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1 Einleitung
1.1 Atherosklerose

1.1.1 Definition, Epidemiologie und Risikofaktoren

Arteriosklerose und Atherosklerose sind im Volksmund zwei haufig falschlicherweise
synonym genutzte Begriffe. Laut Definition der world health organisation (WHO) ist
Arteriosklerose ein Sammelbegriff far primar nicht-entziindliche
Arterienerkrankungen, die eine Verdickung und einen Elastizitatsverlust der

Gefallwand gemeinsam haben. Es gibt laut WHO 3 Formen:

a) Arteriolosklerose
b) Atherosklerose

c) Monckeberg-Mediaverkalkung

Bei der Atherosklerose dagegen handelt es sich laut WHO eine von der Tunica intima
auf die Tunica media Gbergreifende Erkrankung der grofen und mittelgrof3en Arterien,
die mit herdféormigen Anhdufungen von Lipiden (gr. ,athyre”: Fettbrei), komplexen
Kohlenhydraten, Blut- und Blutbestandteilen, Kalziumablagerungen und diffuser
Kollagenfaseranhaufung (,Sklerose”) einhergeht und formalpathogenetisch durch
Elemente einer chronischen Entziindungsreaktion gepragt ist (1 — 4). Die
Atherosklerose liegt verschiedenen kardiovaskuldaren Erkrankungen zu Grunde,
darunter u.a. die koronare Herzerkrankung (KHK) (1), die periphere arterielle
Verschlusskrankheit (pAVK), das abdominelle Aortenaneurysma und die Stenose der
Arteria carotis (2). Diese Erkrankungen konnen einen Myokardinfarkt,
Mesenterialinfarkt oder ischamischen Schlaganfall zur Folge haben (5, 6). Durch eine
Atherosklerose kann es aulerdem zu einer Einschrankung der Windkesselfunktion der
basalen Hirnarterien kommen, die zur Ausbildung eines Normaldruckhydrozephalus

und somit zu einer Demenz fiihrt (3).

In den Industrieldndern sind kardiovaskulare Erkrankungen die haufigste
Todesursache. Dies belegen die Zahlen der Gesundheitsberichterstattung des Bundes:
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Im Jahr 2003 verstarben laut Todesbescheinigungen 29.550 Frauen (6,5% aller
verstorbenen Frauen) und 34.679 Manner (9,4% aller verstorbenen Manner) an einem
akuten Herzinfarkt. Desweiteren starben 56.772 Frauen und 42.444 Manner an nicht
nadher spezifizierten Folgen einer KHK. Dies bedeutet, dass rund jeder fiinfte Sterbefall
auf eine Folge einer KHK zuriickzufiihren ist. 2007 betrug das mittlere Sterbealter in
der Gruppe der Patienten mit Atherosklerose 84,6 Jahre. Es wurden 2007 10.483
Sterbefille in der Diagnosegruppe , Atherosklerose” verzeichnet. Dies sind 12,7 Falle
pro 100.000 Einwohner. 2007 gab es 413 vorzeitige Sterbefalle (= Tod unter 65/70
Jahren) (0,6/100.00 Einwohner). Die Inzidenz der Atherosklerose steigt mit dem
Lebensalter an (4). Insgesamt ist jedoch die Sterblichkeit der Patienten in der
Diagnosegruppe , Atherosklerose” von 18,3 Féllen pro 100.000 Einwohner im Jahr 1998
auf 9,7 Falle pro 100.000 Einwohner im Jahr 2010 zuriick gegangen (5), was
wahrscheinlich auf ein besseres Verstdandnis der Pathogenese der Atherosklerose und

bessere Interventionsmdglichkeiten zurlickzufiihren ist.

Schon 1986 konnte mit der ,Seven Countries Study” gezeigt werden, dass die 15-
Jahres-Todesrate der KHK mit dem Verhdltnis von gesattigten zu ungeséttigten
Fettsduren in der Nahrung korreliert (6). In der Weiterflihrung der Studie konnte dies
fir die 25-Jahres-Todesrate bestatigt werden. Es konnte zudem gezeigt werden, dass
dieser Zusammenhang auch fiir Cholesterin besteht und das AusmaR der diatischen
Aufnahme von Cholesterin und ungesattigten Fettsduren eng miteinander verknipft
sind (7). 2004 wurden in der INTERHEART-Studie 9 Risikofaktoren fiir die Entstehung

von Myokardinfarkt und Atherosklerose identifiziert (8):



1. Aktueller Nikotinabusus

2.Erhohter ApoB/ApoA-Quotient

3. Arterielle Hypertonie

4.Diabetes mellitus

5. Abdominelle Adipositas

6. Mangelnder taglicher Obstkonsum
7.Regelmaliger Alkoholkonsum

8. Unregelmalige korperliche Aktivitat

9. Psychosoziale Risikofaktoren

Wiéhrend die INTERHEART-Studie keine Unterscheidung der einzelnen psychosozialen
Risikofaktoren trifft, unterscheidet die INTERSTROKE-Studie 2010 in dieser Gruppe
psychosozialen Stress und Depression als Risikofaktoren fiir den ischdmischen und den

hamorrhagischen Schlaganfall (9).

1.1.2 Arterientypen, Aufbau der Arterienwand und Funktion des Endothels

Herznahe Arterien sind Uberwiegend Arterien vom elastischen Typ, die durch ihre
elastischen Eigenschaften Druck und Stromungsschwankungen, die durch die
Herzaktivitat entstehen, dampfen. Durch die so genannte Windkesselfunktion entsteht
ein kontinuierlicher Blutstrom. Peripher finden sich Uberwiegend Arterien vom
muskuldren Typ. Durch die Kontraktions- und Dehnungsfahigkeit dieser Arterien wird
die Blutverteilung in die Organe und Gewebe gewahrleistet. Arteriolen sind kleinste

Verzweigungen der Gefalle (10).

Der Aufbau der Arterien ist dreischichtig. Die innerste Schicht ist die Tunica intima
(,Intima“). Zum Lumen hin besteht die Tunica intima aus einem einschichtigen
Endothel. Der subendotheliale Raum der Tunica intima besteht aus extrazelluldrer
Matrix, wenigen glatten Muskelzellen und ggf. Makrophagen. Begrenzt wird die Tunica
intima von der Lamina elastica interna, die die Grenze zur Tunica media darstellt. Die
Tunica media (,Media“) besteht lGberwiegend aus glatten Muskelzellen und wenig
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extrazelluldarer Matrix. Sie wird zur Tunica adventitia hin durch die Lamina elastica
externa begrenzt. In der Tunica adventitia (,,Adventitia“) ist nur noch vereinzelt glatte
Muskulatur zu finden. In der lockeren fibrosen Matrix finden sich zudem vereinzelt
Fibroblasten. In der Tunica adventitia verlaufen erndhrende GefdRe (Vasa vasorum)

und vegetative Nervenfasern fiir Vasodilatation und — konstriktion (Abbildung 1) (10).

Abbildung 1: Arterie vom muskuldren Typ im Querschnitt, HE-Farbung. 1: Blutkoagel,
2: Tunica intima mit einschichtigem Endothel, 3: Tunica media, 4: Tunica adventitia.
Quelle: Medizinische Hochschule Hannover, Kurspraparate der mikroskopischen
Anatomie (http://www.mh-hannover.de/19135.html)

Dem Endothel kommen vielfdltige Aufgaben zu. Zundchst bildet das Endothel eine
semipermeable Membran. Aullerdem ist das Endothel fiir die Expression von
Adhéasionsmolekiilen, Rezeptoren und fiir die Bildung vasoaktiver Substanzen
verantwortlich (10), z.B. NO und Prostazyklin flr die Vasodilatation und Endothelin (14,
15) sowie das durch das Angiotensin-Converting-Enzyme (ACE) gebildete Angiotensin Il
fur die Vasokonstriktion. Das Endothel beeinflusst die lokale Bluthdmostase durch die
Bildung von Gerinnungs- und Fibrinolysefaktoren. Eine wichtige Rolle spielt das
Endothel zudem in der parakrinen Wachstumsregulation des subendothelialen
Gewebes und der Beeinflussung von Entziindungsreaktionen (10). So werden z.B.
Wachstumsfaktoren wie platelet-derived growth factor (PDGF), vascular endothelial
growth factor (VEGF), basic-fibroblast growth factor (bFGF) und Markophagenkolonie-
stimulierender Faktor (M-CSF) vom Endothel gebildet. Ebenso bildet das Endothel

Wachstumsinhibitoren wie Heparin und transforming growth factor 8 (TGFB) (16 — 18).
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1.1.3 Oxidativer Stress und Atherogenese

,Atherosklerose ist eine Erkrankung der inneren Arterienwand.” schrieb Rudolf
Virchow, der Begriinder der modenen Zell-Pathologie, schon vor (iber 150 Jahren (11).
Die Entstehung der Atherosklerose ist ein multifaktorielles Geschehen, an dem
verschiedene Zellen aus der Arterienwand, z.B. Endothelzellen und glatte
Muskelzellen, und aus dem Blut, z. B. Monozyten und Thrombozyten, beteiligt sind. Als
gemeinsamer Pathomechanismus wird oxidativer Stress, insbesondere durch
oxidiertes LDL (oxLDL), angenommen, welcher liber eine endotheliale Dysregulation
zur Ausbildung von atherosklerotischen Plagues und im weiteren Verlauf zur
endothelialen Dysfunktion fuhrt (12), die mit funktionellen und strukturellen
Methoden messbar ist. Oxidativer Stress ist definiert als ein Ungleichgewicht zwischen
der Rate, bei welcher der intrazelluldre Anteil an freien Radikalen ansteigt, relativ zu
der Kapazitat der Zellen, die freie Radikale durch Antioxidanzien wie Glutathion oder
antioxidative Enzyme wie die Superoxiddismutase (SOD) zu eliminieren (12). Freie
Radikale kénnen endogen in der Atmungskette oder als oxidative burst in der Abwehr
gegen Antigene entstehen. Exogene Quellen fiir freie Radikale kdnnen z.B. Toxine oder
Zigarettenrauch sein (13). Freie Radikale interagieren mit DNA, Proteinen und Lipiden
(20 — 22). Der Hauptangriffsort fir freie Radikale sind die Lipide (13). Dabei kann eine
Lipid-Peroxidation von Membranlipiden verschiedene wichtige biophysikalische Folgen
fiir die Membran haben, da es zur Veranderungen der Fluiditdt und zur Veranderungen
von Membranrezeptoren oder —enzymen kommen kann, die die zelluldre Funktion
beeintrachtigen kénnen (13). Durch oxidativen Stress kommt es zudem zu einer
Veranderung von verschiedenen Signalkaskaden und Transkriptionsfaktoren sowie zur
Veranderung der Expression verschiedener Substanzen wie  Zytokinen,
Wachstumsfaktoren und anti-/ proapoptotischen Faktoren (s.u.). Ein wichtiger Faktor
in der Entstehung und Unterhaltung der Atherosklerose ist der Zelltod in der

GefaBwand (12).

Als initiale Veranderungen der Tunica intima werden nach der ,Response-to-injury“-
Hypothese Mikroverletzungen des Endothels durch die verschiedenen Risikofaktoren

angenommen (14). Mogliche Risikofaktoren koénnen bakterielle  Toxine,
11



vasokonstriktive Hormone bei Hypertonie, Produkte der Glykoxidation bei
Hyperglykdamie, proinflammatorische Zytokine und vermehrte Bildung von oxLDL sein.
An der Oberflache der verletzten Endothelzellen erscheinen Adhdsionsmolekiile. Die
wichtigsten Vertreter der Adhasionsmolekiile sind vascular cell adhesion molecule 1
(VCAM1) und intercellular adhesion molecule 1 (ICAM1). Monozyten und T-
Lymphozyten binden an diese Adhdsionsmolekiile und wandern unter dem Einfluss
von Zytokinen und Wachstumsfaktoren, die durch das Endothel freigesetzt werden, in
die Tunica intima ein. Dort nehmen die Makrophagen und glatte Muskelzellen oxLDL
auf und es kommt zur Bildung von Schaumzellen und lipidbeladenen glatten
Muskelzellen. Durch kontinuierliche Einwanderung und Proliferation dieser Zellen und
durch die kontinuierliche Sekretion von Zytokinen und Wachstumsfaktoren kommt es
zur Progression dieses Geschehens (15) und zur Entstehung von atherosklerotischen

Plagues.

Atherosklerotische Plaques konnen in stabile und vulnerable Plaques eingeteilt
werden. Der stabile Plaque zeichnet sich durch einen Lipidkern, der von einer stabilen
fibrosen Kappe umgeben ist, aus. Der vulnerable Plaque dagegen ist durch eine diinne
fibrose Kappe mit einem groRRen Lipidkern gekennzeichnet (25, 26). Eine erhohte
Rupturgefahr und somit eine erhdohte Gefahr fiir ein akutes Koronarsyndrom, das als
instabile Angina pectoris, akuter Myokardinfarkt oder plotzlicher Herztod definiert ist,
besteht v.a. beim vulnerablen Plaque (26, 27). Die Plaqueentstehung lasst sich nach

Stary in 6 Stadien einteilen (16):
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Stadium 1 Formierung von einzelnen Schaumzellen im einschichtigen Endothel der
Tunica intima

Stadium 2 Bildung von fatty steaks, charakterisiert durch eine erhdhte
Akkumulation von Markophagen, Auftreten von Schichten von
Schaumzellen und lipidbeladenen glatten Muskelzellen

Stadium 3 Progression zu einer praatherosklerotischen Ladsion  durch
kontinuierliche Einwanderung von Makrophagen und T-Lymphozyten
unter dem Einfluss der sezernierten Zytokine und Wachstumsfaktoren,
multiple extrazelluldre Lipidablagerungen in den muskuloelastischen
Schichten

Stadium 4 Atherom im engeren Sinne, Ausbildung eines Lipidkerns, entstanden
durch VergroRerung des Lipidkerns aus Stadium 3

Stadium 5 Entwicklung einer fibrosen Deckplatte durch Veranderung der oberen
Tunica intima

Stadium 6 Ruptur, Hdmatom, Thrombus

1.1.4 Besonderheit des oxLDLs

OxLDL wird eine wichtige Rolle in der Initiation und Progression der Atherosklerose
zugeschrieben. Es fordert die Bildung von Zytokinen (17) und chemotaktischen
Faktoren durch eingewanderte Immunzellen (18). AuRerdem wird durch oxLDL die
lokale Synthese von Adhéasionsmolekiilen stimuliert (31, 32). Neben diesen
Eigenschaften zeigt oxLDL zytotoxische Effekte gegentiber verschiedenen Zelltypen wie
humanen Fibroblasten und aortalen glatten Muskelzellen (19) sowie Makrophagen
(20). Viele biologische Effekte des oxLDL laufen (iber Signalwege, die die Aktivierung
von Transkriptionsfaktoren beinhalten und somit in die Expression von Genen, die in
den Entziindungsprozess, in die Abwehr von oxidativem Stress oder in die
Zellregulation, involviert sind (21). 1997 wurde oxLDL von Steinberg als ein Antigen
beschrieben, gegen das in vivo eine groRe Anzahl von Antikorpern existiert (22).

Vaarala et al. beschrieben 1995 einen erhdhten Titer von Auto-Antikorpern gegen
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oxLDL und oxidierte Phospholipide als einen Marker fir eine KHK in einer Kohorte

gesunder Manner (23).

1.2  Signalwege

1.2.1 AP-1 (activator-protein 1)

Activator-protein 1 (AP-1) ist ein Transkriptionsfaktor, der wesentliche Bedeutung fir
Zellwachstum und —differenzierung sowie Tumorwachstum und —entstehung hat (38,
39). Uber AP-1 werden inflammatorische Zytokine wie Tumornekrosefaktor a (TNFa)
(24), Interleukin 1B (IL-1B) (25) und Osteopontin (26) exprimiert. Zusammen mit dem
Transkriptionsfaktor Specificity Protein 1 (Spl) ist AP-1 an einer Angiotensin-II-
induzierten Entziindungsreaktion beteiligt (27). Zudem spielt AP-1 fiir die Regulation
der intrazelluldren Cholesterinkonzentration eine Rolle (28). AP-1 ist ein Heterodimer
aus Proteinen der Jun- und Fos-Familie (29). Dieser Transkriptionsfaktor kann u.a.
durch UV-Licht, Phorbolester wie phorbol-12-myristate 13-acetate (PMA) oder TNFa
aktiviert werden (45, 46).

1.2.2 CREB (cAMP-responsive element-binding protein)

cAMP-responsive element-binding protein (CREB) ist ubiquitdr in allen Geweben zu
finden und hat eine wichtige Funktion in der Wachstumsfaktor- und Stress-induzierten
Genexpression. CREB ist in eine Vielzahl physiologischer Prozesse inklusive Lernen,
Gedachnis und T-Zell-Bildung involviert. CREB induziert die Expression von mehr als
4000 beschriebenen Genen liber den cAMP-vermittelten Signalweg, unter denen auch
viele Wachstumsfaktoren und antiapoptotische Gene sind (47, 48). Die Signalkaskade
wird Gber cAMP-gesteuert, das die Proteinkinase A (PKA) aktiviert, die CREB am Serin-
133 phosphoryliert. Uber diesen Weg kommt es zur Promotorbindung und somit zur
Aktivierung der Transkription (30). CREB ist Substrat fiir verschiedene zelluldre Kinasen
wie Proteinkinase C (PKC), Proteinkinase B (Akt) (31), mitogen-& stress-activated
protein kinase-1 (MSK-1) (31), mitogen-activated protein kinase-activator protein 2

kinase (MAPKAP-2) (31), und calcium/calmudulin-dependent protein kinases Il und IV
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(CaM K 1l + IV) (31). CREB kann Uber den cAMP-Agonist Forskolin (FSK) aktiviert
werden. Auch Trichostatin A (TSA) kann die Aktivierung von CREB verbessern (47, 49).

Wie oben beschrieben, wird die CREB-Signalkaskade (iber cAMP gesteuert. Dieses kann
Uber verschiedene Rezeptorblocker blockiert werden. SQ22,536 ist ein Inhibitor der
Adenylylzyklase, der z.B. PGEj-induzierte erhohte cAMP-Spiegel in humanen
Thrombozyten inhibiert (32). AH6809 ist ein EP- und DP-Rezeptorantagonist welcher
fir die Rezeptoren EP1, EP2, EP3-lll und DP1 eine anndhernd dhnliche Affinitdt hat.
AH6809 blockiert u.a. die PGE,-induzierte Akkumulation von cAMP in COS-Zellen (33)
und die Akkumulation von Ca** in Xenopus Oozyten, die den humanen EP1-Rezeptor
exprimieren (34). L-161,982 ist ein potenter und selektiver EP4-Rezeptorantagonist
(35). KH7 ist ein selektiver Inhibitor der I6slichen Adynylatzyklase (sAC) mit einem

zusatzlichen kleinen Effekt auf die membrangebundene Adenylatzyklase (36).

1.2.3 HIF-1 (hypoxia-inducible factor 1)

Hypoxia-inducible factor 1 (HIF-1) ist ein Transkriptionsfaktor, der die adaptive Antwort
auf Hypoxie in tierischen Zellen reguliert. Dies geschieht Uber Erythropoese,
Angiogenese, Glykolyse, Invasion und Regulation des vaskuldaren Tonus. HIF-1 ist ein
Heterodimer und besteht aus einer la- und einer 1B- Untereinheit. HIF-1B wird
konstitutiv gebildet, HIF-1a ist bei Hypoxie induzierbar. Zur schnellen Reaktion auf
Hypoxie wird die 1a-Untereinheit unter nicht-hypoxischen Bedinungen kontinuierlich
synthetisiert und wieder abgebaut. Unter Hypoxie wird der Abbau vermindert und die
ao-Untereinheit stabilisiert. Das Protein akkumuliert und es kommt zur Dimerisierung
mit HIF-1B. Das Dimer bindet an das hypoxia-response-element (HRE) der Zielgene und
aktiviert somit die Transkription (55, 56). HIF aktiviert die Expression von Erythropoetin
(EPO), VEGF, plasminogen aktivator inhibitor 1 (PAI-1), Angiopoeitin 1 und 2 (ANGPT 1
+ 2), placental growth factor (PGF) und platelet-derived-groth-factor B (PDGFB) (57 —
60). VEGF-Expression wird von HIF-1 direkt aktiviert. Fir ANGPT 1 und 2, PGF und
PDGFB ist nicht bekannt, ob die Aktivierung direkt oder indirekt erfolgt. HIF-1la
stimuliert auch die Expression von anderen fiir die Pathophysiologie der

Atherosklerose relevanten Genen wie Zyklooxygenase-2 (COX-2), VCAM1 und IL-1B
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(37). Dariiber hinaus wird HIF-1 eine Rolle bei der Plaqueruptur in vulnerablen Plaques
zugeschrieben (38). HIF-1a kann neben hypoxischen Zustanden auch durch Substanzen
wie FG-2216 (39), Ciclopiroxolamin (CPX), Deferoxamin (DFO) (40) und CoCl, (41)

stabilisiert und damit aktiviert werden.

1.2.4 NFAT (nuclear factor of activated T-cells)

Nuclear factor of activated T-cells (NFAT) wurde zunachst als Induktor der Zytokin-
Genexpression in T-Zellen beschrieben. Die NFAT-Familie besteht aus den 4 Isoformen
NFATc1, -c2, -c3 und -c4 oder kurz NFAT 1-4. Neben T-Lymphozyten findet sich NFAT
auch in anderen Immun- und Entziindungszellen wie B-Lyphozyten, Mastzellen und
Makrophagen (42). NFAT spielt eine wichtige Rolle inner- und aulerhalb des
Immunsystems. Dies bestatigen Defekte im Immunsystem und in anderen Organen in
NFAT-Knockout-Mausen. So ist z.B. die Bildung der Pulmonal- und Aortenklappe bei
NFATc1-Knockout-Mausen blockiert. Der NFAT-Signalweg reguliert wichtige Prozesse in
der kardiovaskuldaren Entstehung inklusive der Herzklappenmorphogenese, der
myokardialen Entstehung und der peripheren vaskuldren Strukturierung. NFAT wird
Uber einen Calcium/Calmodulin-abhangigen Signalweg aktiviert. In ruhenden Zellen
liegt NFAT in phosphoryliertem Zustand im Zytoplasma vor. Dieser Zustand wird durch
konstitutiv aktive Kinasen aufrechterhalten. Bei einem Anstieg des intrazelluldren
Calciums bindet das Calcium an Calcineurin und aktiviert somit die Translokation des
aktivierten NFAT in den Zellkern. Dort bindet NFAT alleine oder zusammen mit AP-1 an
spezifische DNA-Bindungsstellen und aktiviert die Gentranskription von Zytokinen wie
IL-2, TNFa oder cluster of differentiation 40 ligand (CD40L). Zudem wird die Expression
von VEGF, VCAM-1 und COX-2 in Endothelzellen stimuliert. Calcineurin wird inaktiviert
wenn das intrazelluldre Calcium sinkt. NFAT wird dann durch Kinasen rephosphoryliert
und Uber das Transportprotein Cm1 wieder ins Zytoplasma gebracht. Der NFAT-
Signalweg kann durch die Calcineurininhibitoren Ciclosporin A (INN) und Tacrolimus
(FK506) blockiert werden (67, 68). Phorbolester wie PMA (43) und lonomycin
aktivieren den NFAT Signalweg indem sie die intrazellulare Calciumkonzentration
erhéhen und die Aktivitdt der PKC fordern (69, 70). Zudem ist eine Aktivierung von
NFATcl in humanen Klappenendothelzellen durch VEGF-A beschrieben. OxLDL
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stimuliert die NFAT-Bindungskapazitdit in T-Lymphozyten, Fibroblasten und
Makrophagen (44).

1.2.5 NFkB (nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer’ of activated B-cells)

Nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells (NFkB) ist ein ubiquitar
vorkommender spezifischer Transkriptionsfaktor, der die Zellimmunantwort, die
Zellproliferation und den Zelltod reguliert. Er spielt eine Rolle bei der Entwicklung des
Immunsystems und des lymphatischen Systems. Durch DNA-Bindung an ein KB-Motiv
an zahlreichen regulatorischen Bereichen kommt es zur verstarkten Transkription von
Zytokinen, Chemokinen und Adhasionsmolekilen. Stimuli fir NFkB sind Zytokine wie
TNFa und IL-1B, bakterielle und virale Antigene wie Lipopolysaccharide (LPS) oder RNA,
chemisch-physikalische Noxen wie freie Radikale und oxLDL oder auch
Wachstumsfaktoren (45). NFkB ist in verschiedene Entstehungsschritte der
Atherosklerose inklusive der Monozytenadhdsion und der Entziindung involviert (46).
Seine aktivierte Form konnte in atherosklerotischen Plaques nachgewiesen werden
(47). Fur eine Aktivitat von NFkB in der Atherosklerose spricht zudem, dass selektive
Inhibitoren von NFkB die Schaumzellbildung und Statine die NFkB-Bildung in

vaskularen Endothelzellen reduzieren (75, 76).

1.2.6 VEGF (vascular endothelial growth factor)

VEGF gehort zur Familie der Wachstumsfaktoren. Das VEGF-A wurde zuerst
beschrieben und wird in fast allen Gefdallen exprimiert. Durch alternatives Splicing sind
5 Isoformen von VEGF-A bekannt: VEGF-121, VEGF-145, VEGF-165, VEGF-189 und
VEGF-206. Die beiden langen Formen besitzen eine hohe Affinitdat fir eine
Heparinbindung. Die VEGF-Familie ist an der Regulation der endothelialen Zellfunktion
beteiligt und ist ein Schllsselregulator der Angiogenese. VEGF fordert die Zellmigration
und —proliferation, stimuliert die Neovaskularisation in ischamischem Gewebe nach
Myokardinfarkt und fordert die Bildung von KollateralgefaRen. VEGF-B spielt eine Rolle
in der parakrinen Endothelzellfunktion. VEGF-C und —D regulieren hauptsachlich die

Lymphangiogenese. Die Effekte der VEGF-Familie werden (iber die 2 Rezeptoren
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VEGFR-1 (Flt-1) und VEGFR-2 (Flk-1) vermittelt. Beide Rezeptoren spielen eine Rolle in
der BlutgefdaBRformation und der Tumor-Angiogenese. VEGF und VEGFR-1 werden
durch HIF-1 Uber HRE-Bindung direkt aktiviert. HIF-1 vermittelt autokrine Signale
zwischen VEGF und seinen Rezeptoren. Fir VEGFR-2 ist beschrieben, dass die
Genexpression nicht wesentlich durch HIF-1 beeinflusst bzw. nur moderat herab
reguliert wird. Grund ist, dass das VEGFR-2-Gen keine Bindungsstelle fiir HIF-1 besitzt
(48). Eine Deletion von HIF-1a in Endothelzellen unterbricht eine autokrine Schleife,
die wichtig fur die Induktion von VEGFR-2 durch VEGF-Signale Uber VEGFR-1 ist.
Dadurch kommt es zum verminderten Endothelzellwachstum und zur verminderten
Kapillarréhrchenbildung (49). VEGF ist im Serum von Patienten mit myokardialer
Ischamie erhdht. Isoprostane konnen die VEGF-induzierte Migration sowie die die
Angiogenese in vitro und in vivo hemmen (siehe unten) (77, 79). Im Gegensatz zu den

bisher genannten Signalwegen der Inflammation ist VEGF kein Transkirptionsfaktor.

1.3 Isoprostane

1.3.1 Definition und Geschichte der Isoprostan-Entdeckung

Isoprostane sind Prostaglandin-Isomere, die durch die nicht-enzymatische Oxidation
von Arachidonsaure entstehen. Schon um 1930 wurden die Prostaglandine durch den
Gyndkologen UIf Euler auf Grund ihrer vasoaktiven Eigenschaften in menschlicher
Samenflussigkeit beschrieben (50). Die Annahme, dass Prostaglandine der Prostata
entstammen, fiihrte zu der bis jetzt gebrauchlichen Namensgebung (51). Bereits 1964
wurden bei der Inkubation von ungesadttigten Fettsdauren in verschiedenen
Gewebehomogenaten die Prostaglandine beschrieben. Sune Bergstrom identifizierte
in den frihen 60ger Jahren verschiedene Mitglieder der Prostaglandin-Familie (82 —
85). Erst 1969 gelang jedoch die Isolierung des Prostaglandin PGE,. Sune Bergstrom
erhielt 1982 zusammen mit Bengt Ingemar Samuelsson und John Robert Vane den
Nobelpreis flir Medizin "fir ihre bahnbrechenden Arbeiten Uber Prostaglandine und
nahe verwandter biologisch aktiver Substanzen" (86, 87). Ebenfalls in den 60er Jahren
wurde von Pryor und Porter beschrieben, dass bei der Oxidation von mehrfach

ungesattigten Fettsduren zu Prostaglandinen auch andere Regio- und Stereoisomere
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entstehen konnen. Diese Reaktion stellt eine durch freie Radikale katalysierte
Autooxidation der ungesattigten Fettsduren dar (88, 89). Erst 1990 beschrieben
Morrow und Roberts, dass diese Reaktionen auch in vivo stattfinden (52). Seit dem
sind Isoprostane Gegenstand der Forschung zur nicht-invasiven Analyse der Lipid-

Oxidation in vitro und in vivo.

1.3.2 Entstehungsmechanismus der Isoprostane

Prostaglandine entstehen (iber eine COX-katalysierte Reaktion nur aus freier
Arachidonsaure (53). Es sind zwei COX-Isoformen bekannt: die konstitutiv exprimierte
COX-1 und die induzierbare COX-2. Dem entgegen steht die Isoprostanenstehung, die
durch freie Radikale nichtenzymatisch katalysiert wird und COX-unabhadngig ist
(abgesehen von 8-iso-PGF,, (iPFae-lll), s.u.). Bei der Isoprostanentstehung ist das
Substrat nicht nur die freie Arachidonsadure sondern insbesondere veresterte, d.h. als
Membranlipid gebundene, Arachidonsdure (54). Neben der Arachidonsdure werden
auch andere mehrfach ungesattigte Fettsauren durch freie Radikale oxidiert und ihre
Oxidationsprodukte nachweisbar, so z.B. Oxidationsprodukte der Docosahexaensdure,
die u.a. in Neuronen vorkommt. Daher werden die Produkte dieser Reaktion
Neuroprostane und Neuroketale genannt (55). Fir die Arachidonsaure finden sich
Isoprostane der A,, B,-, D,-, E;-, F»- und J,-Familie sowie Isoprostazykline und
Isothromboxane (94, 95). Ihre Bezeichnung erfolgt in Anlehnung an die Prostanoide.
Desweiteren konnten auch Isoketale in vivo nachgewiesen werden (56). Fiir die Familie
der F,-lsoprostane sind 4 Regioisomer-Klassen bekannt fiir die insgesamt 64 Isomere
denkbar sind (57). Von besonderer Bedeutung ist unter den F,-Isoprostenen die Klasse
der 5er-Serie (Abbildung 2: einige Beispiele der 5er-Serie der F,-Isoprostane). So
konnte z.B. gezeigt werden, dass F,-lsoprostane der 5er-Serie die hochste

Konzentration in menschlichem Urin erreichen (58).

OH OH OH
OH OH E OH i
oH oH OH
5-F,-IsoP 5-epi-5-F,-I1soP ent-5-F, -IsoP
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Abbildung 2: Drei F,-Isoprostane der 5er-Serie

Eine Sonderstellung nimmt das Isoprostan 8-iso-PGF,, der 15-er Serie ein. Es ist das
1990 von Morrow und Roberts zuerst in vivo beschriebene Isoprostan (52). Dariber
hinaus ist es ein Nebenprodukt der COX-2-Aktivitat. Stimuli fiir diese Reaktion sind
Kollagen und Thrombin. Eine erhohte COX-2-Aktivitat ist ebenfalls mit der 8-iso-PGFy,-
Entstehung assoziiert. Spezifische COX-2-Hemmer hemmen dosisabhdngig die
Entstehung von Isoprostanen. Nicht-selektive COX-Inhibitoren haben jedoch keinen

Effekt auf die Ausscheidung von F,-Isoprostanen in gesunden Probanden (99 — 102).

(H

— COOH

HO :
OH

Abbildung 3: Isoprostan 8-iso-PGF,q (iPFy4-1ll, 15-F,-Isoprostan)

1.3.3 Nomenklatur der Isoprostane

1974 beschrieb Nelson die Prostaglandin-Nomenklatur, die A-, B-, C-, D- und E-
Prostaglandine voneinander abgrenzt. Diese unterscheiden sich in ihrem 5-Ring-
System. Fiur Prostaglandine wird die Abkiirzung PG verwendet, gefolgt vom
entsprechenden  Buchstaben der Prostaglandin-Familie. Die Anzahl der
Doppelbindungen der Seitenkette folgt im Index hinter dem Buchstaben der Familie
(59). 1997 wurde von Traber et al. die IUPAC-Nomenklatur der Isoprostane
vorgeschlagen. Demnach werden nicht-enzymatisch entstandene C,o-Prostanoide
Isoprostane genannt. Die Abkilirzung ist IsoP. C,,-Prostanoide, die aus
Docosahexaensdure entstanden sind, werden als Neuroprostane bezeichnet,
Abkirzung NeuroP. Cis-Prostanoide aus Linolensdure nennen sich Phytoprostane und
werden mit PhytoP abgekirzt. Der 5-Ring wird nach dem Prostaglandin-System
benannt. Allerdings steht der Familienbuchstabe bei der IUPAC-Nomenklatur vor der
entsprechenden Abkiirzung (60). Rockach beschrieb 1997 eine alternative
Nomenklatur, die die unterschiedlichen Wege der Isoprostan-Biosynthese

bericksichtigt. Er teilte die Isoprostane nach ihrem Entstehungsmechanismus in
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verschiedene Klassen ein, die mit einer romischen Zahl beschrieben werden. Die
Abkirzung der Isoprostane ist iP gefolgt vom Buchstaben der Familie, der sich an der
Prostaglandin-Nomenklatur orientiert. Die Zahl im Index gibt auch hier die Anzahl der

Doppelbindungen der Seitenkette an (105, 106).

1.3.4 Biologische Aktivitadt von Isoprostanen und klinische Bedeutung

Isoprostane sind nicht nur Marker der Lipidoxidation und des oxidativen Stresses,
sondern auch Mediatoren der ,zelluldren Aktivitdat des oxidativen Stresses” (94, 107).
Ihre Aktivitat lasst sich bereits im nanomolaren Bereich beschreiben. Die systemische
Infusion von 8-iso-PGF,, bei Ratten fiihrte zu einer potenten renalen Vasokonstriktion
und damit verbunden zu einer Reduktion der glomeruldren Filtrationsrate (GFR) und
des renalen Blutflusses um 60% (61). Es konnten vasokonstriktive Effekte an
verschiedenen anderen GefidBen wie Pulmonalarterien (62), Koronarien (63),
zerebralen Arteriolen (64) und retinalen GefaRen (65) gezeigt werden. Zudem flihrte 8-
iso-PGF,, in Rattenlungen zu einer Bronchokonstriktion. In retinalen vaskuldren
Endothelzellen von neugeborenen Ratten konnte eine Induktion des Zelltodes
beschrieben werden (66). Isoprostanen wird eine wichtige Rolle in der
Pathophysiologie der Atherosklerose zuegeschrieben. F,-Isoprostane modulieren die
Plattchenaggregation (67) und induzieren die Mitose in glatten Muskelzellen (61). In
vitro konnte gezeigt werden, dass eine gesteigerte F,-Isoprostanentstehung mit einer
gesteigerten Oxidation von LDL verknlipft ist (68). Es konnte gezeigt werden, dass in
human umbilical vein endothelial cells (HUVEC-Zellen) die Monozytenbindung durch 8-
iso-PGE; stimuliert werden kann. Dies trifft nicht auf die Neutrophilenbindung zu (69).
Zudem stimulieren Isoprostane die proliferative Antwort in Fibroblasten (70).
Isoprostane sind in der Lage, konzentrationsabhangig die VEGF-induzierte Migration
von Endothelzellen, die VEGF-induzierte kardiale Angiogenese in vitro und die
Angiogenese in vivo Uber die Aktivierung des TBXA2R zu hemmen (71). Unter
Angiogenese wird die Neubildung von Blutkapillaren verstanden, die fur die
Pathophysiologie vieler Erkrankungen inklusive myokardialer Ischamie bei KHK-
Patienten von Bedeutung ist (118, 119). Angenommen wird, dass Isoprostane ihre

biologische Aktivitat ber den Thromboxan-Rezeptor (TP) vermitteln. Dafiir spricht,
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dass vaskulare Effekte durch die TP-Antagonisten SQ 29,548, BM 567 und ICI 192,605
antagonisiert werden kdnnen. Jedoch lassen Bindungsstudien vermuten, dass 8-iso-
PGF,, nicht an der gleichen Bindungsstelle wie der TP-Agonist U46619 mit dem
Rezeptor interagieren (72). Neben den Effekten auf den TP werden potenzielle
Interaktionen von einigen Isoprostanen auf Prostaglandin-Rezeptoren der glatten

Muskelzellen der GefaRwand diskutiert.

Schon 1996 konnten Reilly et al. zeigen, dass bei chronischen Zigarettenrauchern die
F,-Isoprostankonzentration im Plasma und die F,-Isoprostanausscheidung im Urin im
Vergleich zu einer gesunden Kontrollgruppe erhoht ist (73). Morrow et al. konnten
eine Korrelation zwischen der Anzahl der gerauchten Zigaretten und dem F;-
Isoprostanspiegel im Plasma und der F,-Isoprostanausscheidung im Urin aufzeigen.
Beide Werte fielen 2 Wochen nach Nikotinkarenz wieder ab (74). Gopaul et al.
beschrieben schon 1995 passend zur Hypothese erhohter Lipid-Peroxidation bei
Diabetes mellitus eine erhdhte Plasmakonzentration von F,-Isoprostanen bei Patienten
mit NIDDM gegeniiber einer gesunden Kontrollgruppe (75). Auch bei Patienten mit
Atherosklerose ist die Isoprostanbildung erhoht (76). Schon 1997 konnte Pratico
zeigen, dass passend zu der These, dass in atherosklerotischen Plaques Lipid-
Peroxidation und Entziindung stattfindet, sich hohe Konzentrationen von F,-

Isoprostanen in atherosklerotischen Plaques finden (77).

Die Messung des oxidativen Stresses in vivo war lange Zeit problematisch, da keine
zuverldssige Methode zur Verfligung stand. Da Isoprostane frei im Plasma zirkulieren,
Uber den Urin ausgeschieden werden und zwischen der Exkretion im Urin und der
Zirkulation im Plasma eine lineare Korrelation besteht, ist die F,-Isoprostan-Messung
eine zuverlassige Methode zur Quantifizierung des oxidativen Stresses in vivo (78). Als
Methoden stehen die Gaschromatographie-Massenspektronomie (GC-MS), die
Flussigchromatographie-Massenspektrometrie  (LC-MS) und Immunoassays zur
Verfigung (79). Die Messung der Isoprostane hat verschiedene Vorteile gegeniiber

anderen Markern fur oxidativen Stress in vivo, denn Isoprostane (21, 121, 127 — 129):
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1) Sind chemisch stabil

2) Sind ein spezifisches Produkt der Peroxidation

3) Entstehen in vivo

4) Sind in normalen Geweben und biologischen Flissigkeiten
enthalten

5) Steigen in Tiermodellen bei oxidativem Stress an

6) Werden durch den Fettgehalt in der Nahrung nicht beeinflusst

7) Koénnen ein sensitiver biochemischer Marker bei

Dosisfindungsstudien fiir Antioxidanzien sein

1.4 Phytoprostane

1.4.1 Phytoprostane in Pflanzen

Statt Arachidonsdaure kommen in Pflanzen hauptsachlich a-Linolsdure und a-
Linolensaure vor (80). Die a-Linolensdure kann analog zu den Prostaglandinen aus der
Membran gelést und zu Hormonen metabolisiert werden (81). Ahnlich wie die
Arachidonsdure ist auch a-Linolensdure anfallig fir Autooxidation und Photooxidation
(82). Bereits 1976 beschrieben Pryor et al. die Autooxidation von a-Linolensdure (83).
Die 3-fach ungesattigte a-Linolensaure ist dabei im Gegensatz zur 4-fach ungesattigten
Arachidonsdure weniger anfillig flir Lipidperoxidation. Die Reaktion von a-Linolsdure
zu Phytoprostanen geht zudem langsamer vonstatten als die Reaktion von
Arachidonsdure zu Isoprostanen. Phytoprostane liegen in Pflanzen als freie und
veresterte Formen vor, wobei die veresterten Phytoprostane zu liber 99% in
Membranen vorliegen. Freie Phytoprostane werden liberwiegend durch Lipaseaktivitat
gebildet (84). Seit 1998 sind mehr als 20 Pflanzenspezies auf Phytoprostane untersucht
worden. In allen wurden freie A;-, B;-, D1, E;- und J;-Phytoprostane gefunden (82).
Auch in Pflanzen sind Phytoprostane ein Marker fiir oxidativen Stress in vivo. In
Pflanzen liegt die Konzentration der Phytoprostane bei bis zu 1124 ng/g
Trockengewicht (85). Weiter konnte gezeigt werden, dass der Phytoprostangehalt
stark ansteigt, wenn Pflanzen trocknen. Es konnten 250-fach héhere Konzentrationen

als in frischen Pflanzen gefunden werden (bis zu 55 pg/g Trockengewicht) (85).
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Aullerdem konnte gezeigt werden, dass frische Pflanzenteile bestimmter Pflanzen eine
Tendenz zur Akkumulation von freien Fi-Phytoprostanen auf bis zu 32 pg/g zeigen.
Phytoprostane kdnnen als Marker fiir den oxidativen Abbau von pflanzlicher Nahrung

genutzt werden (85).

1.4.2 Nomenklatur der Phytoprostane

Die Nomenklatur der Phytoprostane basiert auf einem Vorschlag von Miller im Jahr
1998 (106, 134). Dieser basiert auf der Prostaglandin-Nomenklatur von Nelson (59).
Die Abkiirzung fir die Phytoprostane ist PP, gefolgt vom Familiennamen und der
Indexnummer, die die Anzahl der Doppelbindungen in der Seitenkette angibt.
Angelehnt an die Nomenklatur von Rokach 1997 gibt eine romische Ziffer die Klasse
der Phytoprostane an. Ungerade Typnummern beschreiben die Prostaglandin-
Standard-Konfiguration, gerade Typnummern beschreiben eine Nicht-Prostaglandin-

Konfiguration (106, 134).

1.4.3 Phytoprostane in der menschlichen Nahrung und die Bedeutung fiir den

Menschen

Phytoprostane sind in der menschlichen Nahrung nicht unwesentlich enthalten. 2006
wurden durch Kathrin Karg verschiedene Speisedle auf ihren Phytoprostan-Gehalt hin

untersucht (86):
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Tabelle 1: Gehalt von Phytoprostanen in der menschlichen Nahrung aus Krag, K.
»Analyse biologisch aktiver, oxidierter Lipide in Pflanzen und Menschen”, Dissertation,
Universitat Wirzburg, gekirzt (86).

Speisedl Linolensdure Phytoprostane
[g /100 ml] [mg /100 mi O1]

Leinol 51,0-56,0 25,43 +/- 2,78
Soja-Ol 50-9,5 28,73 +/- 0,36
Bio-Soja-Ol 8 8,15 +/- 1,27
Rapsol 6,4-14,1 1,86 +/- 0,68
Bio-Rapsol 9 1,79 +/- 0,39
Walnussol 9,0-1,50 5,46 +/- 0,63
Olivendl <0,05-0,9 4,23 +/- 0,49
Traubenkerndl <0,05-1,0 0,37 +/-0,17

Uber die biologische Aktivitit der Phytoprostane im menschlichen Organismus ist noch
wenig bekannt. Phytoprostane konnten im Urin identifiziert und mit Lipiden im Plasma
von gesunden Mannern nach Pflanzendlaufnahme nachgewiesen werden (87). Es
werden den Phytoprostanen antiinflammatorische, antivirale und antiapoptotische
Effekte  zugeschrieben (84). Phytoprostane koénnten eine Rolle in der
Immunmodulation spielen. Méglicherweise tragen Phytoprostane zur Aktivierung und
Modulation des NFkB- und peroxisome proliferator-activated receptor y —Signalweges
(PPAR-y-Signalweg) durch Birkenpollen bei und sind so am Pathomechanismus der
allergischen Rhinitis beteiligt (88, 137). Andere Studien gehen davon aus, dass oral
aufgenommene Phytoprostane langsam absorbiert und schnell metabolisiert werden

und somit wohl keinen Effekt beim Menschen haben (88).

1.5 Nitroolsauren

Nitrodlsdauren sind elektrophile Lipid-Signalmediatoren. Sie entstehen endogen durch
NO und NO, durch andere reaktive Stickstoff-Spezies (RNI, reactive nitrogen species)
(89). 600 nM freie Sduren und 300 nM mit Lipiden veresterte Sduren 9-NO,-Olsdure
(OA) und 10-NO,-OA konnten im menschlichen Blut nachgewiesen werden. Uber die
Stabilitat von Nitrodlsduren im menschlichen Blut und Plasma ist noch wenig bekannt

(90). Fir die Nitroodlsduren sind antiniflammatorische Eigenschaften beschrieben. So

25



sind Nitrodlsdauren zum Beispiel Repressoren der NFkB-Genexpression indem sie an die
p65-Untereinheit des NFkB binden. Dadurch kommt es zu einer verminderten
Zytokinproduktion durch Makrophagen und einer verminderten Expression der
induzierbaren  Stickstoffmonoxid-Synthase (iNOS oder NOS-2) (139, 141).
Nitrodlsduren sind zusatzlich PPAR-y-Agonisten (91). AuBerdem ist die durch oxLDL
induzierte Phosphorylierung des proinflammatorischen Signaltranduktors und
Transkriptionsaktivators signal transducer and activator of transcription 1 (STAT-1) in
LPS-stimulierten Makrophagen beschrieben. Die STAT-1-Aktivierung ist assoziiert mit
der Schaumzellbildung wahrend der Atherosklerose. Durch verminderte Akkumulation
von Entziindungszellen in atherosklerotischen Plaques und verminderte Expression von
Adhéasionsmolekiilen und monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1) wird die
Ausbildung der atherosklerotischen Plaques vermindert (143 -145). Fur Nitrodlsauren
ist weiterhin beschrieben, dass sie die neutrophile Funktion und die
Monozytenadhasion in Endothelzellen in vitro inhibieren. Dies funktioniert iber eine
supprimierte Adhéasionsmolekiilexpression und eine verminderte Freisetzung von
Zytokinen in Monozyten und Makrophagen (146, 147). Nitrodlsdauren induzieren die
Migration von Endothelzellen sowie die Formation von Aussprossungen. Zudem sind
sie an der Angiogenese in vivo in einem NO-abhangigen Zusammenhang beteiligt (92).
Weiterhin wird die Expression zahlreicher antioxidativer Gene uUber Nitrodlsdauren
kontrolliert. Dies wurde fir Hamoxygenase 1 (HO-1), Ferritin, CU/Zn-Superoxid-
Dismutase (SOD1), Glutathion-Peroxidase (GPX), Glutathion-S-Transferase (GST),
NAD(P)H-Quinon-Oxidoreduktase (NQO1 und NQO2), y-Glutamylcystein-Synthase
(yGCS) und UDP-Glucuronosyltransferase (UDP-GT) beschrieben (93). Nitrodlsduren
fungieren nicht nur als Reservoir fiir NO, sondern agieren zusatzlich als endogene NO-
Donoren. Sie vermitteln GefdRRrelaxation sowie Stimulation und Aktivitatssteigerung

der endothelialen NOS (eNOS oder NOS-3) (92).

1.6 Eiol

Eiol ist ein Lipidextrakt, welches aus Eiern von Vogeln oder Reptilien gewonnen wird.
Es handelt sich um ein konservierungsstofffreies Produkt, welches bei Verbrennungen,

inklusive Sonnenbrand, aber auch zur Regeneration von besonders beanspruchter oder
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angegriffener Haut genutzt wird (150, 151). 1996 ist ein Verfahren zur Gewinnung von
hochreinem Ei6l und seiner Verwendung zugelassen worden (94). Zur
Hautvertraglichkeit und zur Anwendung bei den oben genannten Hauterkrankungen
sind verschiedene Anwendungsstudien durchgefiihrt worden. Bisher wurde allerdings
nur eine Studie 2005 von Laslo Puskas zur Wirkung auf Atherosklerose in Ungarn
durchgefihrt. Dafiir wurden 14 Kaninchen mit einer Cholesterol-reichen Diat ernahrt,
die zu typischen atherosklerotischen Plaques fiihrte, die den humanen Plaques dhnlich
sind. 7 Kaninchen bekamen eine Didt nur mit Cholesterol, 7 Kaninchen bekamen eine
Diat mit Cholesterol und Zusatz von Eidl. In einer 15-wdchigen Beobachtungszeit
wurden alle wichtigen hdmatologischen und biochemischen Blutparameter zu
festgesetzten Zeitrdumen untersucht (Tag 0, Woche 4, Woche 9, Woche 15). Vier
Kaninchen starben wahrend des Beobachtungszeitraumes in der 14. Woche. Nach 15
Wochen wurden die Kaninchen autopsiert und die Aorten histologisch auf Plaques
untersucht und nach einer modifizierten Stary-Einteilung klassifiziert. Zu diesen
Untersuchungen wurde zusatzlich die Genexpression der inflammatorischen Gene
ICAM-1, VCAM-1 und MCP-1 untersucht. Zusammenfassend zeigte sich, dass nur zwei
Laborparameter eine signifikante Anderung zeigen: Nach 4 Wochen zeigte die Lactat-
Dehydrogenase (LDH) der Eiol-Gruppe eine geringere Aktivitdat als in der
Kontrollgruppe. In der Woche 4, 9 und 15 war die Kreatinkinase-Aktivitat (CK-Aktivitat)
der Ei6l-Gruppe geringer als in der Kontrollgruppe. Diese Ergebnisse liefRen den Schluss
zu, dass Eiol einen Effekt auf Muskelzellen hat, da die CK ein Parameter fir den
Untergang von Muskelzellen ist. Es ist moglich, dass Eiol einen Effekt auf die
Entziindung in Muskelzellen hat. In der Untersuchung inflammatorischer Gene zeigten
sich keine Anderungen. Es konnte zudem kein Effekt auf die Atherosklerose und die

Entziindung gezeigt werden (95).
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2 Fragestellung

Isoprostane spielen bei vielen Prozessen, die an der Entstehung der Atherosklerose
beteiligt sind, eine wichtige Rolle. Bisher wenig untersucht ist ihre Wirkung auf die
Genexpression, insbesondere solcher Gene, die in Zusammenhang mit der
Pathophysiologie der Atherosklerose stehen. Ein Schwerpunkt dieser Arbeit lag auf der
Beeinflussung verschiedener Transkriptionsfaktorbindungselemente durch
Isoprostane, Phytoprostane, Nitrodlsdauren und Eiol. Daher wurden zunichst
verschiedene Transkriptionsfaktoren in einer Endothelzelllinie, der humanen Hybrid-
Endothelzelllinie EA.HY, als Reportersysteme exprimiert. In einem Screening-Ansatz
sollten verschiedene Isoprostane, Phytoprostane, Nitrodlsdauren und Eidl auf ihre
aktivierenden oder inhibierenden Effekte untersucht werden. Substanzen, die einen
Effekt zeigten, sollten dann im letzten Schritt auf ihre Wirkung auf die Expression
geeigneter Zielgene, die unter Kontrolle der Target-Transkriptionsfaktoren liegen, in
primdren Endothelzellen, der humanen Nabelschnurendothelzelllinie HUVEC,

untersucht werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Untersuchungsmaterial

Die Isoprostane 8-iso-PGA,, 8-iso-PGD,, 8-iso-PGE, und 8-iso-PGF,, sowie das
Prostaglandin PGF,, wurden Uber Cayman Chemical, Ann Arbor, Michigan, USA
bezogen. Die beiden Prostaglandine PGE; und PGE, konnten lber Sigma Aldrich
Chemie GmbH, Minchen, bezogen werden. Die Substanzen Spirit of Charismon und
Eidl wurden in groRerer Menge von der Firma E. Prifer GmbH aus Dusseldorf zur
Untersuchung bereitgestellt. Nitrodlsdure und Olsdure stammten aus dem
Cardiovascular Research Center (CVRC) des Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf

aus der Arbeitsgruppe von Tanja und Volker Rudolph.

Das Isoprostan ent-1 (5-ent-F,-IsoP) (96) wurde von Ginter Helmchen vom Organisch-
Chemischen Institut der Ruprecht-Karls-Universitat Heidelberg zur Verfligung gestellt.
Die zu untersuchenden Phytoprostane, einige Isoprostane und Prostaglandin D, (PGD,)
wurden von Thierry Durand vom Institut Biomolecules Max Mousseron (IBMM)

Montpellier zur Verfligung gestellt (Tabelle 2).
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Tabelle 2: Liste der getesteten Iso- und Phytoprostane

Name Typ

AG113A 5,¢-1s0P (iPFy, VI)

AG113B 5-epi-5-Fy-1soP (5-epi-iPF,q VI)
AG260 9-epi-PPE; Typ Il Ethyl-Ester
AG267 PPE; Typ Il Ethyl-Ester

AG273A ent-9-epi-PPE; Typ Il Ethyl-Ester
AG273B ent-PPE; Typ Il Ethyl-Ester
AG441A 9-epi-PPE; Typ Il

AG441B PPE; Typ Il

JIMG312 ent-15-F,-IsoP

JIMG317 ent-15-epi-15-F,;-IsoP

JMG400 16 (R/S) PPE; Typ |

SE126A ent-16-epi-F,-Phytoprostan Typ |
SE126B ent-F;-Phytoprostan Typ |
SE139A ent-9-epi-F;-Phytoprostan Typ Il
SE139B ent-F1-Phytoprostan Typ Il
SE175A ent-B;-Phytoprostan Typ |
SE175B B;-Phytoprostan Typ |

SE194R ent-B;-Phytoprostan Typ Il
SE195S B;-Phytoprostan Typ Il
SEVD34A F1-Phytoprostan Typ Il

SEVD34B 9-epi-F1-Phytoprostan Typ I
VD24B F1-Phytoprostan Typ |

YB1-160 15-Dy-lsoprostan

Zur Validierung der Luciferase-Versuche sollte das ODN-System verwendet werden.
Die ODNs wurden fir die Signalwege der Transkriptionsfaktoren AP-1, NFAT und NFkB
von Andreas Wagner von der Ruprecht-Karls-Universitat Heidelberg zur Verfiigung

gestellt.
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3.1.2 Gerate

Tabelle 3: Liste der verwendeten Gerate

Gerat

Hersteller

ABI PRISM® 7900HT Sequence Detection
System

Applied Biosystems Deutschland GmbH,
Damstadt

accu-jet® pro Pipettierhilfe

Brand, Wertheim

brother HL 2030

brother, Bad Vilbel

CO,-Inkubator Hera cell

Heraeus, Hanau

Eppendorf 8-Kanal-Pipette (Volumen 30-
300 pl)

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf Centrifuge 5415D

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf Centrifuge 5415R

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf Mastercycler *ep*gradient

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf-Hub-Pipetten (Volumen: 10 pl,
100 pl, 1000 pl)

Eppendorf, Hamburg

HP ColorLaserJet CP1510

HP, Boéblingen

IBM ThinkPad T40

Lenovo, Stuttgart

Kuhlschrank

Liebherr, Biberach an der Riss

Leonovo ThinkPad X220i

Lenovo, Stuttgart

Mikroskop Axiovert 25

Carl Zeiss, Oberkochen

NALGENE™ Cyro 1 °C Freezing Container

NALGENE Labware, Roskilde (DK)

NanoDrop ND-1000

Thermo Fischer Scientific, Wilmington,
USA

Neubauer Zadhlkammer Fuchs-Rosenthal

LO - Laboroptik GmbH, Friedrichsdorf

Schittelapparat Titramax 101

Heidolph, Kelheim

Sicherheitswerkbank Hera safe

Heraeus, Hanau

Stoppuhr Polar F6

Polar, Blittelborn

UV-VIS Fluorescence and Abbsorbance
Reader, Safire Il

Tecan, Crailsheim (D), Mannedorf (CH)

Vakuumpumpe MiniVac E1

AxonlLab, Reichenbach/Stuttgart

Vortex-Schiittler Reax Top

Heidolph, Kelheim

Zentrifuge Rotina 35R

Hettich, Bach (CH)
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3.1.3 Gebrauchsgegenstinde

Tabelle 4: Liste der verwendeten Gebrauchsgegenstande

Gebrauchsgegenstand

GréRe/Volumen

Hersteller

Cell Scraper Zellschaber

16 mm

Sarstedt, Nimbrecht

Clou Prestige Kosmetikticher

WEPA, Arnsberg

Digitil N Handschuhe M, L Paul Hartmann, Heidenheim
Digitil PF Handschuhe M, L Paul Hartmann, Heidenheim
DIN A4-Block - Clairefontaine, Koln
ep T.I.P.S. Pipettenspitzen 0,1-1,0 wl Eppendorf, Hamburg

2-200 ul

20-300 ul

50-1000 ul
Folienstift Multimark 1513 - Faber-Castell, Stein
permanent
Gewebekulturflaschaschen 25 cm? Sarstedt, Nimbrecht

75 cm?
Injekt Spritzen Fa. Braun 10 ml B.Braun, Melsungen
nunc CyroTube™ Vials 1,8 ml nunc, Roskilde (DK)
Parafilm ® M - Brand GmbH & Co. KG,

Wertheim

Pipetten/Sarpetten 1ml Sarstedt, Nimbrecht

2 ml

5ml

10 ml

25 ml
PS Microplate CELLSTAR® 96 - greiner bio-one, Kremsmiinster
well (AU)
Reagenz- und 15 ml Sarstedt, Nimbrecht
Zentrifugenroéhrchen 50 ml
SafeSeal Gefald 1,5 ml Sarstedt, Nimbrecht
SafeSeal Gefald 2,0 ml Sarstedt, Nimbrecht
Sterican Kaniile 0,7x40 mm B.Braun, Melsungen

Tissue Culture Plate 6-well Flat
Bottom bzw. 12-well Flat
Bottom

Sarstedt, Nimbrecht

Tissue Culture Plate 96-well

Sarstedt, Nimbrecht

VWR Sterile Syringe Filter

VWR LabShop, Batavia (USA)
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3.1.4 Chemikalien

Tabelle 5: Liste der verwendeten Chemikalien und Medien

Chemikalien und Medien Hersteller
Prostanoid E- und D-Rezeptor Antagonist | Cayman Chemical, Ann Arbor,
(AH 6809) Michigan, USA

alamarBlue® cell proliferation indicator

AbD Serotec, Oxford

Aqua ad iniectabila

Baxter S.A., Briissel, (B)

Chloroform minimum 99%

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Minchen

Cobalt(ll)chloride hexahydride, cell culture
tested

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Minchen

Deferoxamine mesylate salt, approx 95%
TLC

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Minchen

DMSO: Dimethyl sulphoxide

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Minchen

Ethanol

Merck KGaA, Darmstadt

Forskolin from Coleus forskohlii, 298%
(HPLC), powder

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Minchen

HAT Supplement (50X), liquid

GIBCO® Invitrogen, Karlsruhe

lonomycin calcium salt

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Minchen

Isopropanol (2-Propanol) reinst

Merck KGaA, Darmstadt

Inhibitor der I6slichen Adenylylcyclase
(KH7)

Tocris Bioscience, Bristol, UK

Prostanoid E-Rezeptor Subtyp 4 Antagonist
(L-161,982)

Cayman Chemical, Ann Arbor,
Michigan, USA

PMA: Phorbol 12-myristate 13-acetate

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Minchen

Polybrene (1,5-dimethyl-1,5-
diazaundecamethylene
polymethobromide, hexadimethrine
bromide)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Minchen

Puromycin

InvivoGen, San Diego (USA)

RNAzol®B RNA /solation Regent

WAK Chemie Medical GmbH,
Steinbach, TS

Prostanoid E-Rezeptor Antagonist (SQ
22,536)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Minchen

TNF-o human

biomol, Hamburg

Trypan blue Solution 0,4%, cell culture
tested

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Minchen
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3.1.5 Zellkulturmedien

Tabelle 6: Liste der verwendeten Zellkulturmedien

Zellkulturmedium

Hersteller

5% Trypsin, Trypsin-EDTA 10%

GIBCO® Invitrogen, Karlsruhe

BSA, Bovines Serum-Albumin

GIBCO® Invitrogen, Karlsruhe

DMEM Dulbecco's Modified Eagle Media

GIBCO® Invitrogen, Karlsruhe

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline
(PBS)

Biochrom AG, Berlin

FCS: Heat Inactivated FBS

GIBCO® Invitrogen, Karlsruhe

Gelatin solution 2% f. Bovine

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen

PenStrep (100 U/ml Penicillin und 100
ug/ml Streptomycin)

GIBCO® Invitrogen, Karlsruhe

3.1.6 Kits

Tabelle 7: Liste der verwendeten Kits

Kit

Hersteller

Cignal™ Lenti Reporters

SABlosciences, Frederick (USA)

Steady-Glow® Luciferase-Assay System

Promega, Madison (USA)

RevertAid™H Minus First Strand cDNA
Synthesis Kit

Fermentas Life Sciences, St.Leon-Rot

Maxima®Probe/ROX qPCR Master Mix
(2x)

Fermentas Life Sciences, St.Leon-Rot
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3.1.7 Software

Tabelle 8: Liste der verwendeten Software

Software

Hersteller

Carl Zeiss AxioVision Rel. 4.6

Carl Zeiss Imaging Solutions GmbH,
Minchen

GraphPad Prism 5

GraphPad Software, Inc., San Diego, USA

Microsoft Office Excel 2007

Microsoft Deutschland, UnterschleiRheim

Microsoft Office Word 2007

Microsoft Deutschland, UnterschleiSheim

NanoDrop

PEQLAB Biotechnologie GMBH, Erlangen

TagMan SDS 2.2

Applied Biosystems Deutschland GmbH,
Darmstadt

Xfluor4 (basierend auf MS Excel)

Tecan, Crailsheim

3.1.8 Lésungen

Tabelle 9: Liste der verwendeten Losungen

Reagenz Abkiirzung Stocklésung | Lésungsmittel
Phosphat buffered saline PBS

lonomycin calcium salt lonomycin 0,1 mM DMSO
Cobalt(ll)chlorid CoCl, 30 mM H,0

Phorbol 12-myristate 13-acetate PMA 10 pg/ml DMSO

TNF-a human TNFa 1 mg/ml H,0 + 0,1%BSA
Prostanoid E- und D-Rezeptor AH6809 100 mM DMSO
Antagonist

Prostanoid E-Rezeptor Subtyp 4 L-161,982 1mM DMSO
Antagonist

Deferoxamine mesylate salt, approx | DFO 160 puMm H,0

95% TLC

Forskolin from Coleus forskohlii, FSK 25 mM DMSO

>98% (HPLC)

Inhibitor der I6slichen KH7 100 mM DMSO
Adenylylzyklase

Prostanoid E-Rezeptor Antagonist SQ 22,536 100 mM H,0
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3.1.9 Genexpressions-Assays

Tabelle 10: Liste der verwendeten Genexpressions-Assays

Primer

ID

Hersteller

fms-related tyrosine kinase 1
(VEGFR-1)

Hs01052936_m1

Applied Biosystems
Deutschland GmbH,
Damstadt

glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase (GAPDH)

Hs99999905_m1

Applied Biosystems
Deutschland GmbH,
Damstadt

heme oxygenase (decycling) 1
(HO-1)

Hs00157965_m1

Applied Biosystems
Deutschland GmbH,
Damstadt

kinase insert domain receptor
(VEGFR-2)

Hs00176676_m1l

Applied Biosystems
Deutschland GmbH,
Damstadt

myosin light chain kinase (MYLK)

Hs00981463_m1

Applied Biosystems
Deutschland GmbH,
Damstadt

NADPH oxidase 1 (NOX-1)

Hs00246589 m1

Applied Biosystems
Deutschland GmbH,
Damstadt

nitric oxide synthase 1 (NOS-1)

Hs00167223_m1

Applied Biosystems
Deutschland GmbH,
Damstadt

nitric oxide synthase 2, inducible
(NOS 2A)

Hs00167257_m1

Applied Biosystems
Deutschland GmbH,
Damstadt

nitric oxide synthase 3 (NOS-3)

Hs00167166_m1l

Applied Biosystems
Deutschland GmbH,
Damstadt

Phosphatase and Tensin homolog
(PTEN)

Hs00829813_m1

Applied Biosystems
Deutschland GmbH,
Damstadt

superoxide dismutase 1, soluble
(SOoD1)

Hs00533490_m1

Applied Biosystems
Deutschland GmbH,
Damstadt

superoxide dismutase 2,
mitochondrial (SOD2)

Hs00167309_m1

Applied Biosystems
Deutschland GmbH,
Damstadt

vascular endothelial growth factor
A (VEGFA)

Hs00900055_m1

Applied Biosystems
Deutschland GmbH,
Damstadt
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3.2 Methoden
3.2.1 Zellinien und Zellkultur

3.2.1.1 Zellinien

Die EA.HY 926-Zelllinie ist eine humane endotheliale Zelllinie, die durch Fusion von
humanen alveolarepitheldhnlichen Lungenkarzinomzellen (A549/8-Zellen) mit HUVEC-
Zellen entstanden ist. Die in dieser Arbeit ebenfalls verwendeten EA.HY-GFP-Zellen
tragen stabil im Genom die Gensequenz fir das green fluoreszent protein und sind
somit in der Lage, griines floureszierendes Licht zu erzeugen, welches bei geeigneten
Wellenldngen messbar ist. EA.HY-Zellen hatten fiir die vorliegenden Versuche neben
einer einfachen Handhabung den Vorteil, dass ein Reportergen stabil ins Zellgenom
eingebaut werden konnte und die Zellen auch noch in hohen Passagenummern stabile

Eigenschaften in Bezug auf die Genexpression zeigten.

Humane Umbilikalvenen-Endothelzellen (HUVEC) sind primare Endothelzellen, die aus
Nabelschniren per Kollagenase-Verdau isoliert werden. HUVEC-Zellen sind im
Gegensatz zu EA.HY-Zellen anspruchsvoller zu kultivieren und kénnen maximal bis zu

einer Passagenummer p = 7 verwendet werden.

3.2.1.2 Ndhrmedien und Herstellung der Nahrmedien

Fiir die Kultivierung der EA.HY-Zellen und EA.HY-GFP-Zellen wurde Dulbecco's Modified
Eagle Medium (DMEM)-Medium + GlutaMAX 1 g/L D-Glucose, Pyruvat der Firma Gibco
(Invitrogen) verwendet. Zur Herstellung von Ndhrmedium wurde 10% FCS, 100 U/ml
Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin, 0,1% BSA und 1% HAT zugegeben. Das
Hungermedium fir EA.HY-Zellen wurde analog hergestellt, jedoch ohne Zugabe von
FCS. Fir Zellen, die unter Selektionsdruck kultiviert wurden, wurde 1 pg/ml Puromycin
zugesetzt. HUVEC-Zellen wurden mit Endothelial cell growth medium der Firma
PromoCell kultiviert, dem 100 U/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin zugesetzt

wurden. Als Hungermedium wurde fir diese Zellen Endothelial cell basal medium mit
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100 U/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin verwendet. Bei 4°C wurden alle

Medien gelagert.

3.2.1.3 Standardzellkultur

Sowohl EA.HY-Zellen als auch HUVEC-Zellen wurden bei 5% CO, und 37 °C im
Brutschrank kultiviert. Alle Zellkulturarbeiten wurden unter sterilen Bedingungen an
der Sicherheitswerkbank durchgefiihrt. RoutinemaRig wurden die Zellen taglich und
vor jeder Passage unter mikroskopischer Kontrolle auf Morphologie und Konfluenzgrad
untersucht. Die Kultivierung der adhdrenten EA.HY-Zellen fand in T25-Kulturflaschen
mit oben beschriebenem Medium statt. Ein Mediumwechsel mit 35 °C warmem
Nahrmedium erfolgte in der Regel alle 2 Tage. Dafiir wurde das alte Medium mit einer
Glaspipette abgesaugt und durch 4 ml 35 °C-warmes Medium ersetzt. Die Zellen
wurden bei ca. 80% iger Konfluenz 1:3 aufgeteilt. Dies war in der Regel alle 3 — 4 Tage

der Fall.

Die adharenten HUVEC-Zellen wurden hauptsachlich in beschichteten T75-
Kulturflaschen kultiviert. 30 min vor der Passage wurden die Kulturflaschen fir die
HUVEC-Zellen mit Gelatine beschichtet. Dafir wurden 4 ml 0,1% Gelatine in die
Kulturflasche gegeben und die Kulturflasche bei 37 °C 30 min im Inkubator inkubiert.
AnschlieBend wurde der Gelatinelberstand aus der Flasche abgesaugt und die HUVEC-
Zellen in die Zellkulturflaschen uberfiihrt. Bei HUVEC-Zellen fand der Mediumwechsel
zundachst am Tag nach dem Passagieren statt und anschlieffend alle 2 Tage. Auch

HUVEC-Zellen wurden bei ca. 80% iger Konfluenz 1:6 auf Kulturflaschen aufgeteilt.

3.2.1.4 Passagieren der Zellenkultur

Das Passagieren der Zellkultur erfolgte mit 35 °C warmem PBS, Trypsin und
Nahrmedium. Nach Absaugen des alten Mediums wurde die Zellkultur mit 1 ml 35 °C
warmen PBS pro T25-Kulturflasche gewaschen und das PBS anschlieBend abgesaugt.
Danach konnten die Zellen durch Zugabe von 1 ml Trypsin und Inkubation fiir 3 min im

Inkubator vom Untergrund abgelost werden. Durch leichtes Klopfen gegen die
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Kulturflasche und mikroskopischer Kontrolle wurde sichergestellt, dass sich alle Zellen
vom Untergrund |8sten. Die Trypsinwirkung konnte durch Uberfiihren der Zellen in
Nahrmedium mit zusatzlicher Zugabe von 10% FCS abgestoppt werden. Nach
Zentrifugation bei 220 xg fir 4 min wurde der Uberstand abgesaugt. Das Zell-Pellet
wurde mit Nahrmedium resuspendiert und die Zellen fiir die weitere Kultivierung in
neue Kulturflaschen ausplattiert. Fir Versuche wurden die Zellen entsprechend des
gewinschten Versuchsaufbaus auf 96-Loch-Platten oder 6-Loch-Platten ausgesat. Fur

die Zell-Zahlung wurde eine Neubauer-Zahlkammer von Fuchs-Rosenthal verwendet.

3.2.1.5 Einfrieren und Auftauen

Um Zellschaden wahrend der Dauerlagerung im flissigen Stickstoff vorzubeugen
wurde die Methode der Kyrokonservierung mit DMSO genutzt. DMSO ist bei
Raumtemperatur zytotoxisch, beugt aber bei kalten Temperaturen Zellschaden vor.
Die ersten Arbeitsschritte der Kyrokonservierung erfolgten analog dem Schema des
Passagierens der Zellen. Die Zellen wurden jedoch nach dem Zentrifugieren mit 1,5 ml
Einfriermedium resuspendiert, das aus Nahrmedium mit Zusatz von 10% DMSO
bestand. AnschlieBend wurden die Zellen in nunc CyroTube™ Vials Gberfihrt und im
NALGENE™ Cyro 1 °C Freezing Container mit 1 °C Abkihlung pro Minute fir 1 d

eingefroren. Die Dauerlagerung erfolgte bei 134 °C in fliissigem Stickstoff.

Beim Auftauen der Zellen sollte moglichst schnell gearbeitet werden um dem
zytotoxischen Effekt von DMSO vorzubeugen. Die Zellen wurden nach Entnahme aus
dem Stickstoff in der Hand aufgetaut, in bereitgestelltes warmes Medium Uberfihrt
und anschlieRend bei 220 xg fiir 4 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt
und die Zellen in 4 ml warmem Ndhrmedium pro T25-Flasche resuspendiert und tber
Nacht im Brutschrank inkubiert. Der nachste Mediumwechsel erfolgte am folgenden

Tag.
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3.2.2 Transduktion

Unter Transduktion wird in der Molekularbiologie der Austausch von genetischem
Material zwischen Bakterien und Viren verstanden. Dies kann in vitro genutzt werden,
um Zielzellen mit viralen Vektoren zu infizieren, die temporar oder stabil ins Genom
der Zielzelle eingebaut werden kdnnen. Ziel der Transduktion in den vorliegenden
Versuchen war es, ein an ein Luciferase-Gen (Reportergen) gekoppeltes
Bindungselement eines Transkriptionsfaktors stabil in das Endothelzellgenom von
EA.HY-GFP-Zellen einzubauen. Bindet der zu untersuchende Transkriptionsfaktor an
sein Bindungselement, wird zusdtzlich das Reportergen mit abgelesen. Durch die
folgende Luciferase-Reaktion wird Energie in Form einer Lichtreaktion frei, die mittels
einer Luminescence-Messung quantifiziert werden kann (s. Kapitel Luciferase-Assay).
Fir die Transduktion wurde fiir die vorliegenden Versuche das Cignal™ Lenti Reporters-
System der Firma SAbioscience ausgewidhlt, welches auf Lentiviren basiert. Lentiviren
sind eine Gattung innerhalb der Retroviren, deren bekanntester Vertreter ist das HI-
Virus ist. Vorteil der Lentiviren ist, dass diese auch ruhende Zellen infizieren kdnnen
und somit die Ausbeute der transduzierten Zellen erhdht werden kann. Fir diesen
Versuch wurden EA.HY-GFP-Zellen verwendet, da so eine Normierung des
Chemilumineszenz-Signales der Luciferase-Reaktion auf die Fluoreszenz der Zellen und

damit Zellzahl erfolgen konnte.

Einen Tag vor der Transduktion wurden zur Versuchsvorbereitung O,5x104 EA.HY-GFP-
Zellen pro Kavitat auf eine 96-Loch-Platte aufgebracht und 24 h inkubiert. Als Medium
wurde 80 ul Nahrmedium pro Kavitdat ohne Puromycin-Zusatz verwendet. Es wurden 6
Kavitaten pipettiert, von denen 3 fiir die Transduktion genutzt wurden und 3 Kavitdten

die Kontrolle bildeten.
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Abbildung 4: EA.HY-GFP-Zellen, Fluoreszensmikroskopische Aufnahme, 400-fache
VergrofRerung

Am Versuchstag wurde zunachst das Medium aus den einzelnen Kavitdaten abgesaugt
und durch 50 pl neues Ndhrmedium ohne Puromycinzusatz ersetzt. Im Anschluss
wurde Polybrene hinzupipettiert, so dass eine Konzentration von 8 ul/ml in jeder
Kavitat vorlag. Zuletzt wurde in 3 Kavitdaten das Virus mit dem jeweiligen Reporter in

der vom Hersteller angegebenen Konzentration hinzugegeben:

Tabelle 11: Herstellerangabe der zur Transfektion bendtigten Konzentrationen

Name Lot Number |Titer (TU/ml)
CRE-Reporter |20080703 2,5x 10’
NFkB-Reporter |20080708 3,5 x 10’
HIF-1-Reporter | 20080804 4,9 x 10’
AP-1-Reporter |20080627 2,0 x 10’
NFAT-Reporter |20080626 0,8 x 10’

Es erfolgte die Inkubation der EA.HY-GFP-Zellen zusammen mit dem Virus fiir 2 d. Nach
2 d wurden die tranduzierten Zellen auf eine Kavitat einer 12-Loch-Platte gesplittet
und dort weiter kultiviert. Die Zellen aus den Kontrollkavitditen wurden ebenfalls
gesplittet und und auf Kavitat der 12-Loch-Platte weiter kultiviert. Zur Selektion wurde
Nahrmedium mit Puromycin-Zusatz verwendet. Da die virusinfizierten Zellen nun eine
Puromycin-Resistenz trugen, (iberlebten diese Zellen. Die Kontroll-Zellen starben in
Anwesenheit von Puromycin ab. Bei ca. 80% iger Konfluenz wurden die Zellen auf einer
6-Loch-Platte gesplittet. AnschlieBend wurden die Zellen in T25-Kulturflaschen

entsprechend dem Zellkulturprotokoll weiter kultiviert.
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Abbildung 5: EA.HY-Zellen nach Transduktion mit dem Transkriptionsfaktor AP-1 und
2-wochiger Selektion unter Puromycin, Lichtmikroskopische Aufnahme, 400-fache

VergrofRerung

Abbildung 6: EA.HY-Zellen ohne Transduktion nach 2-wochiger Selektion unter
Puromycin, Lichtmikroskopische Aufnahme, 400-fache VergrofRerung

HUVEC-Zellen wurden in Analogie zum Transduktionsprotokoll fir EA.HY-Zellen
infiziert. Da die HUVEC-Zellen empfindlicher waren, wurden diese Zellen erst 1 Woche

spater mit Puromycin selektioniert.

3.2.3 Stimulation der Zellkultur

3.2.3.1 Allgemeine Stimulation

Sowohl fiir die Luciferase-Versuche als auch fiir die Gen-Expressions-Versuche folgte
die Stimulation der Zellen nach analogem Schema und wird daher in einem eigenen
Kapitel beschrieben. Fiir die Stimulation der Zellen wurde fir jeden der ausgewahlten
Transkriptionsfaktoren eine Substanz oder Methode ausgewadhlt, die den
entsprechenden Transkriptionsfaktor aktiviert. Im ersten Schritt wurde die Aktivierung
des Transkriptionsfaktors zundchst mittels Luciferase-Assay quantifiziert bzw. getestet.

Daflir wurde zunachst eine nicht stimulierte Kontrolle vs Stimulation mit jeweils n = 3
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angesetzt. Es zeigte sich fur den Transkriptionsfaktor NFAT eine bessere Stimulation

nach 7 h. Fur alle anderen Transkriptionsfaktoren konnte eine Stimulationszeit von 6 h

eingehalten werden.

Tabelle 12: Stimulationszeiten und Stimulationszusatze der verschiedenen Signalwege

Zelltyp Stimulations- | Stimulus Konzentration verwendete
zeit Zell-Passagen

EA.HY - AP1 6h PMA 10 ng/ml p=1-p=10
EA.HY - CRE 6h FSK 25 uM p=1-p=24
EA.HY - HIF-1 6h DFO 16 uM p=1-p=12
EA.HY - NFKB 6h humanes TNFa |5 ng/ml p=4-p=18
EA.HY - NFAT 7h PMA/lonomycin | 10 ng/ml PMA, p=4-p=13

0,5 uMm

lonomycin

Zur Vorbereitung des Versuches wurden die Zellen am Tag vor dem Versuch mit 5x10"
Zellen pro Kavitat in 80 pl Hungermedium auf eine 96-Loch-Platte ausgesat und 12 h
unter Zellkulturbedingungen inkubiert. Am Versuchstag wurde zundchst eine
Stimulationslésung frisch in Hungermedium angesetzt, die die 5-fache Konzentration
des Stimulus enthielt. Von dieser wurden 20 pl in den Versuchsansatz geben, so dass
mit einer 1:4-Verdliinnung die in oben dargestellter Tabelle angegebene
Endkonzentration erreicht wurde. Der Versuchsansatz wurde anschliefend fir die
oben angegebene Stimulationszeit inkubiert und entsprechend der im Kapitel
Luciferase-Assay (Kapitel 3.2.5) bzw. Quantitative PCR (Kapitel 3.2.6) dargestellten

Versuchsanleitung weiter bearbeitet.

3.3 Stimulation mit Testsubstanzen

Die einzelnen Testsubstanzen wurden nach folgenden Schemen simultan mit der
Stimulationslésung auf die Zellen pipettiert und der Versuchsansatz anschlieBend flr
die oben angegebene Stimulationszeit im  Brutschrank inkubiert. Die
Stimulationslésungen wurden fir alle Versuche in unten aufgefiuhrter Konzentration
verwendet. Die Prostaglandine, Isoprostane und Phytoprostane waren dabei in

10%igem Ethanol geldst, die Ethanol-Endkonzentration betrug in allen Versuchen
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maximal 0,1 %. Mit n = 3 wurde jede Bedingung durchgefiihrt und fiir die oben
angegebene Inkubationszeit im Brutschrank inkubiert. Das weitere Vorgehen
orientierte sich anschliefend an den Versuchsbeschreibungen fir die Luciferase-
Versuche (Kapitel 3.2.5) bzw. fir die mRNA-Gewinnung mit anschlieRender

quantitativer PCR (gPCR, Kapitel 3.2.6).

Tabelle 13: Konzentrationen der jeweiligen Versuchszusatze der Testsubstanzen

AP-1 CREB HIF-1 NFAT NFkB
Nitrodlsdure 1uM 1uM 1uM
Olsdure 1uM 1uM 1 uM
AP-1 CREB HIF-1 NFAT NFkB
Prostaglandine Y 10°M Y 10%M™m Y
Isoprostane Y 10°M Y 10%M™m Y
Phytoprostane 10%Mm 10° M 10%Mm 10%Mm 10%Mm
AP-1 CREB HIF-1 NFAT NFkB
Spirit of 1% und 0,1% | 0,10% 0,10% 1% und 0,1% | 1% und
Charismon 0,1%
Eiol 1% 0,10% 0,10% 1% 1%
AP-1 CREB HIF-1 NFAT NFkB
DMSO 1% und 0,1% | 1% und 0,1% 1% und 0,1%
Ethanol 0,1% 0,3% 0,1% 0,1% 0,1%

Da Spirit of Charismon in 1% iger-Konzentration zytotoxische Effekte aufzuweisen
schien, wurde eine maximale Konzentration von 0,1% fir Luciferase- und
Expressionsversuche eingesetzt. Die Stimulanzien PMA, lonomycin und FSK und
bestimmte Testsubstanzen (Prostaglandine, Isoprostane und Phytoprostane) waren in
DMSO bzw. in Ethanol gel6st, so dass pro Versuchsansatz eine Ethanolkontrolle bzw.
eine DMSO-Kontrolle entsprechend der Konzentration im Versuchsansatz pipettiert
wurde. Im Ergebnisteil ist jedoch immer nur eine unbehandelte Kontrolle dargestellt,
wenn sich keine Unterschiede durch das Losungsmittel ergeben haben. Da DFO und
TNFa in H,O gel6st waren, wurde bei HIF-1- und NFkB-Versuchen auf die Ethanol- bzw.

DMSO-Kontrolle verzichtet. Ethanol und DMSO wurden fir Luciferase- und
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Expressionsversuche in einer maximalen Konzentration von 0,1 % bzw. 0,15 %

eingesetzt.

3.3.1.1 Rezeptorblockade und -inhibitoren

Fiir den Transkriptionsfaktor CREB war es interessant, Versuche mit den
Rezeptorblockern AH6809 (EP- und DP-Rezeptorblocker) und L-161,982 (EPs-
Rezeptorblocker) sowie den Inhibitoren SQ22,536 (Inhibitor der Adenylylzyklase) und
KH7 (selektiver Inhibitor der l6slichen Adenylyzyklase) durchzufiihren. Der
Versuchsaufbau orientierte sich an den in den Kapiteln Allgemeine Stimulation (Kapitel
3.2.3.1) und Stimulation mit Testsubstanzen (Kapitel 3.2.3.2) beschriebenen Prinzipien.
Es erfolgte jedoch zusatzlich die Zugabe eines Rezeptorblockers gleichzeitig mit dem
Aktivator des jeweiligen Transkriptionsfaktors. Nach 6 h Inkubation erfolgte der
weitere Versuchsaufbau nach dem Prinzip des Luciferase-Assays (Kapitel 3.2.5). Zudem
wurde eine Vorinkubation mit Rezeptorblockern von 2 h getestet. Auch diese Versuche
wurden mit n = 3 durchgefiihrt und fir 6 h mit dem Aktivator des jeweiligen
Transkriptionsfaktors inkubiert. Daflir ~wurden folgende Rezeptorblocker-

Konzentrationen eingesetzt:

Tabelle 14: Konzentrationen der Rezeptorblocker beim Transkriptionsfaktor CREB

AH6809 | KH7 L-161,982 |SQ22,536

Testkonzentrationen bei der Titration|1 mM 100 uM 100 uM 1mM
des Blockers 100 uM 50 uM
50 uM

Endgiltige  verwendete  Versuchs-|50 uM 100 uM 100 uM
Konzentration 50 uM
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3.3.2 Oligodeoxynucleotide (ODNs)

Bedingung fiir die Versuche mit Oligodeoxynucleotiden (ODNs) war eine moglichst
dichte Konfluenz der Zellen mit Zell-Zell-Kontakten, da diese fiir eine effiziente
Aufnahme der ODNs in die Zellen notwendig sind. Fiir die ODN-Versuche wurden die
Zellen auf durchsichtige 96-Loch-Platten ausgesat und dort so lange kultiviert, bis eine
moglichst dichte Konfluenz erreicht war. Dann wurde das Nadhrmedium gegen
Hungermedium ausgetauscht und die Zellen anschlieBend 12 h gehungert. Am
Versuchstag wurde zundchst die ODN-Losung zu den Zellen gegeben, so dass eine
Endkonzentration von 10 pmol/L entstand. Dies wurde zwischen 2 min und 6 h
vorinkubiert. Nach der Vorinkubation wurde TNFa-Losung nach Stimulationsprotokoll
hinzupipettiert. Zuséatzlich wurde eine Kontrolle ohne jeweiligen Stimulus und eine
TNFa-Kontrolle ohne ODNs durchgefiihrt. Jede Bedingung wurde mit n = 3
durchgefiihrt. Der restliche Versuch orientierte sich am letzten Abschnitt des

Versuches Luciferase-Assay (Kapitel 3.2.5).

Da in den ersten Versuchen kein deutlicher Effekt zu sehen war, musste die
Moglichkeit, dass die TNFa-Konzentration zu hoch war, in Betracht gezogen werden.
Daher wurde ein Versuch mit der TNFa-ECso von 0,5 ng/ml, einer Vorinkubationszeit
von 2 h und einer Inkubationszeit von 6 h angesetzt. Auch hier orientierte sich die

weitere Versuchsdurchfiihrung am Luciferase-Assay (Kapitel 3.2.5).

3.3.3 Luciferase-Assay

Fiir die Durchfiihrung des Luciferase-Assays wurde eine durchsichtige 96-Loch-Platte
benutzt, da so die Kontrolle des Zellwachstums im Hungermedium durch Mikroskopie
gewadhrleistet war. Die eigentliche Messung fand auf einer weiRen 96-Loch-Platte statt.
Die Messung der Photonenintensitat bei der Luminescence-Messung erfolgt nur
senkrecht zur Platte und somit kann bei der Messung in einer weil3en Platte das volle

Chemilumineszenz-Signal erfasst werden.
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Am Tag vor Versuchsbeginn wurden die Zellen ausgesat und 5x10* EA.HY-Zellen pro
Kavitat pipettiert. Diese wurden anschlieBRend 12 h in 100 pl Hungermedium unter
weiterer Puromycinselektion kultiviert und am Versuchstag nach Stimulationsprotokoll

stimuliert.

Zur Vorbereitung des Versuchs wurde die Luciferase im 4 °C-Kihlschrank ca. 4 h vor
Versuchsbeginn langsam aufgetaut. Ungefdhr 1 h vor Versuchsbeginn wurde das
Luciferase-Reagenz auf Raumtemperatur gebracht und anschlieBend kurz vor
Versuchsbeginn nach Herstellerangaben gelést. 15 min vor Ende der Stimulationszeit
wurde der Zellkultur-Versuchsansatz aus dem Inkubator in den Kiihlschrank tGberfihrt
und dort bei 4 °C 15 min abgekihlt. Im Anschluss erfolgte eine 5-minitige Lagerung bei
Raumtemperatur. AnschlieBend wurde in jede Kavitat der 96-Loch-Platte mit einer 8-
Kanal-Pipette 100 pl Luciferase-Reagenz pipettiert. Abgedeckt mit Alufolie wurde der
Versuchsansatz nun mit dem Luciferase-Reagenz fiir 5 min bei Raumtemperatur
geschiittelt. Nach dem Uberfiihren auf eine weile 96-well-Platte erfolgte erneutes
Schutteln fur 5 min, ebenfalls abgedeckt mit Alufolie. Im Anschluss erfolgte die
Luminescence-Messung bei 1000 ms im Tecan Safire Il. Zur Auswertung der Daten
wurden diese mit Hilfe der Software x-fluor4 fir Tecan Safire Il in ein Excel-Datenblatt

konvertiert.

3.3.4 Quantitative PCR

3.3.4.1 Gewinnung von mRNA

Um die Auswirkung auf die Expression von geeigneten Zielgenen zu untersuchen,
wurde mRNA aus HUVEC-Zellen, die kein Luciferase-Reporter-System exprimierten,
nach Stimulation gewonnen. Diese Zellen wurden einige Tage vor Versuchsbeginn auf
6-Loch-Platten ausgesat und kultiviert, bis eine Konfluenz von ca. 80% erreicht war.
Dann wurden die HUVEC-Zellen 12 h im Hungermedium kultiviert, bevor sie zu
Versuchsbeginn nach Stimulationsprotokoll stimuliert wurden. Nach Ende der
Stimulationszeit wurde zuerst das vorhande Medium abgesaugt und die Zellen mit

eiskaltem PBS gewaschen. Nach Absaugen des PBS wurden die Zellen sofort auf Eis
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gelagert. AnschlieRend wurden 800 pl RNAzol direkt auf die Zellen gegeben und die
Zellen mit dem Zellschaber vom Untergrund abgeschabt. Zellen und RNAzol wurden
nun in ein Eppendorf-GefaR Gberfihrt und 30 sec gevortext. Nach Zugabe von 200 pl
Chloroform erfolgte ein erneutes Vortexen fir 30 sec und im Anschluss die Lagerung
auf Eis fir 15 min. Nach der anschlielenden Zentrifugation fiir 15 min bei 12 x 1000 xg
und 4 °C wurde die obere wassrige Phase vorsichtig abgenommen und in vorbereitete
Eppendorf-Gefalle mit 1 ml vorgelegtem Isopropanol gegeben. Die Losung wurde gut
gevortext und anschlieBend die RNA fiir mindestens 1 h bei -20 °C in der Tiefklihltruhe
ausgefallt. Im Anschluss erfolgte erneut eine Zentrifugation bei 12 x 1000 xg und 4 °C
flr 30 min. Die prazipitierte RNA befand sich nun als Pellet am Boden des Eppendorf-
GefiRes. Der Uberstand wurde nun vorsichtig abgesaugt und das Pellet mit 200 pl
hochst reinem 70% EtOH gewaschen und gut gevortext. Bei 4 °C und 12 x 1000 xg
wurde dies erneut 10 min zentrifugiert. Der Ethanol wurde von dem Pellet vorsichtig
abgesaugt und das umgedrehte Eppendorf-Gefald vorsichtig mit einem Wattestdbchen
ausgewischt ohne das Pellet zu beriihren. Das RNA-Pellet wurde fir 1-2 min im
umgedrehten Eppendorf-GefaR getrocknet. Anschlieend wurde die RNA in 20 pl
DEPC-Wasser resuspendiert und photometrisch bei 260 nm und 280 nm die RNA-
Menge bestimmt. Nullwert war DEPC-Wasser. Nach Resuspension war die
Weiterverarbeitung der gewonnen mRNA direkt mdéglich. Es konnte jedoch auch eine

Dauerlagerung bei -80 °C erfolgen.

3.3.4.2 qPCR

Alle weiteren Arbeiten mit mRNA und cDNA wurden auf Eis durchgefiihrt. Die isolierte
MRNA wurde zundchst mit dem Maxima Probe/ROX qPCR Master Mix der Firma

Fermentas in cDNA umgeschrieben, der pro Probe folgende Bestandteile enthielt:
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Tabelle 15: Master-Mix fiir die cDNA-Synthese

Master-Mix cDNA-Synthese

RevertAid ™ H Minus M-MuL V Reverse Transcriptase (200 u/ul) 1ul
RiboLock™ Rnase Inhibitor (20 u/ul) 1l
5x Reaction Buffer (250 mM Tris-HCl (pH 8,3), 250 mM KCl, 20 nM MgCl,,

50 mM DTT) 4l
10 mM dNTP Mix 2 ul

Es wurde pro Probe 1 ug mRNA eingesetzt, welche in 12 pl H,0 gel6st war. Zu diesem
wurde anschlieRfend 1 ul random hexamer primer und 8 ul Master-Mix pipettiert, so
dass ich ein Gesamtvolumen von 20 ul ergab. Nach einer abschliefenden
Zentrifugation wurde die Amplifikation der PCR im Eppendorf-Thermocycler gestartet.

Flr die PCR wurde folgendes Protokoll verwendet:

Tabelle 16: PCR-Protokoll fiir die cDNA-Synthese

Step Temperature [°C] Time Number of cycles
Initial denaturation 94 3 min 1

Denaturation 94 30s

Annealing 58 30s 35

Extension 72 45s

Im ABI PRISM® 7900HT Sequence Detection System (“TagMan”) fand anschlieBend eine
Expressionsanalyse der cDNA statt. Dafir wurde die zuvor hergestellte cDNA zunachst
1:8 mit H,O verdiinnt. Zudem wurde ein Master-Mix nach Angaben in Tabelle 17
pipettiert. Die Sonde entspricht dabei dem Expressions-Assay des jeweilig
untersuchten Genes. Housekeeping-Gen oder Bezugs-Gen war fir alle Versuche
GAPDH. Pro Probe wurden fiir die Genexpressionsanalyse 2 ul der verdiinnten cDNA
und 8 ul Master-Mix verwendet, so dass ein Gesamtvolumen pro Probe von 10 pl
eingesetzt wurde. Bei den Genexpressions-Analysen wurden alle Proben als
Doppelbestimmung durchgefiihrt. Fir die gPCR wurde das in Tabelle 18 dargestellte

PCR-Protokoll verwendet.
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Tabelle 17: Master-Mix fir die gPCR

Master-Mix “TagMan“-RT-PCR fir jeweils 2 Ansdtze
(Doppelbestimmung)

Maxima ® Probe/ROX qPCR Master Mix 2x 8 ul
Sonde (Genexpressions-Assay) 1l
H,O 8 ul
Tabelle 18: PCR-Protokoll fir die gPCR

Step Temperature [°C] | Time Number of cycles
Initial denaturation 95 10 min 1
Denaturation 95 15s

Annealing 60 30s 40
Extension 72 30s

3.3.5 Statistische Auswertung

Die Auswertung der Luciferase-Versuche erfolgte zundchst mittels Microsoft Excel

2007. In einem ersten Schritt wurden die Messwerte auf den Mittelwert der nicht

stimulierten Kontrolle normiert. Die normierten Werte wurden anschlieRend mittels

GraphPad Prism 5 graphisch dargestellt und Uber die One-way-ANOVA-Methode auf

die statistische Signifikanz gepriift.

Die Auswertung der Genexpressions-Versuche erfolgte Gber die AACT-Methode (155,

156). Dabei wird die Genexpression des untersuchten Gens mit der des Housekeeping-

Gen GAPDH in Beziehung gesetzt. Die ermittelte relative Genexpression wurde

graphisch mit GraphPad Prism 5 dargestellt. Als statistischer Test wurde hier ebenfalls

die One-way-ANOVA-Methode verwendet.
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4 Ergebnisse

4.1 Der AP-1-Transkriptionsfaktor und Zielgene

Durch Stimulation der EA.HY-Zellen mit 10 ng/ml PMA zeigte sich eine 5-fache
Aktivierung des AP-1-Transkriptionsfaktors (Abbildung 7, p < 0,05). Werden die nicht
stimulierten Bedingungen betrachtet, so zeigte sich ein Anstieg des Signals bei Zugabe
von PGD; um 50% (p < 0,05). Vergleicht man die nicht stimulierte Kontrolle mit den
Bedingungen, bei denen die alleinige Zugabe von 8-iso-PGD, erfolgte, zeigte sich ein
Anstieg des Signales auf das 2,5-fache (p < 0,05). Im Vergleich der stimulierten
Kontrolle mit den stimulierten Bedingungen mit PGD,-Zugabe kam es zu einem Anstieg
des Luciferase-Signales um 28% (n.s). Gegeniiber der stimulierten Kontrolle zeigte sich

eine Verdopplung des Luciferase-Signales bei Zugabe von 8-iso-PGD, (p < 0,05).
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Abbildung 7: Effekte von PGD, und 8-iso-PGD, auf den Transkriptionsfakror AP-1 in
EA.HY-Zellen im Luciferase-Versuch

Die Stimulation des AP-1-Transkriptionsfaktors erfolgte Gber 10 ng/ml PMA, die
Konzentrationen der Iso- bzw. Phytoprostane waren 10 M. Normierung: nicht
stimulierte Kontrolle = 1. Fir alle Bedingungen gilt n = 6 und Inkubationszeit 6 h.
*p<0,05vs Ctr., § p<0,05vs PMA 10 ng/ml.
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Im Gegensatz zu den untersuchten Isoprostanen zeigte das Phytoprostan SEVD34A (F;-
Phytoprostan Typ Il) eine Reduktion des Luciferase-Signals in EA.HY-Zellen um 40%
unter PMA-Stimulation (p < 0,05). Fiir das Stereoisomer, das Phytoprostan SEVD34B (9-
epi-F1-Phytoprostan Typ Il), konnte kein Effekt gezeigt werden. Ohne Stimulation war
kein Effekt nachweisbar (Abbildung 8).
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Abbildung 8: Effekte der Phytoprostane SEVD34A und SEVD34B auf den AP-1-
Transkriptionsfaktor in EA.HY-Zellen im Luciferase-Versuch

Die Stimulation des AP-1-Transkriptionsfaktors erfolgte tUber 10 ng/ml PMA, die
Konzentrationen der Iso- bzw. Phytoprostane betrug 10° M. Normierung: nicht
stimulierte Kontrolle = 1. Fiir alle Bedingungen gilt n = 6 und Inkubationszeit 6 h.

* p< 0,05 vs Ctr., § p < 0,05 vs PMA 10 ng/ml.

Anhand von Literatur wurden fir den AP-1-Transkriptionsfaktor die Zielgene HO-1 und
eNOS ausgewahlt (97). Genexpressionsanalysen wurden mit dem Phytoprostan
SEVD34A in HUVEC-Zellen durchgefiihrt. Die Stimulation mit PMA zeigte fiir die HO-1
eine 10-fach gesteigerte relative Genexpression (p < 0,05). Die Zugabe von SEVD34A
reduzierte jedoch nicht die durch PMA gesteigerte Expression von HO-1 (Abbildung 9
Teil A). Die Stimulation mit PMA fihrte nicht zu einer gesteigerten Expression der

eNOS unter den gewdhlten Bedingungen (Abbildung 9 Teil B).
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Abbildung 9: Effekte des Phytoprostans SEVD34A auf die Genexpression in HUVEC-
Zellen der beiden Zielgene HO-1 (Abbildung Teil A) und NOS-3 (eNOS) (Abbildung Teil
B)

Die Stimulation des AP-1-Transkriptionsfaktors in HUVEC-Zellen erfolgte mit 10 ng/ml
PMA, Konzentrationen der Phytoprostane: 10° M. Darstellung der relativen
Genexpression bezogen auf das Housekeeping-Gen GAPDH. Fiir alle Bedingungen:
Inkubationszeit 6 h und n = 4. Normierung: unbehandelte Kontrolle =1.

* p<0,05vs Ctr..

4.2 Der CREB-Transkriptionsfaktor und Zielgene

Durch Stimulation der EA.HY-Zellen mit 25 uM FSK wurde eine 20-fache Aktivierung
des CREB-Transkriptionsfaktors erreicht (Abbildung 10). Bereits eine Konzentration von
10® M fithrte zu einem 10-fachen Anstieg des CREB-Luciferase-Signals fiir 8-iso-PGA,
(Abbildung 10 Teil A, p < 0,0001) bzw. zu einem 7-fachen Anstieg fiir PGF,, (Abbildung
10 Teil B, p < 0,05). Unter FSK-Stimulation zeigte sich eine weitere Verstarkung des
Luciferase-Signals um 30% sowohl fiir 8-iso-PGA,; als auch fir 8-iso-PGF,,. Fiir 8-iso-
PGE, zeigte sich ein Trend fiir eine Steigerung des nicht stimulierten Luciferase-Signals
(Abbildung 11, n.s.). Die strukturell verwandten Prostaglandine PGE; und PGE, zeigten
einen Anstieg des Luciferase-Signals auf das 15-fache bei PGE; und auf das 10-fache bei
PGE, (beide p < 0,05). Unter FSK-Stimulation zeigte sich ein Signalanstieg um 40% fiir
PGE4(p < 0,05), um 50% fuir PGE, (p < 0,05) und um 30% fiir 8-iso-PGE; (n.s.).
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Abbildung 10: Effekte der Isoprostane 8-iso-PGA, (Abbildung Teil A) und 8-iso-PGF,,
(Abbildung Teil B) auf den Transkriptionsfaktor CREB in EA.HY-Zellen im Luciferase-
Versuch

Die Stimulation des CREB-Transkriptionsfaktors erfolgte Uber 25 uM FSK.
Konzentrationen der Testsubstanzen: 108 M. Fiir alle Bedingungen: Inkubationszeit 6 h
und n = 6. Normierung: unbehandelte Kontrolle = 1.

*p<0,05vs Ctr.,, § p< 0,05 vs FSK 25 puM.
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Abbildung 11: Effekte von PGE;, PGE, und 8-iso-PGE, auf dem CREB-Signalweg in
EA.HY-Zellen im Luciferase-Versuch

Fir die Stimulation des CREB-Signalweges wurde 25 puM FSK verwendet. Die
Testsubstanzen wurden in der Konzentration 10 M eingesetzt. Inkubationszeit: 6 h, n
= 15. Normierung: Ctr. nicht stimuliert = 1. * p < 0,05 vs Ctr., § p < 0,05 vs FSK 25 uM.
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Fiir die Prostaglandine PGE; und PGE, sowie das lsoprostan 8-iso-PGE, wurde
untersucht, ob an der Aktivierung des CREB-Signalweges die Prostaglandinrezeptoren
DP oder EP, und die Adenylylzyklase beteiligt sind. Um dies zu untersuchen wurden
Luciferase-Versuche mit den Rezeptorblockern AH68090 (1 mM, 100 uM, 50 uM) und
L-161,982 (100 uM, 50 uM) sowie den sowie den Inhibitoren SQ22,536 (1 mM) und
KH7 (100 uM) durchgefiihrt. Die Inhibition der Adenylylzyklase fiihrte bereits unter
Kontrollbedingungen zu einer Unterdrickung des Luciferasesignals. Der unselektive
DP- und EP-Rezeptorblocker AH6809 zeigte unter den gewahlten Bedingungen keinen
Hemmeffekt. Unter dem selektiven EP4-Rezeptorblocker L-161,982 zeigte sich eine
signifikante Reduktion des Luciferase-Signals nach Aktivierung mit PGE; oder PGE,
(Abbildung 12). Dies galt sowohl fir die nicht stimulierte als auch die FSK-stimmulierte
Luciferasereaktion. Unter Kontrollbedingungen hatte der Rezeptorblocker L-161,982
keinen Effekt auf die Signalintensitat der Luciferasereaktion. Der Effekt von 8-iso-PGE,
auf die Luciferase konnte unter den gewadhlten Versuchsbedingungen nicht durch den

EP4-Rezeptorantagonisten beeinflusst werden.
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Abbildung 12: Effekt des EP4-Rezeptorblockers 1-161,982 auf die Prostaglandine PGE;
und PGE, sowie das Isoprostan 8-iso-PGE, im Luciferase-Versuch beim CREB-
Transkriptionsfaktor in EA.HY-Zellen

Konzentrationen der Testsubstanzen: 10® M, des Rezeptorblockers L-161,982: 100 pM.
Inkubationszeit: 6 h, n = 3. Normiert auf Ctr. nicht stimuliert = 1.

* p < 0,05 vs PGE,/PGE,, § p < 0,05 vs. PGE,/PGE, unter Stimmulation mit 25 uM FSK.

Fiir den CREB-Transkriptionsfaktor wurden nach Literaturrecherche die Zielgene HO-1
und COX-2 (97) fur die Genexpressionsanalyse ausgewahlt. Fir die
Genexpressionsanalyse in HUVEC-Zellen wurden fiir die Stimulation des CREB-
Signalweges 25 uM FSK verwendet. Die jeweiligen Testsubstanzen wurden in der
Konzentration 108 M eingesetzt. Fir die HO-1 kam es unter keiner der gewahlten
Bedingungen zu einer signifikanten Beeinflussung der Genexpression (Abbildung 13,
Teil A). Es zeigte sich lediglich ein Trend fir eine verstarkte Genexpression unter FSK
und PGE,. Bei der COX-2 zeigte sich nach Stimulation mit FSK eine Zunahme der
Genexpression bei gleichzeitiger Aktivierung mit PGE, (Abbildung 13, Teil B).
Stimulation mit FSK oder PGE, alleine fihrte unter den gewdhlten

Versuchsbedingungen lediglich zu einer tendentiell gesteigerten Expression der COX-2.
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Abbildung 13: Genexpressionsanalyse in HUVEC-Zellen der Prostaglandine PGE; und
PGE, sowie des Isoprostans 8-iso-PGE, beim CREB-Transkriptionsfaktor fir die Zielgene
HO-1 (Teil A der Abbildung) und COX-2 (Teil B der Abbildung)

Stimulation: 25 pM FSK. Konzentration der Testsubstanzen: 10°® M. Inkubationszeit: 6
h, n = 4. Normierung: unbehandelte Kontrolle = 1. Dargestellt ist die relative
Genexpression bezogen auf das Housekeeping-Gen GAPDH. * p < 0,05 vs. FSK 25 uM.

In einem weiteren Experiment mit HUVEC-Zellen konnte die durch PGE, gesteigerte
Genexpression der COX-2 durch den EPs;-Rezeptorblocker L-161,982 signifikant
verringert werden (Abbildung 14 Teil B). Fiir die HO-1 zeigten sich keine signifikanten
Effekte. Interessanter Weise fiihrte die gleichzeitige Inkubation der HUVEC-Zellen mit
8-is0-PGE;, und EP4-Rezeptorblocker zu einer 3-fach gesteigerten Expression der HO-1

und einer 5-fach gesteigerte Expression der COX-2 (Abbildung 14, beide p < 0,05).
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Abbildung 14: Genexpressionsanalyse in HUVEC-Zellen: Einfluss von PGE; und 8-iso-
PGE, auf die Zielgene HO-1 (Abbildung Teil A) und COX-2 (Abbildung Teil B) unter
Rezeptorblockade mit dem EP4-Rezeptor L-161,982

Konzentrationen von PGE, und 8-iso-PGE,: 10® M, der Rezeptorblocker L-161,982
wurde in der Konzentration 50 uM eingesetzt. Kontrollen: 0,01% EtOH bzw. 50 uM L-
161,982. Inkubationszeit 6 h, n = 4. Normierung: unbehandelte Kontrolle = 1.
Dargestellt ist die relative Genexpression bezogen auf das Housekeeping-Gen GAPDH.
*p<0,05vsCtr.,, § p<0,05vs L-161,982.

4.3 Der HIF-1-Transkriptionsfaktor und Zielgene

Eine Moglichkeit der Stimulation des Transkriptionsfaktors HIF-1 ist 300 uM CoCl, (41).
Unter den in der vorliegende Arbeit gewéahlten Bedingungen kam es jedoch bei EA.HY-
Zellen unter Stimulation mit CoCl, fir 6 h nach Luciferase-Zugabe zu einem
Farbumschlag des Kulturmediums von orange-gelb zu braunrot und zu einer Reduktion
des Luciferase-Signals auf die Halfte in den stimulierten Bedingungen gegeniiber den
nicht stimulierten Bedingungen (Abbildung 15). Auch nach verschiedenen
Waschschritten konnte keine Stimmulation der Luciferaseaktivitat durch CoCl, erzielt
werden. Als Alternativen zur Stimulation des Transkriptionsfaktors HIF-1 wurden TNFa,
DFO und Hypoxie beschrieben (64, 158). Wahrend TNFa unter den gewidhlten
Bedingungen zu keiner Steigerung der Luciferaseaktivitat fihrte, zeigte sich unter
hypoxischen Bedingungen eine 1,2-fache und unter DFO-Stimmulation eine 3-fache

Steigerung der Aktivitat. Aufgrund der besseren Stimulation, der einfacheren
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Handhabung und der geringeren Streuung der Einzelwerte wurde fir die weiteren

Versuche 16 uM DFO eingesetzt (Abbildung 15).
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Abbildung 15: Versuche zur Stimulation des Transkriptionsfaktors HIF-1 in EA.HY-
Zellen im Luciferase-Versuch, Normierung jeweils unbehandelte Kontrolle = 1.

Block 1: Effekt von 300 uM CoCl, gegeniiber mediumbehandelten EA.HY-Zellen nach

6 h Inkubation mit Reduktion auf die Halfte des Kontrollsignals nach Zugabe der
Luciferase, n =3 (* p < 0,05 vs Ctr.)

Block 2: Effekt von 6-stiindiger Inkubation von EA.HY-Zellen mit 300 uM CoCl, mit
anschlieRendem Mediumwechsel und Auswaschen des CoCl, mittels PBS: n = 6 fir alle
Bedingungen, ein Mediumwechsel und einmaliges Waschen mit PBS zeigen keinen
Effekt auf das Luciferase-Signal. Zweimaliges Waschen mit PBS anschlieRendem

59



Mediumwechsel zeigt einen Wascheffekt mit einer Reduktion des Signals auf das 0,6-
fache (* p < 0,05 vs Ctr.)

Block 3: Effekt von 5 ng/ml TNFa gegeniiber unbehandelten EA.HY-Zellen nach 6 h
Inkubation: n =3 (* p > 0,05 vs Ctr.)

Block 4: Effekt von 32 uM DFO und 64 uM DFO gegeniiber unbehandelten EA.HY-
Zellen: n=3 (* p< 0,05 vs Ctr.)

Block 5: Effekt von 16 uM DFO gegeniiber unbehandelten EA.HY-Zellen, n =6

* p <0,05vs Ctr.

Block 6: Effekt von 24 h Hypoxie gegenlber einer unbehandelten Kontrolle: n =6

* p <0,05vs Ctr.

Das Isoprostan 8-iso-PGD, fiihrte sowohl fir nicht stimulierte Zellen als auch nach
Stimulation mit 16 uM DFO zu einer signifikanten Zunahme der Luciferaseaktiviat

(Abbildung 16).
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Abbildung 16: Effekt von 8-iso-PGD, auf den HIF-1-Transkriptionsfaktor in EA.HY-Zellen
im Luciferase-Versuch

Stimulation des HIF-1-Transkriptionsfaktors: 16 uM DFO. 8-iso-PGD, wurde in einer
Konzentration von 10 M eingesetzt. Fiir alle Bedingungen n = 9, Inkubationszeit: 6 h.
Normierung: nicht stimulierte Kontrolle = 1.

* p<0,05vs. Ctr., § p<0,05vs 16 uM DFO.

Fir den Transkriptionsfaktor HIF-1 wurden anhand von Literatur folgende Zielgene

ausgewshlt: VEGFR-1 (FIt-1) (98), VEGFR-2 (FIk-1) (99), VEGFA (55, 56, 160), iNOS (NOS-
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2) (100) und HO-1 (160, 161). Die iNOS-Expression konnte in den HUVEC-Zellen auf
Grund zu hoher Zyklenzahlen gPCR nicht ausgewertet werden. Sowohl die Expression
der HO-1 als auch von VEGF wurde durch 8-iso-PGD, um das 60-fache bzw. 300-fache
im Vergleich zur Kontrolle gesteigert (Abbildung 17). Weder unter DFO alleine als auch
unter der Kombination mit 8-iso-PGD, kam es unter den gewahlten

Versuchsbedingungen zu einer Veranderung der Genexpression von HO-1 und VEGFA.
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Abbildung 17: Effekt von 8-iso-PGD, auf die relative Genexpression in HUVEC-Zellen
der Zielgene HO-1 (Abbildung Teil A) und VEGFA (Abblidung Teil B)

Stimulation des HIF-1-Transkriptionsfaktors mit 16 uM DFO. Konzentration von 8-iso-
PGD,: 10” M. Fiir alle Bedingungen n = 3, Inkubationszeit: 6 h. Normierung: nicht
stimulierte Kontrolle = 1. Dargestellt ist die relative Genexpression mit Bezug auf das
Houesekeeping-Gen GAPDH. * p < 0,05 vs Ctr.. Abweichend von den anderen
Abbildungen erfolgt in diesem Fall die Darstellung der beiden Teile der Abbildung in
verschiedenen Skalierungen zur Wahrung der besseren Ubersichtlichkeit.

Weder DFO noch 8-iso-PGD, zeigten einen Effekt auf die Expression des VEGFR-1
(Abbildung 18 Teil A). Sowohl fir DFO als auch fiir 8-iso-PGD, kam es zu einer
Abnahme der VEGFR-2 Experssion, wobei dieses Ergebnis lediglich fir 8-iso-PGD,
signifikant ist (Abbildung 18 Teil B).
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Abbildung 18: Effekt von 8-iso-PGD, auf die relative Genexpression der Zielgene
VEGFR-1 (Abbildung Teil A) und VEGFR-2 (Abbildung Teil B) in HUVEC-Zellen

Die Stimulation des HIF-1-Signalweges erfolgte (iber 16 uM DFO. 8-iso-PGD, wurde in
einer Konzentration von 10 M eingesetzt. Fiir alle Bedingungen n = 3, Inkubationszeit:
6 h. Dargestellt ist die relative Genexpression bezogen auf das Housekeeping-Gen
GAPDH. * p < 0,05 vs Ctr..

4.4 Der NFAT-Transkriptionsfaktor und Zielgene

Unter Stimulation der EA.HY-Zellen mit 10 ng/ml PMA und 0,5 uM lonomycin konnte
eine 4,5-fache Signalinduktion beobachtet werden (Abbilung 19). Unter nicht
stimulierten Bedingungen zeigte 8-iso-PGD, einen Anstieg des Luciferase-Signals auf
das 1,7-fache gegeniiber der Kontrolle (p < 0,05). Unter Stimulation mit PMA und

lonomycin zeigte sich jedoch kein weiterer Effekt.
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Abbildung 19: Effekt von 8-iso-PGD, auf den NFAT-Transkriptionsfaktor in EA.HY-Zellen
im Luciferase-Versuch

Der NFAT-Transkriptionsfaktor wurde (iber 10 ng/ml PMA und 0,5 pM lonomycin
stimuliert. Die Testsubstanzen wurden in einer Konzentration von 10°M eingesetzt.
Inkubationszeit: 7 h, n = 6. Normierung: nicht stimulierte Kontrolle = 1.

* p<0,05vs. Ctr..

Das Isoprostan AG113A (5-F,-IsoP oder iPF,4 VI) zeigte im Luciferase-Versuch ebenfalls
einen Effekt, jedoch fiihrte es im Gegensatz zu 8-iso-PGD, zu einer Reduktion der
Luciferase-Aktivitat (Abbildung 20). Dieser Effekt war nicht fur das Stereoisomer
AG113B (5-epi-5-F»-IsoP oder 5-epi-iPF,q VI) zu beobachten. Unter Stimulation mit

PMA und lonomycin zeigte sich lediglich ein Trend zur Reduktion des Luciferasesiganls.
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Abbildung 20: Luciferase-Versuch fir die Phytoprostane AG113A und AG113B auf dem
NFAT-Signalweg in EA.HY-Zellen
Die Stimulation des Transkriptionsfaktors erfolgte tber 10 ng/ml PMA und 0,5 uM
lonomycin, die Phytoprostane wurden in einer Konzentration von 10° M eingesetzt.
Fiir alle Bedingungen: Inkubationszeit von 7 h und n = 6. Normierung: unbehandelte
Kontrolle = 1. * p < 0,05 vs Ctr..

x-faches Signal
(relative Luciferase-Einheiten normiert auf Ctr. =1)

Interessanter Weise zeigte auch das Isoprostan ent-1 (5-ent-F,.-IsoP) eine Reduktion
der Promotoraktiviat flir den NFAT-Luciferase-Reporter. Im Gegensatz zu AG113A war
dieser Effekt jedoch nur nach Stimulation mit PMA und lonomycin signifikant

(Abbildung 21).
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Abbildung 21: Effekt des Isoprostans ent-1 auf dem NFAT-Signalweg in EA.HY-Zellen im
Luciferase-Versuch

Die Stimulation des Signalweges erfolgte tGber 10 ng/ml PMA und 0,5 uM lonomycin,
ent-1 wurde in einer Konzentration von 10> M eingesetzt. Fiir alle Bedingungen:
Inkubationszeit von 7 h und n = 6. Normierung: unbehandelte Kontrolle = 1.
*p<0,05vs Ctr.,, § p< 0,05 vs 10 ng/ml PMA und 0,5 uM lonomycin.

AG113A und ent-1 standen nicht mehr fir weiterfiihrende Zielgen-Analysen zur
Verfiigung. Alle weiteren Genexpressionsanalysen sind im Kapitel Eidl und Spirit of

Charismon (Kapitel 4.5) dargestellt.

4.5 Eiol und Spirit of Charismon

Eidl und Spirit of Charismon wurden im Rahmen dieser Arbeit sowohl auf ihren Einfluss
auf die Luciferaseaktivitdt im Luciferase-Reporter-Assay als auch auf ihren Einfluss auf
die Expression moglicher Zielgene, die unter der Kontrolle der Transkriptionsfaktoren
AP-1, CREB, HIF-1, NFAT und NFkB stehen, untersucht. Fir die Versuche der
vorliegenden Arbeit wurden diese Substanzen zunachst in 1%iger Konzentration im

Luciferase-Reporter-Assay der Transkriptionsfaktoren AP-1, NFAT und NFkB eingesetzt.
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Fir 1% Spirit of Charismon zeigte sich fir den NFAT-Promotor eine Reduktion der
Luciferase-Aktivitat, sowohl fiir nicht stimulierte als auch fiir mit PMA und lonomycin
stimulierte EA.HY-Zellen (nicht dargestellt). Bei Inkubation mit 1 % Spirit of Charismon
bzw. 1 % Eiol zeigte sich fur nicht stimulierte EA.HY-Zellen kein Effekt auf die
Luciferase-Aktivitdt des NFAT-Reportersystems gegeniber der Kontrolle (Abbildung
22). Unter Stimulationsbedingungen zeigte sich bei Inkubation mit 1% Spirit of

Charismon eine Reduktion des Signals um 20%, bei Inkubation mit 1% Ei6l um 30%.
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Abbildung 22: Effekt von 1% Spirit of Charismon und 1% Ei6l auf EA.HY-Zellen im
Luciferase-Versuch

Die Stimulation der EA.HY-Zellen erfolgte mit 10 ng/ml PMA und 0,5 uM lonomycin.
Spirit of Charismon und Ei6l wurden in 1% iger Konzentration eingesetzt. Alle
Bedingungen n = 6, Inkubationszeit: 7 h. Normierung auf unbehandelte Kontrolle = 1.
*p<0,05vs Ctr..

Fir die 3 Zielgene VEGFA (157, 162, 163), VEGFR-1 (101) und VEGFR-2 (101) wurde

mittels Genexpressionsanalyse in HUVEC-Zellen ermittelt, ob die Substanzen Spirit of

Charismon und Ei6l Einfluss auf die Expression dieser Zielgene des NFAT-

Transkriptionsfaktors haben. Zunachst zeigte sich fur alle 3 Zielgene eine addquate

Reaktion auf den Stimulus aus 10 ng PMA und 0,5 uM lonomycin, wobei PMA und
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lonomycin die Expression des VEGFA-Gens um das 40-fache (Abbildung 23) sowie die
Expression des VEGFR-1-Gens auf das 5-fache steigerten (Abbildung 24 Teil A) und die
Expression des VEGFR-2-Gens um die Halfte reduzierten (Abbildung 24 Teil B). Fir alle
3 Zielgene zeigten die Substanzen Eiol und Spirit of Charismon keinen signifikanten
Einfluss auf die Genexpression im Vergleich zu den jeweiligen nicht stimulierten bzw.
stimulierten Kontrollen, der Uber den Stimulationseffekt mit PMA und lonomycin
hinausging. Dieser Versuch zeigte jedoch eine gegensinnige Regulation der Rezeptoren
VEGFR-1 und VEGFR-2 auf den Stimulus 10 ng PMA und 0,5 uM lonomycin hin
(Abbildungen 23 und 24).

60- *

*p < 0,05 vs Ctr.
204

Relative Genexpression
(Bezug auf GAPDH)

Abbildung 23: Genexpressionsanalye des Zielgenes VEGFA fiir den NFAT-
Transkriptionsfaktor in HUVEC-Zellen mit 0,1% Spirit of Charismon und 0,1% Ei6l

Die Stimulation des NFAT-Transkriptionsfaktors erfolgte tiber 10 ng/ml PMA und 0,5
UM lonomycin. Spirit of Charsimon und Eiél wurden in einer Konzentration von 0,1%
eingesetzt. Fir alle Bedingungen: Inkubationszeit 7 h, n = 4. Normierung:
unbehandelte Kontrolle = 1. Dargestellt ist die relative Genexpression mit Bezug auf
das Housekeeping-Gen GAPDH. * p < 0,05 vs Ctr..
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Abbildung 24: Genexpressionsanalye der Zielgene VEGFR-1 (Abbildung Teil A) und
VEGFR-2 (Abbildung Teil B) auf dem NFAT-Signalweg in HUVEC-Zellen mit 0,1% Spirit of
Charismon und 0,1% Eiol

Die Stimulation des Signalweges erfolgte Uber 10 ng/ml PMA und 0,5 uM lonomycin.
Fiir alle Bedingungen: Inkubationszeit 7 h und n = 4. Normierung: unbehandelte
Kontrolle = 1. Darstellung der relativen Genexpression mit Bezug auf das
Housekeeping-Gen GAPDH. * p < 0,05 vs Ctr..

4.6 Der NFkB-Transkriptionsfaktor und Zielgene

Beim Transkriptionsfaktor NFkB zeigte sich in EA.HY-Zellen ein Effekt fir das Isoprostan
ent-1. Unter dem Stimulus 5 ng/ml TNFa konnte eine 7-fache Signalinduktion
beobachtet werden (Abbildung 25). Bei Inkubation mit ent-1 alleine zeigte sich keine
Signalanderung gegeniiber der nicht stimulierten Kontrolle. Unter stimulierten

Bedingungen zeigte sich ein Signalabfall des Luciferasesignals um 20%.
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Abbildung 25: Effekt des Isoprostans ent-1 auf dem NFkB-Transkriptionsfaktor in
EA.HY-Zellen im Luciferase-Versuch

Die Stimulation des NFkB-Signalweges erfolgte mit 5 ng/ml TNFa. Die Testsubstanzen
wurden in einer Konzentration von 10° M eingesetzt. Inkubation 6 h, n = 6.
Normierung: nicht stimulierte Kontrolle = 1.

*p<0,05vs Ctr: § p<0,05vs 5ng/ml TNFa.

Des Weiteren konnte auf dem NFkB-Signalweg ein Effekt bei Nitrodlsdauren gesehen
werden. Auf den Stimulus 5 ng/ml TNFa konnte eine Signalsteigerung auf das 7-fache
der nicht stimulierten Kontrolle erreicht werden (s.0.). Die Inkubation mit
Nitroolsauren zeigte ein 10-fach gesteigertes Luciferase-Signal gegeniber der nicht
stimulierten Kontrolle (Abbildung 26). Unter stimulierten Bedingungen konnte eine 4-
fache Aktiverung durch Nitrodlsidure beobachtet werden. Als Kontrolle diente Olséure.
Im Gegensatz zur Nitrodlsdure konnte bei der Olsiure kein Effekt auf dem Signalweg

des Transkriptionsfaktors NFkB gemessen werden (Abbildung 26).
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Abbildung 26: Effekt von Nitrodlsdure und Olsdure im Luciferase-Versuch auf den
NFkB-Transkriptionsfaktor in EA.HY-Zellen

Fur die Stimulation des Signalweges wurde 5 ng/ml TNFa verwendet. Nitrodlsdure und
Olsdure wurden in einer Konzentration von 10 uM eingesetzt. Fiir alle Bedingungen n =
3. Die Normierung erfolgte auf die nicht stimulierte Kontrolle = 1.

*p<0,05vs Ctr., § p<0,05vs 5ng/ml TNFa.

Fiir das Isoprostan 8-iso-PGD, zeigte sich eine 4-fache Signalverstarkung gegeniber der
unbehandelten Kontrolle (Abbildung 27). Als Kontrolle diente PGD,, das im Luciferase-
Versuch keinen ausgepragten Effekt zeigte. Die Stimulation mit 5 ng/ml TNFa fiihrte zu
einem Signalanstieg auf das 14-fache der Kontrolle. Unter Stimulation zeigte sich
ebenfalls kein Effekt fiir PGD, und eine Tendenz eines Signalanstieges auf das 1,5-fache

flir 8-iso-PGD, (n.s.).
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Abbildung 27: Effekt von PGD;, und 8-iso-PGD, im Luciferase-Versuch auf den NFkB-
Transkriptionsfaktor in EA.HY-Zellen

Fir die Stimulation des NFkB-Signalweges wurde 5 ng/ml TNFa verwendet. PGD, und
8-is0-PGD, wurden in einer Konzentration von 10° M eingesetzt. Fur alle Bedingungen
n =9, Inkubationszeit: 6 h. Die Normierung: nicht stimulierte Kontrolle = 1.

* p<0,05vs Ctr..

Der spezifische Effekt des Isoprostans 8-iso-PGD, legte die Uberlegung nahe, ob 8-iso-
PGD, eine proinflammatorische Komponente besitzt. Aus diesem Grund wurde im
Versuch verstarkt auf Vitalitdt und Morphologie der Zellkultur der HUVEC-Zellen
geachtet und dies fotografisch dokumentiert (t = 6 und t = 24). Zum Vergleich wurden
in diesem Fall die Isoprostane 8-iso-PGE, und 8-iso-PGF,4 als Kontrolle mit beobachtet.
Zu diesen beiden Zeitpunkten waren in den Ansadtzen mit 8-iso-PGD, deutlich mehr
apoptotische Zellen zu finden als in den Ubrigen Bedingungen. Flr 8-iso-PGD, wurde in

diesem Zusammenhang jedoch keine Vitalitdtsanalyse durchgefihrt (Abbildung 28).
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Abbildung 28: Fotodokumentation der Zellmorphohologie von HUVEC-Zellen unter
Einfluss der Isoprostane 8-iso-PGD,, 8-iso-PGF,, und 8-iso-PGE, 6 h und 24 h nach
Isoprostanzugabe, VergrofRerung: 400 x.

Fur die Stimulation wurde 5 ng/ml TNFa verwendet. Die Isoprostane wurden ein einer
Konzentration von 10° M eingesetzt.

Nach Literaturrecherche wurden fiir den NFkB-Transkriptionsfaktor die Zielgene COX-2
(164 — 166), MYLK (102), neuronale NOS (nNOS oder NOS-1) (168, 169), eNOS (97),
iNOS (157, 170 — 172), PTEN (103), NOX-1 (104), SOD1 (175, 176) und SOD2 (105) fir
die Genexpressionsanalyse ausgewahlt. Diese Zielgene wurden fiir die Isoprostane und
fur Nitrodlsdaure untersucht. Dabei waren NOX-1 und iNOS auf Grund zu hoher

Zyklenzahlen in der qPCR wiederholt nicht auswertbar.

Auf den Stimulus TNFa hin zeigte sich bei HUVEC-Zellen fir die COX-2 eine
Verdopplung des Signals gegenliber der nicht stimulierten Kontrolle (Abbildung 29 Teil
A). Dieser Effekt ist statistisch nicht signifikant. Flir die COX-2 zeigte 8-iso-PGD, ohne
zusatzliche Stimulation eine Steigerung des Signals auf das 2,5-fache der nicht
stimulierten Kontrolle. Unter Stimulationsbedingungen mit TNFa zeigte sich kein
eindeutiger Effekt bei zusatzlicher Inkubation mit 8-iso-PGD,. Fiir die MYLK zeigten sich
keine Effekte (Abbildung 29 Teil B).
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Abbildung 29: Genexpressionsanalyse an HUVEC-Zellen auf dem NFkB Signalweg,
Zielgene COX-2 (Abbildung Teil A) und MYLK (Abbildung Teil B) mit dem Isoprostan 8-
iso-PGD,

Die Stimulation des Signalweges wurde mit 5 ng/ml TNFa durchgefiihrt. 8-iso-PGD,
wurde in einer Konzentration von 10° M eingesetzt. Inkubationszeit: 6 h, n = 4.
Normierung: unbehandelte Kontrolle = 1. Dargestellt ist die relative Genexpression
bezogen auf das Housekeeping-Gen GAPDH. * p < 0,05 vs Ctr..

Die Stimulation mit TNFa zeigte bei der nNOS gegeniiber der nicht stimulierten
Kontrolle eine leichte Reduktion des Signals auf das 0,7-fache (n.s.). Bei der nNOS
konnte in den nicht stimulierten Bedingungen bei Inkubation mit 8-iso-PGD, eine
deutliche Zunahme des Signals auf das 40-fache der nicht stimulierten Kontrolle
beobachtet werden (Abbildung 30 Teil A). Die simultane Inkubation der TNFa-
Stimulation mit 8-iso-PGD, zeigte ein Signal in Hohe der nicht stimulierten Kontrolle.

Fiir die eNOS zeigten sich keine signifikanten Ergebnisse (Abbildung 30 Teil B).
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Abbildung 30: Genexpressionsanalyse an HUVEC-Zellen auf dem NFkB Signalweg fir
die Zielgene nNOS (Abbildung Teil A) und eNOS (Abbildung Teil B) mit dem Isoprostan
8-iso-PGD,

Die Stimulation des Signalweges wurde mit 5 ng/ml TNFa durchgefiihrt. 8-iso-PGD,
wurde in der Konzentration 10° M eingesetzt. Inkubationszeit: 6 h, n = 4. Normierung:
unbehandelte Kontrolle = 1. Dargestellt ist die relative Genexpression bezogen auf das
Housekeeping-Gen GAPDH. * p < 0,05 vs Ctr..

Fiir die SOD1 zeigten sich keine signifikanten Ergebisse (Abbildung 31 Teil A). Fir die
SOD2 zeigte sich bei Co-Stimmulation mit TNFa und 8-iso-PGD; eine Signalanhebung
auf das 5-fache der Kontrolle (Abbildung 31 Teil B). Fiir PTEN zeigten sich keine

signifikanten Ergebisse (Abbildung 32).
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Abbildung 31: Genexpressionsanalyse an HUVEC-Zellen auf dem NFkB Signalweg fir
die Zielgene SOD1 (Abbildung Teil A) und SOD2 (Abbildung Teil B) mit dem Isoprostan
8-is0-PGD,

Die Stimulation des Signalweges erfolgte mit 5 ng/ml TNFa. 8-iso-PGD, wurde in der
Konzentration 10> M eingesetzt. Inkubationszeit: 6 h, n = 4. Normierung:
unbehandelte Kontrolle = 1. Dargestellt ist die relative Genexpression bezogen auf das
Housekeeping-Gen GAPDH. * p < 0,05 vs Ctr..
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Abbildung 32: Genexpressionsanalyse an HUVEC-Zellen auf dem NFkB Signalweg der
Zielgens PTEN mit dem Isoprostan 8-iso-PGD,

Die Stimulation des Signalweges erfolgte mit 5 ng/ml TNFa. 8-iso-PGD, kam in der
Konzentration von 10° M zur Anwendung. Inkubationszeit: 6 h, n = 4. Normierung:
unbehandelte Kontrolle = 1. Dargestellt ist die relative Genexpression bezogen auf das
Housekeeping-Gen GAPDH.

Wie oben bereits beschrieben, wurde die Genexpressionsanalyse nicht nur fiir die
Substanz 8-iso-PGD, sondern auch fur Nitrodlsdure durchgefiihrt. Als Kontrolle wurde
Olsiure verwendet. Fiir die nNOS und die eNOS konnten keine signifikanten Ergebnisse

erzielt werden (Abbildung 33).
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Abbildung 33: Genexpressionsanalyse an HUVEC-Zellen auf dem NFkB Signalweg der
Zielgene eNOS (Abbildung Teil A) und nNOS (Abbildung Teil B) mit Nitrodlsaure und
Olsdure

Die Stimulation des Signalweges wurde mit 5 ng/ml TNFa durchgefiihrt. Nitrodlsdure
und Olsiure kamen in einer Konzentration von 1 pM zur Anwendung. Inkubationszeit:
6 h, n = 4. Normierung: unbehandelte Kontrolle = 1. Dargestellt ist die relative
Genexpression bezogen auf das Housekeeping-Gen GAPDH.

TNFa zeigte fiir die SOD1 und PTEN keine Signalanderung im Vergleich zur nicht
stimulierten Kontrolle (Abbildung 34). Die Co-Stimulation von TNFa und Nitrodlsaure
zeigte eine Verdreifachung des Kontrollsignals fiir SOD1 (Abbildung 34 Teil A). Olsiure
zeigte keinen Effekt. Nitroodlsdure zeigte einen deutlichen Signalanstieg auf das 20-
fache gegeniber der nicht stimulierten Kontrolle (Abbildung 34 Teil B). Die Inkubation

mit Nitrodlsdure und TNFa zeigte keine zusatzliche Steigerung des Signales.
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Abbildung 34: Genexpressionsanalyse an HUVEC-Zellen auf dem NFkB-Signalweg der
Zielgene SOD1 (Teil A der Abbildung) und PTEN (Teil B der Abbildung) mit Nitrodlsdaure
und Olsdure

Die Stimulation des Signalweges wurde mit 5 ng/ml TNFa durchgefihrt. Nitrodlsaure
und Olsidure kamen in einer Konzentration von 1 pM zur Anwendung. Inkubationszeit:
6 h, n = 4. Normierung: unbehandelte Kontrolle = 1. Dargestellt ist die relative
Genexpression bezogen auf das Housekeeping-Gen GAPDH. * p < 0,05 vs Ctr.. In dieser
Abbildung sind die beiden Anteile der Graphik abweichend in verschiedener Skalierung
dargestellt.

4.7 Oligodeoxynucleotide (ODNs)

Das zugrunde liegende Prinzip der Oligodeoxynucleotide (ODNs) ist die kompetetive
Blockade eines Transkriptionsfaktors bei der Bindung an sein Bindungselement (106).
Somit war bei den vorliegenden Versuchen nach Stimulation der Zellkultur in den mit
ODNs behandelten Bedingungen mit 5 ng/ml TNFa eine Reduktion des Luciferase-
Signals im Vergleich zu den Bedingungen mit alleiniger TNFa-Stimulation zu erwarten.
Dieses System wurde von Dr. Andreas Wagner in Heidelberg zunachst an HUVEC-Zellen
getestet. Flir EA.HY-Zellen lagen zur Versuchszeit noch keine Ergebnisse vor. Von Dr.
Andreas Wagner wurde zunachst eine ODN-Konzentration von 10 umol/L empfohlen.
Da in den ersten Versuchen mit simultaner Zugabe von 10 pumol/L ODNs und 5 ng/ml
TNFa keine Reduktion des Luciferase-Signals zu beobachten war, wurde zunachst die
Vorinkubationszeit vor Zugabe von 5 ng/ml TNFa von 2 min (Ergebnisse hier nicht
dargestellt) auf 2 h (unten dargestellt) nach ODN-Gabe erhoht.
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Unter Stimulation mit 5 ng/ml TNF a zeigte sich im Vergleich zur nicht stimulierten
Kontrolle in den stimulierten Bedingungen ein Anstieg des relativen Luciferase-Signals
auf das 30-fache (Abbildung 35). Bei Zugabe von ODNs zu 5 ng/ml TNFa zeigte sich

keine Reduktion des Signales.
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Abbildung 35: Einfluss von ODNs auf das Luciferase-Signal bei EA.HY-Zellen nach einer
Vorinkubation von 2 h mit 10 umol/L ODNs und anschlieBender Stimulation mit 5
ng/ml TNFa fiir 6h, n = 3. Normierung: nicht stimulierte Kontrolle = 1. * p < 0,05 vs Ctr..

Zunéachst wurde Uberlegt ob 5 ng/ml TNFa gegenliber 10 umol/L ODNs ein zu starker
Stimulus war. Daher wurde zunéachst die TNFa-Konzentration auf 0,5 ng/ml reduziert
und die Vorinkubationszeit mit ODNs auf 4 h erhdht. Mit einer TNFa-Konzentration
von 0,5 ng/ml konnte in der Kontrolle keine addquate Stimulation mehr erzielt werden
(Ergebnisse hier nicht dargestellt). Da dieses System an HUVEC-Zellen getestet worden
war und nicht an EA.HY-Zellen, musste auch die Moglichkeit in Betracht gezogen
werden, dass die EA.HY-Zellen die ODNs nicht in der gedachten Menge und Form
aufnehmen konnten, um das Luciferase-Signal in der erwarteten Form reduzieren zu
kénnen. Diese Uberlegungen fiihrten zu weiteren Versuchen, bei denen zunichst

HUVEC-Zellen mit dem an ein Reportergen gekoppelten Bindungselement des
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Transkriptionsfaktors NFkB transfiziert wurden. Zundchst wurde ein Versuch
durchgefiihrt mit 10 pmol/L ODNs und einer Vorinkubationszeit von 4 h. Bei diesem
Versuch wurde nach der Vorinkubation 5 ng/ml TNFa eingesetzt und die HUVEC-Zellen
6 h inkubiert. In diesem Versuch konnte keine deutliche Reduktion des Luciferase-
Signals beobachtet werden (Ergebnisse nicht dargestellt). Ein weiterer Versuch mit
einer Vorinkubation von 6 h und 10 pmol/L ODNs, 5 ng/ml TNFa und einer
Inkubationszeit von 10 h zeigte ebenfalls keine eindeutige Reduktion des Signals. Unter
Stimulation mit TNFa konnte eine Signalinduktion auf das 7-fache der nicht
stimulierten Kontrolle erreicht werden (Abbildung 36). Bei Inkubation mit ODNs zeigte
sich jedoch nicht die erwartete Reduktion des Luciferase-Signals unter

Stimulationsbedingungen.

x-faches Signal
(relative Luciferase-Einheiten normiert auf Ctr. = 1)

* p < 0,05 vs Cir.

Abbildung 36: Einfluss von 10 umol/L ODNs auf das Luciferase-Signal bei HUVEC-Zellen
mit einer Vorinkubation von 6 h und einer 10-stiindigen Inkubationszeit mit 5 ng/ml
TNFa, n = 3. Normierung: nicht stimulierte Kontrolle = 1. * p < 0,05 vs Ctr..
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5 Diskussion

In den Industrieldndern ist ca. jeder 5. Sterbefall auf kardiovaskuldare Ursachen
zurlickzuflihren. Kardiovaskuldre Erkrankungen zdhlen in diesen Landern zu den
haufigsten Todesursachen (4). Pathophysiologisch ist eine der wichtigsten zugrunde
liegenden Erkrankungn die Atherosklerose. Als Folgeerkrankungen der Atherosklerose
gelten KHK, pAVK, Aortenaneurysmata und Karotisstenose (107). Diese
Folgeerkrankungen kénnen zu akuten Ereignissen wie Myokard- und
Mesenterialinfakrt sowie ischamischem Schlaganfall filhren (107), aber auch Uber die
Einschrankung der Durchblutung der basalen Hirnarterien zur vaskuldaren Demenz (3).
In 60 — 65% der Falle ist eine Ruptur vulnerabler Plagues als Ursache fir ein akutes
Kornarsydrom beschrieben (25, 26). Die Atherosklerose wurde schon 1856 vom
Begriinder der modernen Zell-Pathologie, Rudolf Virchow, als eine , Erkrankung der
inneren Arterienwand” beschrieben (11). Es kommt dabei zu einer Schadigung der
Tunica intima der GefaBwand, mit der Ausbildung von atherosklerotischen Plaques
und nachfolgend zu einer endothelialen Dysfunktion (12). Durch oxidativen Stress
kommt es zur Verdnderung der Aktivitit von Transkriptionsfaktoren und Anderung
zelluldrer Signalkaskaden in der GefidBwand. Dies fihrt weiterhin zu einer
fortschreitenden chronischen Entziindung der Tunica intima, die auf die Tunica media
Ubergreift (12). Die Verdanderung der Aktivitat von Transkriptionsfaktoren hat eine
Anderung der Genexpression zur Folge. Fiir Isoprostane konnte die Beteiligung an
vielen Prozessen, die mit Entziindung und oxidativem Stress in Zusammenhang stehen,
nachgewiesen werden. Bisher wenig untersucht ist ihre Rolle in Bezug auf die
Genexpression, besonders solcher Gene, die im Zusammenhang mit der
Pathophysiologie der Atherosklerose stehen. Ebenfalls nicht untersucht ist hierbei die
Rolle der Phytoprostane und Nitro6lsauren sowie flr die Substanzen Ei6l und Spirit of

Charismon.

Die vorliegende Arbeit stellt einen Screening-Ansatz dar, der die mogliche
Beeinflussung der Genexpression von atherosklerose-abhdngigen Genen, die der

Kontrolle bestimmter Transkriptionsfaktoren unterliegen, untersucht. Methodisch
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wurden zundchst die 5 ausgewahlten Transkriptionsfaktoren AP-1, CREB, HIF-1, NFAT
und NFkB in der humanen Hybrid-Endothelzelllinie EA.HY als Luciferaseaktivitat-
Reporter-System exprimiert. Die Aktivierung oder Inhibition der Transkriptionsfaktoren
wurden im Luciferase-Versuch unter Einfluss von Isoprostanen, Phytoprostanen,
Nitrodlsdauren, Ei6l und Spirit of Charismon untersucht. AnschlieBend wurde der
Einfluss der Testsubstanzen, die im Luciferase-Versuch einen Effekt zeigten, auf die
Genexpression geeigneter Zielgene, die unter Einfluss der Transkriptionsfaktoren

stehen, in der humanen Endothelzellinie HUVEC untersucht.

5.1 Einfluss der Isoprostane 8-iso-PGD,, 8-iso-PGE,, ent-1 und AG113A auf

die Genexpression

5.1.1 Isoprostan 8-iso-PGD,

Das Isoprostan 8-iso-PGD, zeigte Effekte auf die Aktivitat der Transkriptionsfaktoren
AP-1, HIF-1 und NFkB (siehe Kapitel 4.1, 4.3 und 4.6). Der Effekt war flir AP-1 sehr
gering ausgepragt, so dass hierflr keine Genexpressionsanalyse durchgefiihrt wurde.
Fir HIF-1 und NFkB zeigte sich jedoch ein deutlicher Effekt. Fir die Zielgene HO-1,
VEGFA und die beiden VEGF-Rezeptoren wurde daher der Einfluss von 8-iso-PGD; auf
die Genexpression getestet (Tabelle 19). Fir HO-1 und VEGFA zeigte sich eine deutliche
Signalsteigerung, wahrend die Expression der beiden VEGF-Rezeptoren VEGFR-1 und
VEGFR-2 unbeeinflusst blieb. Dieses spiegelt eine physiologische Reaktion wieder, da
einzelne Zielgene durch die jeweiligen Transkriptionsfaktoren jeweils in einem
unterschiedlichen Ausmal} beeinflusst werden. Eine mdogliche Erklarung hierfir ist die
unterschiedlich  stark  ausgeprdagte  DNA-Bindung fir einen gegebenen
Transkriptionsfaktor an das jeweilige responsive Element des Zielgenes (179 — 181)

und somit eine variable Expression entsprechend der Transkriptionsfaktorbindung.
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Tabelle 19: Experssionsanalyse der Zielgene (Transkriptionsfaktor HIF-1) unter Einfluss
von 8-iso-PGD;, in HUVEC-Zellen, T Steigerung der Expression, l Hemmung der
Expression, ° kein Effekt, Stimmulation mit DFO

Zielgen |nicht stimuliert |stimuliert
HO-1 [T °
VEGFA |1 °
VEGFR-1 |° °
VEGFR-2 |° °

Der Transkriptionsfaktor HIF-1 ist in protektive und pathologische Prozesse in der
ischamischen Herzerkrankung und Infarkt (108) sowie bei Neoplasien (109) und
chronischer Lungenerkrankung involviert (110). Fiir das Zielgen HO-1 sind in der
Literatur protektive Eigenschaften beschrieben. So konnte gezeigt werden, dass die
Uberexpression der HO-1 {iber eine Downregulation des TNFR-1 der TNFa-induzierten
Entziindung in den Endothelzellen der Atemwege vorbeugt (111). Moderater
oxidativer Stress dagegen scheint eine transiente Reduktion der HO-1-Expression in
zerebralen Endothelzellen hervorzurufen (112). HO-1-Expression konnte zudem in
atherosklerotischen Plaques beschrieben werden (113). Des Weiteren konnte gezeigt
werden, dass die pharmakologische oder virale Uberexpression der HO-1 Angiogenese
in hypercholersterindmischen Tier-Modellen inhibiert (113). In einer weiteren Studie
konnte gezeigt werden, dass HO-1-Expression in Makrophagen antioxidative
Komponenten in atherosklerotischen Plaques ansteigen lasst, wahrend
inflammatorische Komponenten inhibiert werden (114). VEGFA ist einer der
wichtigsten Regulatoren der Angiogenese (48). Er spielt sowohl bei verschiedenen
Nierenerkrankungen, so u.a. der diabetischen Nephropathie (115) als auch bei der
Herzentwicklung und in der embryonalen Entwicklung eine wichtige Rolle (116). Die
Aktivierung des HIF-1-Transkriptionsfaktors durch das Isoprostan 8-iso-PGD, k&nnte

somit fur die embryonale und kardiovaskuldre Entwicklung von Bedeutung sein.
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Auf dem NFkB-Signalweg zeigt sich folgendes Reaktionsprofil:

Tabelle 20: Expressionsanalys der Zielgene (Transkriptionsfaktor NFkB) unter Einfluss
von 8-iso-PGD2 in HUVEC-Zellen, T Steigerung der Expression, l Hemmung der
Expression, ° kein Effekt, Stimmulation mit TNFa

Zielgen | nicht stimuliert | stimuliert
cox-2 |T °
MYLK |° °
nNOS | T °
eNos [(T) °
sob1 |° °
sop2 |° T
PTEN |° T

NFkB ist ein ubiquitdr vorkommender Transkriptionsfaktor, der die Zellimmunantwort,
die Zellproliferation und den Zelltod reguliert. Die Inkubation der HUVEC-Zellen mit 8-
iso-PGD, fihrte zu einer Steigerung der Expression der COX-2, der nNOS und
geringfligig auch der eNOS unter nicht stimulierten Bedingungen. Bei Stimulation mit
TNFa kam es zu einem Anstieg der SOD2 und der PTEN. Kein Einfluss hatte die
Inkubation mit 8-iso-PGD, auf die Expression der MYLK und der SOD1.

Fiir die COX-2 ist beschrieben, dass sie ein Produkt von schnell reagierenden Genen in
der Inflammation darstellt (117). Die Expression der COX-2 wird durch Endotoxine oder
Zytokine induziert. Die COX-2 ist in Synoviozyten bei Patienten mit rheumatoider
Arthritis (RA) oder Osteoarthritis erhoht (192 — 194). Fir die NOS-Untertypen iNOS und
nNOS ist beschrieben, dass erhéhte Konzentrationen in Epithelzellen in der Psoriasis
vulgaris gefunden wurden, wahrend die eNOS nur moderat exprimiert wird (118). Die
durch 8-iso-PGD;, und TNFa hervorgerufene gesteigerte Expression der SOD2 kdnnte
als adaptiver Mechanismus einer gesteigerten Inflammation und damit verbundenen
ROS-Produktion angesehen werden. Es ist jedoch zu beachten, dass hohe SOD-Aktivitat
auch toxische Effekte induzieren kann (196, 197). Interssanter Weise wurde auch fir
das Down-Syndrom und die Alzheimer-Erkrankung eine erhdohte SOD1-Expression

beschrieben (198 — 200). Die Toxizitat, die in Zellen, die die SOD Uberexprimieren,
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gezeigt werden konnte, wird dadruch erklart, dass eine erhéhte Hydrogenperoxid-
Konzentration (H,0;) vorliegt und somit groBere Zellschdaden durch Hydroxlradikale
entstehen (198, 201 - 205). Gesteigerte H,0,-Konzentrationen konnten fir
Fibroblasten gezeigt werden, die die SOD2 (MnSOD) (119) Uberexprimieren. Dies
konnte auch fir epidermale Mausezellen, die SOD1 (120) lberexprimieren, gezeigt
werden. Die Co-Stimmulation der HUVEC-Zellen mit 8-iso-PGD, und TNFa fihrte
dariber hinaus zu einer Steigerung der PTEN-Expression. Physiologisch hemmt PETN
die Zellproliferation und die Apoptose (121). Im Gegensatz dazu fihrt die

Uberexpression der PTEN bei Karzinomzellen zur Apoptose (122).

Zusammengefasst lassen die oben dargestellten Beobachtungen den Schluss zu, dass
8-is0-PGD; in Endothelzellen sowohl proinflammatorische, adaptiv antioxidative als

auch proapoptotische Signalwege aktiviert.

5.1.2 Isoprostan 8-iso-PGE,

Als weiteres Isoprostan zeigte 8-iso-PGE, einen Effekt auf den CREB-
Transkriptionsfaktor (Kapitel 4.2). Als Kontrolle dienten die Prostaglandine PGE; und
PGE,, die in den Luciferase-Versuchen zunachst einen groReren Effekt als 8-iso-PGE,
zeigten. In den Versuchen fiir die vorliegende Arbeit war der Effekt auf die Zielgene
HO-1 und COX-2 von PGE; und PGE, ebenfalls ausgepragter als der des 8-iso-PGE,.
Aufgrund der Beobachtung, dass alle 3 Substanzen einen Effekt auf den CREB-
Transkriptionsfaktor erzielen konnten, wurde untersucht, ob der Wirkmechanismus
Uber einen der Prostaglandinrezeptoren EP2 oder EP4 vermittelt wird. Dafir wurden
die Rezeptorblocker AH6809 (EP- und DP-Rezeptorblocker) und L-161,982 (EP4-
Rezeptorblocker) sowie den Inhibitoren SQ22,536 (Inhibitor der Adenylylzyklase) und
KH7 (selektiver Inhibitor der I6slichen Adenylyzyklase) ausgewihlt, von denen nur der
Rezeptorblocker L-161,982 einen Effekt im Luciferase-Versuch zeigte. L-161,982 ist ein
selektiver Blocker des EP4-Rezeptors (35). Dieser Effekt wurde in der
Genexpressionsanalyse an HUVEC-Zellen weiter untersucht. Dabei wurde als
Kontrollsubstanz PGE, eingesetzt. Mit dem Blocker L-161,982 liel8 sich wie erwartet der

Effekt des PGE;, aufheben. Durch Blockade des EP4-Rezeptors kam es beim Isoprostan
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8-is0-PGE; jedoch zu einem Anstieg der Genexpression sowohl flir HO-1 als auch fir
COX-2. Die Effekte von 8-iso-PGE, scheinen demnach nicht liber den EP4-Rezeptor

sondern Uiber andere Mechanismen vermittelt zu werden.

5.1.3 lIsoprostan ent-1

Das Isoprostan ent-1 zeigte im Luciferase-Versuch deutliche Effekte auf die Aktivitat
der Transkriptionsfaktoren NFAT und NFkB (Kapitel 4.4 und 4.6). Diese Effekte konnten
in den Genexpressionsanalysen nicht weiter untersucht werden, da die Substanz ent-1

fiir weitere Versuche nicht mehr zur Verfligung stand.

5.1.4 lIsoprostan AG113A

Auf dem NFAT-Signalweg zeigte das Isoprostan AG113A (5,:-IsoP) einen Effekt. Dies
traf nicht auf das Stereoisomer AG113B (5-epi-5-F,-IsoP) zu (Kapitel 4.4). Dieser Effekt
war jedoch im Luciferase-Versuch nicht ausgepragt genug, als dass diese Substanz auf

diesem Signalweg fiir eine Genexpressionsanalyse in Frage gekommen ware.

5.2  Phytoprostane

Bisher ist noch nicht sicher, ob Phytoprostane Effekte beim Menschen vermitteln, da
keine Daten zu Stabilitdt, Resorption und Metabolismus der Substanzen im
menschlichen Verdauungstrakt vorliegen. Erstmals konnte Kathrin Karg 2006 zeigen,
dass Phytoprostane einer Resorption und anschlieBender Ausscheidung tiber den Urin
unterliegen, indem die Phytoprostankonzentrationen nach oraler Aufnahme von
Pflanzendlen im menschlichen Blut und Urin bestimmt wurden (86). Uber die Effekte
der Phytprostane zwischen Aufnahme und Ausscheidung im menschlichen Organismus
gibt es bisher noch keine weiterflihrenden Erkenntnisse. Es ist vorstellbar, dass
Phytoprostane langsam absorbiert und schnell metabolisiert werden, so dass nur
schwer ein Effekt beim Menschen vorstellbar ist (88). Weiterhin deutet vieles auf die
Beteiligung von Isoprostanen, den Aquivalenten der Phytoprostane im menschlichen

Organismus, an  Entzindungsprozessen  hin.  Aufgrund von  dhnlichem
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Entstehungsmechnismus und dhnlichen Strukturen der Iso- und Phytoprostane ist es
vorstellbar, dass Phytoprostane ebenfalls an der Modulation der Genexpression von
Genen, die in der Pathophysiologie der Atherosklerose beteiligt sind, eine Rolle

spielen.

In der vorliegenden Arbeit waren die Effekte der Phytoprostane sehr gering

ausgepragt. Fur die folgenden Substanzen konnte kein Effekt gezeigt werden:

Tabelle 21: Liste der Phytoprostane, fir die in der vorliegenden Arbeit kein Effekt
gezeigt werden konnte.

Name Phytoprostan-Typ

AG260 9-epi-PPE; Typ Il Ethyl-Ester
AG267 PPE; Typ Il Ethyl-Ester

AG273A ent-9-epi-PPE; Typ Il Ethyl-Ester
AG273B ent-PPE; Typ Il Ethyl-Ester
AG441A 9-epi-PPE; Typ Il

AG441B PPE; Typ Il

IMG312 ent-15-F,-IsoP

JIMG317 ent-15-epi-15-F,-IsoP

JMG400 16 (R/S) PPE; Typ |

SE126A ent-16-epi-F.-Phytoprostan Typ |
SE126B ent-F.-Phytoprostan Typ |
SE139A ent-9-epi-F.-Phytoprostan Typ Il
SE139B ent-F1-Phytoprostan Typ Il
SE175A ent-B;-Phytoprostan Typ |
SE175B B1-Phytoprostan Typ |

SE194R ent-B;-Phytoprostan Typ I
SE195S Bi-Phytoprostan Typ
SEVD34B 9-epi-F1-Phytoprostan Typ I
VD24B F1-Phytoprostan Typ |

YB1-160 15-Dy-Isoprostan

Auf die Aktivitat des Transkriptionsfaktors AP-1 zeigte das Phytoprostan SEVD34A (F;-
Isoprostan Typ Il) einen Effekt (Kapitel 4.1). Dies traf fur das Stereoisomer SEVD34B (9-
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epi-Fi-Isoprostan Typ Il) nicht zu. In der Genexpressionsanalyse ausgewahlter Zielgene

zeigte SEVD34A keinen Effekt.

Fiir Phytoprostane konnten zusammengefasst im Luciferase-Versuch fiir eine Substanz
Effekte herausgearbeitet werden, die in der Genexpressionsanalyse nicht bestatigt
werden konnten. Wie bei den Isoprostanen bereits beschrieben zeigen sich die Effekte
der einzelnen Substanzen selektiv auf bestimmte Transkriptionsfaktoren bzw. auf
bestimmte Zielgene. Dies ist fiir Phytoprostane auch vorstellbar. In dem Fall ist es
denkbar, dass die Auswahl der Transkriptionsfaktoren bzw. der Zielgene so getroffen
wurde, dass keine Effekte der Phytoprostane detektiert werden konnten und die

Effekte auf anderen Signalwegen bzw. anderen Zielgenen zu finden sind.

Da Phytoprostane in der Nahrung, besonders in Speisedlen, bei langerer Lagerung mit
steigendem Phytoprostangehalt, und in vertrockneten Pflanzen in nicht unerheblicher
Menge enthalten sind (85), ist ein moglicher Effekt der Phytoprostane auf den
menschlichen Organismus nicht uninteressant. Die Modifikation der Genexpression
scheint zumindest unter Einfluss von Isoprostanen verandert zu sein. Trifft dies auch
auf Phytoprostane zu, konnte dies zukiinftig interessante Optionen zur Protektion der
Atherosklerose und ihrer Folgeerkrankungen Uber die Erndhrung eroffnen. Eine
abschlielende Beurteilung der Moglichkeit der Modulation der Genexpression von
Zielgenen im Entziindungsprozess kann in einer Arbeit, die einen einsteigenden
Screening-Ansatz beinhaltet nicht gegeben werden. Zudem kann keine abschlieRende
Beurteilung zur Modifikation der Genexpression von inflammatorischen Genen in der
Pathphysiologie der Atherosklerose im menschlichen Organismus auf Basis einer

experimentellen Arbeit auf Zellkulturbasis gegeben werden.

5.3  Eidl und Spirit of Charismon

Bei Ei6l handelt es sich um ein konservierungsfreies Lipidextrakt aus Eiern von Vogeln
und Reptilien. Spirit of Charismon ist die alkoholische Lésung des Eidls. Die im Internet
abrufbaren Informationen des Herstellers versprechen mannigfaltige Wirkungen: eine

Regulierung der Lipolyse, die Auflésung von Entziindungsprozessen, die Regulierung
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des lonentransportes durch die Zellmembran und somit eine Auswirkung auf die
Fahigkeit der Zelle, elektrische Impulse zu transportieren, die Modulierung des
synaptischen Potenzials, die Auslésung der Blutgerinnungsprozesse, die Regulierung
des Schlaf-/Wachrhythmus, die Steuerung verschiedener Fortpflanzungsprozesse, die
Regulierung der Cholesterinsynthese, die Verbesserung der Infektanfalligkeit, die
Feineinstellung der Stimmung, ein Einfluss auf Gedachnis und Gefiihle, der Einfluss auf
den altersbedingten Sehverlust, einen Einfluss auf die Gehirntdtigkeit sowie die
Gehirn- und Sehfdhigkeit von Kleinkindern und auferdem ein Einfluss auf das
Wachstum. Aus diesem Grund wurden bereits einige Studien zur Wirksamkeit von Eiol-
Praparaten durchgefiihrt, die sich jedoch im Wesentlichen auf dermatologische und
allergologische Anwendungsuntersuchungen beschrankten, mit dem Hauptaugenmerk
auf Sonnenbrand und leichte Verbrennungen. In diesen wurden wiederholt
antientziindliche und antibakterielle Eigenschaften beschrieben (210, 211). Neben
mehreren dermatologischen Anwendungsstudien wurde nur eine Studie zu einem
moglichen Einfluss auf die Atherosklerose durchgefiihrt (95). Dabei wurde eine kleine
Population von 14 Kaninchen mit einer cholesterolreichen Diadt ernahrt, so dass es zur
Ausbildung der typischen Atheroskleroseplaques kam. Der Beobachtungszeitraum
betrug 15 Wochen. Zu fest protokollierten Zeitpunkten erfolgte eine Blutentnahme mit
Untersuchung wesentlicher Laborparameter. Vier der Kaninchen starben wahrend des
Beobachtungszeitraumes, die Restlichen wurden am Ende des Beobachtungszeitraums
autopsiert. Mit Ausnahme zweier Laborparameter konnten wahrend des
Beobachtungszeitraumes keine signifikante Wirkung auf die Atherosklerose
beschrieben werden. Auch Analysen von inflammatorischen Genen zeigten keinen

Unterschied zwischen Eidl- und Placebo-Gruppe (95).

In den Zellkulturversuchen der vorliegenden Arbeit zeigte sich fiir AP-1, NFAT und
NFkB bei Inkubation mit 1% Ei6l bzw. 1% Spirit of Charismon eine deutliche Abnahme
des Luciferase-Signals (Kapitel 4.1 und 4.4). Die Ursache hierflir war eine deutliche
Zytotoxizitat der 1%igen Losungen. In 0,1% iger Konzentration konnte dieser Effekt

ebenfalls abgeschwacht beobachtet werden.
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Trotz  dieser Beobachtungen wurde auf eine  Genexpressionsanalyse
proiflammatorischer Proteine fiir Ei6l und Spirit of Charismon in 0,1%iger Losung
durchgeflhrt. Es konnte kein Effekt auf die Genexpression der ausgewadhlten Zielgene
beobachtet werden. Dass Eidl und Spirit of Charismon einen Einfluss auf die
Genexpression von inflammatorischen Genen in der Atheroskleroseprogression haben,
scheint nach den oben dargestellten Untersuchungen und Beobachtungen

unwahrscheinlich.

5.4  Nitrodlsiauren und Olsiuren

Nitroolsauren sind elektrophile Signalmediatoren, die endogen aus NO und NO, als
RNI im oxidativen Stress entstehen konnen (123). Nitrodlsdure zeigte in der
vorliegenden Arbeit eine inhibitorische Wirkung auf die Aktivitdt des
Transkriptionsfaktors NFkB und proinflammatorische Zielgene in HUVEC-Zellen. Dies
bestatigt Daten einer anderen Arbeitsgruppe, die gezeigt haben, dass Nitrodlsdure an
die p65-Untereinheit des NFkB bindet, die DNA-Bindungsaktivitat inhibiert und somit

die NFkB-abhdngige Genexpression herabreguliert (89).

Ein eindeutiger Effekt auf die Genexpression der Zeilgene MYLK, eNOS, nNOS, SOD1,
SOD2 und PTEN durch Nitrodlsdaure konnte nicht gezeigt werden. Darliber hinaus ist
Uber die Stabilitat der Nitrodlsauren in der Zellkultur und im menschlichen Organismus
noch wenig bekannt (90). Es ist daher vorstellbar, dass die Nitrodlsduren schnell
zerfallen. Dies konnte auch auf die groRBen Streuungen der Ergebnisse im

Zellkulturversuch erklaren.

Weiterhin wurde fiir die vorliegende Arbeit untersucht, ob die oben beschriebenen
Effekte auch durch Olsdure induziert werden kdnnen. Dabei zeigte sich kein Effekt der
Olsdure auf die Aktivitit der untersuchten Transkriptionsfaktoren bzw. die

Genexpression.
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5.5 Stimulation des Transkriptionsfaktors HIF-1

Die Stimulation des Transkriptionsfaktors HIF-1 wurde zunachst mit CoCl, durchgefiihrt
(41). Dabei kam es nach Luciferase-Zugabe zu einem Farbumschlag von gelblich-rot auf
braun und einer Reduktion des Luciferase-Signals auf die Halfte der nicht stimulierten
Kontrollen. Aus diesem Grund wurde in einem Versuch vor Luciferase-Zugabe ein
Mediumwechsel und ein Waschschritt mit PBS durchgefihrt. In diesem
Luciferaseversuch kam es in den stimulierten Kontrollen zu einem Signal in Hohe der
nicht stimulierten Kontrollen. Zweimaliges Waschen mit PBS zeigte einen Wascheffekt
mit Reduktion des Luciferase-Signals. Eine Erklarung fiir diese Beobachtung kénnte
sein, dass CoCl, das Mg2+ vom ATPase-Komplex der Luciferase verdrangt und somit die

Luciferase-Reaktion behindert.

In weiteren Versuchen wurde versucht, den Transkriptionsfaktor HIF-1 durch TNFa zu
aktivieren (124). Dies fihrte jedoch nicht zu einer gesteigerten Luciferaseaktivitat. Fir
alle weitern durchgefiihten Versuche wurde daher 16 uM DFO verwendet, das zu einer

Verdreifachung der Akvtitat des Transkriptionsfaktors fiihrte.

5.6 VEGFR-1 und VEGFR-2 auf dem NFAT-Signalweg

Wie in Kapitel 4.3 dargestellt zeigt sich kein Effekt der Substanzen Spirit of Charismon
und Eidl auf die Genexpression von Genen, die unter der Kontrolle des NFAT-
Transkriptionsfaktors stehen. In dem durchgefiihrten Versuch zur
Genexpressionsanalyse zeigt sich jedoch nebenbefundlich eine moderate
gegensatzliche Regulation der Rezeptoren VEGFR-1 und VEGFR-2 durch Stimulation mit
PMA und lonomycin. VEGFR-1 zeigte auf den Stimulus hin eine deutliche Induktion der
Genexpression auf das 5-fache der Kontrolle. VEGFR-2 dagegen zeigte nur einen sehr
geringen Effekt, der sich in einer moderaten Reduktion der relativen Genexpression
auf das 0,5-fache der Kontrolle beschrankt. Bei Betrachtung der Eigenschaften der
beiden Rezeptoren wird eine gegensinnige Regulation auf dem proinflammatorischen
NFAT-Signalweg verstandlich. VEGFR-1 ist ein Rezeptor, der membrangebunden oder

gelost vorkommen kann und in der Embryogenese ein negativer Regulator von
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Angiogenese und Vaskulogenese ist. Im adulten Organismus spielt VEGFR-1 eine Rolle
als positiver Regulator in der Angiogenese und Entziindung und ist somit an vielen
Erkrankungen wie RA und Neoplasien beteiligt (125). VEGFR-2 ist in physiologischen
und pathophysiologischen Prozessen der embryonalen, postnatalen und
pathologischen Angiogenese in der Signaltransduktion beteiligt und reguliert die
Proliferation und Migration von Endothelzellen (126). Die Aktivierung von VEGFR-2
wirkt auf Endothelzellen chemotaktisch und mitogen. Die Expression von VEGFR-2 ist
in der spateren Entwicklung und im adulten Organismus auf Endothelzellen
beschrankt. In anderen Zellsystemen ist die Expression von VEGFR-2 weitestgehend
herabreguliert, kann jedoch bei der Neubildung von BlutgefaRen reaktiviert werden.
Diese Reaktivierung spielt moglicherweise eine Rolle in der pathologischen
Angiogenese von Tumoren und bei Hypoxie, da unter Sauerstoffmangel zunachst die
Expression von VEGF und in direkter Folge die Expression von VEGFR-2 induziert wird
(127). Auf dem NFAT-Signalweg zeigte sich in den vorliegenden Versuchen eine
proinflammatorische Induktion des VEGFR-1 wahrend der in adulten Geweben
weitgehend herabregulierte VEGFR-2 als Effekt allenfalls eine moderate

Herabregulation auf den gesetzten Stimulus hin zeigte.

5.7 ODNs und Validierung der Versuche

Das zugrunde liegende Prinzip der Oligodeoxynucleotide (ODNs) ist die kompetetive
Blockade eines Transkriptionsfaktors bei der Bindung an sein Bindungselement (106).
Dieses System wurde von Dr. Andreas Wagner in Heidelberg zunachst an HUVEC-Zellen
getestet. Voraussetzung fir diese Versuche ist eine moglichst dichte Konfluenz der
Zellen, da Zell-Zell-Kontakte fir die Aufnahme der ODNs essenziell sind. Dieses System
sollte zur Evaluation der vorliegenden Versuche dienen, indem in den transfizierten
Zellen, in denen das Bindungselement des Transkriptionsfaktors an ein Luciferase-Gen,
das Reportergen, gekoppelt ist, die ODNs die Transkriptionsfaktorbindung kompetetiv
hemmen. Somit wadre bei Zugabe der ODNs eine Reduktion des Luciferase-Signals
gegeniber der Kontrolle zu erwarten. Fiir EA.HY-Zellen lagen zum Versuchszeitpunkt

noch keine Ergebnisse vor.
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Fir die vorliegende Arbeit wurde dies fiir den NFkB-Signalweg getestet. Bei
entsprechenden Resultaten hatte dieses System zusédtzlich noch fir die
Transkriptionsfaktoren AP-1 und NFAT Anwendung finden sollen, da diese Idee die
Moglichkeit barg, eine genaue Differenzierung der beiden Signalwege durchfihren zu
konnen, deren Stimulationsprinzien mit PMA bzw. PMA und lonomycin sehr dhnlich

waren.

Von Dr. Andreas Wagner wurde zunachst eine ODN-Konzentration von 10 umol/L
empfohlen. Fir die vorliegende Arbeit fanden zunachst EA.HY-Zellen Anwendung. Da
in den ersten Versuchen mit simultaner Zugabe von ODNs und TNFa keine Reduktion
des stimulierten Luciferase-Signals zu Stande kam, wurde zunichst die
Vorinkubationszeit mit ODNs variiert bevor eine Zugabe von 5 ng/ml TNFa erfolgte.
Diese Versuche zeigten eine gute Stimulation der Bedingungen mit TNFa gegeniber
der nicht stimulierten Kontrolle. Eine deutliche Reduktion des Luciferase-Signals in der
Gruppe mit TNFa und ODNs war jedoch nicht ersichtlich, was auf eine zu starke
Stimulation mit 5 ng/ml TNFa hinweisen kdnnte. Daher wurde die TNFa-Konzentration
verringert. Mit 0,5 ng/ml TNFa konnte jedoch keine gesteigerte Aktivitat der Luciferase
beobachtet werden. Da das System bisher nur an HUVEC-Zellen getestet worden war,
konnte auch eine zu geringe Aufnahme der ODNs in EA.HY-Zellen fiir den nicht zu

beobachtenden Effekt verantwortlich sein.

Aus diesem Grund wurde ein Versuch durchgefiihrt, bei dem zunéachst in HUVEC-Zellen
ein Reportergen transfiziert wurde, das das Bindungselement des Transkriptionsfaktors
NFkB mit nachgeschalteter Luciferase tiberexprimierte. AnschlieRend wurde der oben
beschriebene Versuchsaufbau an HUVEC-Zellen wiederholt. Dies fiihrte jedoch
ebenfalls nicht zur erwarteten Abschwachung des Luciferase-Signals bei Inkubation mit

ODN:Es.

5.8 Bezug zur Atherosklerose

In den beschriebenen Versuchen hat sich flr das Isoprostan 8-iso-PGD, gezeigt, dass es

die Expression von Genen, die in die Pathophysiologie der Atherosklerose involviert
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sind, verandern kann. Fir die Nitrodlsdure konnte ein Einfluss auf die Aktivitat des
Transkriptionsfaktor NFkB gezeigt werden. Phytoprostane zeigten in dieser Arbeit
hingegen keine Effekte. Trotzdem kénnte fir diese Substanzen ein Einfluss aufgrund
ihrer Ahnlichkeit zu den Isoprostanen méglich und aus erndhrungstherapeutischer
Sicht aufgrund ihres Gehaltes in der menschlichen Nahrung interessant sein. Ebenfalls

keinen Effekt, auller Zytotoxizitat, zeigten die Substanzen Eidl und Spirit of Charismon.

Die veranderte Genexpression konnte in dieser Arbeit an Zellkulturversuchen gezeigt
werden. Die Konzentrationen der Testsubstanzen waren aufgrund des explorativen
Ansatzes der Arbeit sehr hoch gewahlt. Zudem wurden die Endothelzelllinien 6 h mit
den Testsubstanzen inkubiert. /n vivo ist eine Isoprostan-Konzentration im
mikromolaren Bereich nicht (patho-) physiologisch relevant. Fir Isoprostane ist eine
Wirksamkeit im nanomolaren Bereich beschrieben (61). Aus diesen Grinden kénnen
aus den Zellkulturversuchen, wie sie fiir diese Arbeit durchgefiihrt worden sind, keine
Rickschlisse auf die physiologischen Prozesse der untersuchten Substanzen im
menschlichen Organismus gezogen werden. Wohl aber ist es denkbar, das Isoprostane
pharmakologisch in mikromolaren Konzentrationen eingesetzt werden kénnten, wenn
es hierbei nicht zu toxischen Effekten kommt. Entsprechnede Untersuchungen z. B. zur

letalen Dosis von Isoprostanen (LDsp) sind bisher jedoch nicht durchgefiihrt worden.

6 Zusammenfassung und Ausblick

6.1 Zusammenfassung

In den Industrieldndern sind kardiovaskuldare Erkrankungen die haufigste
Todesursache. Atherosklerose ist eine Erkrankung der inneren Arterienwand. Die
Entstehung der Atherosklerose ist ein multifaktorielles Geschehen, an dem
verschiedene Zellen aus der Arterienwand, z.B. Endothelzellen und glatte
Muskelzellen, und aus dem Blut, z. B. Monozyten und Thrombozyten, beteiligt sind. Als
gemeinsamer Pathomechanismus wird oxidativer Stress, insbesondere durch

oxidiertes LDL angenommen, welcher zu einer endothelialen Dysfunktion und im
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Folgenden zu einer Ausbildung von atherosklerotischen Lasionen fiihrt. Durch
oxidativen Stress kommt es zudem zu einer Veranderung verschiedener
Signalkaskaden und Transkriptionsfaktoren, zur Verdnderung der Expression
verschiedener Substanzen wie Zytokinen, Wachstumsfaktoren und anti-/
proapoptotischen Faktoren. Isoprostane spielen bei vielen Prozessen, die an der
Entstehung der Atherosklerose beteiligt sind, eine wichtige Rolle. Bisher wenig
untersucht ist ihre Wirkung auf die Genexpression, insbesondere solcher Gene, die in
Zusammenhang mit der Pathophysiologie der Atherosklerose stehen. In der
Pathophysiologie der Atherosklerose werden Transkriptionsfaktoren aktiviert, die die
Expression bestimmter Zielgene regulieren. Isoprostane, Phytoprostane, Nitrodlsdaure
und Eidl kénnten diese Effekte beeinflussen. Daher wurden zundchst verschiedene
Transkriptionsfaktoren in  Endothelzellinien als  Luciferase-Reporter-Systeme
exprimiert. AnschlieBend wurden verschiedene Iso- und Phytoprostane sowie
Nitrodlsduren, Eidl und Spirit of Charismon auf ihre aktivierende oder inhibierende
Wirkung auf diese Transkriptionsfaktoren untersucht. In einem weiteren Schritt wurde
die Wirkung der Substanzen auf die Expression geeigneter Zielgene in der primdren
HUVEC-Endothelzelllinie untersucht. Fiir die Substanzen Ei6l und Spirit of Charismon
zeigte sich in der vorliegenden Arbeit kein wesentlicher Einfluss auf die Genexpression
verschiedener Zielgene, jedoch ein Anhalt auf Zytotoxizitat. Fir die Nitrodlsduren
zeigte sich eine inhibitorische Wirkung auf den Transkriptionsfaktor NFkB. Fir die
untersuchten Phytoprostane konnte keine Beeinflussung der Genexpression gezeigt
werden. Bei den eingesetzten Isoprostanen zeigten sich auf verschiedenen
Signalwegen Effekte fiir das Isoprostan 8-iso-PGD,. In den HUVEC-Zellen zeigte sich

sowohl ein proinflammatorischer bzw. eine proapoptotischer Effekt.

6.2 Ausblick

In der vorliegenden Arbeit sollte geklart werden, ob Isoprostane, Phytoprostane,
Nitodlsduren, Eidl und Spirit of Charismon liberhaupt einen Effekt auf die Expression
von Genen, die an der Progression der Atherosklerose beteiligt sind, haben. Dabei
zeigte sich, dass von den getesteten Substanzen die Isoprostane und die Nitrodlsaure

die Expression bestimmter Gene (iber Aktivierung insbesondere des
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Transkriptionsfaktors NFkB beeinflussen. Dies traf insbesondere fir das Isoprostan 8-
iso-PGD, zu, welches in Endothelzellen sowohl proinflammatorische, adaptiv
antioxidative als proapoptotische Signalwege aktiviert. In weiteren Arbeiten ware die
Komplettierung der in vitro erzielten Ergebnisse durch in vivo-Studien an Tiermodellen

zur Progression der Atherosklerose interessant.
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8 Anhang

8.1 Abkiirzungen

°C
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COClz
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d
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EA.HY
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Mikrogramm
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Mikromol
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F,-Isoprostan (iPF,q-lll, 15-F,-lsoprostan)
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Angiotensin-konvertierendes Enzym, Synonym: Kinase |l
Proteinkinase B

Angiopoeitin

activator protein 1

Apolipoprotein

basic-fibroblast growth factor

Bovines Serumalbumin

beziehungsweise

zirka

calcium/calmudulin-dependent protein kinases
Zyklisches Adenosinmonophosphat

cluster of differentiation 40 ligand

englisch: complementary DNA, deutsch: komplementare DNS
Kreatin-Kinase

Kohlenstoffdioxid

Cobaltchlorid

Fibroblastenzelllinie

Zyklooxygenase

Ciclopiroxolamin

cAMP-responsive element-binding protein
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Cardiovascular Research Center
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Desoxyribonukleinsdure
Diethyldicarbonat

Deferoxamin

Dulbecco's Modified Eagle's Medium
Dimethylsulfoxid
Prostaglandin-D,-Rezeptor

Humane Nabelschnurhybridendothelzelle
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ECso mittlere effektive Konzentration

eNOS endotheliale NOS oder NOS-3

ent-1 5-ent-F,-IsoP, Isoprostan

EPO Erythropoetin

EP-Rezeptor Prostaglandinrezeptor

EtOH Ethanol

FCS festales Kalberserum

Flk-1 VEGF-Rezeptor 2

Flt-1 VEGF-Rezeptor 1

FSK Forskolin

g Gramm

GAPDH glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase

GC/MS Gas-Chromatographie/Massen-Spektronomie

GFP green fluorescent protein

GFR glomeruldre Filtrationsrate

ggf. gegebenenfalls

GPX Glutathion-Peroxidase

GST Glutathion-S-Transferase

h Stunde

H,0, Hydrogenperoxid

HAT flissige Mixtur aus Hypoxanthin, Aminopterin und Thymidine
fir die Zellkultur

HE-Farbung Hamatoxylin-Eosin-Farbung

HIF-1 hypoxia-inducible factor 1

HI-Virus Humanes Immundefizienz-Virus

HO-1 Hamoxygenase

HRE hypoxia-response-element

HUVEC Humane Nabelschnurendothelzelle

IBMM Institut Biomolecules Max Mousseron

ICAM1 inter-cellular adhesion molecule 1

IL Interleukin

INN Ciclosporin A

iNOS induzierbare NOS oder NOS-2

iP Isoprostan

iPFy I F,-Isoprostan (15-F,-Isoprostan, 8-iso-PGFy,)

IsoP Isoprostan

IUPAC International Union of Pure and Applied Chemistry

KHK Koronare Herzerkrankung

L Liter

LC/MS Flussigchromatographie-Massenspektrometrie

LDsg mittlere letale Dosis

LDH Laktat-Dehydrogenase

LDL low density lipoprotein

LPS Lipopolysaccharid

M Mol
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MAPKAP-2
MCP-1
M-CSF
mg
min

ml

mM
mMRNA
ms
MSK-1
MYLK
n

n.s.
NeuroP
NFAT
NFkB
ng
NIDDM
nm

nM
nNOS
NO
NOS
NOX
NQO
OA

0.8.
ODN
oxLDL

p53
PAI-1
pAVK
PBS
PCR
PDGF
PDGFB
PG
PGD,
PGE,

PGE,
PGF

PGF,q
PhytoP

mitogen-activated protein kinase-activator protein 2
monocyte chemoattractant protein-1
Makrophagen-Koloniestimulierender Faktor

Milligramm
Minute
Milliliter
Millimolar
messenger RNA
Millisekunde

mitogen-& stress-activated protein kinase-1
Myosinleichtketten-Kinase

Anzahl

nicht signifikant

Neuroprostan

nuclear factor of activated T-cells

nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells
Nanogramm

Nicht-insulinabhdngiger Diabetes mellitus
Nanometer

Nanomolar

neuronale NOS oder NOS-1
Stickstoffmonoxid
Stickstoffmonoxid-Synthase
NADPH-Oxidase 1
NAD(P)H-Quinon-Oxidoreduktase
Olsdure

oben genannt

Oligodesoxynucleotid

oxidiertes LDL

Signifikanzniveau

Passagenummer

Protein 53

plasminogen aktivator inhibitor 1
periphere arterielle Verschlusskrankheit
phosphate buffered saline

Polymerase Kettenreaktion
platelet-derived growth factor, Wachstumsfaktor
platelet-derived-groth-factor B
Prostaglandin

Prostaglandin D,

Prostaglandin E;

Prostaglandin E;
placental growth factor

Prostaglandin g
Phytoprostan
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PKA Proteinkinase A

PKC Proteinkinase C

PMA phorbol 12-myristate 13-acetate

PP Phytoprostan

PPAR peroxisome proliferator activated receptor
PTEN phosphatase and tensin homolog

gPCR guantitative PCR

RA rheumatoide Arthritis

RNA Ribonukleinsaure

RNI Reaktive Stickstoffspezies, engl: reactive nitrogen species
ROS Reaktive Sauerstoffspezies, engl: reactive oxygen species
RT-PCR Realtime-PCR

s Sekunde

s.u. siehe unten

sAC |6sliche Adynylatzyklase

sec Sekunde

SOD Superoxiddismutase

SOD1 Superoxiddismutase 1, CuZnSOD

SOD2 Superoxiddismutase 2, MnSOD

Sp1l Specificity protein 1 (Transkriptionsfaktor)
STAT signal transducers and activators of transcription
t Zeitpunkt

TBXA2R Thromboxanrezeptor

TGFB transforming growth factor 8

TNFR-1 TNFa-Rezeptor

TNFa Tumornekrosefaktor a

TP Thromboxanrezeptor

TSA Trichostatin A

u Einheit Enzymaktivitat

u Einheit Enzymaktivitat

u.a. unter anderem

UDP-GT UDP-Glucuronosyltransferase

v.a. vor allem

VCAM1 vascular cell adhesion molecule-1

VEGF vascular endothelial growth factor

VEGFR VEGF-Rezeptor

Vs versus

WHO Wolrd Health Organisation

Xg Erdbeschleunigung/Zentrifugeneinheit
z.B. zum Beispiel

vyGCS y-Glutamylcystein-Synthase
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Die Abkiirzungen sec. bzw. s und pM bzw. pmol sowie U bzw. u sind in dieser Arbeit
jeweils beide benutzt worden. Die Abkilirzungen sec. und uM wurden standardmaRig
genutzt. Bei den Angaben s und pumol handelt es sich um Herstellerangaben, die ohne
Anderung ibernommen worden sind. Bei den Enzymaktivititen U und u handelt es

sich jeweils um die Angaben der entsprechenden Hersteller.
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8.4  Strukturformeln der verwendeten Substanzen
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HO OH
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o H

OH

127



8.4.4 E,-Isoprostan
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N — T o0

-\_&5’“\/"\/“\/
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HO OH
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“,, /\‘/\/\/
HO OH
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HO
,\\‘\E/\/\COO H
NN N
HO OH
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8.4.5.6 ent-5F,c-IsoP, ,ent-1“

8.4.6 B;-Phytoprostane

8.4.6.1 ent-B;-Phytoprostan Typ |, ,,SE175A"

o)

OH
8.4.6.2 ent-B;-Phytoprostan Typ Il, ,SE194R“

o]

COOH
OH

8.4.6.3 B;-Phytoprostan Typ I, ,SE1955“

0}

é/\;\:/\/\/\/\COOH

OH
8.4.7 E;-Phytoprostane

8.4.7.1 9-epi-PPE; Typ Il Ethyl-Ester, ,AG260"

(0]

HO

OH

8.4.7.2 PPE, Typ Il Ethyl-Ester, ,AG267*

0
{X:C\s/\/\/\ﬂcooa

HO OH
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8.4.7.3 ent-9-epi-PPE; Typ Il Ethyl-Ester, ,,AG273A"

O
S~
W/\C OOEt
HO OH

8.4.7.4 ent-PPE; Typ Il Ethyl-Ester, ,,AG273B"

O
S
‘o, /\‘/\/\/\/\COOE’[
HO OH

8.4.7.5 9-epi-PPE; Typ II, ,AG441A*“

o

HO OH

8.4.7.6 PPE; Typll, ,AG441B“

O

éi/:\s/\/\/\/\COOH

HO &1
8.4.8 F;-Phytoprostane
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SN N COo0H
HO OH
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HO OH
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8.4.8.3 ent-F;-Phytoprostan Typ Il, ,,SE175B“

0]

OH

8.4.8.4 ent-9-epi-F1-Phytoprostan Typ Il, ,SE139A“

HO
S

u,,/ WC OOH

HO OH
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’/'// WCOOH
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<5:<;\=/\/\/\/\COOH
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8.4.9 Nitrodlsauren

8.4.9.1 9-NO,-OA (9-Nitrodlsaure)

COOH
NO,

8.4.9.2 10-NO,-OA (10-Nitrodlsaure)

NO/Q\//\/\i\/i/\COOH

2

132



9 Erklarung

Ich versichere ausdriicklich, dass ich die an der Universitdit Hamburg angefertigte

Arbeit mit dem Titel:

Isoprostane, Phytoprostane, Nitrodlsduren und Eiél als Modulatoren der

Genexpression: Zusammenhang zwischen oxidativem Stress und Atherosklerose

im Institut fur Klinische Pharmakologie und Toxikologie des Universitatsklinikums
Hamburg-Eppendorf unter der Leitung von Herrn Prof. Dr. Rainer H. Boger und der
Betreuung durch Herrn PD Dr. rer. nat. Edzard Schwedhelm an der Medizinischen
Fakultat selbstindig und ohne fremde Hilfe verfasst, andere als die von mir
angegebenen Quellen und Hilfsmittel nicht benutzt und die aus den benutzten Werken
wortlich oder inhaltlich entnommenen Stellen einzeln nach Ausgabe (Auflage und Jahr

des Erscheinens), Band und Seite des benutzten Werkes kenntlich gemacht habe.

Ferner versichere ich, dass ich die Dissertation bisher nicht einem Fachvertreter an
einer
Anderen in- oder ausldndischen Hochschule zur Uberpriifung vorgelegt oder mich

anderweitig um Zulassung zur Promotion beworben habe.

Hamburg im April 2012

Jutta Heinz

133



10 Danksagung

Zunachst mochte ich mich bei Herrn Prof. Dr. Rainer H. Boger fir die Vergabe der
Promotion, die freundliche Aufnahme in seiner Arbeitsgruppe und die umfassende

Betreuung wahrend der Anfertigung der Arbeit bedanken.

Meinen groften Dank mochte ich Dr. Edzard Schwedhelm ausprechen und ihm fir viel
Geduld, sein jederzeit offenes Ohr und viele fruchtbare Diskussionen, auch am
Wochenende, danken. Zudem ware die Arbeit ohne seine kontinuierliche und
andauernde Motivation sowie Unterstiitzung nicht moglich gewesen. In diesem
Zusammenhang mochte ich auch Familie Schwedhelm fir die schéne Zeit und einige

Uberraschungen danken.

Fir viele nitzliche Tipps und standige Hilfsbereitschaft danke ich Dr. Nicole Lineburg
und Dr. Maike Anderson. Diesen Dank mdchte ich auch den Mitarbeitern des
Institutes, vor allem Anna Stenpass, Mariola Kastner, Sandra Maak und Cornelia
Wormann, aussprechen, ohne deren standig Hilfe und vielen Tipps diese Arbeit nicht

moglich gewesen ware.

Ein ganz besonderer Dank gilt meinem Bruder Martin Heinz, der mit viel Geduld und
zeitlichem Aufwand samtliche Soft- und Hardwarefragen sowie Layoutprobleme gel6st
und mich mit aufmunternden Worten motiviert hat. Des Weiteren mdchte ich mich bei
meinen Freunden Kay Pfeiffer und Dr. Stephan Labsch fir ihre wertvolle
Korrekturarbeit und ihre Anregungen bedanken. Fiir manche hilfreiche Diskussion

danke ich zudem Marius Dose.

Mein aufrichtigster Dank gilt natlrlich meinen Eltern, die mir auf meinem bisherigen

Lebensweg jederzeit zur Seite standen und mich in jeder Hinsicht unterstiitzt haben.

134



11 Lebenslauf

135



