-Blockade bei Rhesus Affen zu einer verminderten 

Stressantwort führte (Habib et al., 2000). In der Behandlung der Major Depression 

sind bisher schon in klinisch kontrollierten Studien oral applizierbare CRH-Rezeptor-

Antagonisten verfügbar, die zu einer signifikanten Reduktion der klinischen 

Symptomatik führen können (Zobel et al., 2000; Kehne et al., 2002).  

In wie weit die klinische Anwendung von CRH-Rezeptor-Antagonisten Auswirkungen 

auf die Atherosklerose hat, ist bisher ungeklärt.  

 

 

1.5 CRH-Rezeptoren  

Es gibt zwei CRH-Rezeptortypen, CRH-R1 und CRH-R2, sie sind zu 70% homolog 

zueinander. Beide haben sieben Transmembrandomänen und sind positiv mit der 

Adenylatcyclase verbunden. CRH-R1 kommt in nur einer Isoform vor (CRH-R1α) 

während  CRH-R2 drei funktionelle Varianten aufzeigt: CRH-R2α, -R2β und –R2γ. 

Sie unterscheiden sich an ihrem N-terminalen Ende, bedingt durch alternatives 

Splicing. CRH-R1 wird vornehmlich im zentralen Nervensystem exprimiert (portales 
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Gefäßnetz der Hypophyse, Cerebellum, Amygdala, Hippocampus, Stammhirn) 

während CRH-R2 auch in der Peripherie nachweisbar ist (Herzvorhöfe und –

kammern, am Myo- und Epicard und an den myokardialen Arteriolen (Kimura et al., 

2002), am Skelettmuskel (Kishimoto et al., 1995), an Arteriolen in Lunge und 

Intestinaltrakt. So konnte beispielhaft an CRH-R2-Knock-Out Mäusen die Relevanz 

des Rezeptors in der Regulation des kardiovaskulären Systems aufgezeigt werden 

(Coste et al., 2000, 2002). 

 

 

1.6 Peripheres CRH 

Corticotropin-Releasing-Hormon-Konzentrationen im peripheren Plasma sind 

geringer als die Konzentrationen im hypothalamisch-hypophysären 

Portalvenenplasma, wobei  in der Literatur unterschiedliche Normbereiche für CRH 

angegeben werden, sie variieren von CRH 10-11 bis 10-6 M (Ruckert et al., 1990; 

Stephanou et al., 1990, Ellis et al., 1988). Die große Variationsbreite kommt dabei 

durch unterschiedliche Messmethoden zu Stande, als Konsequenz hieraus gibt es 

keinen etablierten Normwert. Die größte Menge des CRH liegt gebunden an CRH-BP 

vor (Behan et al., 1989). Die Plasmahalbwertszeit von ungebundenem CRH beträgt 

beim Menschen nur vier Minuten (Schurmeyer et al., 1984). CRH wird neben dem 

ZNS auch von einer Vielzahl von peripheren Organen und Geweben produziert. 

Dazu gehören Milz, Thymus, inflammatorischen Zellen (Baker et al., 2003) und 

periphere Nervenendigungen. CRH moduliert die Sekretion von Zytokinen sowie die 

Proliferation und Degranulation von Lymphozyten und Makrophagen (Baigent et al., 

2001), außerdem ist eine über periphere CRH-Rezeptoren vermittelte 

kardiovaskuläre Bedeutung bekannt (Parkes et al., 2001). 
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1.7 Periphere Effekte von CRH auf Endothel und Mono zyt 

CRH vermag die zelluläre Zytokinproduktion zu modulieren. So wurde beispielhaft in 

der Zellkultur (PBMC) ein stimulatorischer Effekt auf die Produktion von Interleukin-6 

gesehen (Leu et al., 1992, Agelaki et al., 2002). Zudem konnte gezeigt werden, dass 

es im Rahmen einer Koronarangioplastie - ein Stress-auslösendes Ereignis -  wie 

auch bei intravenöse Gabe von CRH (in der Dosierung 1 µg/kg Körpergewicht) zu 

einer signifikanten Interleukin-1 und 2 Sekretion kam (Schulte et al., 1994). Eine 

Zunahme der zellvermittelten Lyse durch natürliche Killerzellen konnte durch CRH 

induziert werden, möglicherweise IL-1 vermittelt (Leu et Singh, 1991).  

An isolierten humanen PBMC wurde durch CRH eine verminderte 

Antikörperproduktion hervorgerufen (Leu et Singh, 1993). Intrazellulär wies man 

zudem eine Immunreaktivität für CRH bei T- und B-Zellen wie auch bei Makrophagen 

nach (Baker et al., 2003). In-vitro-Migrationsstudien zeigten ein stimuliertes 

Migrationsverhalten von Monozyten (Genedani et al., 1992), während eine CRH-

Wirkung auf das Endothel über die Beeinflussung der endothelialen NO-Synthase 

demonstriert werden konnte (Cantarella et al., 2001). 

Zusammenfassend zeigt sich aus den oben aufgeführten Daten, dass die Bedeutung 

von CRH als parakrines und autokrines Hormon weit über eine nur als zentralnervös 

wirkende Substanz verstanden werden muß. 
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2 Fragestellung und Zielsetzung 

Die vorliegende Arbeit hat zum Ziel, eine mögliche Regulation des Stresshormons 

CRH auf die Monozyten-Endothel-Interaktion zu untersuchen.  

Es wurden konkret folgende Fragestellungen experimentell untersucht: 

 

• Werden auf der monozytäre Zelllinie THP-1 CRH Rezeptoren exprimiert? 

 

• Kann CRH die Adhäsion von Monozyten am Endothel beeinflussen und, wenn 

ja, welche Mediatoren sind dabei beteiligt? 

 

Methodisch war die Entwicklung und Validierung und Anwendung folgender 

Verfahren erforderlich: 

 

• Identifizierung der CRH-Rezeptoren auf der Zelloberfläche mittels PCR-

Analyse und Immunfluoreszenz-Technik 

 

• Etablierung einer fluorometrischen Adhäsionsmessung 

 

• Quantifizierung der endothelialen Adhäsionsmoleküle ICAM-1 und VCAM-1 

unter Einfluß von CRH 

 

• Quantifizierung des monozytären Adhäsionsmoleküls MAC-1 unter Einfluß 

von CRH 
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3 Material und Methoden 

3.1 Materialien 

3.1.1 Geräte und Software 

BioPhotometer: Fa. Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 

DNA Engine Dyad Cycler: Fa. BioRad, USA 

Epics XL Flow Cytometry: Fa. Beckman Coulter, Krefeld, Deutschland 

Fluoreszenzmikroskop Axiovert 200, Kamera, Software AxioVision: Fa. Zeiss, 

Deutschland 

GENios Multiplate-Reader, XFlour4-Software: Fa. TECAN, Deutschland 

Primer3-Software (Rozen et Skaletsky, 2000) 

Microsoft Excel 2000, Word 2000: Fa. Microsoft Corp., USA 

SPSS für Windows, Version 11.5.1, 2000 

Chromas Version 1.45, 1996 

 

 

3.1.2 Verbrauchsmaterial 

Humanes CRH: Fa. Biozym, Deutschland 

LPS E. coli O126 und fMLP, L-Glutamin, Trypsin, VEGF, EGF, Hydrocortison, PBS, 

Gentamycin, Penicillin Streptomycin, Methanol, Ethanol, Glycerin, Glycin, BSA: Fa. 

Sigma-Aldrich, Deutschland 

Chloroform: Fa. Merck, Deutschland 

 

Antikörper für die Durchflusszytometrie  

Fa. Beckman Coulter, Deutschland 

- mAb CD 14 – FITC - IgG2a 

- mAb CD 11b – PE - IgG1 
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- Isotypkontrolle PE - IgG1 

- Isotypkontrolle FITC - IgG2a 

Fa. Becton-Dickinson, Deutschland  

- mAb CD54 – PE – IgG1 

Fa. R&D Systems, Deutschland  

- mAb CD106 – FITC – IgG2a,  

 

Antikörper für die Immunfluoreszenzcytochemie: 

Fa. SantaCruz, USA  

- CRF-RI-IgG affinitiy-purified goat polyclonal antibody (C-20) 

- Blockierungspeptid für CRF-RI-IgG, Santa Cruz, USA 

Fa. Sigma-Aldrich, Deutschland 

- Cy3-conjugated affinity-purified mouse anti-goat IgG (H+L),  

 

RPMI 1640-Medium Modified: Fa. ATCC, USA 

MCDB 131 mit/ohne Phenolrot:  Fa. CCpro, Deutschland 

Fetales Kälberserum, FCS clone low Endotoxin tested:  Fa. Ccpro, Deutschland 

Zellkulturflaschen: Fa. Nalge Nunc Int., USA 

 

TRIzol-Reagenz: Fa. Gibco-Invitrogen, Deutschland 

Superscript TM II Kit: Fa. Invitrogen, Deutschland 

Taq Polymerase: Fa. Promega Corp., USA 

DNase Kit: Fa. Ambion, USA 

Elektrophoreseauftragspuffer (6x Loading Dye Solution): Fa. Fermentas, 

Deutschland 

GeneRuler, 50bp-Ladder, Fa. Fermentas, Deutschland 
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Nucleo Spin ExtractR Kit: Fa. Machery-Nagel, Deutschland 

Primersynthese – Fa. Thermohybaid, Deutschland 

Sequenzierung – Fa. Eurofins Medigenomix, Deutschland 

 

Vacutainer CPT: Fa. Becton-Dickinson, Deutschland  

Ficoll-Paque-Plus: Fa. Amersham Biosciences, United Kingdom 

MACS Monozytenisolation Kit II:  Fa. Miltenyi Biotech, Deutschland 

Poly-L-Lysin beschichtete Objektträger: Fa. Menzel, Deutschland 

 

Mikrotiter 96 Well flat bottom white und transparente Platten, Fa. Corning Costar, 

USA 

8er und 4er Chamberslides mit Glasobjektträgern, Fa. BD Falcon, USA 

VECTASHIELD-DAPI, Fa. Vector Laboratories, UK 

CMFDA Celltracker C-7025: Fa. Invitrogen Molecular Probes, Deutschland 

 

LIMUSATE LAL-Test: Fa. Kappes Laborservice, Deutschland 

VenorGeM RT-PCR-Mykoplasmentest-Kit: Fa. Minerva Biolabs, Deutschland 

Quantitativer Proteinassay: Fa. PIERCE Biotechnology Corp., USA 

 

Zellkulturzubehör, diverse Laborartikel, Chemikalien und Verbrauchsmaterial wurde 

von namhaften Herstellern bezogen. 
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3.1.3 Reagentien 

PBS-Glycin 

1,87 g Glycin, das ein Molekulargewicht von 75 g/mol besitzt, wurde in  500 ml PBS 

gelöst und mit 1 ml einer 10% Natriumazidlösung versetzt, so dass die Lösung 

0,02% Natriumazid enthalten hat. So entstand eine 0,05 M Glycinlösung mit 0,02% 

Natriumazid. Anschließend wurde die Lösung sterilfiltriert. 

 

PBS-BSA-Gelatine-Reagenz 

2 g Gelatine wurde unter Rühren bei 42°C in 700 ml PBS gelöst, anschließend 

wurden 5 g BSA langsam unter Rühren innerhalb von einer Stunde bei 38°C 

zugefügt und mit  1,4 ml einer 10% Natriumazidlösung versetzt,  so dass die Lösung 

zu 0,02% Natriumazid enthalten hat. 

 

PBS-1%BSA-0,01%Natriumazid 

1 g BSA wurde auf 100 ml mit PBS aufgegossen und unter ständigem Rühren bei ca. 

35°C gelöst. Anschließend wurden 100 µl einer 10 % Natriumazidlösung zugegeben 

und dann sterilfiltriert. 

 

0,4 % Formaldehydreagenz 

1,08 ml einer 37 % Formaldehydlösung wurde auf 100 ml mit PBS aufgegossen und 

anschließend sterilfiltriert. 

 

Erythrozyten-Lyse-Puffer 

Wie von Hamblin et al. 1992 beschrieben, wurden 4,15 g Ammoniumchlorid mit 

0,605 g Tris auf 500 ml mit destilliertem Wasser aufgegossen und ein pH von 7,4 

eingestellt.  
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BSS-Puffer 

Balanced Salt Solution Mix wurde nach Herstellerangaben des Ficoll aus Stock A 

und Stock B im Verhältnis 1:10 hergestellt. 

Stock A wurde angesetzt mit 0,1% D-Glucose, 5 x 10-5 M CaCl2 x 2 H2O, 9,8 x 10-4 M 

MgCl2 x 6 H2O, 5,4 x 10-3 M KCl und 0,145 M TRIS in Aqua dest. und einem pH-Wert 

von 7,6. Stock B war eine Natriumchloridlösung mit 0,14 M NaCl. 

 

MACS-Puffer 

0,5 % BSA und 2 mM EDTA wurden  in PBS ohne Calcium und Magnesium gelöst 

und  mit einem pH von 7,2 eingestellt, sterilfiltriert und im Ultraschallbad entgast. 

 

TBE-Puffer 

TBE-Puffer wurde als Stock in zehnfacher Konzentration angesetzt,  pH-Wert 8,35 . 

Es wurden 54 g (0,89 M) Tris, 27,5 g (0,89 M) Borat und 3,7 g (2 mM) EDTA mit 

destilliertem Wasser auf 500 ml aufgefüllt und für den Gebrauch entsprechend 

verdünnt. 

 

Mastermix für die PCR 

Herstellung von 50 µl Mastermix:   

10xPCR-Puffer    5 µl 

MgCl2 25 mM    3 µl 

DNTP 10 mM    5 µl 

Forward Primer 20 µM   1 µl 

Reward Primer 20 µMM   1 µl 

Taq Polymerase 5 U/µl   0,25 µl 
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cDNA bzw. für Kontrolle Aqua dest. je 1 µl 

Aqua BiDest.     auf 50 µl 

 

 

3.2 Experimentell untersuchte Zellen 

3.2.1 Humane mikrovaskuläre Endothelzellen (HMEC-1)  

HMEC-1 wurden über das Center of Disease Control and Prevention/National Center 

for Infectious Disease, Atlanta, Georgia, USA bezogen. Es handelt sich um eine  

immortalisierte Zelllinie, die 1992 etabliert wurde und seither zu den am besten 

charakterisierten Endothelzelllinien für in-vitro Untersuchungen gehört (Ades et al., 

1992). Sie weist einen diploiden Chromosomensatz auf, wächst zu einem typischen 

pflastersteinartigen Monolayer und ist kontaktinhibiert. Auch in Medium mit 

reduziertem Serumanteil bleiben die Eigenschaften der Zelle erhalten.  

Nachgewiesen wurde zum Beispiel die Aufnahme von azetyliertem LDL sowie die 

Zelladhäsion von peripheren Blutzellen auf dieser Zelllinie. Zudem sind die Zellen in 

der Lage, den von Willebrand Faktor, die Adhäsionsmoleküle ICAM-1, VCAM-1 und 

E-Selektin, den Tissue Faktor, Thrombomodulin, Tissue Plasminogen Aktivator und 

Plasminogen Aktivator Inhibitor zu synthetisieren. (Bouis et al., 2001; Unger et al., 

2002). 

 

 

3.2.2 Humane monozytäre Zelllinie  (THP-1) 

THP-1 Zelllinie wurde über ATCC, Rockwell, USA erworben. Die humane 

promonozytäre Zelllinie THP-1 wurde 1978 in Japan von einem einjährigen Jungen, 

erkrankt an einer  akuten monozytären Leukämie, gewonnen (Tschuchiya et al., 

1980).  
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Die in Suspension wachsenden Zellen sind 12-14 µm im Durchmesser, rund bis 

polygonal, weisen einen gefalteten Zellkern mit einem gut abgrenzbaren Nukleolus 

auf. Sie sind zur Phagozytose fähig und besitzen auf ihrer Oberfläche die für 

Monozyten typischen Fc-Rezeptoren, CD14 Rezeptoren sind induzierbar. Auch nach 

8 Monaten in Kultur kann ein dipoloider Chromosomensatz (46, XY) nachgewiesen 

werden. Die Monozytenlinie ist etabliert und wird in zahlreichen in-vitro Studien 

verwendet (darunter auch in Adhäsionsstudien). 

 

 

3.2.3 Humane periphere Monozyten 

Human Monozyten wurden von freiwilligen gesunden Probanden aus dem peripher 

venösem Blut gewonnen. Es wurde darauf geachtet, dass zum Zeitpunkt der 

Blutabnahme keine medikamentöse Therapie erfolgte. Die gewonnenen Zellen 

wurden sofort weiterverarbeitet, so dass eine primäre Zellkultur der Monozyten nicht 

notwendig war. 

 

 

3.3 Experimentell untersuchte Peptide und Stimulant ien 

3.3.1 Corticotropin-Releasing-Hormon (CRH) 

CRH ist ein aus 41 Aminosäuren bestehendes Polypeptid, das aus einem Prä-Pro-

Hormon durch proteolytisches Prozessing entsteht. Es wird in den parvozellulären 

Neuronen des Nucleus paraventricularis im Hypothalamus gebildet und befindet sich 

auch im limbischen System und in Hirnarealen, die die Verbindung mit dem 

sympathischen System herstellen. Es ist ein regulatorisches Peptid der 

Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden-Achse und ein wichtiger Bestandteil 

der Stessantwort.  
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Die intrazelluläre Signalkaskade, die CRH über seine Rezeptoren auslöst, läuft 

hauptsächlich über G-Proteine, die über Adenylatcyclase zur cAMP-Erhöhung und 

dann zur Aktivierung der Phosphokinase A führt. Diese kann über Phosphorylierung 

von Proteinen die Transkription von Genen beeinflussen. Außerdem ist eine G-

Protein-vermittelte Aktivierung eines Phospholipase-C-Wegs bekannt, der wiederum 

durch Aktivierung der Phosphokinase C die Transkription steuert. 

Die Ausschüttung erfolgt durch mindestens zwei Stimuli, wobei der eine 

stressinduziert und der andere biologischen Rhythmen folgt (Löffler et Petrides, 

2000). Intrazerebroventrikuläre Wirkungen von CRH gleichen denen des 

sympathischen Nervensystems. Steigerung der Herzfrequenz, des Blutdrucks und 

der Auswurffraktion des Herzens konnten im Tierexperiment gezeigt werden. 

Wie oben bereits erwähnt, wird CRH und seine Rezeptoren CRH-R1 und (vor allem) 

-R2 nicht nur im zentralen Nervensystem sondern auch in der Peripherie gefunden, 

z.B. in allen vier Herzkammern sowie in der Aorta. Die peripheren Effekte von CRH 

sind dabei kontrovers. So wurden etwa auf kardiovaskulärer Ebene zum einen eine 

Vasodilatation mit Reflextachykardie (Lenz et al., 1985) gesehen, zum anderen eine 

Blutflusssteigerung mit positiv inotropem Effekt (Grunt et al., 1992, 1993) . In vitro 

bewirkt CRH eine erhöhte endotheliale Sekretion von Endothelin-1, dem stärksten 

endogenen Vasokonstrikor sowie eine verminderte Freisetzung von endothelialem 

NO. (Wilbert-Lampen et al., 2006)  

Man geht heute davon aus, dass es ein lokales CRH-Rezeptor-Liganden-System im 

peripheren Gewebe gibt, das in autokriner und parakriner Weise die kardiovaskuläre 

Stressantwort moduliert.  

Darüber hinaus ist CRH ein wichtiger Mediator für die Auslösung einer Akut-Phase-

Reaktion und somit ein Bindeglied zwischen Stress und inflammatorischer Antwort 

(Black, 2002)  
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3.3.2 Lipopolysaccharid (LPS) 

Lipopolysaccharid ist ein Endotoxin, das aus der äußeren Membran von gram-

negativen Bakterien wie Escherichia coli gewonnen wird. Es gehört zu der Gruppe 

der Pyrogene, Stoffe, die schon in geringsten Mengen und innerhalb einer 

begrenzten Einwirkzeit beim Menschen und bestimmten Versuchstieren eine 

inflammatorische Reaktion hervorruft und dosisabhängig einen Temperaturanstieg 

bewirkt (Osborne et al., 1964, Bishop, 2005).  

Als LPS-vermittelte Effekte am Monozyten sind zu nennen: Stimulation der  

Interleukinproduktion (IL-1, IL-6, TNF-α) sowie der Expression der 

Adhäsionsmoleküle LFA-1, MAC-1, VLA-1 und ICAM-1 (Heinzelmann et al., 2000). 

Analog dazu findet man am Endothel die Expressionszunahme von 

Adhäsionsfaktoren wie ICAM-1 und VCAM-1.  

LPS führt nicht nur zu einer Induktion der Adhäsionsmolekülexpression im Sinne 

einer gesteigerten Proteinbiosynthese sondern trägt auch zur schnellen Entleerung 

von intrazellulären Speichern von Oberflächenmolekülen bei, was beispielhaft an 

Monozyten und polymorphnukleären Leukozyten an MAC-1 (CD11b/CD18) gezeigt 

werden konnte. Schon nach wenigen Minuten Stimulationszeit lässt sich ein Zwei- 

bis Vierfaches an Oberflächenrezeptoren durchflusszytometrisch nachweisen 

(Heinzelmann et al., 2000). 

 

Wegen des ubiquitären Vorkommens von gram-negativen Bakterien und somit auch 

von LPS ist eine Testung auf Verunreinigung durch LPS bei allen biologisch-

wissenschaftlichen Experimenten von äußerster Wichtigkeit. Hierfür kann man sich 

eine Eigenschaft von LPS auf Limulus polyphemus, dem Pfeilschwanzkrebs zu 
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Nutze machen, bei dem Endotoxin durch Reaktion mit Amöbozyten eine 

Gerinnungskaskade auslöst. 

 

 

3.4 Methoden 

3.4.1 Zellkulturen 

Die für die Versuche verwendeten Zellkulturen wurden in einem Inkubator bei 37°C, 

5 % CO2/Luft und 90 % Luftfeuchtigkeit kultiviert. Zur Überprüfung der Viabilität der 

Zellkulturen wurde die Trypanblaufärbung durchgeführt, die anschließende 

Zellzählung erfolgte in einer Neubauer Zählkammer. Der  Anteil der lebenden Zellen 

wurde zur Gesamtzahl in Relation gesetzt und betrug immer > 90 %. 

 

3.4.1.1 Zellkultur HMEC-1 

Die Humane-Mikrovaskuläre-Endothelzelllinie-1 wurde in Anlehnung an Ades et. al. 

(1992) und Xu et al. (1994) im Nährmedium MCDB 131, ergänzt durch 10% fetales 

Kälberserum, 10 ng/ml humanes EGF, 1 µg/ml Hydrocortison, 2 mM L-Glutamin, und 

2 mg/ml Gentamycin, kultiviert. 

Die Zelldichte bei Aussaat betrug je nach verwendeter Zellkulturflasche 5000 bis 

10000 Zellen pro Quadratzentimeter Fläche. Für Mikrotiterplatten und Kammer-

Objektträger musste zuvor die optimale Zelldichte in Vorversuchen bestimmt werden. 

Erster Wechsel des Zellkulturmediums wurde nach 24 Std. durchgeführt, Konfluenz 

erreichte die Kultur am dritten Tag. Zum Splitten der Zellen im Verhältnis 1:5 bzw. 

1:10 wurde das Medium abgesaugt und mit Trypsin/EDTA einmal kurz gespült und 

anschließend mit Trypsin/EDTA für ca. 3 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.  

Leichtes Klopfen an die Zellkulturflasche beschleunigte den Ablösevorgang. Nach 

Zugabe von Zellkulturmedium und Zentrifugation für 10 Minuten bei 150 g wurde der 
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Überstand dekantiert und das Pellet mit Medium resuspendiert. Nach Zellzählung mit 

Trypanblau-Viabilitätsfärbung wurde ein Teil der Zellen erneut ausgesät, der Rest  

bei -170°C mit 10 % DMSO tiefgefroren. 

Es wurde darauf geachtet, dass nur junge Zellpassagen ab Lieferung für die 

Versuche benutzt wurden. 

 

 

3.4.1.2 Zellkultur THP-1 

Die promonozytäre Zelllinie THP-1 wurde in RPMI-1640 mit 10 % FCS, 0,05 mM 

Mercaptoethanol und Penicillin/Streptomycin (100 IE/100 IE pro Milliliter Medium) 

kultiviert.  

Die Zelldichte bei Aussaat in der 75 ccm Zellkulturfalsche betrug 500.000 Zellen pro 

Milliliter Suspension. Am dritten Tag hatte sich die Zellzahl verdoppelt. Nährmedium 

wurde im Verhältnis 1 : 1 zugegeben. Einmal in der Woche erfolgte eine 

Zentrifugation (150g, 10 Minuten), der Überstand wurde dekantiert und das Pellet mit 

frischem Zellkulturmedium resuspendiert. Nach Zellzählung erfolgte die Aussaat mit 

optimaler Zelldichte. 

 

 

3.4.2 Gewinnung primärer Monozyten 

3.4.2.1 Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation 

Vollblut wurde von gesunden Spendern mit handelsüblichen EDTA-Röhrchen 

abgenommen und mit einem gleichen Volumen BSS-Puffer versetzt (Verdünnung 

1:1). Im 50 ml Röhrchen wurden vorsichtig 3 Teile verdünntes Blut auf 4 Teile Ficoll-

Paque-Plus pipettiert. Nach Zentrifugation für 30 Minuten (Schwingzentrifuge, 18°C, 

400 g) wurde die weiße PBMC-Schicht mit einer 5 ml Pipette entnommen und in 
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einem neuen 50 ml Röhrchen dreimal mit BSS-Puffer gewaschen, um Ficoll-

Rückstände zu entfernen. Nach der letzten Zentrifugation wurde das Pellet in MACS-

Puffer resuspendiert und mit Trypanblaufärbung in der Neubauerzählkammer die 

PBMC-Zellzahl bestimmt. 

 

 

3.4.2.2 Monozytenisolation mit MACS durch Negativse lektion 

Zur Monozytenisolation aus der mit Ficoll-Paque-Plus gewonnenen PBMC-Fraktion 

wurde der Monozyten-Isolationskit II, der auf Negativselektion mittels Mikrobeads 

basiert, nach Herstellerangaben benutzt. Das in MACS-Puffer resuspendierte PBMC-

Pellet wurde dabei mit FcR-Blockingreagenz und Biotin-Antikörper-Cocktail für 10 

Minuten im Kühlschrank bei 6°C inkubiert, anschließ end MACS-Puffer und Anti-

Biotin-Mikrobeats zugegeben und weitere 10 Min. im Kühlschrank inkubiert. Nach 

einmaligem Waschen mit MACS-Puffer wurde die Zellsuspension über eine Säule 

gegeben, die an einem Magneten befestigt war. Die an Mikrobeats gekoppelten 

Zellen haben in der Säule gebunden, sodass allein die CD14 positiven Zellen 

(entsprechen den Monozyten) eluiert wurden. 

 

 

3.4.2.3 Durchflusszytometrische Analyse der gewonne n Zellen (CD 14+) 

Zur Überprüfung der Reinheit der Monozytenisolation mittels Mikrobeats wird ein Teil 

der Zellsuspension mit Anti-CD14-mAb (FITC) gefärbt und mittels FACS-Analyse die 

Anzahl der CD14-positiven Zellen zur Gesamtzellzahl bestimmt. Isotypkontrollen zu 

den Antikörpern wurden bei jedem Ansatz angefertigt, zur Viabilitätskontrolle wurde 

in Vorversuchen eine 7-AAD-Färbung mitgeführt. Nach Durchführung der MACS-
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Monozyten-Isolation lagen mehr als 80% CD14 positive Zellen vor, die umgehend 

der RNA-Gewinnung zugeführt wurden. 

 

 

3.4.3 CRH-Rezeptornachweis auf THP-1 Zellen 

3.4.3.1 RT-PCR zum CRF-R1/2 Nachweis 

3.4.3.1.1 Primerdesign (CRF-R1/2) 

Es wurden zwei verschiedene Primerpaare verwendet, um die cDNA der CRH-

Rezeptoren zu bilden. Für CRH-R1 wurde sense 5’ – GGC AGC TAG TGG TTC 

GGC C – 3’ und antisense 5’ – TCG CAG GCA CCG GAT GCT C – 3’ verwendet. 

Die Primer für CRH-R2 sind sense 5’ – GCT GCT CTT GGA CGG CTG GG – 3’ und 

antisense 5’ – CCA GGG CTG CCA CAG ATA CGC – 3’. Entworfen wurden diese 

Primer mit Hilfe der beim National Center for Biotechnology Information (NCBI) 

hinterlegten DNA-Sequenzen. Die Genbank Accession Nummern sind NM_004382 

und NM_001883.2. Die Primerpaare wurden mit Hilfe des Programms Primer3 

anhand der Sequenzen entworfen (Rozen et Skaletzki, 2000). Für jedes Primerpaar 

wurden optimale Annealingtemperatur, Zykluszahl, Magnesiumkonzentration und 

Taq-Polymerase-Menge in Vorversuchen ermittelt. Als etablierte Positivkontrollen 

wurde für CRH-R1 cDNA aus Cerebellum, für CRH-R2 cDNA aus Myokard benutzt.  

 

 

3.4.3.1.2 RNA Gewinnung mit TRIzol-Reagenz 

Ein Zellpellet mit 5 bis 10 x 106 Zellen wird mit 1 ml TRIzol-Reagenz vermischt und 5 

Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Zugabe von 0,2 ml Chloroform 100% 

und  Vortexen folgen weitere 2 bis 3 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur. Bei 

4°C und 14800 g wird der Ansatz 15 Minuten zentrifu giert, die wässrige RNA-haltige 
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Schicht mit einer Pipette in ein neues Eppendorfgefäß überführt und dann mit 0,5 ml 

Isopropanol versetzt. Nach 10 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur folgte eine 

erneute Zentrifugation (10 Min., 4°C, 14800 g), der  Überstand wurde dekantiert und 

mit 1 ml 75% Ethanol durch Schütteln vermischt. Nach  Zentrifugation (5 Min., 9000 

g, 4°C) wurde der Überstand dekantiert und das Pell et im umgedrehten Eppendorf-

Gefäß für 10-15 Min. getrocknet, in 20 µl zweifachdestilliertem und autoklaviertem 

Wasser gelöst und bei –80°C aufbewahrt. 

 

 

3.4.3.1.3 Denaturierung der genomischen DNA 

Nach der RNA-Isolierung erfolgte eine Entfernung von genomischer DNA aus dem 

RNA-Gemisch, die nach Herstellerangaben des DNase Kits durchgeführt wurde. 

Nach Auftauen der RNA auf Eis wurde die optische Dichte bei 260 nm im 

Photometer bestimmt und damit die Gesamtmenge an Nukleinsäuren (DNA und 

RNA) mit der Formel OD260 x 40 x Verdünnungsfaktor = Gesamtmenge (µg/ml) 

berechnet. Die OD280 wurde ebenfalls errechnet und der Quotient OD260/OD280 

ermittelt. Nach Herstellerangaben wurde das RNA-Gemisch mit DNase 1 Puffer und 

DNase versetzt, für 30 Minuten bei 37 °C im Heizblo ck inkubiert, mit der DNase-

Inaktivierungs-Reagenz versetzt  und das Gemisch für 2 Minuten ruhen gelassen. 

Nach Zentrifugation wurde im Überstand die reine RNA gewonnen. Zur Kontrolle der 

DNA-Denaturierung und zur Berechnung des RNA-Gehalts erfolgte eine erneute 

Bestimmung der optischen Dichte. 
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3.4.3.1.4 RNA-Kontroll-Gelelektrophorese 

Zur Überprüfung der gewonnenen RNA wurde ein Kontrollgel in 1% Agarosegel 

angefertigt (0,4 g Agarose wurde mit 40 ml TBE-Puffer aufgekocht, mit 0,3 µl 

Ethidiumbromid 1% versetzt und in eine Gelkammer gegossen). 500 ng RNA wurde 

mit Bromphenolauftragspuffer und Aqua bidest. versetzt (Endvolumen 10 µl) und mit 

einem Ladder als Fragmentlängenmarkierung sowie einer Negativkontrolle auf das 

erkaltete Gel aufgetragen. Die Auftrennung erfolgte  im elektrischen Feld (bei 90 V). 

 

 

3.4.3.1.5 cDNA Synthese und Polymerasekettenreaktio n 

Die cDNA Synthese wurde mit Hilfe der Reversen Transkriptase Superscript TM II 

nach Herstellerangaben durchgeführt. 200 ng Oligo(dT)12-18-Primer wurde dabei mit 4 

µg RNA und 1 µl dNTP-Gemisch aller vier Basen (10 mM) versetzt und für 5 Minuten 

bei 65 °C im PCR-Cycler erhitzt, so dass die Oligo( dT)12-18-Primer an die RNA binden 

konnten. Anschließend wurden 4 µl First Strand Buffer (5fach), 2 µl DTT (0,1M), 40 U 

RNase Out Recombinant Ribonuclease Inhibitor und 200 U Superskript 

hinzugegeben und im PCR-Cycler für 10 Min. bei 25 °C, gefolgt von 60 Min. bei 42 

°C cDNA synthetisiert. Die Reaktion wurde bei 70 °C  beendet.  

Zur Amplifikation wurde die Taq Polymerase verwendet. Nach Herstellung des 

Mastermixes wurden je 45 µl Mastermix mit 5 µl cDNA oder 5 µl Aqua bidest. als 

Kontrolle versetzt und im PCR-Cycler nach folgendem Programm amplifiziert:  

CRH-R1-Primern: Denaturierung bei 95°C für 5 Minute n und für 30 Sekunden, 

Annealing bei 58°C für 30 Sekunden und Polymerisati on bei 72°C für 35 Zyklen für je 

30 Sekunden. CRH-R2: Denaturierung bei 95°C für 5 M inuten und für 30 Sekunden, 

Annealing bei 57°C für 30 Sekunden und Polymerisati on bei 72°C für 35 Zyklen für je 

30 Sekunden. Die Proben wurden danach bei –20°C tie fgefroren. 
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3.4.3.1.6 Gelelektrophorese des PCR Produkts 

Zur Darstellung des PCR-Produkts erfolgte eine Elektrophorese in einem 1,5% 

Agarosegel. Das PCR-Produkt wurde mit Elektrophoreseauftragspuffer versetzt 

(Endvolumen 10 µl) und neben einem Marker zur DNA-Fragmentlängenbestimmung 

für 50 Basenpaare, einer Negativkontrolle sowie einer Positivkontrolle auf das 

erkaltete Gel aufgetragen. Die Auftrennung erfolgte  im elektrischen Feld (bei 90 V). 

 

 

3.4.3.1.7 Sequenzierung des PCR Produkts 

Die zu sequenzierende Bande wurde aus dem Gel mit einem sterilen Einmalskalpell 

ausgeschnitten und die DNA vom Agarosegel mittels Nucleo Spin ExtractR Kit nach 

Herstellerangaben gereinigt. Die gewonnene DNA wurde anschließend sequenziert, 

mittels Chromas 1.45 Software als Textdatei exportiert und mit Hilfe des BLAST-

Programms des NCBI mit der bekannten Gensequenzen verglichen.  

 

3.4.3.2 Immunfluoreszenztechnik zum CRH-Rezeptornac hweis 

Als Primärantikörper wurde ein aus Ziege gewonnener anti-humaner CRH-RI-IgG 

affinitätsgereinigter polyklonaler Antikörper verwendet, wobei der Antikörper an beide 

CRH-Rezeptortypen (CRH-R1 und R2) bindet. Die optimale Verdünnung des 

Antikörpers von 1:50 wurde in Vorversuchen ermittelt.  

Als Sekundärantikörper wurde ein Maus anti-Ziege Cy3-konjugierter 

affinitätsgereinigter IgG Antikörper eingesetzt, die optimale Verdünnung von 1:200 

wurde ebenfalls in Vorversuchen bestimmt. 
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Die Zellsuspension wurde zunächst mit PBS Dulbecco gewaschen und anschließend 

resuspendiert in PBS Dulbecco auf 3,5 Mio. Zellen/ml. Die Immunfluoreszenz-

Histologie der Suspensionszellen erfolgte auf Poly-L-Lysin beschichteten 

Objektträgern. Jeweils 20 µl der Suspension wurden mit der Pipette auf die 

Objektträgermitte pipettiert (standardisiertes Quadrat) und durch kreisende 

Bewegungen verteilt. Nach 10 Minuten waren die Slides unter dem Abzug 

getrocknet, sodass die Fixierung mit 100% Methanol für 10 Minuten bei –20°C im 

Tiefkühlschrank durchgeführt werden konnte.  

Nach Wässerung der Objektträger erfolgte abwechselnd das Auftragen einer PBS-

Glycin und PBS-BSA-Gelatine-Lösung zur Blockade unspezifischer Bindungen für 

jeweils 20 Minuten. Zur Testung der Antikörperspezifität wurde in einigen Ansätzen 

das antikörperspezifische Blockierungspeptid zugegeben.  

Es wurden jeweils 80 µl der Antikörperverdünnung auf die Slides aufgetragen, die 

Inkubation mit dem primären Antikörper erfolgte über Nacht bei 4°C in einer dunklen 

feuchten Kammer. Am darauffolgenden Tag wurden die Objektträger dekantiert und 

zur Entfernung des primären Antikörpers viermal PBS-BSA-Gelatine-Lösung 

aufgetragen, für 0, 5, 10 und nochmals 10 Minuten inkubiert und im Anschluss mit 

dem Sekundärantikörper für eine Stunde in einer dunklen feuchten Kammer 

inkubiert. Nach 2-maligem Waschen mit Aqua bidest wurde der Objektträger mit 

Vectashield-DAPI und einem Deckglas eingedeckelt und versiegelt. Die Auswertung 

erfolgte am Fluoreszenzmikroskop innerhalb von 3 Tagen. Dabei wurde zunächst die 

optimale Belichtungszeit bestimmt und anschließend von allen Ansätzen Bilder mit 

der gleichen Einstellung angefertigt und digital gespeichert.  
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3.4.4 Intrazelluläre Fluoreszenzfärbung der Monozyt en 

Der Zelltracker CMFDA kann die Zellmembran durchdringen und wird als Farbstoff 

für die intrazelluläre Fluoreszenzfärbung von lebenden Zellen verwendet, wobei die 

Funktionsfähigkeit der Zellen erhalten bleibt. Eine Fixierung der Zellen unter Erhalt 

der Fluoreszenzaktivität ist ebenfalls möglich.  

Der als Lyophilisat vorliegende Zelltracker wurde von –20°C auf Raumtemperatur 

erwärmt, mit DMSO gelöst (Endkonzentration 10 mM), aliquotiert und bei –20°C 

gelagert. Für die Herstellung der Gebrauchsverdünnung wurden 5 µl der 10 mM 

Lösung in 1 ml 37°C warmes serumfreies Medium pipet tiert, Gebrauchskonzentration 

5 µM. Die zu färbenden Monozyten wurden bei 150 g für 10 Minuten zentrifugiert, 

einmal mit serumfreien Medium gewaschen, erneut zentrifugiert, mit 1 ml der 

Zelltrackergebrauchsverdünnung resuspendiert und im Brutschrank 30 Minuten 

inkubiert bei 37°C, 5 % CO 2 und 90 % Luftfeuchtigkeit.  

Nach dem Färbeschritt und Waschen mit serumfreien Medium und mit PBS wurden 

die Zellen für weitere 30 Minuten im Brutschrank inkubiert um zu gewährleisten, dass 

CMFDA intrazellulär sicher an Thiolgruppen binden kann.  

 

 

3.4.5 Fluoreszenzmikroskopische Adhäsionsbestimmung  

Die fluoreszenzmikroskopische Adhäsionsbestimmung erfolgte auf Objektträgern mit 

einem Plastikaufbau für acht Kammern. Diese ließen sich sowohl am Mikroskop als 

auch im Fluoreszenzreader auswerten. 

HMEC-1 Zellen wurden auf dem Kammerobjektträger mit einer Dichte von 80.000 

Zellen pro Well ausgesät, am dritten Tag zeigten die Zellen im 

Phasenkontrastmikroskop ein konfluentes Monolayer.  



 41

Die Stimulationsversuche mit CRH wurden in Endothelzellmedium mit reduziertem 

FCS (1%) durchgeführt. Eine Umstellung auf das reduzierte Endothelzellmedium 

geschah eine Stunde vor dem Experiment. Das reduzierte Medium wurde 

anschließend vorsichtig vom Rand abgesaugt und durch das auf 37°C gebrachte, 

Stimulanz enthaltende Medium, ersetzt. Das Volumen betrug immer 500 µl pro Well 

bei Verwendung der Kammerobjektträger.  

Monozyten wurden mit CMFDA kurz vor dem Versuch standardisiert gefärbt und in 

HBSS resuspendiert. Eine Zellzahlbestimmung der Monozytensuspension erfolgt 

durch achtmaliges Zählen in der Neubauerzählkammer mit 

Trypanblauvitalitätsfärbung. Nach Ablauf der Stimulationszeit wurde die 

Stimulationslösung abgesaugt, dreimal gewaschen, die Monozytensuspension 

hinzupipettiert und auf einem Horizontalschüttler bei 50 Umdrehungen pro Minute für 

60 Minuten lichtgeschützt bei 37°C inkubiert. 

Nach dreimaliger Waschung wurden die Zellen mit 100% Methanol für 10 Minuten 

bei –20°C fixiert, die aufgesetzte Plastikkammer ab gelöst und der Objektträger mit 

Vectashield (DAPI) und Rillenfüller eingedeckelt. Die Objektträger wurden 

lichtgeschützt im Kühlschrank aufbewahrt und innerhalb einer Woche am Zeiss 

Fluoreszenzmikroskop Axiovert mit Hilfe der Axiovision Software ausgewertet.  

Dazu wurden unter Phasenkontrast bei 100facher Vergrößerung in jedem Well 

zufällig fünf Blickfelder des Monolayers digital fotografiert und anschließend im 

Fluoreszenzlicht die grün leuchtenden Monozyten markiert, gezählt und von jedem 

Blickfeld eine Phasenkontrastaufnahme und je eine Aufnahme mit Filtern für grün 

(Monozyten) und blau (Endothelzellkerne) über die eingebaute Digitalkamera 

gespeichert. Durch eine Dreifachprojektion der Bilder übereinander war es möglich 

zu unterscheiden, ob ein Monozyt am Endothel gebunden war oder nur auf dem 

Objektträger haftete. 
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Die ermittelten Daten wurden über die Ereignisfunktion in Microsoft Excel exportiert 

und die absolute Zahl der gebundenen Monozyten für jedes Well bestimmt. So war 

es möglich,  mit CRH und LPS stimulierte Ansätze mit der nicht stimulierten Kontrolle 

in Beziehung zu setzen. 

Die Kompatibilität der Kammerobjektträger mit dem Fluoreszenzreader ermöglichte 

es, einen direkten Vergleich der Ergebnisse beider Methoden anhand eines 

Versuchsansatzes vorzunehmen. 

 

 

3.4.6 Fluoreszenzphotometrische Adhäsionsbestimmung  

3.4.6.1 Fluorometrische Adhäsionsbestimmung von THP -1 an isoliert 

stimulierten HMEC-1 

3.4.6.1.1 Beschreibung der Methode 

In Anlehnung an Mertens et al. (1993) und Saarinen et al. (2000) wurde eine neue, 

modifizierte fluoreszenzphotometrische Methode zur Bestimmung der Zunahme der 

Adhäsion von Monozyten am Endothel etabliert.  

Die Adhäsionszunahme wurde zunächst an stimulierten Endothelzellen bestimmt, die 

Monozyten blieben unstimuliert.  

 

Am Tag 1 wurden in einer weißen 96-Well-Mikrotiterplatte HMEC-1 Zellen mit einer 

Zelldichte von 16.000 pro Well in 100 µl Wachstumsmedium ausgesät und im 

Brutschrank inkubiert bei 37°C, 5 % CO 2 und 90% Luftfeuchtigkeit. Als Kontrolle 

wurden zudem mehrere Ansätze auf einer transparenten 96-Well-Mikrotiterplatte 

mitgeführt um die  Konfluenz und Intaktheit des Monolayers nach jedem 

Arbeitsschritt am Phasenkontrastmikroskop kontrollieren zu können. 
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Am Tag 2 erfolgte ein Mediumwechsel, wobei das Medium mit einer Pasteurpipette 

(bei leichter Kippung der Platte) vorsichtig am Rand abgesaugt wurde um das 

Endothel nicht zu berühen.  

Am Tag 4 zeigte sich eine vollständige Konfluenz der Endothelzellen, sodass am 

selben Tag der Adhäsionsversuch stattfinden konnte. Hierbei wurden die 

Endothelzellen vor Versuchsbeginn zweimal mit dem Versuchsmedium (MCDB mit 

1% FCS) gewaschen und 30 Minuten im Brutschrank inkubiert. Nach Absaugen des 

Mediums wurde 100 µl eines mit Stimulantien versetzten Mediums auf die 

Endothelzellen gegeben und für die beobachteten Zeitintervalle inkubiert.  

Nach Ablauf der Stimulationszeit wurden die Endothelzellen gewaschen mit 1% FCS 

und HBSS. Pro Well wurde anschließend 100 µl HBSS pipettiert und eine  

Leerwertmessung im Fluoreszenzreader (Wellenlängen für Exzitation von 485 nm 

und Emmision von 535 nm) vorgenommen. Bei jeder Messung wurden 4 leere Wells 

und 4 Wells mit 2 nM Fluoreszein-HBSS als Bezugsgrößen mitgeführt, um eine 

Messung mit optimalem Verstärkungsfaktor zu ermöglichen.  

Nach der Leerwertmessung wurden 100 µl der Monozytensuspension, entsprechend 

104 Zellen/Well zu den Endothelzellen pipettiert und bei 37°C für eine Stunde im 

Horizontalschüttler (Frequenz 50/Min.) bewegt, um eine gleichmäßige Verteilung der 

Monozyten zu gewährleisten. 

Nach Ablauf der Kontaktzeit erfolgt die zweite Messung im Fluoreszenzreader. Die 

ermittelten relativen Fluoreszenzeinheiten (RFU) entsprachen der totalen 

Fluoreszenz der adhärenten und nichtadhärenten Monozyten. 

Die nichtadhärenten Monozyten wurden vorsichtig mit einer Pasteurpipette bei 

leichter Kippung über den Rand abgesaugt, gewaschen, mit 100 µl HBSS versetzt 

und erneut im Fluoreszenzreader gemessen (Exzitation 485 nm, Emmision 535 nm). 
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Die so ermittelte  Fluoreszenz korrelierte mit der am Endothel haftenden 

Monozytenanzahl. 

Die Daten werden über das Computerprogramm XFluor4 ausgegeben und mit dem 

Microsoft Excel Computerprogramm  ausgewertet. 

 

 

3.4.6.1.2 Darstellung der Messergebnisse 

Die Adhäsionszunahme wird quantifiziert durch Ermittlung der  prozentualen Relation 

der Fluoreszenzintensitäten der adhärenten Zellen im Vergleich zu der Gesamtzahl 

der Monozyten. 

 

 

RFU (X)              RFU (L) 

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

RFU (FX)             RFU (FL) 

---------------------------------------------------        x     100                % 

RFU (T)   RFU (L) 

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

 RFU (FT)   RFU (FL) 

 
L :  Fluoreszenz des Leerwertes (vor Monozytenzugabe) 

T :  totale Fluoreszenz nach Zugabe aller Monozyten 

X :  Fluoreszenz der adhärenten Monozyten 

F :  Fluoreszeinbezug in der jeweiliger Messung 

RFU :  relative Fluoreszenzeinheit 

Abb. 3: Berechung der prozentualen monozytären Adhäsion am Endothel  
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3.4.6.2 Fluorometrische Adhäsionsbestimmung von THP -1 an HMEC-1 bei 

Ko-Stimulation beider Zelltypen 

3.4.6.2.1 Beschreibung der Methode 

Die oben beschriebene fluoreszenzphotometrische Methode zur 

Adhäsionsbestimmung wurde für die Ko-Stimulation modifiziert.  

Die Vorbereitung der Endothelzellen bis zum Tag 4 wurde analog der oben 

aufgeführten Methode durchgeführt. 

Die Monozyten wurden mit den Stimulantien versetzt und auf die nicht-stimulierten 

Endothelzellen pipettiert. Während der Stimulationszeit waren die Zellkulturplatten 

vor Licht geschützt im Brutschrank und auf einem kleinen Kippschüttler, 

Neigungwinkel 7°, Frequenz 25 pro Minute bewegt, um  eine gleichmäßige Verteilung 

der Monozyten zu gewährleisten. 

 

Nach Ablauf der Stimulationszeit erfolgt die Messung im Fluoreszenzreader 

(Exzitation 485 nm, Emmision 535 nm). Die ermittelten relativen 

Fluoreszenzeinheiten (RFU) entsprachen der totalen Fluoreszenz der adhärenten 

und nichtadhärenten Monozyten. Anschließend wurden die nichtadhärenten 

Monozyten vorsichtig mit einer Pasteurpipette bei leichter Kippung über den Rand 

abgesaugt, gewaschen und der Ansatz erneut im Fluoreszenzreader gemessen 

(Exzitation 485 nm, Emmision 535 nm), die so ermittelte Fluoreszenz korrelierte mit 

der am Endothel haftenden Monozytenanzahl.  

Die Daten wurden, wie oben bereits beschrieben,  computertechnisch ausgewertet.  

Um eine eventuelle Ablösung des Monolayers zu erfassen wurde zusätzlich zur 

mikroskopischen Kontrolle der mitgeführten transparenten Platte ein Proteinassay 

durchgeführt. Wells in denen die Gesamtproteinmenge signifikant vom Mittelwert 

abwichen, wurden nicht in die Auswertung miteinbezogen. 
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3.4.6.2.2 Darstellung der Messergebnisse 

Die Adhäsionszunahme der Monozyten am Endothel erfolgte analog der oben 

beschriebenen Methode.   

 

 

3.4.7 Quantitative MAC-1/CD11b Bestimmung auf primä ren humanen 

Monozyten 

Heparinisiertes Vollblut (900 µl pro Ansatz) von freiwilligen, gesunden Spendern 

wurde in einer 12-Well-Platte für maximal 15 Minuten mit einer Stimulanz (CRH, 

LPS) oder PBS-Puffer (100 µl) im Brutschrank inkubiert. Nach einer Methode von 

Hamblin et al. (1992) wurden anschließend die Erythrozyten lysiert. Die gewonnene 

PBMC-Fraktion wurde mittels FACS-Analyse nach Herstellerangaben für 20 Minuten 

mit Anti-CD14-mAb (FITC) und anti-CD11b-mAb (PE) bei Dunkelheit inkubiert. 

Isotypkontrollen zu den Antikörpern wurden bei jedem Ansatz mitgeführt. 

Es wurde die mittlere Fluoreszenz-Intensität (MFI) des PE Kanals in Bezug zur nicht 

stimulierten Kontrolle gemessen, die Zellsuspension gegated und von den so 

erfassten Monozyten 10.000 Ereignisse pro Ansatz gezählt. Anschließend erfolgte 

die Bestimmung der mittleren Fluoreszenzintensität im zweiten Fluoreszenzkanal 

(PE für CD11b) von allen Monozyten, die doppelt positiv für CD14 und CD11b waren. 

Eine Negativkontrolle (gleiches Volumen an PBS anstatt der Stimulantien) wurde in 

jedem Ansatz mitgeführt und als Bezugswert verwendet. Als etablierte 

Positivkontrolle diente eine mit fMLP (in einer Konzentration von 10-9 M) stimulierte 

Probe (Miller et al., 1987).  
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3.4.8 Durchflusszytometrie von ICAM-1/CD54 und VCAM -1/CD106 an 

HMEC-1 

HMEC-1 wurden in einer Dichte von 100.000 Zellen pro Milliliter in sechs 

Zellkulturschalen angesetzt und bis zur Konfluenz des Monolayers in 10% FCS 

enthaltenem MCDB-Zellkulturmedium gezüchtet. Zur Stimulation der Zellen wurde 

CRH in Konzentrationen von 10-5 M und 10-6 M oder LPS (1 µg/ml) in 1% FCS 

enthaltendem reduzierten MCDB-Zellkulturmedium gegeben und die Zellen für 6 

Stunden im Brutschrank inkubiert. Anschließend wurde das Endothelzellmonolayer 

vorsichtig mit einem dafür vorgesehenen Zellschaber abgelöst, in PBS resuspendiert 

und mit 3,7% Formaldehyd in PBS für 30 Minuten auf Eis fixiert. Nach 2-maligem 

Waschen mit 1% BSA enthaltendem PBS wurden je 100.000 Zellen mit 5 µl IgG1 

anti-CD54-PE-mAb und 7,5 µl IgG2a anti-CD106-FITC-mAb oder den 

entsprechenden Isotypkontrollen, IgG1-PE und IgG2a-FITC, für 45 Minuten versetzt 

und im Anschluß mittels Durchflusszytometrie die homogene Zellpopulation in 

Forward- und Sidewardscatter gemessen. Es wurden jeweils 10.000 Zellen mittels 

Zweifarbentechnik nach Kompensation der Fluorochromsignale zueinander 

analysiert. Bestimmt wurde die Anzahl von positiven Zellen für ICAM-1/CD54 im 

Fluoreszenzkanal für PE und für VCAM-1/CD106 im Kanal für FITC im Verhältnis zur 

Gesamtzahl analysierter Zellen pro Ansatz.  

 

3.4.9 Qualitätskontrollen 

3.4.9.1 Mykoplasmendetektion auf RT-PCR Basis 

Ein Screening von Zellkulturen ist eine unabdingbare Qualitätskontrolle bei der Arbeit 

mit Zelllinien (Uphoff et Drexler, 2005). Die hier verwendeten Zellkulturen wurden 

daher regelmäßig auf Kontamination mit Mykoplasmen überprüft. Diese 

intrazellulären Erreger, die lichtmikroskopisch nicht erkennbar sind, sind in der Lage, 
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Veränderungen von Stoffwechselprozessen innerhalb eines biologischen Systems 

herbei zu führen, die zu artifiziellen Veränderungen der beschriebenen 

Untersuchungen führen können.  

Der verwendete Mykoplasmendetektionskit beruht auf der RT-PCR und  wurde nach 

Herstellerangaben durchgeführt.  

 

 

3.4.9.2 Endotoxinnachweis 

Der etablierte LAL-Test (Scheer et al., 1984) wurde nach Herstellerangaben 

durchgeführt um die hier verwendeten Zellkulturnährmedien in regelmäßigen 

Abständen auf Endotoxin zu testen. 

 

 

3.4.9.3 Proteinbestimmung  

Nach fluorometrischer Bestimmung der Adhäsion wurde im Anschluss die 

Gesamtproteinmenge pro Well mittels PIERCE-BCA-Protein-Assay bestimmt. Die 

Durchführung erfolgte nach Herstellerangaben.  

 

4 Ergebnisse 

4.1 Zellkultur: Qualitätskontrollen 

Zellkulturbedingungen wurden standardmäßig überwacht mittels Phasenkontrast-

mikroskopie, Trypanblau-Viabilitätsprüfung sowie Zellzählungen. Daneben wurden 

regelmäßig Mykoplasmen- und Endotoxintests durchgeführt. Alle durchgeführten 

Untersuchungen waren stets negativ.  
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4.2 CRH-Rezeptor-Nachweis mittels RT-PCR auf THP-1 Zellen  

Der Nachweis beider CRH-Rezeptorsubtypen R1- und R2 konnte mittels PCR-

Analyse erbracht werden. Als Positivkontrolle für den Subtyp R1 wurde Cerebellum, 

für den Subtyp R2 humanes Myokard verwendet. 

 

 I. 50-Basenpaar-Längenmarkierung 

II. Positivkontrolle CRH-R1(humanes Cerebellum) 

III. Positivkontrolle CRH-R2 (humanes Myokard) 

IV. Negativkontrolle  

V. Nachweis von CRH-R1 auf THP-1 Zellen 

VI. Nachweis von CRH-R2 auf THP-1 Zellen 

Abb. 4: PCR-Elektrophorese für CRH-R1/2 auf THP-1 Zellen 

 

Legt man die jeweilige Positivkontrolle zu Grunde ist erkennbar, dass sowohl das 

Primerpaar für CRH-R1 als auch das Primerpaar für CRH-R2 das erwartete PCR-

Produkt mit den Größen um 270 Basenpaare für CRH-R1 und 310 Basenpaare für 

CRH-R2 aus THP-1 gebunden hat.  Die Negativkontrolle war negativ.  

 

Mit Bande V. und VI. wird hier erstmals auf RNA-Ebene der Nachweis der CRH-

Rezeptoren, Subtyp R1 und R2, auf THP-1 Zellen geführt. Nach Sequenzierung aller 
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hier gezeigten Banden konnten auch in der Wiederholung des Versuchs die 

gesuchten Sequenzen für CRH-R1 und CRH-R2 im Vergleich mit den von uns zu 

Grunde gelegten Referenzsequenzen (NM_004382 und NM_001883.2) 

wiedergefunden werden.  

 
 

Obere Zeile:  Referenzsequenz NM_004382, Primer:grün  
Mittlere Zeile:   Sequenzierung für CRHR1 Forwardprimer 
Untere Zeile:   Sequenzierung für CRHR1 Rewardprimer 
 
361 cgcatccgtg gacctcattg gcacctgctg gccccgcagc cct gcgg ggc agct agtggt  
                                                                      
                                  1_ TGGCAGCTAGTGGT TTGGCAGC 23_AGTGGT 

 
421 tcggc cct gc cctgcctttt tctatggtgt ccgctacaat accacaaaca atggc taccg 
        1_  GC CCTGCCTTTT TCTATGGTGT CCGCTACAAT ACCACAAACA ATGGCTACCG  
    TCGGCCCTGC CCTGCCTTTT TCTATGGTGT CCGCTACAAT ACCACAAACA ATGGCTACCG 
 
481 ggagtgcctg gccaatggca gctgggccgc ccgcgtgaat tac tccgagt gccaggagat 
    GGAGTGCCTG GCCAATGGCA GCTGGGCCGC CCGCGTGAAT TACTCCGAGT GCCAGGAGAT 
    GGAGTGCCTG GCCAATGGCA GCTGGGCCGC CCGCGTGAAT TACTCCGAGT GCCAGGAGAT 
 
541 cctcaatgag gagaaaaaaa gcaaggtgca ctaccatgtc gca gtcatca tcaactacct 
    CCTCAATGAG GAGAAAAAAA GCAAGGTGCA CTACCATGTC GCAGTCATCA TCAACTACCT 
    CCTCAATGAG GAGAAAAAAA GCAAGGTGCA CTACCATGTC GCAGTCATCA TCAACTACCT 
 
601 gggccactgt atctccctgg tggccctcct ggtggccttt gtc ctctttc tgcggctcag 
    GGGCCACTGT ATCTCCCTGG TGGCCCTCCT GGTGGCCTTT GTCCTCTTTC TGCGGCTCAG  
    GGGCCACTGT ATCTCCCTGG TGGCCCTCCT GGTGGCCTTT GTCCTCTTTC TGCGGCT_265 
 
661 gagcatccgg tgcctgcg aa acatcatcca ctggaacctc atctccgcct tcatcctgcg 
    GAGCATCCGG TGCCTGCgA tCCGGTGCCTGCGA _ 265 
 

Abb. 5: CRH-R1 Referenzsequenz NM_004382 versus Produktsequenz aus THP 
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Obere Zeile:  Referenzsequenz NM_001883.2, Primer: orange  
Mittlere Zeile:   Sequenzierung für CRHR2 Forwardprimer 
Untere Zeile:   Sequenzierung für CRHR2 Rewardprimer 
 
 61 ga gctgctct tggacggctg gg ggccaccc ctggaccccg ag ggtcccta ctcctactgc 
                                     1_ CCCCGga - GGTCCCTA CTCCTACTGC 
  1_T- GCTGCTCT TGGACGGCTG GGGGCCACCC CTGGACCCCG AGGGTCCCTA CTCCTACTGC 
 
121 aacacgacct tggaccagat cggaacgtgc tggccccgca gcg ctgccgg agccctcgtg 
    AACACGACCT TGGACCAGAT CGGAACGTGC TGGCCCCGCA GCGCTGCCGG AGCCCTCGTG 
    AACACGACCT TGGACCAGAT CGGAACGTGC TGGCCCCGCA GCGCTGCCGG AGCCCTCGTG 
 
181 gagaggccgt gccccgagta cttcaacggc gtcaagtaca aca cgacccg gaatgcctat 
    GAGAGGCCGT GCCCCGAGTA CTTCAACGGC GTCAAGTACA ACACGACCCG GAATGCCTAT 
    GAGAGGCCGT GCCCCGAGTA CTTCAACGGC GTCAAGTACA ACACGACCCG GAATGCCTAT 
 
241 cgagaatgct tggagaatgg gacgtgggcc tcaaagatca act actcaca gtgtgagccc 
    CGAGAATGCT TGGAGAATGG GACGTGGGCC TCAAAGATCA ACTACTCACA GTGTGAGCCC 
    CGAGAATGCT TGGAGAATGG GACGTGGGCC TCAAAGATCA ACTACTCACA GTGTGAGCCC 
 
301 attttggatg acaagcagag gaagtatgac ctgcactacc gca tcgccct tgtcgtcaac 
    ATTTTGGATG ACAAGCAGAG GAAGTATGAC CTGCACTACC GCATCGCCCT TGTCGTCAAC 
    ATTTTGGATG ACAAGCAGAG GAAGTATGAC CTGCACTACC GCATCGCCCT TGTCGTCAAC 
 
361 tacctgggcc act gcgtatc tgtggcagcc ctg g | tggccg ccttcctgct tttcctggcc 
    TACCTGGGCC ACTGCGTATC TGTGGCAGCC CTGG _299 
    TACCTGGGCC A C _311 

Abb. 6: CRH-R2 Referenzsequenz NM_001883.2 versus Produktsequenz aus 

THP 

 

 

4.3 CRH-Rezeptor-Nachweis mittels Immunfluoreszenz auf 

THP-1 Zellen  

Mittels indirekter Immunfluoreszenz-Histologie gelang auch der fluoreszenz-

mikroskopische Nachweis der CRH-Rezeptoren auf der Oberfläche der THP-1 

Zellen. Mit Hilfe von Konzentrationsreihen des primären und sekundären Antikörpers 

wurden die optimalen Verdünnungen ermittelt. Das beste Ergebnis zeigte sich bei 

der Verdünnung 1:50 für den primären und 1:200 für den sekundären Antikörper.  

Die Spezifität des primären Antikörpers wurde überprüft durch Zugabe von 

Blockierungspeptid des Primärantikörpers im Verhältnis 1:10, welches eine deutlich 

verminderte Bindung an den THP-1 Zellen induzierte. Bei jedem Versuch wurde eine 
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Probe ohne Primärantikörper mitgeführt um unspezifische Bindungen des 

sekundären Antikörpers auszuschließen. Eine Autofluoreszenz der Zellen, wie sie 

zum Beispiel bei Fixierung mit Glutaraldehyd 4% auftrat, nicht jedoch bei Fixierung 

mit Methanol, wurde durch das Mitführen einer Probe ohne Antikörperzusatz 

kontrolliert. Außerdem wurde eine Probe ohne Sekundärantikörper angefertigt, die 

ebenfalls kein Fluoreszenzmuster bewirkte. 

 

 

 

 

Abb. 7 a:  

Primäre Monozyten, 

Phasenkontrastbild 

(200fach) 

Abb. 7 b:  

Primäre Monozyten, 

Immunfluoreszenz,  

Darstellung Zellkern-DNA 

(DAPI, blau, 200fach)  
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Abb. 7 a-c: Immunfluoreszenz-Nachweis von CRH-R1/2 auf primären Monozyten 

 

 

4.4 Entwicklung einer fluoreszenzphotometrischen Me thode 

zur Adhäsionsbestimmung 

Mit dem Ziel, eine leicht durchführbare, genaue und untersucherunabhängige 

Methode zur Bestimmung des Adhäsionsverhaltens von Suspensionszellen an 

konfluentem Monolayer zu etablieren, wurde zunächst die Methode der 

mikroskopischen Auszählung etabliert. In einem in-vitro Ansatz mit THP-1 und 

HMEC-1 erfolgte eine Stimulation der Endothelzellen mit LPS in 

Kammerobjektträgern und im Folgenden die mikroskopische Auszählung in 

Korrelation mit der neuen fluoreszenzphotometrischen Methode gesetzt. 

 

 

 

 

 

 

Abb. 7 c: 

Primäre Monozyten, 

Immunfluoreszenz,  

Darstellung der CRH-

Rezeptorsubtypen R1 / R2 

(Cy3, rot) 
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4.4.1 Fluoreszenzmikroskopische Adhäsionsbestimmung  von THP-1 

Zellen an mit LPS stimulierten HMEC-1 

 

 

 

 

 

Abb. 8:  Adhärente THP-1 auf 

HMEC-1 Monolayer (Phasenkontrast) 

 

Es wurden von jedem Blickfeld sowohl phasenkontrast- als auch immunfluoreszenz-

mikroskopische Bilder angefertigt und gespeichert, die Auswertung erfolgte mittels 

Auszählung. Jede grünfluoreszierende Zelle (Monozyten), die auf einem intakten 

Monolayer (Endothelzelle) zu finden war, wurde markiert und gezählt. Die 

Ergebnisse wurden zur Etablierung der fluorometrischen 

Adhäsionsbestimmungsmethode verwendet.  

 

Abb. 8:   

Adhärente THP-1 auf HMEC-1 

Monolayer (Phasenkontrast) 
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Abb. 9 a,b: LPS induzierte Adhäsionszunahme der THP-1 an HMEC-1. 

Fluoreszenzmikroskopisches Bild (100fach) in Doublelayer-Technik 

(100fach). Solitär mit DAPI (blau) gefärbte Zellkern DNA und FITC 

markiertes Zytoplasma der THP-1 Zellen 

 

 

Abb. 9 b:  

LPS-stimulierte HMEC-1  

Abb. 9 a:  

Unstimulierte HMEC-1  

Abb. 9 a,b: LPS induzierte Adhäsionszunahme der THP-1 an HMEC-1.  

Fluoreszenzmikroskopisches Bild (100fach) in Doublelayer-Technik (100fach). 

Solitär mit DAPI (blau) gefärbte Zellkern DNA und FITC markiertes Zytoplasma 

der THP-1 Zellen 
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4.4.2 Ermittlung der optimalen Versuchsbedingungen für eine fluoreszenz-

photometrische Adhäsionsbestimmung 

Zur Etablierung des fluorometrischen Adhäsionsassays wurden zunächst die 

Fluoreszenzintensität, die Zellzahl und das Volumen pro Well sowie die 

Autofluoreszenz der Materialien ermittelt. 
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Abb. 11: Linearität der Fluoreszenz (mit THP-1 Zellen, n=5) 

 

 

Fluoreszein-Verdünnungsreihe: 

Linearität bei Messungen der 

mittleren Fluoreszenzintensität im 

Mulitplate-Reader  
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Das Säulendiagramm (Abb. 11) veranschaulicht die Linearität der 

Adhäsionsbestimmungen bei der jeweiligen THP-1 Verdünnungsstufe. Die 

Ergebnisse zeigen bei 10.000 Zellen / Well die geringste Standardabweichung. 

 

 

4.4.3 Vergleich der Methoden am Beispiel LPS-stimul ierter HMEC-1 und 

THP-1 Zellen 

Abbildung 12 zeigt die Ergebnisse aus sechs unabhängigen Versuchen. Als Kontrolle 

diente eine unstimulierte Zelle, deren Adhäsionsverhalten mit LPS-stimulierten (1 

µg/ml) Endothelzellen, verglichen wurde. Nach dem Zufallsprinzip wurden fünf 

Blickfelder ausgewählt, gezählt und davon der Mittelwert gebildet.  

Die erstellten Bilder wurden mittels Axiovision Software gespeichert. Die adhärenten 

Monozyten wurden dann mit einem Cursor als „Ereignis“ markiert und  im Folgenden  

in einer Tabellenkalkulationsdatei als Koordinaten und absolute Anzahl dokumentiert.  

Für die fluorometrische Methode bestimmten wir die Fluoreszenzintensität der 

Kammerobjektträger während der Versuchsdurchführung im Multiplatereader. Dabei 

wurde ein Leerwert, ein Wert nach Zugabe aller fluoreszierenden THP-1 Zellen und 

ein Wert nach Abwaschen nicht-adhärenter Zellen gespeichert. Die Datenausgabe 

erfolgte mit der Software XFluor 4. 
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I. Unstimuliert - mikroskopische Adhäsionsbestimmung 

II. LPS (1 µg/ml) – mikroskopische Adhäsionsbestimmung 

III. Unstimuliert – fluormetrische Adhäsionbestimmung 

IV. LPS (1 µg/ml) – fluorometrische Adhäsionbestimmung 

Abb. 12: Vergleich mikroskopische und fluorometrischen Adhäsionsbestimmung 

 

Im Säulendiagramm sind die Ergebnisse der mikroskopischen Auszählung mit der 

Auswertung im Fluoreszenzreader gegenübergestellt. Die y-Achse gibt die 

Mittelwerte der Monozytenzählung pro Blickfeld bzw. die prozentuale Adhäsion der 

fluorometrischen Messung wieder. Die mikroskopische Auszählung wies eine 

größere Standardabweichung auf als die fluorometrische Methode (3,0 und 6,6 

gegenüber 1,5 und 2,0). Außerdem war die Intra- und Interassay-Variabilität bei der 

mikroskopischen Methode wesentlich höher als im Vergleich zum fluorometrischen 

Ansatz. Die Quotienten der Ergebnisse aus Verum gegen Kontrolle waren bei der 

mikroskopischen Methode sehr viel höher (ratio to control, Mittelwerte 8,72 

gegenüber 2,28).  

 

 

Adhäsionsbestimmungen (%) 

von THP-1 an HMEC-1: 

Mikroskopische Bestimmung 

(n=6, je 5 Blickfelder), 

fluorometrische Bestimmung 

(n=6) 
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4.4.4 Intra- und Interassay Kontrollen der fluorome trischen und 

mikroskopischen Adhäsionsmeßmethode 

Um die statistische Zuverlässigkeit beider Methoden zu untersuchen, wurden die 

Variationskoeffizienten als Maß für die Streuung der Ergebnisse nach folgender 

Formel berechnet: Variationskoeffizient (%) = (Standardabweichung x 100) / 

Mittelwert. 

 

Intraassay-Kontrolle Mikroskopische Methode 

(je 5 Blickfelder gezählt) 

Fluorometrische Methode 

(je 5 Wells gemessen) 

1 8,67 2,33 

2 5,05 2,00 

3 4,02 2,89 

Mittelwert 5,91 2,41 

Standardabweichung 2,44 0,45 

Variationskoeffizient 41,3 18,69 

Tab. 1: Intraassay-Kontrollen der mikroskopischen und fluorometrischen 

Adhäsionsbestimmung 

 

Interassay-Kontrolle Mikroskopische Methode 

(je 5 Blickfelder gezählt) 

Fluorometrische Methode 

(je 5 Wells gemessen) 

1.  5,91 2,41 

2. 11,53 2,15 

Mittelwert 8,72 2,28 

Standardabweichung 3,97 0,18 

Variationskoeffizient 45,57 8,06 

Tab. 2: Interassay-Kontrollen der mikroskopischen und fluorometrischen 

Adhäsionsbestimmung 
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Im Vergleich zur mikroskopischen Auszählung bot die fluorometrische Methode eine 

gute Präzision mit niedrigen Variationskoeffizienten. Dabei waren die Werte für Intra- 

und Interassay-Variationskoeffizienten deutlich niedriger als bei der mikroskopischen 

Auszählung.  

 

 

4.5 Adhäsion von THP-1 an CRH-stimulierten HMEC-1 

Mittels fluorometrischer Adhäsionsbestimmung wurde der Einfluss von CRH auf 

HMEC-1 hinsichtlich des Adhäsionsverhaltens von THP-1 Zellen untersucht. Die 

HMEC-1 wurden mit CRH (10-5 M) bzw. LPS (1 µg/ml) stimuliert (0 bis 24 Stunden) 

und nach Ablauf der Stimulationszeit für eine Stunde mit CMFDA markierten, 

unstimulierten THP-1 Zellen inkubiert. Die Adhäsion wurde mit einer nicht-

stimulierten Kontrolle verglichen.   

Die mit LPS-stimulierten Zellen zeigten eine Verdreifachung der Adhäsion innerhalb 

der ersten 6 Stunden auf mit einem Mittelwert von 24,0 % als Maximum. Eine 

Verlängerung der Stimulationszeit brachte keine weitere Zunahme der Adhäsion, es 

zeigte sich hingegen bei 12 und 24 Stunden eine Abnahme der Adhäsion auf 21,1 

und 19,8%.  

Die nicht stimulierte Kontrolle wies eine unspezifische Adhäsionszunahme mit einem 

Maximum von 12,8 % bei 6 Stunden auf. Auch hier wurden, analog der LPS-

Stimulation,  in der 12. und 24. Stunde niedrigere Werte mit 9,5 und 10,2 % 

dokumentiert. 

Unter CRH-Stimulation wurde das Maximum der Adhäsion bei 12 Stunden erreicht 

(10,2 %) und reduzierte sich auf 9,8 % nach 24 Stunden, beide Zunahmen waren 

aber nicht signifikant zur  Stunde 0 (9.0%).   
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Abb. 13: Zeitkinetik der Adhäsion von THP-1 an stimulierten HMEC-1  

 

 

4.6 Adhäsion von THP-1 an HMEC-1 nach Ko-Stimulatio n 

beider Zelltypen mit  CRH 

Mittels fluorometrischer Adhäsionsbestimmung wurde der Einfluss von CRH auf 

HMEC-1 und THP-1 (Ko-Stimulation) hinsichtlich des Adhäsionsverhaltens von THP-

1 Zellen untersucht.  

Die HMEC-1 und CMFDA markierten THP-1 wurden simulatan mit CRH (10-5 M, 10-6 

M ) bzw. LPS (1 µg/ml) stimuliert (3, 6 und 10 Stunden), die Adhäsionsbestimmung 

erfolgte mit einer nicht-stimulierten Kontrolle. 

 

Die Kontrolle sowie die mit LPS stimulierte Ko-Kultur zeigten einen ähnlichen Verlauf 

wie im oben beschriebenen Versuch der isolierten HMEC-1 Simulation. Das 

Mittelwerte und Standard-

abweichungen aus drei  

Versuchen  mit 3 Ansätzen 

pro Zeit und Stimulanz. 

Mann-Whitney-U-Test 
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Maximum der Kostimulation lag für LPS bei 22,0% (Zeitpunkt 6 Stunden)  mit einer 

Standardabweichung von 2,0%, der Wert war signifikant zur unstimulierten Kontrolle. 

Bei 10 stündiger Stimulation zegte sich eine signifikante Adhäsionszunahme 

gegenüber der Kontrolle (12,8% gegenüber 6,5%), der Maximalwert war allerdings 

unterschritten.  

 

Nach 6 stündiger Ko-Stimulation mit CRH (10-5 M) konnte eine signifikante Zunahme 

der Adhäsion von THP-1 an HMEC-1 gegenüber der Kontrolle (17,8% versus 12,7%,  

Signifikanzniveau p<0,01, Standardabweichung 3,1%.) gesehen werden. Die 

Adhäsionszunahme nach 3 Stunden Inkubationszeit  war ebenfalls signifikant (9,03 

versus 5,35%,  Standardabweichung 2,3%), wohingegen keine Zunahme nach 10 

Stunden Inkubation gemessen werden konnte.   

CRH in der Konzentration von 10-6 M bewirkte bei 6 Stunden eine signifikante 

Adhäsions-zunahme (15,2 % versus 12,7%), wogegen es bei  3 und 10 Stunden zu 

keiner signifikanten Zunahme kam. 
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Abb. 14: Zeitkinetik der Kostimulation von THP-1 und HMEC-1. Mittelwerte und 

Standardabweichung aus drei unabh. Versuchen mit  je 4 Ansätzen pro 

Zeit und Stimulanz. Signifikanzniveau p<0,01, Mann-Whitney-U-Test. 

 

4.6.1 Statistische Auswertung der Daten 

Die Auswertung der Adhäsionsversuche wurde, nach Prüfung auf Normalverteilung, 

mit Hilfe des Mann-Whitney-U-Testes als Test für unverbundene Stichproben 

durchgeführt.  Das Signifikanzniveau p wurde mit SPSS für Windows, Version 11.5.1 

berechnet (Signifikanzniveau p < 0,01). 

Abb. 14: Zeitkinetik der Kostimulation von THP-1 und HMEC-1. Mittelwerte und  

    Standardabweichung aus drei unabh. Versuchen mit  je 4 Ansätzen pro Zeit und  

    Stimulanz. Signifikanzniveau p<0,01, Mann-Whitney-U-Test. 
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4.7 CRH-induzierte Mobilisierung von MAC-1/CD 11b a uf 

primären Monozyten 

Heparinisiertes Vollblut von freiwilligen gesunden Spendern wurde mit CRH in 

Konzentrationen von 10-7 bis 10-5 M für 15 Minuten im Brutschrank inkubiert. 

Anschließend erfolgte nach einem etablierten Verfahren die Lysierung der 

Erythrozyten und nachfolgender Fixierung.  

Als Positivkontrolle für die Mobilisierung von MAC-1 wurde fMLP (10-9 M) eingesetzt. 

Durchflusszytometrisch erfolgte die Bestimmung der mittleren Fluoreszenzintensität 

(PE für CD11b) von jeweils 10.000 CD14 positiven Monozyten und die 

Quotientenbildung mit unstimulierter Kontrolle. In 5 unabhängigen Versuchen wurden 

die Mittelwerte sowie die  Standardabweichung berechnet. 

 

 

Abb. 15: MAC-1-Mobilisierung aus primären Monozyten durch CRH 

 

Im Vergleich zur Kontrolle konnte bei 10-7 M keine Modifikation der MAC-1 

Expression nachgewiesen werden wobei es bei einer CRH Konzentration von 10-6 M 



 65

zu einer signifikanten Zunahme der mittleren Fluoreszenzintensität im Vergleich zur 

unstimulierten Kontrolle kam (16,4%, Standardabweichung 2,05%, Signifikanzniveau 

p < 0,05). 

CRH in der Konzentration von 10-5 M führte sogar zu einer noch deutlicheren 

Steigerung der MAC-1 Expression (33,4%, Standardabweichung von 3,1%, 

Signifikanzniveau p < 0,05). Die statistische Auswertung erfolgte mit einer ANOVA 

Varianzanalyse und einem t-Test . 

 

 

4.8 Einfluss von CRH auf die endotheliale Expressio n der 

Adhäsionsmoleküle ICAM-1/CD54 und VCAM-1/CD106 

Mit Hilfe der Durchflusszytometrie wurden nach Stimulation der HMEC-1 mit CRH 10-

5 M, CRH 10–6 M oder LPS (1 µg/ml) die Anzahl positiver Zellen für ICAM-1/CD54 

und VCAM-1/CD106 bestimmt und ins Verhältnis zur Gesamtzellzahl  gesetzt. 

 

 % positive Zellen 

VCAM-1 

% positive Zellen 

ICAM-1 

Unstimulierte HMEC-1, Isotypkontrolle 0,33 0,56 

Unstimulierte HMEC-1, anti-CD54, anti-CD106 0,37 73,99 

Referenzlinie 0,37 0,42 

CRH 10-5 M, HMEC-1, anti-CD54, anti-CD106 0,49 0,65 

CRH 10-6 M, HMEC-1, anti-CD54, anti-CD106 0,38 0,47 

1 µg/ml LPS, HMEC-1, anti-CD54, anti-CD106 5,49 21,25 

Tab. 3: Effekt von CRH und LPS auf endotheliales ICAM-1 und VCAM-1 
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Die von der Größe und Granularität her homogene Zellpopulation HMEC-1 wies in 

unstimuliertem Zustand zu 73,99 % eine ICAM-1/CD54-Expression auf, im 

Gegensatz hierzu wurde VCAM-1/CD106 auf der Oberfläche nicht exprimiert.  

Nach 6 stündiger Inkubation der Endothelzellen mit LPS (1 µg/ml) zeigten 5,49% der 

Zellen mehr VCAM-1/CD106 Signal und 21,25% der Zellen mehr ICAM-1/CD54 

Expression als die unstimulierte Kontrolle wohingegen weder CRH 10-6 M noch CRH 

10-5 M  eine Zunahme der  endothelialen Adhäsionsmoleküle induzieren konnte.   

 

 

5 Diskussion 

5.1 Methodendiskussion 

5.1.1 Diskussion der Zellkulturversuche 

Untersuchungen mit Zellkulturen haben in den letzten Jahren immer breitere 

Anwendung in der Grundlagenforschung gefunden. Sie ermöglichen die gezielte 

Betrachtung einzelner Aspekte, losgelöst von interagierenden Stoffwechselprozesse. 

Zudem wird durch die Verwendung einer  homogene Zellpopulation eine 

Reproduzierbarkeit ermöglicht.  

Die Verwendung von Zellkulturen ist allerdings differenzierter zu betrachten. Es 

handelt sich oft um artifizielle, immortalisierte oder passagierte primäre Zellen, die 

eine Vielzahl von ursprünglichen Eigenschaften der primären Zelle verloren und neue 

hinzugewonnen haben. Gerade durch die Herauslösung aus dem hoch komplexen 

physiologischen und pathophysiologischen Kontext sind Ergebnisse aus der 

Zellkultur als in-vitro-Modell zu verstehen. Das Fehlen von hormonalen und 

parakrinen Einflüssen sowie von Zellinteraktionen reduziert die Erkenntnisse aus der 

Zellkultur doch nur auf ein Modell.   



 67

Erkenntnisse aus in-vitro-Modellen stellen aber oft die Grundlage der Forschung und 

Entwicklung in der  Medizin dar, sie dienen in der Regel als Voraussetzung für 

weitere Forschungeprojekte wie zum Beispiel die Übertragung auf ein Tiermodell. 

 

 

5.1.2 Diskussion der entwickelten Methode zur Adhäs ionsbestimmung 

5.1.2.1 Geschichte der bisherigen etablierten Adhäs ionsverfahren 

Die Untersuchung der Adhäsion von Leukozyten und Monozyten am Endothel ist 

eine etablierte Methode in der Zellbiologie, die aufgrund von neuen Techniken stetig 

modifiziert wurden. Zu Beginn der Untersuchungen erfolgte eine zeitaufwenige 

mikroskopische Auszählung. In den 80er Jahren wurde dann, nach Entwicklung 

eines Radioimmunassay, die Adhäsion  mit 51Cr bestimmt (Gamble et al., 1985). Mit 

dem Aufkommen moderner Photometer folgten ELISA-Methoden (Gamble et Vadas, 

1988),  gefolgt von fluorometrischen Verfahren Mitte der 90er Jahre (Akeson et al., 

1993)die Fluorochrome wie CFDA, CFSE, BCECF-AM oder calcein-AM benutzten, 

welche unterschiedliche Einfluss auf die Zellfunktionen ausüben können wie 

Hemmung der Lymphozytenproliferation, Störung der Chemotaxis oder 

Beeinflußbarkeit des basalen oder maximalen Adhäsionsniveaus (DeClerck et al., 

1994)  

 

 

5.1.2.2 Etablierung eines eigenen Verfahrens zur Ad häsionsbestimmung 

In Anlehnung an Mertens et al. (1993) und Saarinen et al. (2000) wurde in der 

vorliegenden Arbeit ein neues fluorometrisches Verfahren entwickelt, um oben 

beschriebene störende Einflüsse auf die Zelladhäsion zu minimieren.  
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Die gemessene Fluoreszenz wurde nicht mehr mit einer Standardmonozyten-

verdünnungsreihe verglichen, sondern in Relation zu einer Referenzfluoreszenz 

gesetzt. Als ein mögliches Problem einer Standardmonozytenverdünnungsreihe ist 

die schlechte Vergleichbarkeit der Ergebnisse von mehreren Experimenten an 

verschiedenen Tagen oder auch von Messungen an einem Tag zu unterschiedlichen 

Zeiten, da ein Nachlassen der Fluoreszenzintensität der Fluorochrome zerfallsartig 

abläuft und zusätzlich die Lichtquelle im Fluoreszenzlesegerät an Intensität in 

Abhängigkeit der Nutzungsdauer abnimmt (Sugden, 2004).  

In der hier vorgestellten Methode wurde daher ein Fluoreszenzstandard angefertigt. 

Für jedes Experiment wurde eine Standardfluoreszenzprobe mitgeführt und die 

gemessene Intensität der Probe hierzu in Relation gesetzt. Dies ermöglichte, 

Messungen immer mit optimalem Verstärkungsfaktor durchzuführen und die 

Ergebnisse dennoch direkt zu vergleichen.  

Der fluorometrische Adhäsionsassay ist in einer 96-Well-Platte durchgeführt worden, 

sodass in einem Arbeitsgang simultan mehrere Proben untersucht und umgehend 

ausgewertet werden konnten. Bei der oben beschriebenen mikroskopischen 

Methode ist dies wegen des hohen personellen und zeitlichen Aufwand nicht 

möglich.  

Ein Problem bei Adhäsionsversuchen ist die Intaktheit des Endothels am Ende des 

Versuchs. Bei der hier beschriebenen neuen Methode wurde der Überstand mittels 

1-ml-Eppendorfpipette vorsichtig abpipettiert um die Intaktheit des Monolayers zu 

bewahren. Zur Kontrolle des Monolayers wurde zudem eine transparente Platte als 

Kontrolle mitgeführt, des Weiteren wurde ein Proteinassay angefertigt. Lag zum 

Beispiel ein nicht mehr intaktes Monolayer vor war der Proteingehalt deutlich 

erniedrigt,  was ein Verwerfen der Probe zur Folge hatte. 
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Um zu differenzieren, ob CRH eine Adhäsion über Vermittlung von Endothelzellen 

oder Monozyten hervorruft, wurden zwei Varianten des Adhäsionsassays verglichen. 

Bei der ersten Variante wurde zuerst nur das Endothel stimuliert, dann folgte eine 

Kontaktphase mit den Monozyten. In der zweiten Variante erfolgte eine Koinkubation 

von Monozyten und Endothel mit der Stimulanz. Die Zellen befanden sich während 

des Experiments in reduziertem Medium zur Minimierung einer CRH-unabhängigen 

Stimulation, zum Beispiel durch fetales Kälberserum. 

Mit beiden beschriebenen Varianten konnte eine basale sowie maximale Adhäsion 

durch  LPS (Positivkontrolle), vergleichbar mit Ergebnissen aus der Literatur (Doherty 

et al., 1989) sowie aus unseren eigenen mikroskopischen Adhäsionsversuchen, 

gemessen werden. 

 

Im Vergleich mit dem mikroskopischen Verfahren ist die fluorometrische Methode 

aufgrund des deutlich niedrigeren Intra- und Interassayvariationskoeffizienten 

verlässlicher und die Ergebnisse reproduzierbarer. Die hohen Variationskoeffizienten 

bei der mikroskopischen Auszählung beruhen vermutlich auf der zufälligen Auswahl 

der Blickfelder, die gezählt wurden. In den Kammerobjektträgern neigen die 

Monozyten zudem dazu, am Rand im Vergleich zur Mitte vermehrt zu adhärieren, 

was eine Fehlerquelle darstellt und nur durch eine noch höhere Anzahl an 

Blickfeldern minimiert werden kann. Die fluorometrische Methode erfasst die 

Emission der gesamten Kammer und ist somit von distributiven Einflüssen 

unabhängig. Hier wird die gesamte Fluoreszenz im Ansatz gemessen, die 

proportional zur Monozytenzahl ist. 

 

Es ist somit gelungen, eine neue modifizierte Form des Adhäsionsassays zu 

etablieren, mit dem schnell und zuverlässig Daten zur Monozyten-Endothel-
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Interaktion erhoben werden können. Die entwickelte Methode erfüllt somit die 

Voraussetzung, um auf dem Gebiet der Zellinteraktion für die Adhäsionsbestimmung 

eingesetzt zu werden. 

 

 

5.1.3 Diskussion der verwendeten Methoden zum CRH-R ezeptornachweis 

5.1.3.1 Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 

Die Polymerase-Kettenreaktion geht auf Kary B. Mullis zurück, der 1985 die Methode 

etablierte (Mullis et al., 1986), er erhielt dafür 1993 den Nobelpreis für Chemie. Das 

Prinzip der PCR ist unverändert, allerdings sind heute eine Vielzahl von 

weiterentwickelten Verfahren, wie die Real-Time-PCR, hinzugekommen.  

Mullis arbeitete mit einer hitzelabilen Polymerase, dem Klenow-Fragment, das aus 

Escherichia coli gewonnen wurde. Eine ständige Substitution der während der Zyklen 

denaturierten Polymerase war notwendig und aufwendig. Heute steht uns die 

hitzestabile Thermus-aquatius-Polymerase (Taq-Polymerase) zur Verfügung, die die 

Methode sehr vereinfacht. Die richtige Konzentration der Taq-Polymerase muss 

allerdings auch heute noch für jedes Primerpaar in Vorversuchen ermittelt werden 

um die Reinheit des PCR-Produktes zu optimieren.  

Die von uns durchgeführte RT-PCR dient zum Nachweis von RNA, sie ist somit in 

der Lage, die Expression bestimmter Gene in der Zelle darzustellen. Der eigentlichen 

Polymerase-Kettenreaktion ist noch der Schritt der reversen Transkription der mRNA 

zur Synthese einer komplementären DNA (cDNA) vorgeschaltet. Diese dient  als 

Template. Zur Kontrolle des mittels Gelelektrophorese ermittelten PCR-Produktes 

wurde eine Sequenzierung der entsprechenden Banden von einer institutsfremden 

Firma durchgeführt, die Sequenzen wurden anschließend mit der Genbank des NCBI 

verglichen. 
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Zusammenfassend ist zu postulieren, dass die hier verwendete RT-PCR-Methode in 

der Lage ist, qualitativ die Expression eines bestimmten Gens als mRNA 

nachzuweisen. Sie macht keine Aussage über die Quantität oder Expressivität auf 

translationaler Ebene. 

 

5.1.3.2 CRH-Rezeptornachweis auf Proteinebene 

Um den Nachweis anzutreten, ob ein Rezeptor tatsächlich an der Zellmembran 

exprimiert wird, ist die PCR allein nicht ausreichend. Hier ist ein Nachweis auf 

Proteinebene notwendig, da posttranskriptionale, translationale und 

posttranslationale Prozesse bei der PCR unberücksichtigt bleiben. Hierzu stehen 

unterschiedliche Verfahren zur Verfügung wie Immunhistochemie, 

Immunzytochemie, Immunfluoreszenzzytochemie, Durchflusszytometrie und 

Westernblot.  

Limitierender Faktor des CRH-R1 und CRH-R2 Nachweises auf Proteinebene ist das 

Fehlen eines spezifischen Antikörpers, der für alle oben genannten Verfahren 

benötigt wird, verfügbar war nur ein polyklonaler Antikörper. Diese werden von 

unterschiedlichen Zellen produziert und reagieren folglich mit verschiedenen 

Epitopen des gesuchten Proteins. Eine Kreuzreaktivität wurde zwar mittels 

Affinitätschromatographie durch Reduktion antigenunspezifischer Antikörper 

vermindert, dennoch ist eine Kreuzreaktion häufiger als bei monoklonalen 

Antikörpern.  

Der von uns verwendete Antikörper ist geeignet zum Nachweis von CRH-R1 und -R2 

an Mensch, Maus oder Ratte. 

 

In der vorliegenden Arbeit wurde zum Rezeptornachweis auf Proteinebene die 

Immunfluoreszenzzytologie in Form des indirekten Verfahrens unter Verwendung 

eines sekundären Antikörpers verwendet. Diese Methode ist heute weit verbreitet da 
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durch Einsatz eines zweiten Antikörpers eine Potenzierung des Signals im Vergleich 

zum gelabelten Primärantikörper hervorgerufen werden kann.  

Nachteilig ist die Untersucherabhängigkeit des mikroskopischen immunzytologischen 

Verfahrens (Taylor, 2000).  

Da es notwendig war, das Präperat zunächst zu konservieren, wurden verschiedene 

Fixierungsarten in Vorversuchen getestet. Hierbei ist als Problem zu nennen, dass es 

nach Fixierung mit Glutaraldehyd und Formaldehyd zur Autofluoreszenz der Zellen 

kam, da beide Substanzen eine unspezifische Bindung von Fluorochromen oder 

Antikörpern induzierten (Baschong et al., 2001). Erst die Fixierung mit 100% 

Methanol für 10 Minuten bei –20°C reduzierte die Au tofluoreszenz auf ein Minimum. 

 

Immunfluoreszenzverfahren machen generell im Vergleich zum Westernblot eine 

höhere Konzentration des Primärantikörpers notwendig. Bei unserem Ansatz wurden 

die Suspensionszellen zunächst zur Konservierung einer Trocknung unterworfen, 

was eine Detektierbarkeit von Monozytenantigene auch nach Tagen noch 

gewährleistet allerdings  auf Kosten einer Verminderung der Antigendichte (Banks et 

al., 1983) Hieraus resultiert die ermittelte, relativ hohe Antikörerkonzentration von 

1:50.  

Um eine unspezifische Bindung auszuschließen, wurde eine Affinitätsabsorption mit 

hochreinem Immunglobulinantigen, das als Blockierungspeptid von der 

Herstellerfirma bezogen wurde, im Verhältnis 1:10 durchgeführt. Eine Auslöschung 

des Signals konnte somit erreicht werden.  

Eine unspezifische Bindung des Sekundärantikörpers an die untersuchten Zellen 

wurde durch mitgeführte Probenansätze ohne Primärantikörper kontrolliert. Gerade 

bei der Immunfluoreszenzzytologie sind diese Kontrollen unumgänglich, um eine 

Subjektivität auch bei der fluoreszenzmikroskopischen Auswertung zu minimieren. 
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Zusammenfassend ist somit die Kombination beider oben beschriebenen Methoden 

geeignet, um den Beweis der Expression des CRH-Rezeptorgens auf THP-1 Zellen 

anzutreten. 

 

 

 

5.1.4 Diskussion der verwendeten Methoden  zur 

Adhäsionsmoleküldetektion 

5.1.4.1 Das monozytäre Adhäsionsmolekül MAC-1 

Die Anfänge der Durchflusszytometrie liegen rund 70 Jahre zurück. Moldovan hat als 

erster eine photoelektrische Methode zur Analyse einzelner Zellen beschrieben 

(Moldovan, 1934), Gucker modifizierte das Verfahren zur Detektion von Staub oder 

Sporen (Gucker et al., 1947), was sich die Amerikaner im zweiten Weltkrieg zu Nutze 

machten. Mitte der 50er Jahre entwickelte Coulter ein Gerät zur 

Zellvolumenbestimmung (Davey et Kell, 1996) und erst Ende der 70er Jahre, nach 

Entwicklung des Ethidiumbromid, wurden Fluorochrome in der Durchflusszytometrie 

Goldstandard (Pauu et al., 1977). Die quantitative Durchflusszytometrie begann 

Anfang der 80er Jahre (v. Oostveldt et al., 1979).  

Die Expression des monozytären Adhäsionsmoleküls MAC-1 wurde mittels  

monoklonalem PE-markierten Antikörper der Immunglobulingruppe IgG1 bestimmt. 

Um den Effekt einer unspezifischen Bindung der gleichen Antikörperklasse IgG1 zu 

kontrollieren, wurde eine IgG1-Isotypkontrolle gleicher Fluoreszenz bei jedem 

Experiment mitgeführt.  

Die Identifizierung der Monozytenfraktion erfolgte mit anti-CD14-FITC mit 

entsprechender  IgG2a-Isotypkontrolle. In jeder untersuchten Probe befanden sich 
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gleiches Volumen, gleiche Zellzahl und gleiche Antikörpermenge, alle Proben 

wurden zeitgleich mit dem Antikörper inkubiert. Die Fluoreszenzintensität, die 

innerhalb eines weiten Spektrums linear verläuft, verhält sich deshalb proportional 

zur gebundenen Antikörperzahl. Somit war es möglich, Aussagen über die 

Modifizierung der Antigendichte, in diesem Fall MAC-1, im Vergleich zur 

unstimulierten Kontrolle zu treffen.  

Zur Gerinnungshemmung wurde Heparin statt EDTA eingesetzt, da EDTA 

zweiwertige Kationen komplexiert, die zum Teil für die Integrität von 

Adhäsionmolekülen wichtig sind (Dransfield et al., 1992). Untersuchungen in in vivo-

Modellen zeigten eine blockierende Wirkung von Heparin auf die MAC-1 Expression, 

die Ergebnisse konnten in in vitro-Untersuchungen nicht bestätigt werden (Peter et 

al., 1999). 

Um nach CRH-Stimulation des Vollblutes die Oberflächenmarker auf Monozyten 

stabil zu halten (Lundahl et al., 1995) wurden die Zellen zunächst mit 0,4% 

Formaldehydlösung schnell und kurz fixiert, im Anschluß erfolgte die Lysierung der 

Erythrozyten mit einer Ammoniumchloridlösung  (Hamblin et al., 1992).  

Kritisch muss in der vorliegenden Arbeit anbemerkt werden, dass Vollblut verwendet 

wurde. Einerseits ist dies ein physiologischerer Ansatz als die Monozyten-Zellkultur, 

da eine Interaktion der Zellen mit den Substanzen ermöglicht wird. Andererseits kann 

nicht mit Sicherheit geschlußfolgert werden, dass CRH nur über monozytäre 

Rezeptoren eine Zunahme der MAC-1 Expression bewirkt oder ob es sich um eine 

Interaktion mit anderen, im Vollblut vorkommenden Zellen, handelt, die ebenfalls 

CRH-Rezeptoren besitzen. Denkbar wäre zum Beispiel eine Bindung von CRH an 

neutrophile Granulozyten, die TNF-α oder IL-6 ausschütten und somit, also 

sekundär, eine MAC-1 Stimulation auf Monozyten bewirkten (Angioni et al., 1993).  
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5.1.4.2 Die endothelialen Adhäsionsmoleküle VCAM-1 und ICAM-1  

Die Expression der endothelialen Adhäsionsmoleküle auf der immortalisierten 

Zelllinie HMEC-1 wurde ebenfalls mittels Durchflusszytometrie untersucht, das 

bevorzugte Verfahren zur Detektion von Adhäsionsmolekülen auf der Oberfläche von 

Endothelzellen  (Gräbner et al., 2000). 

Da es sich um einen Zellverband in Form eines endothelialen Monolayers handelt, 

war zunächst ein Schritt zur Zellvereinzelung, d.h. Auflösen des Monolayers, 

notwendig. In der Literatur wurden hierzu Methoden mittels Trypsin/EDTA (Huang et 

al., 1997), EDTA allein (Ritchie et al., 1991) oder mechanische Methoden (Kalra et 

al, 1994) beschrieben. Da die enzymatische Lösung der Zellen aus dem Zellverband, 

zum Beispiel mit Trypsin, mit einer Beeinflussung der Detektierbarkeit von 

Oberflächenmolekülen einhergehen kann (Corver et al., 1995), wurde hier die 

mechanische Lösung mittels Schaber verwendet.  

Untersucht wurde die Expression von ICAM-1 und VCAM-1, da sie zum die  

Adhäsion von Monozyten am Endothel vermitteln, zum anderen auch an HMEC-1 

Zellen gut untersucht und dokumentiert sind (Lee et al., 1992; Xu et al., 1994) .  

Die mit den Fluorochromen PE und FITC markierten monoklonalen Antikörper 

wurden auf unspezifische Bindungsaktivität mittels entsprechenden Isotypkontrollen 

gleicher Immunglobulinklassen kontrolliert. Da auf HMEC-1 das Adhäsionmolekül 

VCAM-1 konstitutiv nicht exprimiert wird (Xu et al., 1994), erfolgte die Auswertung 

nicht über den Bezug der mittleren Fluoreszenzintensität zur unstimulierten Kontrolle 

sondern es wurden die Anteile der positiven Zellen an allen gezählten Zellen pro 

Ansatz ermittelt.  
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5.1.4.3 Die verwendeten CRH-Konzentrationen 

Die in der vorliegenden Arbeit eingesetzten CRH-Konzentrationen scheinen hoch 

gewählt worden zu sein. Hierzu ist zu sagen, das es in der Literatur keine 

standardisierten Normwerte gibt, die Konzentrationen variieren stattdessen je nach 

Extraktions- und Radioimmunverfahren zwischen 10-11 bis 10-6 M (Ruckert et al., 

1990; Stephanou et al., 1990). Die großen Unterschiede der peripheren CRH-

Konzentrationen sind daneben auch durch die Anwesenheit von aktiven CRH-

abbauenden Enzymen erklärbar, die CRH in stoffwechselaktive Fragmente 

überführen. Einzelne Fragmente können dabei vom jeweils verwendeten Antikörpern 

nicht erkannt werden, sodass „falsch negative“ Werte ermittelt werden. Der Vergleich 

von Konzentrationsangaben unterschiedlicher Autoren ist somit schwierig, wenn 

nicht unmöglich, ein Problem, das auch von anderen Autoren beschrieben wurde 

(Stephanou et al., 1990; Ekman et al., 1993; Crofford et al., 1993; Woods et al., 

1996, Cunnah et al., 1987).  

Außerdem sagt die Konzentration von CRH im peripher venösen Blut wenig über die 

lokale Konzentration im Gewebe aus, die häufig deutlich höher liegen wie z. B. 

Slominski et al. (2001) in Untersuchungen von Plasma und Haut zeigen konnte.  

Die in der hier vorliegenden Arbeit verwendeten Konzentrationen liegen in einem 

Bereich, die denen in publizierten in-vitro-Untersuchungen entsprechen. 

 

 

5.2 Diskussion der Ergebnisse hinsichtlich der Frag estellung 

5.2.1 Werden auf der monozytären Zelllinie THP-1 CR H Rezeptoren 

exprimiert? 

Die THP-1 Zellen wurden in einem neuen, modifizierten Verfahren zur 

Adhäsionsbestimmung von Monozyten am endothelialen Monolayer erfolgreich 
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eingesetzt,  somit ist diese Zelllinie auch zur Untersuchung von Zellinteraktionen im 

lokalen CRH-System geeignet.  

Mit der vorliegenden Arbeit wurde erstmals der Beweis erbracht, dass CRH-

Rezeptoren auf der THP-1 Zelllinie exprimiert werden. Dieses Ergebnis steht im 

Einklang mit Untersuchungen an primären Monozyten oder Leukozyten, auf dessen 

Oberfläche ebenfalls CRH-Rezeptoren nachgewiesen werden konnten (Simon et al., 

2003; Mousa et al., 2003).  

 

5.2.2 Kann CRH die Adhäsion von Monozyten am Endoth el beeinflussen 

und, wenn ja, welche Mediatoren sind dabei beteilig t? 

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass es unter Einfluss von CRH 

zu einer Adhäsionszunahme von THP-1 Zellen an HMEC-1 kommt. Als involvierter 

Mediator wurde der monozytäre Oberflächenmarker MAC-1/CD11b identifiziert. 

Dieses Ergebnis steht im Einklang mit den Untersuchungen von Redwine et al. 

(2003), der eine MAC-1/CD11b Mobilisation nach mentalen Stresstest aufzeigte. 

Eine mögliche Bedeutung von MAC-1/CD11b im Sinne einer vermehrten Expression  

wurde von Kassier et al. bei Patienten mit koronarer Herzerkrankung beschrieben 

(Kassirer et al., 1999). Somit könnte die hier gezeigte Zunahme des monozytären 

Adhäsionsmoleküls MAC-1/CD11b durch das chronische Stresshormon CRH eine 

mögliche Erklärung im Mosaik einer Stress-induzierten Zunahme der Arteriosklerose 

sein. 

 

Die endothelialen Adhäsionsmoleküle VCAM-1/CD106 und ICAM-1/CD54 wurden in 

den hier vorgestellten Untersuchungen durch CRH nicht vermehrt exprimiert, wobei 

LPS den zu erwartenden Effekt in Form einer deutlichen Zunahme beider 

Adhäsionsmoleküle aufzeigte. Diese Ergebnisse stehen in Einklang mit Mills et al. 
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(1995), der nach mentalem Stresstest ebenfalls keinen signifikanten Effekt auf die 

ICAM-1/CD54-Expression nachweisen konnte. 

 

Zusammenfassend ist aus den in der vorliegenden Arbeit beschriebenen 

Ergebnissen zu postulieren, dass es eine CRH-vermittelte Outside-In-Signalkaskade 

geben muss, ähnlich der Mobilisierung von MAC-1/CD11b durch LPS (Heinzelmann 

et al., 2000). 

 

6 Zusammenfassung 

Neben den klassischen kardiovaskulären Risikofaktoren wie arterielle Hypertonie 

oder Hypercholesterinämie kommen den psychosozialen Faktoren wie Stress oder 

Depression eine entscheidene Rolle als Risikofaktor für die Entwicklung der 

Atherosklerose zu. Obwohl das chronische Stresshormon Corticotropin-Releasing-

Hormon im Rahmen der adaptiven Stressantwort als Hauptvertreter der 

Effektorhormone angesehen wird, sind die pathophysiologischen Mechanismen, die 

zu einer CRH/Stress-bedingten endothelialen Dysfunktion führen, weitgehend 

unbekannt. Diese Arbeit hatte zum Ziel, den Effekt von peripherem CRH auf die 

Monozyten/Endothel-Interaktion, beispielhaft die Adhäsion,  herauszuarbeiten.  

 

Die Untersuchungen der Monozyten-Endothel-Adhäsion wurde in einem in-vitro-

Modell  unter Verwendung der Zelllinien HMEC-1 und THP-1 mit einer neuen, 

modifizierten fluorometrischen Methode untersucht, monozytäres MAC-1/CD11b, 

endotheliales ICAM-1/CD54 und VCAM-1/CD106 mit Hilfe der Durchflusszytometrie 

bestimmt. Der Nachweis der vermittelnden monozytären CRH-Rezeptoren R1/-R2 

erfolgte mittels RT-PCR- und  Immunfluoreszenztechnik. 
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THP-1 konnte als Zielzelle für CRH mit Nachweis der CRH-Rezeptoren auf mRNA- 

und Proteinebene identifiziert werden. CRH induzierte eine signifikante zeit- und 

konzentrationsabhängige Adhäsionszunahme der THP-1 Zellen am HMEC-1 

Monolayer. Der Effekt scheint Monozyten-vermittelt, da CRH, 

konzentrationsabhängig, zu einer monozytären MAC-1/CD11b-Freisetzung führte. 

Eine CRH-Stimulation nur von HMEC-1 führte hingegen zu keiner 

Adhäsionszunahme, erklärbar z. B. durch die hier dokumentierte fehlende 

Veränderung von endothelialem ICAM-1/CD54 und VCAM-1/CD106 unter Einfluß 

von CRH. 

Die Ergebnisse unterstreichen somit die Relevanz von peripherem CRH auf die 

Monozytenfunktion und Monozyten/Endothel-Interaktion. Sie können einen Beitrag 

zur Erklärung eines möglichen Zusammenhangs von chronischem Stress (mit 

konsekutiver Erhöhung des Stresshormons CRH) und der Initiation / Progression der 

endothelialen Dysfunktion leisten (Wilbert-Lampen, Straube et al., 2006).   

 

. 
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