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1. Zielsetzung

Die leukozytare Myeloperoxidase hat sich seit einigen Jahren als wichtiger
Faktor in kardiovaskularen Remodelingprozessen etabliert. Bisher lag der
Fokus hierbei vornehmlich auf Prozessen, die sich in der Lamina intima des
Gefaldes und in Kardiomyozyten abspielen. Um das Verstandnis des Einflusses
von MPO auf das Herzkreislaufsystem weiter zu vertiefen, soll diese Arbeit
einen grundlagenwissenschaftlichen Beitrag zum Verstandnis von MPO
induzierten, phanotypischen Veranderungen in vaskularen glatten Muskelzellen
(VSMCs) leisten. Besonderes Augenmerk soll hierbei auf die Unterscheidung
zwischen katalytischen und extrakatalytischen Eigenschaften der MPO gelegt
werden. Deshalb sollen folgende Fragestellungen bearbeitet werden:

-_

. Interagiert MPO mit kultivierten VSMCs?

2. Fuhrt eine Exposition der Zellen gegenuber MPO zur Aktivierung
intrazellularer Signalkaskaden und konsekutiv zu einer veranderten
Expression von Wachstumsfaktoren und Oberflachenmarkern?

3. Sind diese Effekte auf die Bildung von HOCI zuruckzufuhren?

4. Zeigen sich nach MPO Exposition profibrotische Veranderungen der

VSMCs?

2. Einfuhrung

Kardiovaskulare Erkrankungen und ihre Komplikationen bilden die
Haupttodesursache in der westlichen Welt. Laut WHO belegten mit chronischer
ischamischer Herzkrankheit, akutem Myokardinfarkt und Herzinsuffizienz drei
kardiovaskulare Erkrankungen die vordersten Platze in der
Todesursachenstatistik fur Deutschland von 2012. Zusammengenommen sind
kardiovaskulare Erkrankungen fur knapp die Halfte der Todesféalle in
Deutschland verantwortlich. Als Grande hierfur sind vor allem Lifestylefaktoren,

wie zum Beispiel die Entwicklung eines metabolischen Syndroms, anzusehen.
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Heute ist bekannt, dass vielen dieser Krankheitsbilder eine entzindliche
Veranderung der Gefaldstrukturen zugrunde liegt. Die Mechanismen dieser
inflammatorischen Prozesse sind seit langem Ziel intensiver Forschung,
trotzdem ist die zugrundeliegende Pathophysiologie noch unzureichend
verstanden. Wesentlichen Anteil an den physikalischen und biologischen
Eigenschaften des Gefallsystems haben die glatten Muskelzellen der
Gefallwand. Werden sie entzundlich oder fibrotisch verandert, ist eine normale
Gefaldfunktion nicht mehr gewahrleistet.

2.1. Aufbau des BlutgefaBRes

Die Kenntnis der anatomischen und physiologischen Eigenschaften der Gefalle

ist Grundvoraussetzung fur das Verstandnis kardiovaskularer Erkrankungen.

Grob lasst sich das Gefaldsystem in drei Bereiche aufteilen: Das Hoch- und
Niederdrucksystem, sowie die Mikrozirkulation. Die meisten relevanten
pathologischen Veranderungen spielen sich in den Arterien des
Hochdrucksystems ab. Obwohl sich die Funktion und Anatomie der Gefalle
dieser drei Systeme stark unterscheiden, liegt ihnen allen der selbe,
dreischichtige Aufbau zugrunde. Die innerste Schicht des GefalRes wird als
Intima bezeichnet. Im Wesentlichen wird sie durch das Endothel gebildet. Diese
Zellschicht kleidet das Gefald von innen aus und ist daher von entscheidender
Bedeutung fur die Interaktion von humoralen und korpuskularen Bestandteilen
des Blutes mit der GefaBwand. Es steuert die Aufnahme von Stoffen aus dem
Blut und kontrolliert die Extravasation, zum Beispiel von Entzindungszellen.
Weiterhin hat es einen antithrombotischen Effekt. Zusatzlich ist es
verantwortlich fur die Regulation des Tonus der glatten Muskelzellen des
Gefalles. Das Endothel sitzt einer Basalmembran auf. Im subendothelialen
Raum finden sich die Lamina propria und Lamina elastica interna. Diese
Bindegewebsschichten bestehen aus extrazellularen Matrixproteinen (ECM)
wie Collagenen und Fibronectin. Der Tunica intima schlie3t sich die Tunica
Media an. Hier sind die vaskularen glatten Muskelzellen (VSMCs) der
dominierende Zelltyp. Sie regulieren, zum Teil gesteuert durch das Endothel,
zum Teil auf neuronale Stimulation hin, durch Kontraktion den Gefal3tonus.



Auch diese Muskelzellschicht ist mit ECM durchsetzt. Den Abschluss der
Tunica media bildet die Lamina elastica externa. Umhullt wird das Gefal} von
der Tunica adventitia. Diese Collagenreiche Bindegewebsschicht verankert das
Gefall im umliegenden Gewebe. In ihr verlaufen Nerven und in groferen
Gefallen die Vasa vasorum. Die Auspragung der einzelnen Schichten ist
typisch fur jeden Teil des Kreislaufsystems. So besitzen Arterien eine Kraftige
Media, wohingegen die Kapillaren der Mikrozirkulation Uber so gut wie keine
glatten Muskelzellen Verfugen.

Vasa vasorum

Nerv .
Tunica
d adventitia
Elastica
-~ externa .
|. Tunica
Glatte di
Muskelzellen ] media
"\ Elastica interna
Tunica
Lamina propria Fo..
intima

membran
Endothel

Abbildung 1: Aufbau der Wandschichten des BlutgefdlRes. modifiziert nach
McGraw-Hill Companies / Rutgers, The State University of New Jersey.

2.2. Die vaskularen glatten Muskelzellen

Vaskulare glatte Muskelzellen sind mesenchymalen Ursprungs und erflllen

eine Vielzahl von Aufgaben. Zusammen mit der ECM der Gefallwand, fur deren
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Synthese sie neben einigen Fibroblasten hauptverantwortlich sind, bestimmen
sie die physikalischen Eigenschaften des Gefaldes. Ist ihre Funktion gestort, ist
eine normale Gefal¥funktion nicht mehr moglich. Schon seit einiger Zeit ist
bekannt, dass man Grundsatzlich zwischen zwei wesentlichen Phanotypen von
VSMCs unterscheiden muss: Den sogenannten kontraktiien und den
synthetischen VSMCs (101). Erstere stellen den dominierenden Zelltyp in der
Media des erwachsenen Menschen dar. Sie sind konzentrisch angeordnet und
weisen einen gut ausgepragten kontraktilen Apparat auf. Hieraus ergibt sich
auch ihre Hauptfunktion, die in der Regulation des Blutdruckes und -flusses
durch Kontraktion oder Relaxation besteht. Gesteuert werden sie hierbei zum
einen durch vom Endothel gebildete, vasoaktive Substanzen. Endothelin und
Angiotensin sind hier als wichtige tonuserhohende, NO als relaxierender
Mediator zu nennen (44). Weiterhin unterliegen die VSMCs einer neuronalen
Kontrolle. Sie proliferieren extrem langsam und zeigen eine geringe
synthetische Aktivitat. In diesem Zustand exprimieren die glatten Muskelzellen
eine reihe von Oberflachenproteinen, die fur sie einzigartig sind (93). Ganz
anders imponieren die VSMCs vom sogenannten synthetischen Typ. Sie finden
sich vereinzelt in der Intima des Gefales und in pathologisch veranderten
Gefaldabschnitten. Wie der Name vermuten l3asst, zeichnen sich diese Zellen
durch eine massiv gesteigerte Syntheserate von ECM (117), Proteasen (36),
Wachstumsfaktoren und deren Rezeptoren (101) aus, und weisen einige
inflammatorische Zellmarker auf (11, 42). Sie proliferieren und migrieren und
sind reich an Golgiapparat und rauem endoplasmatischem Retikulum. In dieser
Form sind VSMCs Hauptverantwortlich fur Remodelingprozesse im Rahmen
der physiologischen Reparatur von Gefallverletzungen aber auch in der
Entwicklung und dem Progress von pathologischen Gefallveranderungen.
Beispiele hierfur sind die Atherosclerose (101) und die Ausbildung von
Aortenaneurysmata (66).



Zell-Zell Interaktionen
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Abbildung 2: Faktoren die die Differenzierung glatter GefalBmuskelzellen zum
synthetischen (links) oder kontraktilen (rechts) Typ beeinflussen (BMC = Bone
marrow Cell, PDGF = Platelet derived growthfactor, AT-Il = Antithrombin I,
TGF-p = Transforming growthfactor beta, ROS = Reaktive Sauerstoffspezies,
MMPs = Matrixmetalloproteinase). modifiziert nach: Gary K Owens et al.,
Molecular Regulation of Vascular Smooth Muscle Cell Differentiation in
Development and Disease, Physiological Reviews, 2004 vol. 84 (3) pp. 767-801

VSMCs sind also in der Lage, ihre Funktion radikal zu verandern. Diese
Fahigkeit wurde vor nun schon fast 40 Jahren als ,phenotypic modulation®
beschrieben (14). Hierbei wird die Differenzierung der glatten Muskelzellen
durch eine Reihe von Faktoren bestimmt. Obwohl es sich als schwierig
herausgestellt hat, die genaue Bedeutung der einzelnen Faktoren in vivo zu
verifizieren, so zeigen in vitro Studien den Einfluss von mechanischer
Beanspruchung (102), kontraktilen Faktoren (37), ECM (13, 49, 98), neuronalen




Faktoren, ROS (113), Interaktionen mit dem Endothel und dem
Wachstumsfaktor Transforming Growth Factor beta 1 (TGF-g) (109) auf den
Phanotyp der VSMCs. Einige bedeutende Mediatoren der Funktion der SMCs
sollen im Folgenden naher betrachtet werden.

2.3. Extrazellulare Matrix

Die Proteine der extrazellularen Matrix (ECM) besitzen eine Vielzahl von
Funktionen. In erster Linie bestimmen sie die mechanischen Eigenschaften des
Gefaldes. Elastische Fasern, die vermehrt in den herznahen Arterien zu finden
sind, verleihen der Gefallwand eine groRe Dehnbarkeit, wahrend collagene
Fasern im Vergleich unflexibel und starr sind. Kommt es zu einer
Uberschiel3enden Produktion von ECM spricht man von Fibrose. Hier werden
vornehmlich  collagene fasern vermehrt produziert. Fibrose findet
physiologischerweise kompensatorisch zur Deckung von Substanzdefekten,
etwa nach einem Myokardinfarkt, oder im Rahmen von pathologischen
Prozessen, beispielsweise chronischen Entzindungen, statt. Eine hieraus
resultierende Storung der Zusammensetzung der ECM schwacht die
Gefallwand und kann im schlimmsten Falle zur Bildung von Aneurysmata und
daraus resultierender Ruptur des Gefalles fuhren (54). AulRerdem storen
fibrotische Areale die Fortleitung von elektrischen reizen (90). Fibrose
entwickelt sich unter anderem als Reaktion auf erhdhten mechanischen oder
oxidativen Stress, Apoptose, Nekrose oder Zytokine. Auch einigen vasoaktiven
Substanzen wie Angiotensin Il werden profibrotische Eigenschaften
zugesprochen (31). Auf zellularer Ebene wird Fibrose wesentlich durch einen
vermehrten Umbau der ECM durch Matrix-Metalloproteinasen (MMPs)
vermittelt (15). In der Gefallwand sind in erster Linie die glatten
GefalBmuskelzellen fur die Produktion der ECM verantwortlich. Da ihre
eigentliche Funktion jedoch in der Modulation des Gefal3tonus liegt, ist ihre
synthetische Funktion nur sehr schwach ausgepragt. Verschiedene Faktoren
konnen diese aber durch Begunstigung oben beschriebener phanotypischer
Veranderungen erheblich erhdhen (92). Somit ahneln in fibrotisch veranderten
GefalRabschnitten die glatten GefalBmuskelzellen in Form und Funktion sehr
derer Fibroblasten. Von besonderer Bedeutung fur fibrotische Prozesse in der
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Gefallwand und die Menge und Zusammensetzung der ECM sind daher auch
Wachstumsfaktoren wie der Platelet Derived Growth Faktor (PDGF) und TGF-3
(24). TGF-B ist ein polypeptider Wachstumsfaktor, der neben der Produktion
von ECM mannigfaltige weitere Funktionen hat, die zum Beispiel auch Effekte
auf das Zellwachstum und Differenzierung, sowie immunmodulatorische
Eigenschaften umfassen (20). Darum wird er auch von einer Vielzahl von Zellen
gebildet und nahezu alle Zellen besitzen entsprechende Rezeptoren.
Besonders fur diesen Wachstumsfaktor ist, dass er zunachst in einer inaktiven
Form gebildet wird, in der pro-TGF-f mit so genannten Latency-associated
Proteins (LAP) verbunden ist. Auch nach Abspaltung der LAPs bleiben die
beiden Teile nicht kovalent aneinander gebunden und werden an ECM
gebunden, bis sie von dort freigesetzt werden (100). Dies kann zum Beispiel
proteolytisch durch MMPs sowie durch Senkung des pH-Wertes geschehen.
Einmal freigesetzt bindet TGF-f an einen Membranrezeptor welcher nach
Bindung des Wachstumsfaktors dimerisiert und eine Reihe von intrazellularen
Signalkaskaden in Gang setzt (100). Am besten erforscht ist die TGF-p-
vermittelte Aktivierung der sogenannten Smad-Kaskaden (110). Nach
Phosphorylierung werden diese in den Nucleus transportiert und entfalten dort
ihre Wirkung auf die Transkription profibrotischer Gene. Dieses wird als
kanonisches Signaling bezeichnet. Seit einiger Zeit sind allerdings auch andere
Signalkaskaden mit TGF-g in Verbindung gebracht worden, so auch die MAP-
Kinase-Kaskaden (108). Gerade fur die Steuerung der ECM Synthese in der
Gefallwand scheinen diese nicht kanonische Signalkaskaden, die unabhangig
von Smad-Molekulen ablaufen, eine gro3e Bedeutung zu besitzen (53). Diese
Erkenntnis lasst neue Blickwinkel auf die lange Zeit paradox wirkende Rolle von
TGF-f in kardiovaskularen Remodelingprozessen zu, die weiterer und

genauerer Untersuchung bedurfen.

Eine Vielzahl von Studien belegt weiterhin einen sehr starken Zusammenhang
zwischen inflammatorischen und fibrotischen Prozessen (25, 105). Somit darf
auch der Effekt proinflammatorischer Mediatoren auf die Synthese der ECM
nicht unterschatzt werden. So wie beispielsweise der CD40 Signalweg. Galt der
CD40-Ligand traditionell als charakteristischer Rezeptor aktivierter T-

Lymphozyten, ist heute bekannt, dass er und somit auch die Interaktion mit
11



CDA40 in einer Vielzahl verschiedener Zelllinien und somit pathogenetischer
Prozesse involviert ist (127). Fibrotische Veranderungen im Zusammenhang mit
CD40 Signalprozessen sind unter anderem fur pulmonale Fibroblasten
beschrieben (62). Auch vaskulare GefalBmuskelzellen sind einem CD40
Signaling unterworfen (11).

Betrachtet man die Aufgaben der ECM, gehen diese weit Uber ihre strukturelle
Bedeutung hinaus. Wie oben erwahnt, bestimmt die Zusammensetzung der
ECM den Phanotyp glatter Muskelzellen (98). Aullerdem bestimmen ECM-
Molekuile durch Bindung von anderen Wachstumsfaktoren und Enzymen deren
Aktivitat oder agieren selber als Ligand fur zellulare Rezeptoren. Ein in dieser
Hinsicht besonders interessanter Bestandteil der ECM ist Fibronectin (FN) (84).
FN besitzt eine Reihe von Bindungsstellen fur die verschiedensten Substanzen,
unter anderen Fibrin, Heparin, Collagen und einige Integrine. Es wurde auch
eine besondere Affinitat der leukozytaren Myeloperoxidase zu Fibronectin
gezeigt (7). Fibronectin begunstigt das oben erwahnte phenotypic switching von
VASMCs hin zum synthetischen Phanotyp (119). In mehreren Studien konnte
eine gesteigerte FN-Produktion mit einer Reihe von kardiovaskularen
Erkrankungen in Verbindung gebracht werden. Hierzu zahlt unter anderem die
vermehrte Expression von FN in atherosclerotischen L&sionen (69). Die
Strukturellen und regulatorischen Eigenschaften der ECM sind also an einer
Vielzahl von pathologischen Prozessen im kardiovaskularen System beteiligt.

2.4. p-38 MAP-Kinase

Ein etablierter Vermittler zellularer Differenzierungungsprozesse und
inflammatorischer Reaktionen ist die p38 mitogen-activated protein (MAP)-
Kinase. Ahnlich wie die anderen Mitglieder der MAP-Kinase Familie, steuert sie
Proliferation, Apoptose und einige entzundliche Veranderungern als Antwort auf
extrazellulare Stimuli. Sie wird durch Phosphorylierung eines fur sie typischen
Thr-Gly-Tyr Motivs aktiviert (41) und phosphoryliert in Folge eine Vielzahl von
Zielproteinen. Am langsten als solches bekannt, ist die sogenannte MAP-
Kinase Activated Protein Kinase 2 (MAPKAPK2/MK2) (103). Diese wiederum
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aktiviert eine Reihe von Substraten, wie zum Beispiel das small heatschock
Protein 27 (HSP27) (103) oder das cAMP-response binding Protein (CREB),
aber auch Transskriptionsfaktoren wie ATF1 (118). Die Aktivierte Form von p38
MAP-Kinase kann ihrerseits auch direkt Transskriptionsfaktoren aktivieren.
Besonders etabliert ist hier der Zusammenhang mit dem proinflammatorischen
Transskriptionsfaktor NF-kappa B (107). Die Gesamtmenge an p38 MAP-
Kinase in der Zelle ist unter physiologischen Bedingungen konstant. lhre
Aktivitat wird durch Dephosphorylierung durch einige spezifische MAP-Kinase
Phosphatasen (MKP) (116) und andere Phosphatasen gehemmt. Hieraus
resultiert eine besonders schnelle Anpassung dieses Signalweges an Stimuli.
Eine Vielzahl von extrazelluaren Signalen fuhrt zur Aktivierung von p38 MAP-
Kinase. Hierzu zahlen unter anderen UV-Licht, Hitze, osmotischer und
oxidativer Stress, sowie eine Reihe von Zytokinen und Wachstumsfaktoren
(126). Die Gruppe der up-stream Mediatoren, die letztendlich p38 MAP-Kinase
aktivieren ist gro® und heterogen, was fur die besondere Komplexitat dieses
Pathways verantwortlich ist. Klassischerweise wird die MAP-Kinase durch eine
MAP-Kinase Kinase (MKK) aktiviert (126). Es besteht aber auch die
Moglichkeit, dass p38 MAP-Kinase sich durch Autophosphorylierung aktiviert,
zum Beispiel nach Interaktion mit transforming growth faktor-p-aktivated Kinase
1 binding protein (TAB1) (38). Von besonderer Bedeutung ist auch die
Aktivierung von MAP-Kinasen durch subletale Konzentrationen von reaktiven
Sauerstoffspezies. Dies wurde sowohl fur Wasserstoff Peroxid (H203), als auch
vor einiger Zeit fur die chlorinierende Spezies hypochlorige Saure (HOCI)
gezeigt (85).

p38 MAP-Kinase gilt als wesentlicher Mediator von entzundlichen
Erkrankungen. Auch eine Verbindung zu Erkrankungen des kardiovaskularen
Systems konnte etabliert werden (88). Etliche in vivo Studien zeigen auf3erdem
eine Beteiligung von p38 MAP-Kinase an kardiovaskularen
Remodelingprozessen zum Beispiel nach einem Myokardinfarkt oder nach
Ballondilatation von Gefallen. Ushio-Fukai et al. haben gezeigt, dass die
Angiotensin |l induzierte Proliferation und Hypertrophie von kultivierten VSMCs
im Wesentlichen durch oxidative Aktivierung von MAP-Kinasen vermittelt wird
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(120). Der Phanotyp von VSMCs wird also in kritischem Malle durch
Aktivierung von MAP-Kinasen bestimmt.

2.5. Myeloperoxidase

Myeloperoxidase (MPO) gehort neben der Lactoperoxidase, der eosinophilen
Peroxidase und der thyroiden Peroxidase zur Familie der Saugetierspezifischen
Peroxidasen. Es handelt sich um ein 150 kDA schweres, homodimeres
Hamprotein. Dabei setzen sich die Monomere jeweils aus einer leichten und
einer schweren Untereinheit zusammen, von denen die schwere Kette das
kovalent gebundene Ham-Molekul tragt, dass dem Enzym seine spezifischen
katalytischen Eigenschaften und seine intensiv grine Farbe verleiht (73). Im
Menschen ist MPO im Wesentlichen in den azurophilen Granula der
polymorphkernigen Granulozyten (PMN) lokalisiert und macht 5% von deren
Gesamtmasse aus (63). AulRerdem findet sie sich noch in geringem Male in
einigen Makrophagen, Mikroglia und Kupferzellen (17). Einzigartig ist die
Fahigkeit von MPO zur Synthese von chloriniernden Reaktionsprodukten, der
hypochlorigen Saure (HOCI) (46). AuRerdem ist ihre stark kationische Ladung
neben anderen Merkmalen fur eine Reihe von extrakatalytischen Eigenschaften
verantwortlich. Als wesentlicher Mediator leukozytarer Funktionen wird MPO
seit langem eine Aufgabe in der Pathogenabwehr zugeschrieben. Es zeigte
sich aber auch eine bedeutende Rolle dieses einzigartigen Enzyms in der
Pathophysiologie kardivaskularer Erkrankungen.
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Abbildung 3: Dreidimensionale Struktur der homodimeren Myeloperoxidase.
Farblich hervorgehobene Hém-Moleklile (rot) sowie Alpha-Helices (griin) und
Beta-Faltblatt (gelb) Bereiche. Aus Lau et al., Pharm Ther 2006.

1.5.1. Katalytische Aktivitat und Pathogenabwehr

Werden Leukozyten aktiviert, wird MPO im Rahmen des sogenannten
"Respiratory Burst" in das Phagosom und den Extrazellularen Raum sezerniert
(22). Hier bildet es unter Verbrauch von Wasserstoffperoxid (H2O-) eine Reihe
von reaktiven Sauerstoff- und Stickstoffspezies (ROS, RNS). Wahrend der
Granulozytenaktivierung wird H2O» durch die NADPH-Oxidase bereitgestellt
(43). Neben dem Substrat H,O, bendtigt das MPO-Reaktionssystem ein
oxidierbares Kosubstrat. Hierfir kommen unter anderem Halogenide,
Pseudohalogenide und Nitrit (NOy) in frage. Unter physiologischen
Bedingungen stellt allerdings Chlorid (CI) aufgrund seiner hohen
Bioverfugbarkeit den wesentlichen Reaktionspartner dar (29, 46). Als
Reaktionsprodukt entsteht HOCI, ein Molekul mit hoher oxidativer Potenz und
somit toxischer Wirkung gegen einige Pathogene, aber auch korpereigene
Strukturen. Zusatzlich bewirkt HOCI die Bildung von Radikalen und molekularen
Chlors (48, 50). Letzteres kann zu Chlorinierung von Phenolresten fuhren.
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Besonders 3-Chloro- und 3,5-Dichloro-Tyrosin eignen sich deshalb als gute
Marker fur die katalytische Aktivitat von MPO (21). Vor allem fur die
pathophysiologischen Eigenschaften von MPO ist die Oxidation von NO und
NO2  von besonderer Bedeutung. So wird NO zu NOz und NO; zu
Stickstoffdioxid (NO.) oxidiert. Dies ist seinerseits ein reaktives Radikal und
kann Phenolreste nitrieren (23). Daher kann auch 3-Nitrotyrosin als
Aktivitatsmarker fur MPO herangezogen werden, allerdings mit geringerer
Spezifitat. Die Bedeutung der mikrobiziden Funktion im menschliche
Organismus, die MPO durch die Bildung von ROS und RNS besitzt, ist bis
heute nicht vollstandig geklart (64). In vitro Versuche zeigten die Notwendigkeit
von MPO fur die Abwehr einiger Bakterien- und Pilzspezies (78, 79) und auch
in einigen Mausmodellen konnte eine Anfalligkeit MPO-defizienter Mause
gegenuber einer Auswahl an Erregern gezeigt werden (2, 3, 52). Diese Daten
lassen sich aber nur begrenzt auf den Menschen ubertragen, da murine
Leukozyten 10 bis 20 mal weniger MPO beinhalten als humane (10). Fakt ist,
dass ,von einem seltenen Gendefekt betroffene, MPO-defiziente Menschen nur
eine leicht erhohte Infektanfalligkeit zeigen und dies nur, wenn gleichzeitig
pradisponierende Faktoren wie zum Beispiel ein Diabetes mellitus vorliegen
(72, 94). Aus diesem Grund fokussiert sich die aktuelle Forschung eher auf die
extramikrobiziden Eigenschaften von MPO.
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Abbildung 4: MPO-Katalysierte Reaktionen. I: In einem 2 Elektronen-Schritt
wird H2O, durch MPO reduziert, welches hiernach als Compound-I (MPO-FelV)
vorliegt. In einem weiteren Schritt werden die Elektronen dann auf CI
libertragen, welches zu hypochloriger Séure (HOCI) oxidiert wird. II: Neben
Chlorid kénnen auch andere organische Stoffe (RH) als Elektronenakzeptoren
fungieren. Hierbei wird zunéchst ein Elektron (bertragen worauf hin MPO in
Form des Compound-Il (MPO-FelV) vorliegt. AnschlieBend wird ein weiteres
Elektron abgegeben. Durch Wasserstoffabspaltung entstehen jeweils
organische Radikale (R). Diese kénnen zum Beispiel mit NO und NOy
reagieren unter der Bildung von NO; und NO',. Ill: Ein weiterer méglicher
Elektronenakzeptor sind Tyrosinreste (Tyr). Das hierbei entstandene

Tyrosinradikal (Tyr) Reagiert mit NO,. zu Nitrotyrosin (NO,Tyr). mod. nach
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Klinke, A.: Bedeutung der Myeloperoxidase fir die Migration neutrophiler
Granulozyten (2009)

1.5.2. Extrakatalytische Eigenschaften von MPO

Ein erster indirekter Hinweis auf extrakatalytische Eigenschaften von MPO
ergab sich aus der Tatsache, dass sich die Assoziation von MPO zur Membran
von PMN durch Antikorper gegen den Oberflachenrezeptor CD11b/CD18
verhindern lie3 (60). Bis dahin war die Anreicherung von MPO entlang der
Zellmembran der PMN durch vermehrten Transport des Enzyms an die
Membran im Zuge der Sekretion interpretiert worden. Lau et al. gelang es
schlieBBlich zu zeigen, dass MPO von extrazellular an CD11b/CD18 bindet und
so wesentlichen Einfluss auf intrazellulare Signalkaskaden in den Leukozyten
hat (74). Diese spiegelten sich zum Beispiel in einer Aktivierung von
Tyrosinkinasen, MAP-Kinasen und dem Transkriptionsfaktor NFk-B wieder.
Dieses fuhrte zu Degranulation, Expression von Integrinen und Aktivierung von
NADPH Oxidase. Diese Effekte waren weitestgehend unabhangig von durch
MPO gebildeten ROS und RNS. MPO fungiert also als auto- und parakriner
Mediator von Entzindungsreaktionen. Klinke et al. demonstrierten vor Kurzem
die Fahigkeit von MPO zur Rekrutierung von PMN (65). Verantwortlich hierfur
ist die stark positive Ladung des Enzyms und die daraus resultierende,
elektrostatische Interaktion mit der anionischen Oberflache der Leukozyten. Im
selben Zuge konnte auch eine vermehrte Leukozytenrekrutierung durch MPO in
vivo gezeigt werden. Abgesehen von seiner Rolle als Produzent von reaktiven
Produkten verfugt MPO also offenbar auch Uber eine Reihe von
extrakatalytischen Eigenschaften. Besondere Bedeutung kommt dem Enzym in
der Pathophysiologie von kardiovaskularen, entzundlichen Erkrankungen zu
(73). Auf diese soll im Folgenden naher eingegangen werden.

1.5.3. MPO und Atherosclerose

Schon sehr lange wird die Bedeutung von MPO fur die Entwicklung und den
Progress von atherosclerotischen Veranderungen untersucht. Hierbei fanden
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sich deutliche Hinweise auf vermehrte MPO Aktivitat in Patienten, die an
koronarer Herzkrankheit (KHK) leiden. Ein wichtiger Schritt hierbei war der
Nachweis von Oxidationsprodukten von MPO in atherosclerotischen Plaques.
Diese fanden sich sowohl in intakten (8, 76, 123), als auch in rupturierten
Plaques (115). Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass Patienten mit erhohten
MPO-Plasmaspiegeln ein grolleres Risiko aufweisen, an einer KHK zu
erkranken (131). Diese Ergebnisse werden weiterhin dadurch gestutzt, dass
Patienten, die an einem angeborenen totalen oder subtotalen MPO-Mangel
litten, im Vergleich zu einer zufallig ausgewahlten Kohorte aus der
Normalbevolkerung mit einer geringeren Wahrscheinlichkeit an KHK erkrankten
(68). Zusatzlich erwiesen sich die MPO-Serumkonzentrationen als
unabhangiger Marker fur das Risiko von kardialen Komplikationen bei
Patienten, die sich mit pektangiosen Beschwerden (135) oder einem akutem
Koronarsyndrom (6), also einer bereits manifesten atherosclerotischen
Erkrankung vorstellten. All diese Ergebnisse identifizieren MPO also als
bedeutenden Biomarker fur die Abschatzung sowohl der Entwicklung, als auch
des komplikationsreichen Verlaufes einer KHK. Unklar bleibt aber, ob MPO
selber fur die atherosclerotischen Veranderungen verantwortlich ist, oder die
Serumkonzentrationen und oxidative Aktivitat einfach als Folge erhohter
Leukozytenaktivierung erhoht sind. Fur die funktionelle Bedeutung von MPO
sprechen die Ergebnisse der Untersuchung eines Polymorphismus im MPO-
Gen, der zu einer geringeren Expressionsrate des Enzyms fuhrt. Hier zeigte
sich, dass eine so bedingte Verminderung der MPO-Aktivitat in den betroffenen
Patienten zu einer Risikoreduktion fur die Entwicklung einer KHK fluhrte (16,
96). Es scheint also, dass MPO eine bedeutende Rolle in der Atherogenese

spielt, die unabhangig von anderen leukozytaren Mechanismen zu sein scheint.

Welches sind nun also die Mechanismen, durch die MPO die Entwicklung und
Ruptur atherosclerotischer Plaques beeinflusst?

Einer der wichtigsten und am besten erforschten Faktoren der Atherogenese ist
die Hypercholesterinamie und die daraus resultierende Ansammlung von
Lipiden in der Arterienwand (25). Hierbei kommt es zu oxidativer Veranderung
von Low Density Lipoprotein (LDL), was zu einer gesteigerten Pathogenitat
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dieses Molekuls fuhrt. Erhohte Antikorpertiter gegen diese oxidierten LDL
korrelieren mit einem erhohten Risiko fur KHK (80). Die Pathogenitat der
oxidierten LDL erklart sich zum einen durch einen zytotoxischen Effekt
derselben (51). AuBerdem werden modifizierte LDL nicht mehr vom LDL-
Rezeptor erkannt. Diese high-uptake Form der LDL erlaubt die noch starkere
Ansammlung von LDL in der GefaBwand und die Bildung von Schaumzellen,
einer charakteristischen Form von lipid-beladenen Makrophagen, die ihrerseits
eine bedeutende Rolle in der Pathologie der Atherosclerose spielen. (59, 99) In
vitro Versuche konnten die oxidative Modifikation der LDL nach Inkubation mit
HOCI zeigen (59). Es kommt zur Oxidation der Lysin-Reste in Apolipoprotein B-
100. Dieses Protein ist im Wesentlichen fur die Funktion der LDL verantwortlich.
Diese proatherogene Eigenschaft von MPO ist also auf seine Fahigkeit zur
Bildung von HOCI zurtck zu fuhren.

Aber auch andere Lipoproteine werden durch von MPO gebildete HOCI oxidativ
verandert. So wird die Funktion von High Density Lipoprotein (HDL)
gleichermalRen durch MPO gestort. Physiologischerweise haben HDL die
Aufgabe, Cholesterin aus der Peripherie zur Leber zu transportieren, wo es
dann abgebaut wird. Auch die Storung dieses Prozesses kann eine
Ansammlung von Lipiden in der GefaBwand nach sich ziehen. Atheromatose
Lasionen weisen einen erhdhten Gehalt an durch MPO oxidierten HDL auf (9,
132, 133). Gleichzeitig konnte gezeigt werden, dass die Plasmaspiegel von
oxidativ veranderten HDL in Patienten mit manifester KHK erhoht waren (97,
132). Ein Mechanismus, der die Pathogenitat der oxidierten, dysfunktionalen
HDL erklaren kann, ist die Stoérung des ATP-binding Casette Transporters A1
(ABCA-1) (9, 133). Dieser aktive Transporter interagiert mit Apolipoprotein A-1
und fordert daraufhin die Abgabe von Lipiden aus den Zellen (91). Ist dieser
Mechanismus durch Modifikation der HDL gestort, kommt es konsekutiv zu
Anreicherung von Lipiden in den Zellen.

Abgesehen von der Lipidstoffwechselstorung ist die endotheliale Dysfunktion
eine der fruhesten Veranderung der Atherogenese (25). Dem Endothel kommt
eine Reihe komplexer Aufgaben zu, nachdem es die einzige Schicht der
GefalRwand ist, die in direktem Kontakt zum Blut steht. Als solche stellt es eine
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Barriere sowohl fur 1dsliche, als auch korpuskulare Bestandteile des Blutes dar,
deren Transport es kontrolliert. Weitere Funktionen des Endothels sind
Angiogenese und die Modulation der Blutgerinnung. Von besonderer
Bedeutung ist allerdings auch die Regulation des Gefaldtonus durch die
Endothelzellen. Dies setzt eine einwandfreie Kommunikation zwischen den
Endothelzellen der Intima und den glatten Muskelzellen der Lamina media
voraus, welche durch Kontraktion den Gefal3tonus beeinflussen. Als Botenstoff
fungiert hier neben Endothelin, Angiotensin und Prostacyclin auch das bioaktive
Radikal Stickstoffmonoxid (NO) (44). NO wird in den Endothelzellen durch die
intrazellulare NO-Synthase aus Arginin gebildet und diffundiert daraufhin zu den
glatten Muskelzellen, wo es seine tonusmindernde Wirkung durch Aktivierung
der Guanylatzyklase entfaltet (65). Dabei hat es eine Halbwertszeit von nur
etwa 5-20 Sekunden. Neben seinen vasodilatativen Eigenschaften wird NO
auch noch eine antiinflammatorische Wirkung zugesprochen. Kommt es nun zu
einem verminderten Angebot von NO, ist die Entwicklung einer endothelialen
Dysfunktion die Folge (30, 45). Es konnte gezeigt werden, dass NO auch ein
mogliches Substrat von MPO ist (1). Von besonderer Bedeutung fur die
Fahigkeit von MPO, das NO-Signalling empfindlich zu storen, ist aber vor allem
anderen die anatomische Lokalisation des Enzyms in der Gefaldwand. Baldus
et al. konnten zeigen, dass sich MPO nach apikal zu basaler Transzytose durch
die Endothelzellen im subendothelialen Bereich anreichert (5). Hier bindet es
sich an Proteine der extrazellularen Matrix und bleibt auch in Abwesenheit
neutrophiler Granulozyten aktiv. Von den Endothelzellen gebildetes NO wird
also auf dem Weg zu den glatten Muskelzellen der Media abgefangen und kann
seine Wirkung nicht mehr entfalten. Neben dem Konsum von NO stért MPO
weiterhin auch die Bildung von NO in den Endothelien. Hierfur ist erneut das
Reaktionsprodukt von MPO, HOCI, verantwortlich. In vitro Studien konnten eine
Hemmung der endothelialen NO-Synthase (eNOS) durch HOCI nachweisen
(134). Weiterhin wird die NO-Synthese durch oxidative Modifikation der
Substrate der eNOS gestort. Dies konnte sowohl fur L-Arginin, welches als
Stikstoffdonor fungiert, als auch fur das Kosubstrat NADPH gezeigt werden (26,
128). Diese Erkenntnisse zusammengenommen ist es wenig verwunderlich,

dass MPO in einer Vielzahl von Studien als Ausloser endothelialer Dysfunktion
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identifiziert wurde. Zum einen konnte in ex vivo Tierexperimenten die Hemmung
der Relaxation von Aortensegmenten nach Stimulation mit Acetyl-Cholin
gezeigt werden (22, 129). Aul3erdem stellte sich in einer klinischen Studie, bei
der der Blutfluss der Brachialarterie gemessen wurde, der MPO Serumspiegel
als unabhangiger Prediktor fur endotheliale Dysfunktion heraus (123).
Erkenntnisse, die unabhangig bestatigt und zuletzt noch um den Nachweis
eines nachteiligen Effektes auf den epikardialen, mikrovaskularen und
extramyokardialen Blutfluss im GrofRtiermodell erweitert werden konnten (104).
Neben einem gestorten NO-Signalling konnten neue Studien auch eine
vermehrte Expression des Endothelinrezeptors nach Inkubation mit MPO oder
HOCI in kultivierten Endothelzellen und glatten Muskelzellen zeigen (75).
AnschlieRende ex vivo Organbadexperimente zeigten auch hier eine erhohte
Gefalikontraktilitat. Die Bedeutung von MPO als kritischer Storfaktor der
endothelvermittelten, vaskularen Funktion konnte also sowohl in vitro, als auch
in vivo bestatigt werden. Neben der gestorten Vasomotorik sei an dieser Stelle
noch einmal auf die inflammatorischen Veranderungen des Endothels durch
MPO bedingten NO-Mangel hingewiesen, die im weiteren Verlauf naher
besprochen werden.

Die meisten Komplikationen der Atherosclerose, wie zum Beispiel ein akutes
Koronarsyndrom, sind Folge der Ruptur eines, durch verschiedene
Veranderungen instabil gewordenen, atherosclerotischen Plaques und die
darauf folgende intravasale Thrombusbildung (27). Diese rupturgefahrdeten
Plaques zeichnen sich besonders durch eine grof3e Anzahl von Makrophagen
aus. Sie sind reich an Matrixmetalloproteinasen und prothrombotischem
Material (18), und besitzen einen nekrotischen, lipidreichen Kern, der von einer
duinnen Schicht Endothelzellen bedeckt ist. Wird diese Schicht durch weiteres
Absterben von Zellen zu schwach, kommt es zur Ruptur (28). Aul3erdem zeigte
die Untersuchung von atherosclerotischen Plaques von Patienten, die an einem
akuten Myokardinfarkt gestorben waren, eine vermehrte Invasion von
neutrophilen Granulozyten im Vergleich zu Patienten, die eine nicht kardial
bedingte Todesursache aufwiesen (89). Dies und die bereits oben erwahnten
Studien, die MPO Plasmaspiegel als Pradiktor fur Kardiovaskulare
Komplikationen identifizieren (6, 135), legen nahe, dass MPO auch in diesem
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Prozess eine Rolle zukommt. Zum einen Iasst sich diese durch die von MPO
verursachte Storung des NO-Signallings erklaren. Neben den Effekten auf die
Vasomotorik, bt NO physiologischerweise auch antiinflammatorische und
antithrombotische Effekte aus. Diese werden zum Beispiel durch die Inhibition
der Leukozytenadhaision und Steuerung der Plattchenadhaision und -
aggregation vermittelt. Zusatzlich unterdrickt NO die Expression von
Plasminogen-activator-inhibitor-1 (PAI-1), einem prothrombotischen Protein
(70). Aber auch andere inflammatorische Veranderungen durch MPO kdnnten
zur Ruptur des Plaques beitragen. Es konnte weiterhin gezeigt werden, dass
Exposition von Endothelzellen gegeniber HOCI in vitro zu Apoptose und
Expression von Tissue-Faktor fuhrte (114).

Auch die extrazellulare Matrix des Thrombus unterliegt Veranderungen durch
MPO. Durch Aktivierung von MMPs tragt MPO zur Destabilisierung des Plaques
bei. Diese Enzymgruppe hat erheblichen Einfluss auf die Zusammensetzung
der ECM. So wird zum Beispiel MMP-7 durch oxidative Veranderung durch
HOCI Uber den sogenannten "Cystein-Switch" aktiviert (33). Diese Erkenntnisse
verdeutlichen, dass MPO sowohl die zellulare Zusammensetzung des
atherosclerotischen Plaques, als auch seinen Phanotyp hinsichtlich ECM
Produktion und inflammatorischer Konfiguration mafigeblich beeinflusst.

Schlussendlich  erstreckt sich die Bedeutung von MPO bis zum
postischamischen, ventrikularen Remodelling. Eine in vivo Studie mit MPO-
Knockout Mausen zeigte eine geringere Leukozyteninfiltration und veringerte
Dilatation des linken Ventrikels, sowie eine bessere ventrikulare Pumpfunktion
und verzogerte Myokardruptur in den MPO-defizienten Mausen (4). Als
Ursachen hierfur werden eine verminderte Einwanderung von Leukozyten in
das Infarktgebiet sowie eine Modulation des PAI-1 Signallings durch MPO
diskutiert. Diese Ergebnisse konnten unabhangig bestatigt werden (121).
Neueste Studien stellten nun einen Zusammenhang zwischen MPO und der
Transdifferenzierung von Myocardialen Fibroblasten her (87). In einem
Mausmodell fanden sich 7 Tage nach einem Ischamie-Reperfusionsschaden
signifikant weniger Myofibroblasten im Infarkt- und Periinfarktareal der MPO-
Knockout Mause als im Wildtyp. In-vitro Studien fuhrten diesen Effekt auf ein
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verandertes MAP-Kinase Signalling zuruck. Auch eine vermehrte Produktion
von Collagen wurde fur die Kardiomyocyten gezeigt.

1.5.4. MPO und Vorhofflimmern

Neuere Studien haben gezeigt, dass MPO eine bedeutende Rolle in der
Pathophysiologie des Vorhofflimmerns spielt (32). Rudolph et al. haben diese
sowohl in Tierexperimenten, als auch in klinischen Studien untersucht (105).
Zum einen wurde das Auftreten von Vorhofflimmern in Patienten beobachtet,
die einen neuen Zwei-Kammer-Schrittmacher erhalten hatten, der eine
kontinuierliche Uberwachung des Vorhofrhythmus erméglichte. Patienten, die
ein Vorhofflimmern entwickelten, zeigten erhohte MPO Plasmaspiegel. Diese
Beobachtung ist konkordant mit den Ergebnissen der histologischen
Untersuchung von Vorhofgewebe von Patienten, die sich einer koronaren
Bypassoperation unterzogen. Hier zeigte sich ein hoherer Gehalt an MPO und
seinen Oxidationsprodukten in Patienten, die gleichzeitig an Vorhofflimmern
litten. Um zu zeigen, dass MPO hier von funktioneller Bedeutung ist, fuhrten
Rudolph et al. Versuche mit MPO-knockout Mausen durch. Diese waren im
Vergleich zum Wildtyp vor der Entwicklung eines Vorhoffimmerns nach
Provokation mit Angiotensin deutlich geschutzt. Dieser Effekt lies sich durch
intravendse Applikation von MPO umkehren, was deutlich macht, dass MPO
ein wichtiger unabhangiger Mediator arhythmogener Veranderungen ist.

Ein Bedeutender Mechanismus in der Pathologie des Vorhofflimmerns ist die
Vorhoffibrose (57). Fibrotische Areale im Vorhofmyokard storen die elektrische
Reizweiterleitung und entfalten so ihr arhythmogenes Potential (12, 90). Die
oben genannte Studie von Rudolph et al. zeigte, dass MPO zu einer
vermehrten Vorhoffibrose in Mausen fuhrte (105). Wichtige Ursachen fur die
atriale Fibrose sind zum Beispiel eine vermehrte Ausschuttung von TGF-§ (122)
und eine gestorte MMP Aktivierung (15). Aus in vitro Experimenten ist bekannt,
dass MMP durch oxidative Veranderung durch MPO aktiviert werden konnen
(33). Gleichzeitig zeigte sich, dass das HOCI durch Oxidierung verschiedener
Aminosaurenreste im katalytischen Zentrum die proteolytische Aktivitat von

MMPs auch mindern kann (34). Die Versuche mit MPO-Konockoutmausen
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zeigten auch erstmals die vermehrte Aktivierung von MMP-2 und MMP-9 durch
MPO in vivo (105). Die Aktivitat der MMPs wird durch die sogenannten Tissue
Inhibitors of Metalloproteinases (TIMs) regulatorisch inhibiert. Es ist bekannt,
dass diese durch MPO inaktiviert werden konnen (124). Vor kurzem wurde
gezeigt, dass MPO-generierte Oxidantien Einfluss auf die Aktivierung
intrazellularer MAP-Kinase-Kaskaden haben (71, 75). Eine Stimulation dieses
Pathways fuhrt zu einer vermehrten Freisetzung von MMPs (111, 112). Eine
gestorte Aktivitat der MMPs scheint also eine wesentliche Rolle in der MPO-
vermittelten Vorhoffibrose zu spielen. Auch andere Inhibitoren von proteolytisch
aktiven Enzymen, wie zum Beispiel a1-Antitrypsin, werden durch oxidative
Manipulation in ihrer Aktivitat geschwacht (19). Schliellich spielt auch die
Fahigkeit von MPO, Leukozyten zu rekrutieren und diese zu aktivieren (65, 74,
77), eine bedeutende Rolle fur die Initiation und Perpetuierung der entzundlich
bedingten Fibrose des Myokards.

Neben dem Umbau der ECM des Vorhofmyokards werden auch andere
Mechanismen von MPO diskutiert, die zu einem erhohten Risiko fur das
Auftreten von Vorhofflimmern fihren kdnnen. So zeigten Gewebeproben von
Patienten mit Vorhoffimmern einen erhohten Gehalt an oxidativ veranderter
myofibrillarer Creatinkinase (MM-CK) (86). MPO mag also auch einen
storenden Einfluss auf die Kontraktilitat der Kardiomyocyten haben.

3. Materialien und Methoden

3.1. Materialien

3.1.1. Reagenzien und Arzneistoffe

Bezeichnung Hersteller

Alexa Fluor 488 Phalloidin Invitrogen (Karlsruhe, D)
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Bovines Serumalbumin (BSA) Gibco, (Karlsruhe, D)
Dako Fluorescent Mounting Medium Dako, (Glostrup, DK)

DAPI Sigma, (Deisenhofen, D)
Formaldehyd Tousimis (Rockville, MD, USA)
Humanes Serumalbumin Sigma

Hypochlorige Saure Roth, (Karlsruhe, D)

Milch Gibco

Myeloperoxidase (MPO), human Planta Natural Products (Wien, A)
PBS Gibco

PhosphoSTOP Roche, (Mannheim, D)
Ponceaurot Sigma

Protease-Inhibitor Complete Roche

Rekombinante Myeloperoxidase Q91T |generiert von Prof. Dr. Paul-Georg
(Mut MPO) Furtmoller, Universitat fur Bodenkultur
Wien, A

Super Signal west Femto Stable|Pierce, (Rockford, IL, USA)

Peroxide Buffer, Super Signal West

Femto Luminol Enhancer Solution

Thiazolyl Blau Tetrazolium Bromid Sigma
Triton X-100 Sigma
Trizma Sigma
Trypsin-EDTA Sigma
Tween Sigma
Wasserstoffperoxyd Roth

Ziegenserum Sigma

3.1.2. Antikorper

Primarantikorper Spezifitat Spezies des | Hersteller
Spendertiers
CD40 polyclonal Kaninchen Santa Cruz
Biotechnology, Inc
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Fibronectin (FBN11 monoclonal |Maus Thermo Scientific

Fibronectin (FN3E2) monoclonal |Maus Abcam

Glycerinaldehyd-3- monoclonal |Kaninchen Cell Signalling

phosphat-Dehydrogenase

(GAPDH)

MPO polyclonal Kaninchen Calbiochem

Phospho-p38 MAP- | polyclonal Kaninchen Cell Signaling

Kinase

TGF-p (TGFB1) polyclonal Kaninchen Lifespan Biosciences

Sekundarantikorper Konjugat Spezies des | Hersteller

Spendertiers

Alexa Fluor 488, anti rabbit | Alexa Fluor 488 Ziege Invitrogen

Alexa Fluor 594, anti|Alexa Fluor 594 Ziege Invitrogen

mouse

lgG, anti Mouse Meerrettich- Pferd VectorLabs
Peroxidase

lgG, anti Rabbit Meerrettich- Ziege VectorLabs
Peroxidase

3.1.3. Puffer und Losungen

Bezeichnung

Zusammensetzung

Blottingpuffer

14,4 g Glycin, 3,03 g Tris-HCI in 800 ml Wasser,
200 ml Methanol

Homogenisierungs-Puffer

121mg Tris-HCI, 4,28g Saccharose, 57 mg EGTA,
292 mg EDTA ad 50 ml Aqua bidest., pH 7,5

Homogenisierungs-Losung

1 Tablette Protease-Inhibitor, 1 Tablette PhosStop,
100 pl SDS ad 10 ml Homogenisierungs-Puffer

SDS-Probenpuffer

10% Gilycerol, 2,3% SDS, 0,05% Bromphenolblau
in 60 mM Tris-HCI
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3.1.4. Zellkulturmaterialien

Bezeichnung

Hersteller

Ratten aortale glatte Muskelzellen

Lonza (Basel, CH)

(RASMCs)

Dubelcos Modified Eagle Medium |Gibco (Karlsruhe, D)

(DMEM)

Fetales bovines Serum (FBS) Gibco

HBSS Gibco

PBS Gibco

Kulturmedium DMEM + 20% FBS +
Penicillin/Streptomycin

Versuchsmedium DMEM + 5% FBS +

3.1.5. Reaktionskits

Penicillin/Streptomycin

Bezeichnung Hersteller

Pierce BCA-Protein Assay Kit |Pierce, Thermo Scientific (Rockford, IL, USA)

Pierce

Sircol Soluble Collagen Assay |Biocolor (Carrickfergus, Nordirland)

3.1.6. Gerate und Software

Bezeichnung

Firma

Fluoreszenzmikroskop, DMLB

Leica

(Solms, D)

Fluorometer, Twinkle LB 970

Berthold (Bad Wildbad, D)

Imaged (Vers 10.2)

Wayne Rasband (Open Source)

Prism GraphPad (Vers 6.1)

GraphpadSoftware, Inc
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3.2. Kultivierung von rattenaortalen glatten Muskelzellen (RASMCs)

Jegliche Behandlung der glatten Muskelzellen erfolgte unter den sterilen
Bedingungen einer Laminar-Flow Bank nach Angaben des Herstellers. Als
primares Kulturbehaltnis wurden T75-Zellkulturflaschen verwendet. Diese
wurden mit 15 ml des Kulturmediums beschickt und dann zur Equilibration des
CO,-Gehalts und der Temperatur fur 30 min im Brutschrank belassen. Die
RASMCs wurden direkt vom Hersteller Lonza in kryokonservierter Form
erworben und bis zur Aussaht in flissigem Stickstoff gelagert. Zur Aussaht
wurde die Ampulle mit 0,5 ml der Zellsuspension in einer Konzentration von
=>1.000.000 Zellen pro ml bei 37°C vorsichtig aufgetaut und die Suspension
anschlielend in die Kulturflasche uberfuhrt. Durch sanftes schwenken wurde
eine gleichmaliige Verteilung gewahrleistet. AnschlieBend wurde die
Kulturflasche fur 24 h im Brutschrank belassen, um eine sichere Adharenz der
Zellen vor dem ersten Mediumwechsel zu ermoglichen. Im Verlauf wurden die
Zellen bei taglicher, lichtmikroskopischer Kontrolle der Konfluenz unter 2-
tagigen Mediumwechsel kultiviert. Bei Erreichen einer Konfluenz von >90%
wurden die Zellen in ein entsprechendes neues Kulturbehaltnis (T75-Flasche,
6-Well Platte, Chamberslide) passagiert oder kryokonserviert. Vor der
Passagierung wurden die Zellen mit 10 ml PBS gewaschen und anschliel3end
mit 2 ml Trypsin EDTA-LG6sung uberschichtet. Das Ablosen der Zellen vom
Boden des Kulturgefaldes wurde lichtmikroskopisch Uberwacht. Anschliel3end
wurde die Trypsinierung durch Zugabe von warmem Kulturmedium gestoppt
und die Suspension in ein 50 ml Falcon-Tube uberfuhrt. Nach 3 minutigem
Zentrifugieren bei Raumtemperatur und 1000 rpm wurde anschlieBend der
Uberstand verworfen und das Zellpellet in 8 ml Kulturmedium resuspendiert.
Dann wurde die Suspension in der bendtigten Verdinnung zwischen 1:3 und
1:8 auf die entsprechenden Kulturbehaltnisse verteilt. Ein erster
Mediumwechsel erfolgte wiederum nach 24 h.
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Zur Kryokonservierung wurde das Zellpellet nach der Zentrifugation in 1 ml
Gefriermedium suspendiert und in ein Kryotube Uberfuhrt, welches zunachst fur
24 h bei -80°C und anschlieRend in flussigem Stickstoff konserviert wurde.

3.3. Bestimmung der p38 MAP-Kinase Aktivierung in glatten Muskelzellen

Grundsatzlich bestanden die durchgefluhrten Experimente aus einer Exposition
der RASMCs gegenuber dem MPO-System beziehungsweise verschiedenen
Kontrollen und anschlieBender Inkubation unter Kulturbedingungen fur
verschieden lange Zeitraume. Da die Rattenzellen mit humaner MPO behandelt
wurden, wurden zur Kontrolle RASMCs mit der entsprechenden Konzentration
eines anderen humanen Proteins, namlich humanem Serumalbumin (HSA),

behandelt, um immunologische Effekte auszuschliel3en.

Um zu untersuchen in welchem Male die phosphorylierte, aktive Form der p38-
MAP-Kinase in den Zellen vorlag, wurden RASMCs der Passage 2 bis 9 in 6-
Well Platten bis zu einer Konfluenz von =90% kultiviert. Da das im
Kulturmedium in hohem Malde (20%) enthaltene FBS die Eigenschaft hat, freie
Radikale und andere reaktive Moleklle zu neutralisieren (scavengern) und
diese bei den untersuchten Mechanismen eine bedeutende Rolle spielen,
wurden die Inkubationen nicht in normalem Kulturmedium durchgefuhrt,
sondern in einem jeweils frisch angesetzten Versuchsmedium, welches nur 5%
FBS enthielt. Zuvor durchgefuhrte Experimente zeigten keinen relevanten
Einfluss dieser Reduktion der Wachstumsfaktoren auf die
Stresskinasenaktivierung der RASMCs. Vor Beginn des Experimentes wurde
das Versuchsmedium unter sterilen Bedingungen frisch angesetzt und fur 30
min in einer T25-Flasche =zur Equilibration im Brutschrank belassen,
anschlielend mit dem Versuchsmedium versetzt und wiederum fur 30 Minuten

im Inkubator belassen. Danach erfolgte die Behandlung der Zellen wie folgt:

MPO 1ug/ml + H,O2 20 uM
MPO 20 pg/ml + H,O, 80 uM
MPO 20 pg/ml
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HOCI 20 uM
HzOz 80 |JM
HSA 20 pug/ml

Es wurde strikt darauf geachtet, dass die Zugabe von H>O, erst nach
Versetzung der Zellen mit MPO erfolgte. Jegliche mechanische Irritation der
Zellen wurde wenn moglich bei zugigem Arbeiten vermieden. Nach 15
mindtiger Inkubation wurde der Uberstand verworfen und die 6-Well Platten auf
flussigem Stickstoff schockgefroren. Die am Boden der Wells fixierten Zellen
wurden anschlieBend auf Eis gekuhlt unter Zuhilfenahme eines Zellschabers in
Homogenisierungslosung mit 0,1% SDS als Detergenz aufgelost und in
Eppendorf Reaktionsgefale Uberfuhrt. Nach 10 Minuten unter wiederholtem
Vortexen wurden die Gefale bei 4°C und 12.000 rpm fur 15 min zentrifugiert.
Das Pellet aus Membranbestandteilen wurde verworfen und der Uberstand zum
Teil im Verhaltnis 1:3 mit Laemmli-Puffer (10% Glycerol, 2,3% SDS,
0,05%Bromphenolblau in 60 mM Tris-HCI) versetzt und fur den anschlieRenden
Westernblot bei -20°C gelagert oder direkt dem anschlieRenden BCA-Assay
zugefuhrt.

Die Auftrennung der Proteine des Zellhomogenates erfolgte durch
Gelelektrophorese. Zunachst wurden die Proben in Laemmli-Puffer fir 5 min bei
95°C inkubiert, um eine vollstandige Denaturierung der Proteine zu
gewahrleisten. Dann wurden sie auf ein 10%iges Polyacrylamid Gel
aufgetragen. Hierbei wurde jede Tasche des Gels so beschickt, dass sie die
selbe Proteingesamtkonzentration enthielt. Nach Auftrennung der Proteine
wurden diese durch Blotting (Blottingpuffer: 14,4 g Glycin, 3,03 g Tris-HCI in
800 ml Wasser, 200 ml Methanol, 200 mA Stromstarke) auf eine
Nitrozellulosemembran Ubertragen. Nach einmaligem Waschen der Membran in
TBST-Puffer, wurden die unspezifischen Bindungsstellen fur 2 mal 30 min mit
einer Losung aus 5% bovinem Serumalbumin (BSA) in TBST-Puffer geblockt.
Anschlielend erfolgte die Inkubation der Mebran mit dem Primarantikorper
gegen Phospho-p38 MAP-Kinase (polyklonal, 1:1000, Cell Signaling) in 5%-
BSA-TBST-Puffer bei 4°C Uber Nacht. Nach mehrmaligem Waschen in TBST-
Puffer erfolgte dann die Inkubation mit dem Meerrettichperoxidase-gebundenen
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Sekundarantikorper (1:10.000, Vectorlabs), wiederum in 5%-BSA-TBST fur 60
min. Durch Zugabe eines Substrates (Super Signal West Femto Stable
Peroxide Buffer, Super Signal West Femto Luminol Enhancer Solution,
Pierce) reagierte die Peroxidase unter Lumineszenzentwicklung. Diese
wurde auf einem Film aufgezeichnet und diente spater zur Quantifizierung
der Ergebnisse. Nach anschlielendem Strippen der Membran und Blocken
der unspezifischen Bindungsstellen wie oben beschrieben, wurde die
Membran dann zur abschlieBenden Ladekontrolle mit einem
Primarantikorper gegen Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
(GAPDH) (monoklonal, 1:5000, Cell Signaling) inkubiert und nach dem oben
genannten Schema weiter behandelt.

Die densiometrische Auswertung der Lumineszenzbanden erfolgte mittels
Imaged Software. Zur Verbesserung der Validitat wurden alle Versuche in
doppeltem Ansatz durchgefuhrt und ein Mittelwert errechnet. Die Daten werden
als Foldchange im Verhaltnis zur Kontrolle HSA mit dem Wert 100 %
prasentiert.

3.4. Bestimmung der Gesamtproteinkonzentration in Zellhomogenaten

Zur Bestimmung der Gesamtproteinkonzentration in den Homogenaten wurde
ein BCA Assay (Pierce) nach Angaben des Herstellers durchgefihrt. Hierbei
wurden 10 pl des Zelllysates in die Kavitaten einer 96-Well Mikrotiterplatte
eingebracht. Desweiteren wurden als Standart LOsungen mit BSA in
Konzentrationen von 0-2.000 pg/ml pipettiert. Alle Ansatze wurden doppelt
gemessen. Alle Wells wurden mit dem frisch zubereiteten Reaktionsgemisch
aus alkalischer, Tartrat-haltiger Bicinchoninsaure- und Kupfersulfat-Losung
versetzt und anschlieRend abgedeckt und bei 37°C fir 30 min inkubiert.
Durch die ablaufende Biuret-Reaktion bildete sich nun ein blaulicher
Chelatkomplex aus Bicinchoninsdure und Cu’. AnschlieBend wurde die
Absorbtion der Ansatze bei 570 nm bestimmt und mit Hilfe des pipettierten
Standarts eine Eichkurve erstellt. Anhand der Kurvengleichung wurden nun

die Proteinkonzentrationen der Proben errechnet.
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3.1. Darstellung von MPO in RASMCs

Um die Aufnahme und Verteilung von MPO in glatten Muskelzellen
darzustellen, wurde diese mithilfe von Immunfluoreszenzhistochemie
dargestellt. Hierzu wurden RASMCs der Passage 2-9 bis zu einer Konfluenz
von =90% auf einem 8-Well Chamberslide kultiviert. Das Versuchsmedium
wurde wie oben beschrieben vorbereitet. Nach 30 minutiger Inkubation im
Versuchsmedium wurden die Zellen anschlieBend mit dem MPO-System
bestehend aus MPO (20 ug/ml) und H20, (80 uM) far 14 h inkubiert. Nach der
Inkubation wurde der Uberstand verworfen und die Zellen auf den Slides fiir 15
min in 3,7% Formaldehyd fixiert. Nach mehrmaligem Waschen in PBS wurden
die Zellen dann zur Permeabilisierung fiir 20 min bei Raumtemperatur mit 0,1%
Triton X 100 in PBS inkubiert. Unspezifische Bindungsstellen wurden durch
1 stindige Inkubation mit 10% Ziegenserum in 0,1% Triton X 100 in PBS
geblockt. Es folgte die Inkubation mit dem Primarantikorper gegen MPO
(polyklonal, 1:250, Calbiochem) in 10% Ziegenserum in 0,1% Triton X 100 in
PBS fur 1 Stunde bei Raumtemperatur. Als Negativkontrolle wurde die
Behandlung mit dem Erstantikorper in einem der Wells unterlassen.
Anschlielend wurden die Slides erneut mehrmals mit PBS gewaschen. Nun
erfolgte die Behandlung der Zellen mit dem Sekundarantikorper gegen
Kaninchen IgG Alexa 488 (1:100) in 10% Ziegenserum in 0,1% Triton X
100/PBS in Dunkelheit fur 1 h, ebenfalls bei Raumtemperatur. Im Folgenden
wurde bei allen Arbeitschritten darauf geachtet, die Slides vor Licht zu
schutzen. Nach zweimaligen Waschen in PBS, wurden die Nuclei durch die
15 mindtige Inkubation mit DAPI (1 pg/ml) angefarbt. Nach abschlieliendem
erneuten waschen in PBS wurden die Zellen dann in Dako Fluoreszens-
Medium eingebettet und abgedeckt. Die Lagerung erfolgte unter
Lichtverschluss bei 4°C. Die Auswertung erfolgte mit einem Leica-

Fluerszenszmikroskop und der Software I-Vision.
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3.2. Bestimmung der Transforming Growth Factor Beta 1 (TGF-3)
Produktion in RASMCs

Um die Bildung des Wachstumsfaktors TGF-§ in den glatten Muskelzellen zu
bestimmen, wurden RASMCs der Passage 2-9 in 6-Well Platten bis zu einer
Konfluenz von =90% kultiviert. Das Versuchsmedium wurde wie oben
beschrieben vorbereitet. Die Zellen wurden fir 30 min mit dem

Versuchsmedium inkubiert und dann wie folgt behandelt:

MPO 1 pug/ml + H,O, 20 uM

MPO 10 pg/ml + H,O, 60 uM

MPO 20 pg/ml + H,O, 80 uM

MPO 20 ug/ml

rekombinante katalytisch inaktive MPO 20 ug/ml + H,O, 80 uM
HOCI 20 uM

H,O, 80 uM

HSA 20 pg/ml

Wie oben erwahnt erfolgte die Wasserstoffperoxidapplikation erst nachdem
die Zellen mit MPO behandelt wurden. Nach 14 h Inkubationszeit, wurde der
Uberstand verworfen und die Zellen auf Eis gekihlt mithilfe eines
Zellschabers in Homogenisierungslosung aufgeldst. Nach mehrmaligem
Vortexen wurde das Lysat fur 15 min bei 12.000 rpm und 4°C zentrifugiert,
das Pellet verworfen und der Uberstand wie oben beschrieben fir
Westernblot und BCA-Assay aufbereitet. Die Gelektrophorese und
Westernblot erfolgten nach dem selben Protokoll, wie oben beschrieben.
Unspezifische Bindungsstellen wurden mit einer Losung aus 5%-Milch in
TBST geblockt. Als Primarantikdrper diente ein Antikérper gegen TGF-p1
(polyklonal, 1:1.000, LifeSpan BioSciences), der wiederum, wie auch der
meerettichperoxidaskonjugierte Sekundarantikorper (1:10.000, Vectorlabs),
in 5%-Milch in TBST gelost appliziert wurde. Die Ladekontrolle erfolgte wie

oben geschrieben durch Detektion von GAPDH, die Auswertung mittels
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Imaged. Zur Verbesserung der Validitdt wurden alle Versuche in doppeltem

Ansatz durchgefuhrt und ein Mittelwert errechnet.

3.3. Darstellung von TGF-8 1 in RASMCs mittels

Immunfluoreszenzhistologie

Die Darstellung von TGF-§ erfolgte in Zellen der Passage 2-9, die zuvor auf
einem 8-Well Chamberslide bis zu einer Konfluenz von =90% kultiviert wurden.
Es erfolgte die Exposition gegenuber HSA und dem MPO-Reaktionssystem wie
oben beschrieben. Nach 14-stiindiger Inkubation wurde der Uberstand
verworfen und die Zellen in 3,7% Formaldehyd fixiert und fur die
Immunhistochemie wie oben genannt behandelt. Als Primarantikorper diente
ein Antikorper gegen TGFp1 (polyklonal, 1:50, LifeSpan BioSciences). Als
Sekundarantikdrper diente Alexa 488 anti Kaninchen IgG (1:100). Die

Aufnahmen wurden wiederum mit dem Leica Fluoreszenzmikroskop angefertigt.

3.4. Bestimmung der CD40 Expression in RASMCs

Die Expression von CD40 wurde analog zu dem oben beschrieben Protokoll
durch Gelelektrophorese und Westernblotting untersucht. Die Membranen
wurden mit 5%-Milch in TBST geblockt. Als Primarantikorper diente ein anti-CD-
40 (polyklonal, 1:1000, Santa Cruz Biotechnology, Inc) Antikorper, als
Sekundarantikorper kam erneut der Meerrettichperoxidase-konjugierte anti-
rabbit IgG (1:10.000, Vectorlabs) zum Einsatz.

3.5. Darstellung von CD-40 in RASMCs
Die Darstellung von CD-40 auf RASMCs mitttels Immunfluoreszenz erfolgte
nach dem oben beschriebenen Protokoll. Als Primarantikorper diente anti-CD-

40 (polyklonal, 1:50, SantaCruzBiotechnology, Inc), als Sekundarantikorper
erneut Alexa 488 anti Kaninchen 1gG (1:100, Invitrogen).
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3.6. Wiederholte Gabe von hypochloriger Saure (HOCI)

Um den Effekt einer wiederholten Applikation von HOCI auf die Zellen zu
untersuchen wurden RASMCs der Passage 2-9 bei 90% Konfluenz fur 14 h in
6-Well Platten in Versuchsmedium Inkubiert. Nun erfolgte Applikation von 20
MM HOCI je nach Ansatz alle 6, 4 oder 3 Stunden. Anschliel3end erfolgte die
Ernte, Aufbereitung und Bestimmung der TGF-f3 Expression wie oben genannt.

3.7. Analyse der Zellproliferation mittels MTT Assay

FUr die Proliferationsanalyse wurden RASMCs der Passagen 4-6 in einer 6-
Well Platte bis zu einer Konfluenz von ca 60% Kaultiviert. Die Zellen wurden
vorsichtigg mit PBS gewaschen wund anschlieBend fur 24 h in
wachstumsfaktorfreiem Medium inkubiert um die Zellzyklen zu synchronisieren.
Das Versuchsmedium wurde wie oben beschrieben vorbereitet und die Zellen
anschliel3end in dem Versuchsmedium wie folgt behandelt:

HSA 20 pg/ml

MPO 1 pg/ml + H,O2 20 uM
MPO 10 pg/ml + H,0, 60 uM
MPO 20 pg/ml + H,O, 80 uM

Nach der Exposition wurden die Zellen erneut fur 24 h inkubiert. Anschliel3end
wurde der Uberstand verworfen und die Zellen fir weitere 4 h in einem Medium
mit 12 mM MTT-L6sung (5 mg Thiazolyl Blau Tetrazolium Bromid (Sigma) in 1
ml PBS) inkubiert. In den vitalen Zellen wurde nun in einer NADH abhangigen
Reaktion das Produkt MTT Formazan produziert, welches auf Grund seiner
dunkelblauen Farbe spater fur photometrische Messung genutzt wurde. Nach
Ablauf der Zeit wurde der Uberstand erneut verworfen und die Zellen in 10%
SDS in 10 mM HCI durch wiederholtes Pipettieren lysiert. Die Behandlung mit
Salzsaure bewirkte einen Farbumschlag des Phenolrot des Mediums, was eine
storungsfreie Photometrie ermdglichte. Die Lysate wurden in die Kavitaten einer
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96-Well Mikrotiterplatte uberfihrt und aus denen im Folgenden die

Lichtabsorbtion bei 570 nm gemessen wurde.

3.8. Bestimmung von Fibronectin mittels Inmunoblotting

Die Bestimmung der Fibronectinproduktion in den RASMCs wurde analog zum
oben beschriebenen Protokoll fur TGF- durchgefuhrt. Zellen wurden fur 14 h
entweder mit HSA (20 pg/ml) oder dem MPO-Reaktionssystem MPO (20 pg/ml)
+ H2O2 (80 pM) inkubiert. Nach Blocken der Nitrocellulosemembran mit 5%
BSA in TBST, wurde als Primarantikorper ein Antikorper gegen Fibronectin
(FN3E2) (monoclonal, 1:100, Abcam) verwendet. Als Sekundarantikorper diente
anti-mouse 1gG (1:10.000, Vectorlabs).

3.9. Darstellung von Fibronectin mittels Imnmunflureszenzhistologie

Fir die Darstellung der Bestandteile der extrazellularen Matrix erfolgte die
Kultivierung der RASMCs auf 8-Well Chamberslides. 24 h nach Passage wurde
die Exposition wie gehabt in Versuchsmedium gegenulber folgenden Agenzien
durchgefuhrt:

HSA 20 pg/ml
MPO 20 pg/ml + H,O, 80 uM

Nach Exposition erfolgte eine weitere Kultivierung fur 62 h in Versuchsmedium.
Nach 48 h wurde das Versuchsmedium gewechselt. Nach Inkubation wurden
die Uberstande fur weitere Analysen auf -80°C konserviert und die Zellen wie
oben beschrieben fur Immunhistochemie aufbereitet. Zusatzlich wurde eine
Farbung mithilfe von Alexa Fluor 488 Phalloidin in 10% Ziegenserum in 0,1%
Triton X 100 in PBS durchgefuhrt. Als Primarantikérper wurde ein Antikorper
gegen Fibronektin-1  (monoklonal, 1:50, Thermo Scientific), als
Sekundarantikorper Alexa Fluor 594 anti-Kaninchen IgG bzw Alexa Fluor

594 anti-Maus IgG verwendet.
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3.10. Colorimetrische Bestimmug von Collagen

Um eine mogliche Fibroseneigung der Zellen zu untersuchen, sollte die
Collagenproduktion der Zellen nach MPO-Exposition bestimmt werden. Da
VSMCs in Kultur kontinuierlich Collagen produzieren, war es wichtig, diesen
Effekt von dem durch MPO verursachten zu trennen. Deshalb wurde zur
Uberpriifung der Collagenproduktion ein Assay gewahlt, der die Menge an
l6slichem Collagen im Uberstand bestimmen konnte. Da der Uberstand vor
der Inkubation mit MPO verworfen wurde, wurde so nur die ECM-Produktion
nach MPO-Applikation erfasst.

Um die Produktion von Collagen durch die RASMCs zu untersuchen, wurde
die Collagenkonzentration mithilfe des Sircol Collagen Assays (biocolor)
nach Angaben des Herstellers colorimetrisch bestimmt. Hierbei wurden vor
allem die Collagene des Typs | und V erfasst. Als Proben dienten
Uberstéande von Zellkulturen, die fur 14 h mit dem MPO-Reaktionssystem
(MPO 20 pg/ml + H,0, 80 uM oder MPO 10 pg/ml + H,0, 60 uM) oder HSA (20
pg/ml) inkubiert worden waren. Vor Beginn des Assays wurde das Collagen in
den Proben konzentriert und isoliert. Hierzu wurden 1 ml der Proben in einem
Eppendorf Reaktionsgefald mit Isolations- und Konzentrationspuffer (biocolor)
versetzt und Uber Nacht auf Eis gekuhlt inkubiert. AnschlieRend wurden die
Ansatze fur 10 min bei 12.000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen und das Pellet aus hydratisiertem Collagen dem Assay zugefuhrt.
Die Proben wurden mit 1 ml der Sirius-Rot-haltigen Farbelésung versetzt und
fur 30 min bei Raumtemperatur unter leichter Durchmischung inkubiert.
Anschliellend erfolgte erneut eine 10-minutige Zentrifugation bei 12.000 rpm
und der Uberstand wurde verworfen. Das Pellet wurde vorsichtig mit 750
eisgekuhlter Waschlosung uberschichtet und wiederum fur 10 min bei 12.000
rom zentrifugiert. Nach Verwerfen der Uberstandigen Waschlosung, wurde das
Pellet durch wiederholtes Vortexen in einer natriumhydroxidhaltigen Losung
aufgelost. Je 200 pl dieser Losung wurden dann in die Kavitaten eine
Mikrotiterplatte Uberfihrt und es erfolgte die photometrische Messung der
Absorbtion bei 555 nm Wellenlange. Mit Hilfe der vom Hersteller
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bereitgestellten Standardlosungen mit bekannter Collagenkonzentration wurde
anschlieBend einer Standardkurve errechnet, anhand derer die
Collagenkonzentration in den Proben ermittelt wurde. Da die Inkubation der
Zellen mit MPO eine proliferationshemmenden Effekt hatte und fur diese
Proben keine Gesamtproteinbestimmung durchgefihrt werden konnten, wurde
die fur die MPO-behandelten Proben ermittelte Collagenkonzentration mit
einem Faktor multipliziert. Dieser war aus allen durchgefuhrten
Proteinbestimmungen  errechnet worden und  betrug 1,16613127
(SD=0,16606576).

3.11. Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mithilfe der Software Prism
GraphPad (Vers 6.0, GraphpadSoftware, Inc). Die Daten werden prasentiert als
Mittelwert +SD. Bei normal verteilten Daten erfolgte der Vergleich mittels
Studentischem T-Test bzw. Anova-Analyse. Stellten sich Daten nach
Durchfuhrung des Kolmogorov-Smirnov-Tests als nicht normal verteilt heraus,
wurde als nicht parametrischer Test der Mann-Whitney-Test durchgefuhrt. Als

Signifikanzgrenze wurde ein p-Wert von <0,05 angenommen.
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4. Ergebnisse

41. MPO wird in glatte GefaBmuskelzellen aufgenommen

Um zu zeigen, dass MPO nicht nur im Uberstand aktiv ist, sondern auch in die
Zellen der Kultur hinein gelangt, wurde MPO mittels
Immunofluoreszenzhistochemie in den rattenaortalen, glatten Muskelzellen
(RASMCs) dargestellt (Abb. 5). Die Zellen waren 14 h zuvor mit dem MPO-
System inkubiert und anschlielend wie oben beschrieben fur die Histologie
aufbereitet worden. Es zeigte sich ein deutliches Signal fur MPO. Das
angewandte Verfahren lasst zwar keine sichere Differenzierung zwischen intra-
und extrazellularem Signal zu, das Verteilungsmuster Iasst sich allerdings gut
mit den Verlaufen der zytoplasmatischen und der nuclearen Membran
korrelieren. Es kann also davon ausgegangen werden, dass MPO sich vor
allem diesen Strukturen anlagert.

Abbildung 5: Immunzytochemische Darstellung von humaner MPQO (griin) in
rattenaortalen glatten Muskelzellen. Die Zellen wurden fir 14 h mit dem
Myeloperoxidase-Reaktionssytem bestehend aus 20 ug/ml MPO + H»O, 80 uM
in Versuchsmedium inkubiert. Scale bar, 100 nm.
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4.2. Einfluss von MPO auf die Proliferation glatter GefaBmuskelzellen

Die Proliferation der RASMCs wurde mithilfe eines MTT-Assays photometrisch
bestimmt. Die Absorption der Proben bei 570 nm ist hier proportional zu der
Anzahl der vitalen Zellen nach 24 stundiger Inkubation mit dem MPO-
Reaktionssystem (Abb. 2). Es zeigte sich eine konzentrationsabhangige,
proliferationshemmende Wirkung von MPO bereits bei einer Konzentration von
1 pug/ml MPO + 20 uyM H,02 (p < 0,002). Bei steigenden MPO Konzentrationen
nahm der Effekt zu (Abb. 6).
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Abbildung 6: Bestimmung der Stoffwechselaktivitat rattenaortaler glatter
Muskelzellen mittels MTT-Assay. Die Zellen wurden fiir 24 Stunden mit
humanem  Serumalbumin (HSA, n=6) wund dem Mpyeloperoxidase-
Reaktionssystem in den Konzentrationen 1 ug/ml MPO + H;O, 20 uM (MPO1,
n=4), 10 ug/ml MPO + H,0, 60 uM (MPO10, n=4) und 20 ug/ml MPO + H,0O, 80
uM (MPO20, n=6) in Versuchsmedium inkubiert. Darstellung der Mittelwerte
+SD. *** = p <0,002, **** = p <0,001
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AuRerdem wurde die Gesamtproteinkonzentration in Zelllysaten von RASMCs
mittels BCA-Assays untersucht (Abb. 7). Auch hier zeigte sich eine Reduktion

des Proteingehalts in den MPO-behandelten Zellen nach 14 stundiger
Inkubation (p < 0,001).
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Abbildung 7: Bestimmung der Gesamtproteinkonzentration in Zelllysaten
rattenaortaler glatter Muskelzellen mittels BCA-Assay. Die Zellen wurden fiir 14
h  mit humanem Serumalbumin (HSA) oder dem Mpyeloperoxidase-
Reaktionssytem bestehend aus 20 ug/ml MPO + H;O, 80 uM (MPOZ20) in
Versuchsmedium inkubiert. Darstellung der Mittelwerte £SD. n=40. **** = p
<0,001

4.3. TGF-g Produktion in RASMCs

Durch Immunoblotting wurde der TGF-B-Gehalt in den RASMCs nach 14
stundiger Inkubation mit HSA oder dem MPO-Reaktionssystem untersucht
(Abb. 8). Es zeigte sich eine konzentrationsabhangige Steigerung des TGF-3 1

Proteingehalts in den MPO-behandelten Zellen bis auf etwa das Doppelte im
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Vergleich zur Negativkontrolle mit HSA bei Exposition gegenuber MPO der
Konzentration 20 ug/ml (p < 0,05).

HSA MPO1 MPO10  MPO20
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Abbildung 8: Bestimmung von TGF- 1 in rattenaortalen glatten Muskelzellen
mittels Westernblotting. Die Zellen wurden fir 14 h mit humanem
Serumalbumin (HSA) und dem Mpyeloperoxidase-Reaktionssystem in den
Konzentrationen 1 ug/ml MPO + H202 20 uM (MPO1, n=6), 10 ug/ml MPO +
H202 60 uM (MPO10, n=7) 20 ug/ml MPO + H202 80 uM (MPOZ20, n=11) in
Versuchsmedium inkubiert. Darstellung der Fldche unter der Kurve (AUC) in
Relation zur Kontrolle (HSA), Mittelwert +tSD. * = p <0,05
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Zusatzlich wurde TGF-B in den Zellen mit Hilfe von
Immunofluoreszenzhistologien dargstellt (Abb. 9). Auch hier zeigt sich eine
Verstarkung des Signals in MPO-behandelten Zellen.

HSA MPO20

Abbildung 9: Reprédsentative, immunzytochemische Darstellung von TGF- 1
(griin) in kultivierten rattenaortalen glatten Muskelzellen. Die Zellen wurden fiir
14 h mit humanem Serumalbumin (HSA) und dem Mpyeloperoxidase-
Reaktionssystem in der Konzentration 20 ug/ml MPO + H>,O, 80 uM (MPOZ20) in
Versuchsmedium inkubiert. Scale bar, 100 nm.

Um den Mechanismus der MPO-Wirkung besser zu untersuchen, wurden
aullerdem Ansatze analysiert, die mit MPO ohne Zugabe des Substrates H>Oo,
sowie nur mit dem Substrat H,O, oder nur mit dem Produkt des Enzyms HOCI
inkubiert wurden (Abb. 10). Weder die einmalige Applikation der ROS H,O; und
HOCI, noch die Behandlung der Zellen mit MPO ohne Bereitstellung des
passenden Substrates H,O, zeigte eine signifikante Erhdhung der TGF-3-
Spiegel in den Zellen. Die TGF-p-Level in den parallel durchgefuhrten Ansatzen
mit dem kompletten MPO-Reaktionssystem waren gegenuber allen Kontrollen
signifikant erhoht (jeweils p < 0,01). Dies lasst vermuten, dass die katalytische
Aktivitat des Enzyms fur den Effekt verantwortlich ist.
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Abbildung 10: Bestimmung von TGF-B 1 in rattenaortalen glatten Muskelzellen
mittels Westernblotting. Die Zellen wurden fiir 14 hmit humanem Serumalbumin
(HSA) und dem Myeloperoxidase-Reaktionssystem in den Konzentrationen 1
ug/ml MPO + H,0O, 20 uM (MPO1, n=6) und 20 ug/ml MPO + H,O, 80 uM
(MPO20, n=11) in Versuchsmedium inkubiert. Zur Kontrolle erfolgte die
Inkubation mit hypochloriger Séure (20uM, HOCI, n=7), MPO ohne H>O, (MPO
-, h=6), sowie mit H,O, (80 uM, n=9). Darstellung der Fldche unter der Kurve
(AUC) in Relation zur Kontrolle (HSA), Mittelwert £SD. ** = p <0,01

Um diese These weiter zu uberprufen, wurde MPO im Reaktionssystem durch
eine mutante, durch Austausch der Ham-assoziierten Aminosaure Methionin
durch Threonin katalytisch inaktive Form ersetzt (MPO Q91T). RASMCs die mit
diesem Ansatz nach dem selben Protokoll inkubiert wurden, zeigten ebenfalls
keine erhohten TGF-p-Spiegel (Abb. 11).
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Abbildung 11: Bestimmung von TGF-B 1 in rattenaortalen glatten Muskelzellen
mittels Westernblotting. Die Zellen wurden fir 14 h mit humanem
Serumalbumin (HSA) und einer katalytisch inaktiven, mutanten Form (Q91T)
von MPO + 80 uM H;0> (Mut MPO, n=5) in Versuchsmedium inkubiert.
Darstellung der Fldche unter der Kurve (AUC) in Relation zur Kontrolle (HSA),
Mittelwert £SD. n.s. = nicht signifikant.

Um den Effekt der hypochlorigen Saure (HOCI) als Produkt der katalytischen
Aktivitat von MPO direkt nachzuweisen, wurden RASMCs Uber 14 h wiederholt
mit HOCI behandelt und anschlieRend die TGF-f Expression in den Zellen
mittels Westernblot bestimmt (Abb. 12). Hierbei zeigte sich eine Erhohung der
TGF-f Spiegel, die abhangig von der Anzahl der HOCI-Gaben war. Die Daten
legen nahe, dass eine kontinuierliche Produktion von HOCI in den Zellen fur die
TGF-B- Produktion ursachlich ist.
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Abbildung 12: Bestimmung von TGF-B 1 in rattenaortalen glatten Muskelzellen
mittels Westernblotting. Die Zellen wurden fir 14 h mit humanem
Serumalbumin (HSA) als Kontrolle in Versuchsmedium inkubiert. Bei den
restlichen Zellen erfolgte die Applikation von hypochloriger S&ure (20 uM) zu
Beginn der Inkubation und dann wiederholt nach je 6 (2xHOCI), 4 (3xHOCI) und
3 Stunden (4xHOCI). n=4. Darstellung der Fldche unter der Kurve in Relation
zur Kontrolle (HSA), Mittelwert +SD.

44. p38 MAP-Kinasen Aktivierung in RASMCs

Die Aktivierung von sogenannten Stresskinasen durch MPO stellte einen
moglichen Pfad fur die Erhdhung der TGF-B Produktion in den RASMCs dar.
Eine solche Kinase ist die p38 MAP-Kinase. RASMCs wurden fur 15 min mit
dem MPO-Reaktionssystem, sowie HOCI als Positivkontrolle inkubiert.
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AnschlieBend wurde mittels Immunoblotting die Menge an in aktivierter,
phosphorylierter Form vorliegender p38 MAP-Kinase ermittelt (Abb. 13). Es
zeigte sich eine signifikante Erhohung des P-p38-MAP-Kinase Signals in den
MPO behandelten Zellen (p < 0,05 fur MPO 1 pg/ml, p < 0,01 far MPO 20
pug/ml). Auch die einmalige Exposition gegenuber HOCI resultierte in einer
vermehrten Aktivierung der MAP-Kinasen (p < 0,05).
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Abbildung 13: Bestimmung von phosphorylierter p38 MAP Kinase in
rattenaortalen glatten Muskelzellen mittels Westernblotting. Die Zellen wurden
fur 15 min mit humanem Serumalbumin (HSA, n=6), dem Mpyeloperoxidase-
Reaktionssystem in den Konzentrationen 1 ug/ml MPO + H;O, 20 uM (MPO1,
n=4) und 20 ug/ml MPO + H>0, 80 uM (MPOZ20, n=6) und hypochloriger Sdure
der Konzentration 20 uM (HOCI, n=5) in Versuchsmedium inkubiert. Darstellung
der Fldche unter der Kurve (AUC) in Relation zur Kontrolle (HSA), Mittelwert
+SD. * =p <0,05, ** = p <0,01.
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4.5. Expression von CD40 auf RASMCs

Es wurde weiterhin die Expression des Oberflachenmarkers CD40 auf den
RASMCs untersucht. Auch hier wurden Zellen fur 14 h mit HSA (20 pg/ml) und
dem MPO Reaktionssystem (MPO 20 ug/ml + H2O, 80 pM) inkubiert. Aus den
wie oben beschrieben angefertigten Zelllysaten wurden anschliel3end
Westernblots angefertigt. Es zeigte sich eine signifikante Erhohung der CD40
Expression um 38% (p < 0,05) in den MPO behandelten Zellen (Abb. 14).
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Abbildung 14: Bestimmung von CD40 in rattenaortalen glatten Muskelzellen
mittels Westernblotting. Die Zellen wurden fir 14 h mit humanem
Serumalbumin (HSA) und dem Myeloperoxidase-Reaktionssystem in der
Konzentration 20 ug/ml MPO + H>O, 80 uM (MPOZ20) in Versuchsmedium
inkubiert. n=8. Darstellung der Fldche unter der Kurve (AUC) in Relation zur
Kontrolle (HSA), Mittelwert £SD. * = p <0,05
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Zusatzlich wurde die CD40 Expression auf der Zelloberflache mithilfe von
Immunfluoreszenz dargestellt. In Konkordanz zu den Ergebnissen aus dem
Westernblot zeigte sich hier ein verstarktes Signal fur CD40 bei den Zellen, die
mit MPO behandelt wurden (Abb.15).

HSA MPO20

Abbildung 15: Representative, immunzytochemische Darstellung von CD40
(griin) auf kultivierten rattenaortalen glatten Muskelzellen. Die Zellen wurden fiir
14 h mit humanem Serumalbumin (HSA) und dem Mpyeloperoxidase-
Reaktionssystem in der Konzentration 20 ug/ml MPO + H>O, 80 uM (MPOZ20) in
Versuchsmedium inkubiert. Darstellung der Zellkerne durch DAPI (blau). Scale
bar, 100 nm.

4.6. Fibronectinsynthese in RASMCs

Um neben dem Nachweis fibroseassoziierter Wachstumsfaktoren auch eine
vermehrte  Produktion von ECM direkt nachzuweisen, wurde die
Fibronectinproduktion in den Zellen durch Immunoblotting bestimmt (Abb. 16).
RASMCs wurden fur 14 h entweder mit HSA oder dem MPO-Reaktionssystem
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inkubiert. Bei letzteren zeigte sich ein bis auf das Dreifache erhohter
Fibronectingehalt (p < 0,01).
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Abbildung 16: Bestimmung von Fibronectin in rattenaortalen glatten
Muskelzellen mittels Westernblotting. Die Zellen wurden fir 14 h mit humanem
Serumalbumin (HSA) und dem Myeloperoxidase-Reaktionssystem in der
Konzentration 20 ug/ml MPO + H>O, 80 uM (MPQ) in Versuchsmedium
inkubiert. n=5. Darstellung der Fldche unter der Kurve (AUC) in Relation zur
Kontrolle (HSA), Mittelwert £SD. ** = p <0,01

Desweiteren wurde Fibronectin mittels Immunfluoreszenz dargestellt. Hierzu
wurden Zellen verwendet, die 62 h zuvor entweder mit HSA oder dem MPO-
System inkubiert worden waren (Abb 17). Auch hier konnte eine vermehrte
Expression von Fibronectin in den MPO-behandelten Zellen gezeigt werden.
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HSA MPO20
Abbildung 17: Representative, immunzytochemische Darstellung von
Fibronectin (rot) auf kultivierten rattenaortalen glatten Muskelzellen. Die Zellen
wurden 62 h nach Behandlung mit humanem Serumalbumin (HSA) und dem
Myeloperoxidase-Reaktionssystem in der Konzentration 20 ug/ml MPO + H,0>
80 uM (MPOQ) fixiert. Darstellung der Zellkerne durch DAPI (blau) und des

Zytoskeletts durch Alexa Fluor 488 Phalloidin (griin). Scale bar, oben: 200 nm,

unten: 100 nm.

4.7. Collagensynthese in RASMCs

Um den Einfluss von MPO auf die Collagenproduktion der glatten Muskelzellen
zu untersuchen wurden verschiedene Assays verwendet. Der Sircol Collagen-
Assay (biocolor) ermoglicht es, durch Farbung mit Sirius-Rot, den Gehalt von
Collagen im Uberstand der Zellkulturen photometrisch zu bestimmen. Dieser ist
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proportional zur Menge an neu gebildetem Collagen. Nach 14 stundiger
Inkubation zeigte sich so eine Erhohung der Collagenmenge in den
Uberstanden der MPO-behandelten Zellen (p < 0,05) (Abb. 18). Hiermit konnte
nun also auch ein Korrelat fur eine fibrotische Veranderung der Zellen direkt

nachgewiesen werden.
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Abbildung 18: Bestimmung des Collagens im Uberstand kultivierter
rattenaortaler glatter Muskelzellen mittels Sircol Collagen Assay. Die Zellen
wurden fiir 14 h mit humanem Serumalbumin (HSA) und dem Myeloperoxidase-
Reaktionssystem in der Konzentration 20 ug/ml MPO + H>O, 80 uM (MPO) in
Versuchsmedium inkubiert. n=4. Darstellung als Mittelwert +tSD. * = p <0,05
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5. Diskussion

Die Erkenntnisse Uber die Bedeutung von MPO fur kardiovaskular
inflammatorische Prozesse nehmen stetig zu. Diese Arbeit bestatigt sowohl
einige der vor kurzen beschriebenen Mechanismen und zeigt neue mogliche
Wege fur MPO-bedingtes kardiovaskulares Remodelling auf. Durch seine
katalytische Aktivitat fuhrt MPO zu vermehrter Produktion des fur die
Differenzierung glatter Muskelzellen wichtigen Wachstumsfaktors TGF-p. Des
weiteren konnte die gesteigerte Synthese von Proteinen der extrazellularen
Matrix gezeigt werden. Ein moglicher Vermittler dieser Effekte ist die p38-MAP-
Kinase, die durch Exposition gegenuber dem MPO-Reaktionssysthem aktiviert
wird und als bedeutender Mediator zellularer Differenzierungsprozesse bekannt
ist.

5.1. MPO reichert sich in vaskularen glatten Muskelzellen an

MPO wird im Rahmen des sogenannten ,respiratory burst® aus
polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten ins Interstitium freigesetzt (22).
In verschiedenen vorangegangenen Studien konnte allerdings spezielle
Interaktionen des Enzyms mit verschiedenen Zellen der GefalRwand gezeigt
werden. Diese beinhalten sowohl die Adhasion an der aulleren Zellmembran,
als auch die Aufnahme in die Zellen und den Transport durch die selben
hindurch (5, 65, 74). Um solche Effekte auch im Bezug auf vaskulare glatte
Muskelzellen zu uUberprufen, wurden die Zellen nach Inkubation mit MPO
gewaschen und das Enzym mittels Immunfluoreszenz in den Zellen dargestellt.
Die Ergebnisse beweisen nicht nur eine Aufnahme von MPO in die Zellen, sie
lassen auch Ruckschlusse auf die subzellulare Verteilung von MPO in den
Zellen zu. Es zeigt sich eine Affinitat sowohl zur zytoplasmatischen, als auch
zur Kernmembran. Diese Erkenntnisse decken sich mit der fur endotheliale
Zellen beschriebenen Verteilung von MPO (125). Die Mechanismen, die fur die
Aufnahme von MPO in die Zellen und anschliellende Verteilung verantwortlich
sind, sind allerdings nach wie vor nicht vollstandig bekannt. Fakt ist, das MPO
durch seine einzigartige Struktur und stark positive Ladung zu Interaktion mit
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einer Vielzahl von Biomolekulen fahig ist. Die Krafte, die MPO an die
Membranen binden, mogen also sowohl elektrostatischer Natur, oder durch
Bindung an Rezeptoren vermittelt sein. Beides wurde fur MPO schon gezeigt
(65, 74). Die Tatsache, dass MPO sich in relevanten Malle perinuklear
anreichert, ist fur ihre Funktion als Produzent von ROS allerdings von grolder
Bedeutung, da hierdurch ein anderes Spektrum von Proteinen fur oxidative
Veranderungen zur Verfugung steht als an der zytoplasmatischen Membran.
Auch in Hinsicht der Kinasenaktivierung spielt die subzellulare Lokalisation eine
Rolle (126). Aullerdem konnten durch die Produktion an diesem kritischen
Punkt in der Zelle schon geringere Mengen an ROS einen bedeutenden Effekt
haben. Dies erklart zum Teil den groReren Einfluss von MPO-vermitteltem
oxidatven Stress gegenuber anderweitiger ROS-Applikation.

Die vorliegende Arbeit starkt also die Rolle von MPO als wichtigen Vermittler
oxidativen Stresses auch in Abwesenheit von Entzindungszellen durch den
Nachweis einer relevanten Anreicherung der MPO in VSMCs.

5.2. MPO hemmt die Proliferation glatter GefaBmuskelzellen in vitro

Sowohl die erhobenen Daten aus dem MTT-Assay, als auch aus den
Bestimmungen des Gesamtproteingehaltes der Zelllysate zeigen eine
verminderte Zellproliferation der mit dem MPO-Reaktionssystem inkubierten
Zellen im Verhaltnis zur Negativkontrolle. Bei lichtmikroskopisch imponierender
Zunahme der Zelldichte unter allen Versuchsbedingungen im Zeitraum
zwischen der Exposition und der Ernte (Daten nicht aufgefuhrt), lassen sich hier
proliferationshemmende und zytotoxische Effekte nicht klar unterscheiden.
Hierfur ware die Untersuchung des Zellzyklus no6tig, die hier nicht durchgefuhrt
wurde. Das wichtigste Produkt der MPO, die hypochlorige Saure (HOCI), ist fur
seine zytotoxische Wirkung bekannt und spielt in diesem Zusammenhang
sicher die bedeutendste Rolle (114). Dies wird auch dadurch gestutzt, dass die
wiederholte  Applikation von HOCI ebenfalls zu einem geringeren
Gesamtproteingehalt des Zelllysates fuhrte (Daten nicht aufgefuhrt). An dieser
Stelle muss allerdings auch eine proliferationshemmende Wirkung des durch
MPO vermehrt produzierten TGF-f diskutiert werden (58). Da die
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Beschaffenheit der extrazellularen Matrix ebenfalls Einfluss auf die Proliferation
der glatten Muskelzellen (93) hat und, wie hier gezeigt, auch durch MPO
alteriert wird, kdnnen die komplexen, dieser Beobachtung zugrunde liegenden
Prozesse in dieser Arbeit nicht ausreichend geklart werden.

5.3. MPO-abhangige Bildung von TGF-3

In der Vergangenheit konnte eine Assoziation zwischen MPO und fibrotischen
Veranderungen des kardiovaskularen Systems etabliert werden. Als
bedeutender Mechanismus hierfur konnte eine MPO-bedingte Alteration der
MMP-Aktivierung identifiziert werden. Auch andere Mechanismen, die zum
Beispiel die posttranslationale Veranderung von ECM durch MPO mit
einbeziehen, werden diskutiert. Diese Arbeit zeigt nun erstmals, dass auch eine
vermehrte Produktion des Wachstumsfaktors TGF-# durch VSMCs fibrotische
Veranderungen induziert. TGF-f ist einer der bedeutendsten profibrotischen
Wachstumsfaktoren und erhohte Level hiervon sind mit einer Reihe von
pathologischen Remodelingprozessen im kardiovaskularen System assoziiert.
Inkubation von RASMCs mit dem MPO-System fuhrte zu einer vermehrten
Produktion von TGF-f. Dies zeigte sich sowohl im durchgefuhrten Western-
Blot, als auch in den immunhistochemischen Farbungen. Besonderes
Augenmerk sollte auf dem Mechanismus, durch den MPO diese
Veranderungen vermittelt, liegen; insbesondere auf der Unterscheidung
zwischen katalytischen und extrakatalytischen Eigenschaften. Hierzu wurden
Experimente mit einer mutanten, katalytisch inaktiven Form von MPO
durchgefuhrt, die nicht zur Bildung von HOCI und anderen ROS in der Lage ist.
Ein Ausbleiben der TGF-B-Antwort nach Inkubation der Zellen mit diesem
Agens zeigt eindeutig die Bedeutung der katalytischen Aktivitat von MPO fur die
vermehrte TGF-B-Produktion. Um wiederum zu beweisen, dass HOCI der
Mediator der MPO-vermittelten Veranderungen ist, wurden RASMCs direkt mit
HOCI behandelt. Das Ausbleiben eines Effektes nach einmaliger Gabe von
HOCI spricht unserer Meinung nach nicht gegen diese Hypothese, sondern ist
vielmehr ein Beleg dafur, dass MPO seine einzigartige Wirkung durch eine
kontinuierliche Bildung von ROS an strategisch bedeutenden Lokalisationen in

der Zelle entfaltet. Es ist nicht klar nachvollziehbar, wie hoch die tatsachliche
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Konzentration von HOCI intrazellular nach Applikation in den Zelliberstand ist.
Es ist aber anzunehmen, dass im Zellmedium enthaltene Scavenger und
zelleigene, antioxidative Mechanismen die HOCI Spiegel stark abschwachen
und vor allem auf eine sehr kurze Zeitspanne beschranken. MPO bildet HOCI
nicht nur in einer kontinuierlichen Art und Weise, sondern vor allem auch direkt
am Ort der Wirkung, namlich intrazellular und kernnah, wie die histologischen
Farbung im Rahmen dieser Arbeit belegen. Um trotzdem eine kontinuierliche
Stimulation der Zellen mit HOCI, wie sie durch MPO erfolgt, zu simulieren,
wurden die Zellen dber 14 h in regelmaRigen Zeitabstanden mit HOCI
behandelt. Hier zeigte sich deutlich ein Trend hin zu vermehrter TGF-p-
Produktion, je haufiger HOCI appliziert wurde. Anders als in vorausgegangenen
Studien (75) reichte die endogene H20O, Produktion durch die RASMCs unter
unseren Kulturbedingungen nicht aus, um wirksame Spiegel von HOCI zu
erzeugen. Dies zeigt sich in einem Ausbleiben der TGF-f Produktion bei
Behandlung der Zellen ohne initiale Zugabe von H,0,. Die Tatsache, dass eine
einmalige Applikation von H>O keinerlei Auswirkungen auf die Produktion von
TGF-f hatte, legt die Vermutung nahe, dass die Bedeutung von MPO vor allem
in der Perpetuierung primar kurzzeitiger Reizungen der Zelle liegt. In vivo ist der
bedeutendste intrazellulare Generator von H,O, die NADPH-Oxidase. Diese
wird zum Beispiel durch Aktivierung des Angiotensin |lI-Rezeptors 1 (AT-1)
aktiviert (44). Dieser Pathway konnte also ein Korellat fur die artifizielle Gabe
von HyO, in vivo darstellen. Da die Behandlung der Zellen mit AT-IlI bereits
ohne Zugabe von MPO einen Anstieg der TGF- Produktion bewirkte (Daten
nicht aufgefuhrt), konnte im Rahmen dieser Arbeit dieses Szenario nicht
zufriedenstellend simuliert werden. Die Aktivierung der NADPH-Oxidase durch
AT-Il wird unter Anderem Uber p38 MAP Kinasen vermittelt (47). Eine AT-II
unabhangige Aktivierung dieses Signalweges durch MPO, wie sie in dieser
Arbeit gezeigt wurde, stellt allerdings einen guten Erklarungsansatz fur die
langfristige katalytische Aktivitat von MPO, auch ohne Wiederholung der H>O»
Zugabe dar. In diesem Modell zeichnet sich MPO also durch die Fahigkeit aus,
initial kurze Reizungen der Zelle zu prolongieren und somit eine chronische

Storung der Zellaktivitat zu provozieren.
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5.4. MPO stimuliert die Bildung von ECM

Die vorliegende Arbeit zeigt nicht nur eine vermehrte Produktion profibrotischer
Wachstumsfaktoren durch MPO, sondern gleichzeitig auch eine gesteigerte
Synthese von Proteinen der ECM als indirekter Nachweis des gesteigerten
TGF-f Signallings (106). In der Gefallwand sind VSMCs hauptverantwortlich far
die Gestaltung der ECM und eine Uberproduktion der entsprechenden
Bestandteile ist assoziiert mit einem fibrotischen Umbau des Gefales. In
solchen fibrotischen Regionen dominieren vor allem collagene Fasern das Bild.
Die Bestimmung des Gehalts an I8slichem Collagen im Uberstand der
Zellkulturen zeigt eine gesteigerte Synthese von Collagen nach Behandlung der
Zellen mit MPO, was in vitro als Korrelat fur fibrotische Veranderungen
anzusehen ist. Nach unserem Wissen ist dies die erste Arbeit, die diesen
Zusammenhang eindeutig herstellt. Dieses Ergebnis starkt das Verstandnis von
MPO als Vermittler von fibrotischen Veranderungen des Herzkreislaufsystems.
MPO beeinflusst die Zusammensetzung der ECM nicht nur durch Aktivierung
und Deaktivierung von MMPs und posttranslationale Veranderungen der ECM-
Bestandteile, sondern nimmt auch direkt Einfluss auf die Produktion von ECM
durch die hierfur verantwortlichen Zellen.

Ein weiteres Molekul der ECM, das durch MPO-Applikation vermehrt gebildet
wird, ist Fibronectin (FN). Anders als andere Bestandteile der ECM, ist
Fibronectin nicht in der Lage sich aus seinem I6slichen Zustand selbst
zusammenzusetzen. Die Polymerisation der I0slichen Form erfolgt an
spezifischen Stellen der Zelloberflache (84). Gerade in seiner unldslichen Form
hat Fibronectin eine Reihe regulatorischer Funktionen. Die Untersuchung
mittels Immunfluoreszenz konnte eindeutig die vermehrte Ansammlung von
Fibronectin an der Zelloberflache zeigen, was nicht nur eine vermehrte Bildung
sondern auch den gesteigerten Einbau von Fibronectin in die ECM nach MPO-
Behandlung der Zellen beweist, ein Schritt, der fur die Entfaltung der Wirkung
von FN unerlasslich ist. In dieser Form ist FN dafur bekannt, als wichtiger
Faktor das ,phenotypic switching“ der VSMCs hin zum synthetischen Phanotyp
zu induzieren (49). Ein Ereignis, das die ECM-Produktion in der Gefallwand
noch weiter aus dem Gleichgewicht bringt. MPO konnte hier eine wichtige Rolle
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als Promotor eines pathologischen Umbaus der GefaRwand zukommen. Im
Rahmen dieser Studie kann nicht eindeutig belegt werden, ob die
Veranderungen der ECM-Produktion durch vermehrtes TGF-p-Signalling oder
durch andere MPO-vermittelte Effekte bedingt sind. Es gibt eine starke Evidenz
fur die auto- und parakrine Stimulation glatter Muskelzellen durch TGF- und
daraus resultierender Stimulation der Collagen- und Fibronectinsynthese (24,
56). Moglich ist aber auch eine unabhangig von TGF-f durch MAP-Kinasen
vermittelte Kollagenproduktion. Die tatsachliche Bedeutung von MPO far
fibrotische Veranderungen der Gefaldwand sollte in Zukunft in vivo untersucht
werden, auch um den Effekt des verstarkten TGF-3-Signallings genauer
charakterisieren zu kdnnen. Anhand der erhobenen Daten ist ein profibrotischer
Effekt von MPO auf VSMCs allerdings unstrittig.

5.5. MPO aktiviert p38 MAP-Kinase

Eine maogliche Erklarung fur die proinflammatorische und profibrotische Wirkung
von MPO stellte die Aktivierung von intrazellularen MAP-Kinase Kaskaden dar.
Diese sind in einer Vielzahl von Prozessen fur die Reaktion der Zelle auf einen
extrazellularen Reiz wie zum Beispiel oxidativen Stress verantwortlich. Sie
haben bedeutenden Einfluss auf Proliferation und Differenzierung der Zelle
(95). In dieser Arbeit konnte experimentell belegt werden, dass MPO in glatten
Muskelzellen zu einer Aktivierung von p38 MAP-Kinase fiihrt. Ahnliche Daten
sind mittlerweile auch fur andere Zellen des kardiovaskularen Systems
veroffentlicht worden (75). Die Positivkontrolle mit HOCI zeigt, dass der
beobachtete Effekt auf die katalytische Bildung von ROS durch MPO
zuruckzufuhren ist. Der genaue Mechanismus dieser gesteigerten
Phosphorylierung von p38 MAPK ist bislang nicht ganzlich geklart. Lane et al
konnten eine vermehrte MAP-Kinasen Aktivierung durch HOCI vermittelte
Hemmung einer Protein-Tyrosin-Phosphatase zeigen (71). Weiterhin konnte die
Aktivierung sowohl durch die direkte Interaktion von HOCI mit p38 MAPK als
auch durch Aktivierung von Upstreamkinasen erfolgen - Mechanismen, die

einer weiteren experimentellen Prufung bedurfen.
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Ein etabliertes Target der aktivierten p38 MAPK ist der Transskriptionsfaktor
NFkB. Durch seine Aktivierung wird die Expression proinflammatorischer
Marker wie CD40 in den VSMCs induziert (67). Neben der Kinasenaktivierung
konnte auch eine vermehrte Expression von CD40 als indirektes Zeichen fur die
Stimulation des MAP-Kinasen-Pathways gezeigt werden. Die
Immunfluoreszenzfarbung zeigt aulerdem nicht nur eine gesteigerte Synthese
von CD40, sondern zusatzlich eine vermehrte Expression an der
Zelloberflache. CDA40-Signalling in VSMCs spielt unter Anderem eine
bedeutende Rolle in der Entwicklung von atheromatosen Lasionen (11). Grade
wahrend des fruhen Progresses von 'fatty streak” Lasionen nimmt die CD40
Expression auf den VSMCs erheblich zu, was eine bedeutende Rolle dieses
Signalweges vermuten lasst. Die Effekte der CD40 Aktivierung reichen von der
verstarkten Bildung inflammatorischer Zytokine, uber die Produktion von ROS
bis hin zur Aktivierung von MMPs (127). Hier lasst sich also ein Zusammenhang
zwischen der Aktivitat von MPO und der Entwicklung atheromatdser Lasionen
herstellen, der Uber die bisher etablierten Mechanismen der Lipidoxidation und
endothelialer Dysfunktion hinausgeht und auf einer Beeinflussung der von
VSMCs prasentierten Oberflachenproteine beruht.

5.6. MPO als Faktor in kardiovaskuldaren Umbauprozessen

Die vorliegende Arbeit zeigt einen bedeutenden Einfluss von MPO auf den
Phanotyp glatter Gefalimuskelzellen. Nach Exposition gegenuber dem MPO-
Reaktionssystem zeigten sich Veranderungen in den prasentierten
Oberflachenrezeptoren und in der Synthese von Wachstumsfaktoren und
Bestandteilen der ECM. Ein solcher synthetischer Phanotyp ist mit einer
Vielzahl von kardiovaskularen Erkrankungen assoziiert. Die in dieser Arbeit
gewonnenen Erkenntnisse erlauben einen neuen Blickwinkel auf einige
Erkrankungen, bei denen eine Assoziation mit MPO-Aktivitat bereits etabliert ist,
so wie Atherosklerose und Vorhofflimmern, lassen aber auch den Schluss auf
eine Beteiligung von MPO in anderen Pathomechanismen zu, denen eine

Storung der Zusammensetzung und Funktion insbesondere der Tunica media
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der Gefallwand zugrunde liegt, wie beispielsweise die Entwicklung von
Aortenaneurysmata im Rahmen eines Marfansyndroms.

Seit einiger Zeit schon ist MPO als wichtiger Bestandteil der Pathophysiologie
der Atherosclerose etabliert. Hierbei entfaltet sie ihre proatherosclerotische
Wirkung vor allem Uber Oxidation von Lipoproteinen und Storung des NO-
Signallings (73). Diese Arbeit ruckt in diesem Zusammenhang erstmals die
vaskularen glatten Muskelzellen in den Vordergrund, die den vorherrschenden
Zelltyp in fortgeschrittenen atherosclerotischen Lasionen ausmachen (101). Die
hier gezeigte Aktivierung von MAP-Kinasen und Expression von CD40 auf den
VSMCs beweisen einen erheblichen Einfluss von MPO auf
proinflammatorische, intrazellulare Signalkaskaden. CD40 kommt eine
besondere Bedeutung in nahezu allen Stadien der Atheromentwicklung zu, vor
allem aber im frGhen Progress von atheromatdsen Lasionen, da hier die
Zunahme an CD40 auf SMCs am grofdten ist (11). Nach Interaktion mit dem
CD40 Ligand, wandert CD40 in die Zelle und initiiert dort die Expression einer
Vielzahl proinflammatorischer Gene. Diese beinhalten TNF-a, IFN-y, sowie
einige Zytokine. AuRerdem wird die Monozytenadhasion, die Produktion von
ROS und die Expression von MMPs gefordert (127). Diese Eigenschaften
machen CD40 zu einem der bedeutendsten Vermittler der intramuralen
Entzindungsprozesse, die der Atherosclerose zugrunde liegen. Mehrere in vivo
Studien haben gezeigt, dass eine Inhibition des CD40-Signallings eine deutlich
geringere Auspragung der Atherosclerose in Mausmodellen nach sich zieht und
einen stabilen Plaquephanotyp fordert (81, 83). Durch eine Induktion dieses
Pathways kann MPO also sowohl zu der Initiierung als auch zum Progress
atheromatoOser Plaques beitragen.

Die in dieser Arbeit gewonnen Erkenntnisse hinsichtlich der TGF- Produktion
in VSMCs zeichnen allerdings ein komplexeres Bild. Als Immunmodulator und
wichtiger profibrotischer Mediator fuhrt ein vermehrtes TGF-f3 Signalling zwar zu
einem morphologisch groReren, aber gleichzeitig durch starke Fibrosierung
stabileren Plaquephanotyp (82). Daher ist die Rolle von TGF- in der
Pathophysiologie der Atherosclerose seit Langem umstritten, es wird heute

aber davon ausgegangen, dass TGF-f einen eher protektiven Effekt hat, wenn
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es um Komplikationen und Plaqueruptur geht (39). Letztendlich ist das in vitro
Setting dieser Arbeit nicht geeignet um zu Uberprifen, ob der
proinflammatorische Effekt, den MPO durch Expression von CD40 vermittelt
oder der antiinflammatorische durch TGF-g Uberwiegt. Mehrere Zellen sind an
der Ausbildung des atherosclerotischen Plaques beteiligt und die
Pathophysiologie wird durch ein empfindliches Gleichgewicht verschiedenster
Zytokine und Wachstumsfaktoren bestimmt, die unterschiedliche Wirkungen auf
verschiedene Zellen zu verschiedenen Zeitpunkten der Atheromentwicklung
haben. Hinzu kommen einige Unterschiede zwischen Tiermodellen und
Menschen in Bezug auf atherogene Prozesse. Mehrere in vivo Studien zeigten
allerdings in Menschen eine klare Assoziation von MPO mit der Entwicklung
von Atherosclerose assoziierten Komplikationen wie KHK (130) und deren
komplizierten Verlauf (6). Spekulationen Uber einen protektiven Effekt von MPO
gegenuber atherogenetischen Prozessen erubrigen sich demnach.

Die vorliegende Arbeit erweitert auch das Verstandins von proarhythmogenen
Effekten von MPO. Zwar wird das Vorhofmykard vorwiegend von
Kardiomyozyten gebildet, gerade in der Frihphase der atrialen Fibrose
wandern allerdings auch glatte GefalRmuskelzellen in das Vorhofgewebe mit
ein. Weiterhin wurden die hier fur VSMCs gezeigten Mechanismen auch in
Kardiomyozyten demonstriert (87). Somit fungiert MPO als wichtiger
arhytmogener Faktor sowohl auf Vorhoff- (105) als auch auf Ventrikelebene. Als
Grund hierfur deckten die Autoren eine vermehrte Vorhoffibrose auf und zeigten
in diesem Zusammenhang eine durch MPO alterierte MMP Aktivierung. Der
bedeutendste profibrotische Wachstumsfaktor ist TGF-g, der sowohl durch
vermehrte Collagenproduktion als auch vermehrte Expression von MMPs eine
wichtige Rolle in der Vorhoffibrose spielt (32). Die Ergebnisse dieser Arbeit
zeigen erstmals eine vermehrte Produktion von TGF-g durch Zellen des
kardiovaskularen Systems nach Exposition gegenuber MPO. Dies in
Zusammenhang mit der beobachteten, vermehrten Collagenproduktion starkt
die Rolle von MPO als wichtigen Initiator fibrotischer Umbauprozesse wie sie
beim Vorhofflimmern zu finden sind. Einflusse von MPO auf die Differenzierung
kardiovaskularer Zellen, wie sie in dieser Arbeit gezeigt werden, wurden vor

kurzem auch fur Kardiomyocyten beschrieben (87).
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Eine Storung der ECM Synthese der VSMCs, wie sie in den durchgefuhrten
Experimenten imponiert, lasst auch Vermutungen einer Beteiligung von MPO
an Pathomechanismen zu, denen eine gestorte Bindegewebsstruktur der Media
zugrunde liegt. Besonders interessant ist in diesem Zusammenhang die
Entwicklung von Aortenaneurysmata bei Patienten mit Marfansyndrom. Bei
dieser autosomal dominant vererbten Krankheit kommt es durch eine Mutation
im Fibrillin 1 Gen, einem Bestandteil der ECM, zu einer allgemeinen
Bindegewebsschwache. Typischerweise weisen die Patienten ein erhohtes
Risiko fur die Entwicklung von Aortenaneurysmata auf. Diese zeigen eine
Degeneration der Lamina media mit Verlust der elastischen Fasern,
ubermalliger Produktion von Collagenen und Proteoglycanen und einem
veranderten Phanotyp und Verlust der glatten Muskelzellen (54). TGF- ist ein
klassischer Mediator solcher Remodelingprozesse und tatsachlich haben
mehrere Studien ein vermehrtes TGF-f Signalling im Zusammenhang mit
Aortenaneurysmata nachweisen konnen (35, 61). Die im Rahmen dieser Arbeit
gezeigten Veranderungen der VSMCs in Form von TGF-g Ausschuttung und
gesteigerter Synthese von Collagenen und Proteoglycanen in Zusammenhang
mit einer gehemmten Proliferation (Daten nicht aufgefuhrt) ahneln den
Veranderungen der Media in marfanassozierten Aneurysmata erheblich.
Interessanterweise konnte ein vermindertes vaskulares Remodeling in
Mausmodellen des Marfansyndroms durch Angiotensin |l Rezeptorblockade
gezeigt werden (40). Im Remodelingprozess des Vorhoffimmerns konnte eine
bedeutende Rolle von MPO als Downstreammediator von Angiotensin Il gezeigt
werden (105). Diese Evidenz in Zusammenschau mit den hier prasentierten
Daten lassen die Beteiligung von MPO an der Entwicklung von Aneurysmata
der Aorta als Vvielversprechendes Ziel zukunftiger Forschungsarbeiten
erscheinen. Eine beispielsweise durch mechanische Belastung ausgeloste
lokale Entzindungsreaktion mit konsekutiver MPO-Ausschuttung und
anschlieBendem Umbau der Media konnte einen wesentliche Schritt in der
Initiation des pathologischen Remodelings der Media darstellen.
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5.7. Ausblick

Weitere Zellkulturversuche koénnten einen Beitrag zur Klarung des
Mechanismus der MPO Aufnahme in die Zellen leisten. Interessant ware in
diesem Zusammenhang vor allem, ob ein bestimmter Rezeptor an der
Zelloberflache hierfur verantwortlich ist, ahnlich wie bei der integrinvermittelten
Transzytose von MPO durch Endothelzellen (5). Inhibition verschiedener
Bestandteile der p38 MAP-Kinase-Kaskade kann weiterhin Aufschluss Uber der
Aktivierung dieses Signalweges zugrunde liegende Ereignisse liefern. Weiterer
Klarung bedarf auch die Herkunft des H,O, als obligates Substrat fur die
katalytische Bildung von HOCI durch MPO. Stimulation von unter anderen
Bedingungen kultivierten Zellen durch AT-Il stellt hier nach wie vor einen
vielversprechenden Ansatz dar, sowie ex vivo Tierversuche. Hierbei kann auch
die Moglichkeit untersucht werden, dass andere Reizungen des Gewebes, zum
Beispiel mechanischer Natur, im Zusammenhang mit MPO verstarkte
Remodelingprozesse nach sich ziehen. Letztendlich bleibt nach wie vor offen,
welche intrazellulare Signalkaskade zur vermehrten Produktion von TGF-f
fuhrt. Es steht ein breites Spektrum an Agentien zur Verfugung, die die
Inhibition solcher Pathways unter Kulturbedingungen ermdglichen und so die
weitere Klarung dieses Sachverhalts ermoglichen.

Besonders interessant ist vor allem der in dieser Arbeit hergestellte mogliche
Zusammenhang zwischen MPO und dem Marfansyndrom. Die Studie der
Aneurysmaentwicklung in MPO-Knockoutmausen stellt hier einen reizvollen
Forschungsansatz dar. AuRerdem konnten klinische Studien analog zu denen,
die zur KHK durchgefuhrt wurden, einen moglichen Zusammenhang zwischen
MPO-Plasmaspiegeln und Aneurysmata untersuchen. Auch einige etwas
aufwandiger angelegte Zellkulturexperimente, zum Beispiel in organtypischen
Kulturen, konnen diesen neuen Aspekt des MPO-vermittelten, vaskularen
Remodelings weiter vertiefen.
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6. Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde die Wirkung des leukozytaren Enzyms Myeloperoxidase
auf die Aktivierung intrazellularer Signalkaskaden und Produktion
profibrotischer Wachstumsfaktoren, sowie von Proteinen der extrazellularen
Matrix in vaskularen glatten Muskelzellen untersucht. In den vergangenen
Jahren wurden vermehrt Daten erhoben, die einen Zusammenhang von MPO
mit inflammatorischen und fibrotischen Veranderungen des kardiovaskularen
Systems aufzeigten. Diese waren sowohl auf die katalytische Bildung von ROS
als auch auf extrakatalytische Eigenschaften zuruckzufuhren. Unter
Unterscheidung dieser beiden Moglichkeiten deckte diese Arbeit neue
Mechanismen fur die oben genannten Veranderungen auf und erweiterte das
Verstandnis der MPO Wirkung auf durch glatte Muskelzellen bedingte
Remodelingprozesse.

Versuche an Kkultivierten rattenaortalen glatten Muskelzellen zeigten eine
Aufnahme von MPO in die Zellen und Anreicherung entlang intrazellularer
Membranen. Inkubation der Zellen mit MPO und seinem Substrat fuhrte
konzentrationsabhangig zu einer vermehrten Produktion des profibrotischen
Wachstumsfaktors TGF-f 1 nach 14 h. Inkubation der Zellen mit einer
katalytisch inaktiven Form von MPO zeigte keinen Effekt hierauf, wohl aber die
Applikation von hypochloriger Saure (HOCI), des hauptsachlichen Produktes
von MPO. Um eine profibrotische Wirkung des gesteigerten TGF-f-Signallings
zu demonstrieren, wurde die Produktion von Bestandteilen der extrazellularen
Matrix in der Zellkultur untersucht. Hier zeigte sich eine vermehrte Synthese
von Collagen und Fibronectin. Moglicher Vermittler der MPO-Abhangigen
Effekte auf die Differenzierung der glatten Muskelzellen ist die p38-MAP-
Kinase, deren Aktivierung durch MPO demonstriert werden konnte.

Die hier erhobenen Daten identifizieren die katalytische Bildung von HOCI
durch MPO als potenten Induktor pro fibrotischer Umbauprozesse in glatten
Muskelzellen und liefern somit neue Ansatze fur die Beteiligung dieses Enzyms
an kardiovaskularen Krankheitsbildern.
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7.Summary

A number of clinical, ex-vivo and in vitro studies have established a connection
between the leucocyte protein myeloperoxidase (MPQO) and pathogenic
changes of the cardiovascular system including inflammation and fibrosis. This
work provides new possible pathways for the pro fibrotic alteration of vascular
tissue by measuring the effects of myeloperoxidase on the activation of
intracellular signalcasacades and production of profibrotic growthfactors and
proteins of the extracellular matrix in cultivated vascular smooth muscle cells

with a special focus on the importance of the catalytical activity of the enzyme.

Rat-aortal smooth muscle cells where cultivated and treated with the MPO
reaktion system. We where able to demonstrate the uptake of the enzyme into
the cells. 14 hours after exposition there was a dosedependent increase of
TGF-B 1 levels in celllysates. Treatment of the cells with a catalytically inactive
speciem of MPO did not have any such effects but aplication of the main
product of MPO hypochlorous acid (HOCI) did. To demonstrate actual fibrotic
changes in the cells we observed the production of collagene and fibronectin
which both where overexpressed in cells treated with MPO. A possible mediator
of these changes might be the p38-MAPK-Kinase that was found to be
activated by MPO.

Our data identifies the catalytical production of HOCI by MPO as a potential
inductor of pro fibrotic remodeling processes in smooth muscle cells and hereby
provides new possible approaches for the significance of this enzyme in

cardiovascular disease.
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8. Abkiurzungsverzeichnis

Abb. Abbildung

ABCA-1 ATP-binding casette Transporter 1

AT-1 Angiotensinrezeptor 1

AT-lI Angiotensin ||

ATP Adenosintriphosphat

BCA bicinchoninic acid

bidest. bidestilata

BSA bovines Serumalbumin

cAMP cyclic adenosine monophosphate

CD cluster of differentiation

CREB cAMP-response binding protein

DMEM Dulbeccos’s modified eagle-medium

ECM extrazellulare Matrix

EDTA Ethylendiamintetraessigsdure

EGTA Ethylenglycol-bis(aminoethylether)-
N,N,N',N'-tetraessigsaure

eNOS endotheliale NO-Synthase

FBS fetal-bovines Serum

FN Fibronectin
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GAPDH

Glycerinaldehyd-3-phosphat-

Dehydrogenase
Gly Glycin
H202 Wasserstoff Peroxyd
HCI Salzsaure
HDL high density lipoprotein
HOCI hypochlorige Saure
HSA humanes Serumalbumin
HSP27 heat shock protein 27
IFN-y Interferon y
lgG Immunglobulin G
IL Interleukin
kDA Kilodalton
KHK koronare Herzkrankheit
LDL low density lipoprotein
MAP-Kinase mitogen activated protein-Kinase
MAPKAPK2 mitogen  activated  protein  kinase
activated protein kinase 2
MK2 s. MAPKAPK2
MKK MAP-Kinase-Kinase
MKP MAP-Kinase Phosphatase
MM-CK myofibrillare Creatinkinase

68




MMP Matrixmetalloproteinase

MPO Myeloperoxidase

MTT 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazoliumbromid

NADH Nicotinamidadenindinukleotid

NADPH Nicotinamidadenindinucleotidphosphat

NO Stickstoffmonoxyd

PAI-1 Plasminogen-Aktivator-Inhibitor

PBS phosphate-buffered saline

PDGF platelet derived grothfactor

PMN polymorphkernige neutrophile Blutzelle

RASMCs rataortic smooth muscle cells
(rattenaortale, glatte Muskelzellen)

RNS reaktive Stickstoffspezies

ROS reaktive Sauerstoffspezies

rpm revolutions per minute

SDS Sodiumdodecylsulfat

TAB1 transforming growth faktor-p-aktivated
kinase 1 binding protein

TBST tris-buffered saline with Tween20

TGF-p transforming growthfactor beta

Thr Thyrosin

TIM tissueinhibitor of metalloproteinases
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TNF-a

Tumornekrosefaktor a

VSMC

vascular smooth muscle cell (glatte
Gefallmuskelzelle)
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