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1 Einleitung

Dank des medizinischen Fortschritts in den letzten 100 Jahren spielen Infektionserkrankun-
gen als Todesursache in den westlichen Industrienationen nur noch eine untergeordnete Rol-
le. Stattdessen stehen Erkrankungen des Herz-Kreislaufsystems an erster Stelle der Todesur-
sachen in Deutschlahdowie anderer westlicher Nationen ). Die Arteriosklerose,

eine krankhafte Veranderung der Arterienwande mit Lipideinlagerungen, stellt bei den meisten
Herz-Kreislauferkrankungen die zugrundeliegende Erkrankung dar. Epidemiologische Studien
konnten in den letzten Jahrzehnten eine Reihe von Risikofaktoren fur die Arterioskleroseentste-
hung identifizierenl( ). Neben unveranderlichen, genetischen Faktoren gehéren durch
den persénlichen Lebensstil gepragte Faktoren dazu, wie Bewegungsmangel und Ubergewicht
(Tab.1.1).

RISIKOFAKTOREN
unbeeinflussbare beeinflussbare
Alter Rauchen

mannliches Geschlecht Hypertonie

familiare Pradisposition Diabetes mellitus
Hypercholesterindmie
Hyperlipoproteinamie
Ubergewicht
Bewegungsmangel

Tabelle 1.1Risikofaktoren der Arterioskleroseentstehung

Die Erndhrung ist ein zentraler Bestandteil des persénlichen Lebensstils und beeinflusst ei-
ne Reihe der aufgefuhrten Risikofaktoren. Eine hyperkalorische Ernahrung begtinstigt sowohl
die Entstehung eines Ubergewichts als auch die Entwicklung einer Hypercholesterinamie oder
eines Diabetes mellitus. Umgekehrt kann eine ausgewogene Erndhrung sowie eine Reduktion
des Korpergewichts im Rahmen einer kalorienreduzierten Diéat diese Risikofaktoren ginstig
beeinflussen.

Epidemiologische Studien in den 70-er und 80-er Jahren haben gezeigt, dass die verringer-
te Mortalitat an Herz-Kreislauferkrankungen in Bevélkerungsgruppen wie den Inuit mit einer
erhohten Aufnahme an mehrfach ungesattigten Fettsauren, insbesondere n-3 Fettsauren korre-
liert ist ( ). Zahlreiche Folgestudien konnten einen protektivéielE einer
erhohten n-3 Fettsdureaufnahme sowohl fir die Primar- als auch die Sekundarpravention kar-
diovaskularer Erkrankungen zeigen. Der genaue Mechanismus ist dabei noch weitgehend unge-
klart. Ein moglicher Wirkmechanismus wird in der verbesserten Endothelfunktion gesehen, die

Ihttpy/www.destatis.de



1 Einleitung

in Studien mit einem erhdhten n-3 Fettsdure-Plasmaspiegel korreliert was(
).

Die Bedeutung des Endothels fiir die Arterioskleroseentstehung ist mittlerweile unbestritten
( ). Das Endothel bildet die Grenze zwischen Blut und Gefal3wand und ist kontinu-
lerlich potentiell schadlichen Substanzen ausgesetzt, die zu einer Verletzung bzw. Fehlfunktion
fuhren kénnen. Die Induktion von Apoptose stellt dabei eine mdgliche Reaktion des Endothels
dar (vgl. Kapitel2.2). Die Messung der Endothelfunktion erlaubt eine Prognose Uber die Wahr-
scheinlichkeit eines spateren Auftretens etwa eines Myokardinfarkts oder eines Schlaganfalls
( ). Interventionen, die zu einer Verbesserung der Endothelfunktion fiih-
ren, kdnnen auch das Risiko fir kardiovaskuléare Ereignisse reduzieren.

Ein Schutz von Endothelzellen gegeniber Verletzung und Apoptose kénnte daher zum Erhalt
der Endothelfunktion und einer verringerten Mortalitdt an Herz-Kreislauferkrankungen beitra-
gen. Ziel dieser Arbeit war daher zum einen die Untersuchung der Apoptoseinduktion in hu-
manen Endothelzellen durch verschiedene Fettsauremetabolite und zum anderen die mdgliche
Modulation einer derartigen Schadigung durch hochungesattigte Fettsauren.



2 Stand der Forschung

2.1 Die Rolle des Endothels bei der Arteriosklerose

Arteriosklerose

Der Begrit Arteriosklerose bezeichnet eine Erkrankung der Intima arterieller Blutgefalie, die
durch eine lokale Veranderung der Intima mit Lipid- und Bindegewebsansammlungen gekenn-
zeichnet ist. Arteriosklerotische Veranderungen der GefalRwand entstehen insbesondere in der
Aorta, den Koronar- sowie Gehirnarteriefid( ) ). Die typische Lokalisati-
on arteriosklerotischer Lasionen ist vermutllch durch eine verdnderte Hamodynamik bedingt.
Eine unphysiologische Scherbelastung wie etwa durch turbulenten Fluss oder einen niedrigen
(< 4 Dynegcm?) bzw. hohen % 70 Dynegcn?) Scherdruck beguinstigt die Entstehung einer
Endotheldysfunktion, die als erster Schritt der Arterioskleroseentstehung angesehewiovird (

).

Die Entstehung der Arteriosklerose ist ein multifaktorieller Prozess, in dem sich die Verande-
rungen der GefaRwand Uber viele Jahre hinweg vollziehen. Die frihsten beobachtbaren Schadi-
gungen der Gefal3e sinthtty streaks”, die durch Akkumulation von Cholesterin-tiberladenen
Makrophagen, den sogenannten Schaumzellen, im subendothelialen Raum entstehen. Diese
Veranderungen kénnen bereits im ersten Lebensjahrzehnt in der Aorta, spéater auch in ande-
ren Arterien, beobachtet werden. Durch weitere Ansammlung nekrotischer Makrophagen so-
wie Proliferation glatter Gefalimuskelzellesn{ooth muscle cellSMCs) entwickelt sich ein
Plaque, der durch einen lipidreichen nekrotischen Kern und eine ihn umgebende fibrése Schicht
aus SMCs gekennzeichnet ist( ).

Die haufigste Ursache fir einen akuten Arterienverschluss mit den bekannten Folgen ei-
nes Myokardinfarktes bzw. eines Schlaganfalls ist ein Aufbrechen eines arteriosklerotischen
Plaques. Die dadurch bedingte Exposition extravaskul&arer Matrix sowie des pro-thrombotischen
Lipidmaterials fiihrt zur Bildung eines Thrombus.

Endothel

Das Endothel kleidet alle Blutgefal3e des Korpers wie eine Tapete aus und fungiert als
semi-permeable Grenzschicht zwischen Blut und umgebendem Gewebe. Die einlagige Schicht
aus Endothelzellen wird von 1-6 x ¥0Zellen geformt, die zusammen etwa die Masse von

1 kg aufweisen und eine Flache von 1-7 twedecken ( ). Das Endothel
ist ein vielseitiges Organ, welches fir die Regulation des Blutdrucks und der vaskularen
Homoostase unersetzlich isti( ). Ein ruhendes Endothel

besitzt eine anti-thrombotische, anti- adhaswe Oberflache und sezerniert vasoaktive Substanzen,
die unter anderem die Plattchenaggregation sowie das Wachstum von SMCs hemmen und
gefalierweiternd wirken.
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Nach der,response-to-injury“Hypothese kommt dem Endothel eine zentrale Rolle bei der
Arteriogenese zu ). An erster Stelle einer Kaskade von Ereignissen steht dabei ei-
ne Verletzung bzw. Dysfunktion des Endothels. Tak.zeigt mdgliche Ausloser einer solchen
Fehlfunktion des Endothels. Unabh&ngig von der Ursache fuhrt die Fehlfunktion zu einer erh6h-
ten Adhasionsmolekilexpression sowie Permeabilitat des Endothels und Verlust der antikoagu-
lativen Eigenschaften( ) ). Diese ,Aktivierung*“ zieht die Adhé&sion
und Transmigration von Monozyten sowie Adhasion von Thrombozyten nach sich, weswegen
die Arteriosklerose als chronische Entziindung angesehen stizch( ).

e erhbhte LDL-Spiegel

e modifiziertes LDL

o freie Radikale

e erhbhte Homocysteinspiegel im Plasma
e Infektion mit Chlamydien, sowie Herpes- oder Zytomegalieviren

Tabelle 2.1Mdgliche Ursachen einer Endotheldysfunktion



2.2 Apoptose

2.2 Apoptose

2.2.1 Apoptose - der physiologische Zelltod

Komplexe Organismen wie der Mensch erhalten die Gewebshomgostase durch ein Gleichge-
wicht zwischen Zellproliferation und Apoptose aufrecht. Der Biégpoptose wurde vor
( ) gepréagt, die das Phdnomen als Erste benannt haben und setzt sich aus den beiden

griechischen Worteraro (ape=weg) undrrooo (ptosis=Fall) zusammen. Die Apoptose wird
auch als programmierter Zelltod bezeichnet und stellt die physiologische Form des Zelltodes
dar, die fur die Elimination Uberzéahliger, geschadigter oder mutierter Zellen verantwortlich ist.
Eine Fehlregulation der Apoptose wird in verschiedenen Krankheiten beobachtet, insbesondere
bei der Tumorentstehung sowie Autoimmunerkrankungem{; ).

Von der pathologischen Form des Zelltods, der Nekrose, unterscheidet sich die Apoptose so-
wohl morphologisch als auch biochemisch. Tab2l@zeigt eine Zusammenstellung wichtiger
Unterschiede.

APOPTOSE NEKROSE

Stimuli physiologisch oder pathologisch pathologisch
Zellmorphologie Schrumpfung Anschwellen
Chromatinkondensation ja nein
Energieabhangigkeit ja nein
Asymmetrie der Zellmembran aufgehoben intakt
DNA-Fragmentierung zwischen den Nukleosomen zufallige Aufspaltung

DNA-Leiter (200 bp) (,DNA-Schmier*)
Entztindungreaktion nein ja

Tabelle 2.2Morphologische und biochemische Unterschiede zwischen Apoptose und Nekrose

Signaltransduktionswege der Capasen-Aktivierung

Signale zur Apoptose einzelner Zellen werden sowohl durch exogene Faktoren (z.B. UV-
Strahlung) als auch durch endogene Faktoren (z.B.a)N€ermittelt. Dartberhinaus kénnen
viele Faktoren, die zu oxidativem Stress fulhren, Apoptose induzieren. Unabhangig von
der Art des Apoptosestimulus minden alle aktivierten Signalwege in einen gemeinsamen
Endweg der Apoptose, die Aktivierung der Caspasen (Cysteinyl-Aspartasen). Die Aktivierung
der Caspasen fuhrt zur Spaltung einer ganzen Reihe von Zielproteinen, wodurch Proteine,
die fur die Ausfihrung der Apoptose notwendig sind, wie etwa DNasen, aktiviert werden.
Proteine, die ein Zelliberleben fordern, wie etwa die fir die DNA-Reparatur zustandige
Poly(ADP-ribose)Polymerase (PARP), werden dagegen durch Spaltung inaktivderti{

). Caspasen liegen als inaktive Enzyme im Zytosol vor und kénnen tber
zwei Signalwege aktiviert werden (vgl. AbbD.1):

1.) Sogenannte Todesrezeptoren rekrutieren nach Aktivierung verschiedene Adaptermo-

lekile zu einemdeath inducing signaling complex (DISQJurch den Caspase-8 aktiviert
wird. Caspase-8 wiederum kann direkt Caspase-3 aktivieren oder durch Spaltung des pro-

5



2 Stand der Forschung

apoptotischen Proteins Bid den zweiten Signalweg aktivieren.

2.) Der zweite, Rezeptor-unabhangige Signalweg beruht auf der Freisetzung von Cytochrom C
sowie anderer pro-apoptotischer Proteine aus den Mitochondrien. Cytochrom C, Apaf-1 und die
Procaspase-9 formen das sogenannte Apoptosom, durch das Caspase-9 aktiviert wird, welche
wiederum Caspase-3 aktivieren kann.

ilg;lalweg ltlbel' Todesfaktoren - Ig/iI;tI:):ll:;)ezdrlaler
odesrezeptoren « y y
(z.B. TNFa) andere Stimuli

w W (z.B. oxidativer Stress)
Ll LAl Mitochonb

W Todes-
Adaptermolekiile  rezeptoren

Bid

. e ® Cytochrom C
aussen | innen

3 < + UApaf-l
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Abbildung 2.1:Schematische Darstellung der an der Apoptoseinduktion Gber Mitochondri-
en oder Todesrezeptoren beteiligten Signalwege. Liganden-aktivierte Todesrezeptoren vermit-
teln durch Rekrutierung verschiedener Adaptermolekile death inducing signaling com-

plex (DISC)die Aktivierung der Caspase-8. Aktive Caspase-8 kann entweder direkt Caspase-3
aktivieren oder durch Spaltung des pro-apoptotischen Proteins Bid, das die Cytochrom C-
Freisetzung aus den Mitochondrien férdert, einen zweiten, Rezeptor-unabhangigen Signalweg
initiieren. Der mitochondriale Signalweg (auf der rechten Seite dargestellt) ist durch die Frei-
setzung von Cytochrom C und anderer pro-apoptotischer Proteine aus den Mitochondrien ge-
kennzeichnet. Freigesetztes Cytochrom C bildet mit dpoptotic protease-activating factor-1
(Apaf-1)und der Procaspase-9 das Apoptosom, wodurch Caspase-9 aktiviert wird, welche wie-
derum Caspase-3 aktivieren kann. Die Caspase-Inhibitoremkiéitor of apoptosis protein
(IAPs)}Familie sind in der Lage, bereits aktivierte Caspasen durch direkte Interaktion zu hem-
men und dadurch die Apoptose zu verhindern.

Regulation der Apoptose

Der komplexe Vorgang der Apoptose wird durch eine Vielzahl pro- und anti-apoptotischer Pro-
teine reguliert. Dazu zéhlen spezielle Proteine wie etwa die Proteine der Bcl-2-Familie, die

6



2.2 Apoptose

sowohl pro- als auch anti-apoptotische Mitglieder hat. Vermutlich durch Oligomerisierung pro-
apoptotischer Mitglieder wie tBid und Bax kommt es zur Bildung von Poren in den Mitochon-
drienmembraneni( ), die grol3 genug fur die Freisetzung von Cytochrom C
und anderer pro-apoptotischer Proteine sindi€ i

). Anti-apoptotische Bcl-2-Proteine wie das Bcl-2 selbst sind in der Lage ihre pro-
apoptotischen Verwandten zu binden und damit zu inaktivierend i

).
Weitere wichtige Proteinfamilien, die in die Regulation der Apoptose involviert sind und im

Rahmen dieser Arbeit untersucht wurden, sollen im folgenden kurz vorgestellt werden.

Inhibitor of apoptosis proteins (IAPs) 1APs sind die grof3te bekannte Gruppe endogener
Caspase-Inhibitoren. Sie sind durch eine oder meliBacelovirus IAP repeat (BIRDomanen
charakterisiert|( ). Bislang konnten 8 verschiedene IAPs in Sdugetieren nachge-
wiesen werdenX-linkedIAP (XIAP), c-1AP-1, c-IAP-2 sowieneuronallAP sind in der Lage
Caspase-3, -7 und -9 durch direkte Interaktion zu hemroend

) ). Daneben enthalten flnf verschiedene IAPs darunter XIAP c-IAP-1 und
c-IAP-2 eine RING-Doméne, welche die proteasomale Degradierung sowohl des IAP als auch
des Zielproteins durch Ubiquitynierung katalysiezt( ).

Die Expression der IAPs kann auf Transkriptionsebene reguliert werden. Dies dient wahr-
scheinlich als eine Art Sicherungsmechanismus, um eine irrtimliche Caspasenaktivierung zu
verhindern [ ). Sowohl verschiedene Formen des Zellstresses als auch Wachstums-
faktoren konnen die IAP-Expression induzieren. Der dafur verantwortliche Transkriptionsfak-
tor ist noch nicht identifiziert. Ein mdglicher Kandidat ist der Transkriptionsfaktoclear
factor«B (NF-«xB), dessen Aktivierung mit einer verstarkten Expression der IAPs korreliert ist.
Die Uberexpression des NéB-Inhibitors kBa in humanen SMCs fiihrte zu einer Reduktion
der iap-1 mMRNA-Expressiori( ). In HL60-Zellen wurde sowohl die Aktivierung
von NF«B als auch der Proteinkinase Akt und eine anschlieRende verstarkte Expression von
c-1AP-1, c-1AP-2 und XIAP beobachtet ¢ ).

Mitogen-activated protein kinases (MAPKs) MAPKSs koordinieren eine Vielzahl zellul&-
rer Mechanismen wie Gentranskription, Proteinsynthese, Zellzyklus, Zelltod ufetdhzie-
rung. Die Aktivitat der MAPKs wird durch eine dreigliedrige Kaskade reguliert, die aus einer
MAPK, einer MAPK-Kinase sowie einer MAPK-Kinase-Kinase besteht. In Saugetieren sind
bislang vier unterschiedlich regulierte MAPK-Familien beschrieben, ERK{xtracellular
signal-related kinasgs JNK1/2/3 (c-jun amino terminal kinas@sdie p38-Proteine sowibkig
MAPK-1 Die Regulation der MAPKSs ist sehr komplex, da MAPK-Kinasen mehrere MAPK
und MAPK-Kinasen-Kinasen unterschiedliche MAPK-Kinasen aktivieren konnem

: )-

Die Aktivierung der drei MAPK-Familien hat unterschiedlich&dkte auf die Apoptosein-
duktion. ERKs werden insbesondere durch Wachstumsfaktoren aktiviert, férdern die Zellproli-
feration sowie anti-apoptotische Signhalwege und hemmen pro-apoptotische Signaiwege (

). Die MAPKS JNK und p38 werden durch verschiedene
Formen des Stresses aktiviert. Es konnte gezeigt werden, dass die Aktivierung von p38 in Endo-
thelzellen in den Prozess der Apoptose involviert ist, da eine Hemmung der p38-Aktivierung
durch spezifische Inhibitoren die Endothelzellapoptose reduzieren koiimte: { 3



2 Stand der Forschung

). Die Rolle von JNK in der Regulation der Apoptose ist noch unvollstandig
verstanden. Wurde zunéchst die Aktivierung von JNK als ein rein pro-apoptotisches Signal ge-
wertet ( ) ), liegen vermehrt Hinweise auf eine anti-apoptotische
Funktion der JNK-Aktivierung vorl( ). Die Rolle von JNK in der Regulation der Apop-
tose scheint damit wesentlich komplexer zu sein als bisher angenommen. Es wird vermutet,
dass die Aktivierung von JNK eine Apoptose-modulierende Rolle in Abhangigkeit vom Zelltyp
und der Art des Stimulus spielt ( ).

Die Proteinkinase Akt Akt ist eine Serin-Threonin-Kinase, die durch verschiedene Wachs-
tumsfaktoren und Zytokine aktiviert wirds( ). Als Mitglied der Phos-
phatidylinositol 3-OH-Kinase (PI3K) regulierten Proteine wird Akt nach Rekrutierung an die
Plasmamembran durch Phosphorylierung an Threonin 308 und Serin 473 akiiviert(

). Akt selbst ist eine multifunktionelle Kinase, die verschledenste
Proteine durch Phosphorylierung aktiviert oder hemmt. Zu den Substraten gehéren Proteine der
Apoptoseregulation wie Bad und Procaspase-9, Proteine der Zellzyklusregulation Witf p21
und die Nitritoxidsynthase( ).

Die zentrale Rolle der Proteinkinase Akt in der Regulation der Endothelzellvitalitat konnte in
zahlreichen Studien gezeigt werden. Verschiedenste Stimuli wie Insulin, laminarer Scherstress,
Ostrogen oder reaktive Sauer$épezies aktivieren den PI3K-Akt-Signaltransduktionsweg,
wodurch die Induktion von Apoptose gehemmt werden kon@ted ). Als
distale Hfektoren der anti-apoptotischen Wirkung einer Akt-Aktivierung wurden neben der In-
aktivierung von Bad und der Procaspase-9, die erhohte Expression des Caspase-8-Inhibitors
FLICE-inhibitory protein( ) sowie anti-apoptotischer Proteine wie Survivin
( ) und c-1AP-1 ( ) beschrieben.

Nuclear factor-«B (NF-«xB) Der Transkriptionsfaktor N&kB wird durch zahlreiche Stimuli

wie etwa Zytokine oder verschiedene Formen des Zellstresses aktiviekB E-ein Dimer,

das aus verschiedenen Vertretern der/lRekB-Familie wie etwa p65 und p50 gebildet wird

( ) ). In unstimulierten Zellen liegen die Homo- und
Heterodimere des NkB als inaktiver NF«B/IkB-Komplex im Zytosol vor. Die schnelle, tran-
siente Aktivierung des Transkriptionsfaktors erfolgt durch Phosphorylierung«BeBrbteins,
wodurch NF«B freigesetzt wird, in den Zellkern transloziert und dort die Transkription ver-
schiedener Proteine aktiviert, die in die Immunantwort, Entziindung, Proliferation und Uberle-
ben der Zellen involviert sind<( ).

2.2.2 Endothelzellapoptose

Ruhende Endothelzellen bilden eine geschlossene Zellschicht, einen sogemaantdayey
und erhalten dadurch eine Barriere zwischen Blutbestandteilen und extravaskularem Gewebe
aufrecht. Durch seine einzigartige Stellung ist das Endothel einer Vielzahl mit dem Blut zirku-
lierender Faktoren ausgesetzt. Diese kdnnen zu einer Aktivierung wie auch zu einer Schadigung
des Endothels fihren. Eine mogliche Folge solch einer Endothelschadigung ist die Apoptose der
Zelle (Abb.2.2).

Ein in vivo Beweis fur einen direkten Zusammenhang zwischen Endothelzellapoptose und
Arteriosklerose steht noch aus. Vielmehr haben zahlreiche deskriptive Studiémwitid Ex-
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Endothel
e e\ apoptotische /7 Risikofaktoren
/ Endothelzelle (z.B. oxLDL, TNFa)

)

schiitzende Faktoren

(z.B. Scherstress, NO) Endotheldysfunktion
ROS"— [
mogliche ./ \ \ INK/p38
Signalwege DNA-Schidden Caspasen Atherogenese
N | l
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Abbildung 2.2:Endothelzellapoptose. Das Endothel ist als Barriere zwischen Blutbestandteilen
und dem extrazellularen Gewebe mit denooth muscle cells (SMAgntinuierlich verschie-
densten Faktoren ausgesetzt. Zu diesen zahlen oxidierte LDL-Partikel (oxLDL) ung, tieF

Zu oxidativem Stress und der Bildung reaktiver Saudispezies (ROS) fihren und Apoptose

in Endothelzellen induzieren kdnnen. Schitzende Faktoren, wie der laminare Scherstress oder
Nitritoxid (NO) sind in der Lage sowohl den oxidativen Stress zu reduzieren als auch die Endo-
thelzellapoptose zu verhindern. Die Apoptose von Endothelzellen kann zur Dysfunktion des
Endothels fihren, welche als initialer Schritt der Arteriogenese angesehen wird.

perimente eine Flle von Hinweisen fir eine moégliche Beteiligung der Endothelzellapoptose
bei der Initiation der Arteriosklerose ergebeni{ ). Wie bereits

( ) zeigen konnten, ist an Stellen der GefaRwand, an denen bevorzugt arterio-
sklerotische L&sionen auftreten, ein erhdhter Endothelzellumsatz zu finden. Da ein gesundes
Endothelin vivo nur eine sehr geringe Replikationsrate von 0,1% pro Tag aufweist§

), kdnnte dies auf ein erhdhtes Zellsterben durch Apoptose zurlickzufiihrer-sgia- (
). Diese GefalRabschnitte weisen eine Veranderung der Hamodynamik wie eine

niedrige Scherbelastung oder eine turbulente Stromung auf, die mit dem Auftreten apoptoti-

scher Endothelzellen in Zusammenhang stehen ). Ein laminarer Scherstress
Ubt dagegen einen protektiveritékt auf Endothelzellen aus und ist in der Lage, Endothelzell-
apoptose inn vitro Experimenten zu verhinderm(| ). Wie weiterein vivo

undin vitro-Studien zeigen konnten, haben Risikofaktoren der Arterioskleroseentstehung einen
Einfluss auf die Apoptoseinduktion in Endothelzellen. Mit dem Alter steigt auch die Sensiti-
vitdt von Endothelzellen gegentber Apoptosestimu!if{ , ).
Andere pro-atherogene Substanzen wie etwa oxidierte LDL-Partikel, Angiotensin II, Hypoxie
oder pro-inflammatorische Zytokine sind in der Lagevitro Apoptose in Endothelzellen zu
induzieren [ ).



2 Stand der Forschung

Eine derartige Schadigung des Endothels kann zu Veranderungen seiner vaskularen Eigen-
schaften fuhren ). Eine verringerte Endothelzellzahl kann dariiberhinaus den Verlust
der Endothelintegritat bedeuten. Die Konsequenzen sind ein vereinfachter Ubertritt und Ablage-
rung von Lipiden sowie Monozyten in den extravaskularen Raum sowie die Induktion der Mus-
kelzellproliferation ( ). Zusétzlich verliert das Endothel seine anti-koagulativen
Eigenschaften. Es konnte gezeigt werden, dass apoptotische Zellen pro-koagulativ sind und die
Adhésion nicht-aktivierter Thombozyten fordern kénneni{ ) ). Die Scha-
digung des Endothels mit der moglichen Folge der Endothezellapoptose kénnte daher einen
initialen Schritt in der Arterioskleroseentstehung darstellen (vgl. 2Bh
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2.3 Mehrfach ungesiittigte Fettsiduren

2.3 Mehrfach ungesattigte Fettsauren

Fettsduren gehtren neben den Aminosauren und den Kohlenhydraten zu den Grundbausteinen
des Lebens. Fettsauren fallen im wesentlichen drei Aufgaben zu:

¢ Sie dienen als Energielieferant und -speicher.
¢ Sie sind essentielle Membranbausteine.
e Hochungesattigte Fettsauren dienen als Ausgangssubstanzen fur die Eicosanoidsynthese.

n-6 Fettsiuren n-3 Fettsiuren
C18:2n-6 C18:3n-3
Linolsdure (LA) a-Linolensdure (LNA)

} l

— — COOH _
m B o

C20:4n-6 C20:5n-3
Arachidonsdure(AA) Eicosapentaensidure (EPA)
\ Cyclooxygenasen \ : o o
| Lipoxygenasen |

\ / C22:6n-3

Docosahexaensidure (DHA)

Prostanoide:  2-er Serie 3-er Serie
Leukotriene:  4-er Serie 5-er Serie
pro- anti-

inflammatorisch inflammatorisch

Abbildung 2.3:n-6 und n-3 Fettsauren. Schematischer Uberblick tiber die Bildung beider Fett-
sauregruppen. Links dargestellt sind die n-6 Fettsauren mit ihnren Hauptvertretern LA und AA,
welche Uber verschiedene Zwischenprodukte aus LA synthetisiert wird. Rechts sind die n-3
Fettsdauren mit ihren Hauptvertretern LNA, EPA und DHA dargestellt. Links unten ist die Syn-
these der Eicosanoide aus AA und EPA zusammengefasst, die durch Cyclooxygenasen und
Lipoxygenasen katalysiert wird.

Zu den mehrfach ungesattigten FettsaurldRAs=polyunsaturated fatty acijlsverden Fett-
sauren mit zwei oder mehr Doppelbindungen gezahlt. Die weitere Unterteilung erfolgt aufgrund
der Stellung der ersten Doppelbindung nach der Methylgruppe. N-6 Fettsduren haben die erste
Doppelbindung am Kohlendf@atom 6, n-3 Fetts&uren bereits am Kohleffstom 3 (Abb2.3).
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2 Stand der Forschung

Die Stammfettsduren beider Gruppen, Linolsédure (n-6) sawlienolensaure (n-3), zahlen zu

den essentiellen Fettsduren, die der Mensch aufgrund eines Enzymmangels nicht selber synthe-
tisieren kann. Aus diesen kénnen durch enzymkatalysierte Elongation sowie Desaturierung die
hochungesattigten Fettsauren wie Arachidonsaure (AA) und Docosahexaensaure (DHA) gebil-
det werden.

Wahrend die Zusammensetzung der Proteine genetisch determiniert ist, variiert das Fettsau-
remuster der Membranlipide und spiegelt die Fettsaurezusammensetzung der Nahrung wider.
Insbesondere Eicosapentaenséure (EPA)- sowie DHA-Spiegel sind durch die Nahrung beein-
flussbar und werden vermehrt sowohl in Phospholipide als auch in Triglyzeride des Fettgewe-
bes eingebaut( ). Der AA-Spiegel dagegen scheint reguliert zu sein, da durch
eine erhdhte AA-Zufuhr der Gehalt z.B. im Plasma oder dem Fettgwebe nur schwer beeinflusst
werden kann.

Dies ist besonders in Hinblick auf die Synthese der Eicosanoide von Intergsse(L987),
die eine wichtige Rolle beim Entziindungsgeschehen, der Kontrolle des Blutdrucks und der
Thrombozytenaggregation spielen. Die vorwiegend aus AA sowie EPA gebildeten Eicosanoide
haben dabei génzlich unterschiedliche Wirkungen (vgl. 208). Ein Grol3teil der Wirkungen
sowohl der n-6 als auch der n-3 Fettsduren wird auf den Einfluss auf die Eicosanoidsynthe-
se zuruckgefuhrtl( ). Da beide Fettsauregruppen um die gleichen Enzyme
konkurrieren, kann insbesondere durch eine erhéhte Zufuhr von n-3 Fettsauren die Synthese
zugunsten der weniger aktiven n-3 Eicosanoide beeinflusst werden.

2.3.1 n-6 Fettsauren und Metabolite der Oxidation - Effekte auf das
Endothel

Der wichtigste Vertreter der n-6 Fettsauren ist die AA, deren biologistlekie zum Grol3teil
auf die durch verschiedene Oxygenasen gebildeten Eicosanoide zurlckgefuhrt vizgeden (

). Daneben konnte gezeigt werden, dass AA NAD(P)H-Oxidasen aktivieren sowie lonen-
kanale beeinflussen kann. Eine Akkumulation von AA scheint die Proliferation zu hemmen und
Apoptose zu initilerent ).

Oxidationsmetabolite der n-6 Fettsauren
Cyclopentenon-Prostaglandine

Prostaglandine (PGs) bilden eine Familie strukturell verwandter Molekiile, die von verschieden-
sten Zellen in Reaktion auf eine Vielzahl extrinsischer Stimuli gebildet werden. Als autokrine
und parakrine Botensfi@ sind sie in verschiedene homdostatische Vorgénge involviert. PGs
werden auf dem Cyclooxygenase (COX)-Weg aus hochungesattigten Fettsauren, insbesondere
AA, gebildet. Nach enzymatischer Freisetzung aus Membranphospholipiden katalysieren COX
die Bildung des instabilen Zwischenprodukts PGaBis AA, welches anschlielRend zu PGH
umgewandelt wird (Abb2.4). PGH, wird in Abhé&ngigkeit von Zelltyp und Art des Stimulus
zu verschiedenen PGs wie etwa PGBPGE, PGE, Prostacyclin oder Thromboxan,Amge-
wandelt.

Innerhalb dieser Familie bilden die Prostaglandine der A- und J-Reihe die sogenannten Cyclo-
pentenon-Prostaglandine (CyPGs). Diese Untergruppe ist durclaginengesattigte Carbo-
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Abbildung 2.4:Bildung und Struktur der verwendeten PGs und CyRGBie Biosynthese der

PGs erfolgt durch enzymatische Umwandlung der AA in BGitis dem abhéngig von der Art

der Zelle und des Stimulus die PGs synthetisiert werden, welche wiederum die Ausgangssub-
stanzen fur die CyPGs bildeB. zeigt die Strukturformeln der verwendeten PGs und CyPGs
sowie das synthetische Derivat 9,104id das Cyclopentenon.

nylgruppe im Cyclopentenonring charakterisiert. BGRIGA; und PGA werden durch Dehy-
drierung des Cyclopentanringes aus BGRPGE sowie PGE gebildet und konnten bereits

vivo nachgewiesen werde(

). Besonderes Interesse hat ein nicht-enzyma-

tisch gebildeter Metabolit des PG dlas 15-deoxyy'?4-PGJ} (15d-PGJ), gefunden. Erstmals
1995 als endogener Ligand des nukledren Hormonrezeptors Peroxisom-Proliferator-aktivierter

Rezeptory (PPARYy) identifiziert (

), deuten Studien zunehmend auf zusatzli-

che Htekte des 15d-PGuahin. Zu diesen zahlen entziindungshemmenftiekie wie die Reduk-

tion der NF«xB-Aktivierung ( )

der Produktion pro-inflammatorischer Zytokiné|

der Leukozyten-Endothelzellinteraktiofi=(

), die Hemmung
) sowie eine Verminderung
). Im Gegensatz dazu zeigt eine

wachsende Studienzahl pro-inflammatorisciielge von CyPGs, insbesondere des 15d-PGJ

So induziert 15d-PGJoxidativen Stressi(

, ) sowie Apoptose

in verschiedenen Zellen inklusive Endothelzelléns( )

). Zusatzlich stimuliert 15d-PGdlie Bildung von Interleukin-85

viert humane Eosinophilé ).

) und akti-

Einige Studien konnten zeigen, dass von verschiedenen getesteten PGs das ;18PGJ

starksten Hekte auf die Zellvitalitat austbt3(

] 1
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2 Stand der Forschung

). Erste Untersuchungen an Endothelzellen hatten bestatigt, dass CyPGs unter-
schiedlich stark die Zellvitalitat reduzieren und die Expression von Adhéasionsmolekilen nach
TNFa-Stimulation hemmenA ).

4-Hydroxynonenal - ein Lipidperoxidationsprodukt

4-Hydroxynonenal (HNE) ist ein Hauptprodukt der Lipidperoxidation von n-6 Fettsauren wie
LA oder AA ( ). Die Bildung von HNE aus diesen Fettsauren wird durch
verschiedene Enzyme katalysiert, aber auch nicht-enzymatische Wege werden verniuatet (

). HNE ist eina,B-ungeséttigter Aldehyd und mit seinen drei funktionellen Gruppen ein
hochreaktives Molekiil (Abl2.5), welches mit Thiol- und Aminogruppen von Proteinen rea-
giert und DNA sowie RNA durch Adduktbildung schadigt.

O

V\/\NH

OH
Abbildung 2.5:Chemische Struktur des Lipidperoxidationsprodukts 4-Hydroxynonenal

Eine wachsende Zahl von Studien deutet darauf hin, dass Aldehyde, die endogen durch Li-
pidperoxidationsprozesse gebildet werden, fur die pathophysiologischen und zellschadigenden
Effekte des oxidativen Stresses verantwortlich sind. Derartige Prozesse laufen bei entztindlichen
und oxidativen Vorgangen ab, wie sie bei der Bildung arteriosklerotischer Lasionen vermutet
werden [ ). Es wird angenommen, dass die oxidative
Modlflkatlon von LDL- Partlkeln fur die Entstehung der Schaumzellen aus Makrophagen ver-
antwortlich ist. ( ) konnten eine oxidative Modifikation von LDL-Partikeln
in vivo nachweisen. HNE wurde als eines der Lipidperoxidationsprodukte in oxidierten LDL-
Partikeln identifiziert £ ). Der Nachweis HNE-modifizierter Epitope in ar-
teriosklerotischen Lasionen LDL-Rezeptor-defizienter Kaninchen ) konnte
unter anderem in Lasionen der menschlichen Aorta bestatigt werdénn( ,

).

Als lipophile Substanz kann HNE in Plasmamembranen akkumulieren und dabei vermut-
lich Konzentrationen im milli-molaren Bereich erreichéi( ). Neben extrazellularen
Quellen wie oxidierten LDL-Partikeln, wird HNE durch intrazelluldre oxidative Prozesse ge-
bildet und wirkt als Mediator des oxidativen Stresses. Daneben konnte HNE als physiologische
Komponente des Blutplasmas nachgewiesen werden. In gesunden Probanden konnte ein mitt-
lerer Plasmaspiegel von 0,M HNE bei Frauen und 0,78M bei Mannern gemessen werden
( ). ( ) konnte dartiberhinaus zeigen, dass verschiedene Erkran-
kungen wie Parkinson den Plasmaspiegel auf bis zM &NE erh6hen kénnen.

Die biologischen Eekte von HNE sind vielféltig und abhangig von der eingesetzten Konzen-
tration. Konzentrationen tber 100/ induzieren akute und unspezifische zytotoxisclfiele
te, Konzentrationen unter M tben vermutlich physiologischefekte aus

). Die meisten bisher publizierten Untersuchungen wurden in Abhangigkeit des verwende-
ten Zellmodells mit Konzentrationen zwischen 1 und A8HNE durchgefuhrt. Die toxischen
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2.3 Mehrfach ungesiittigte Fettsiduren

Effekte des HNE werden in erster Linie mit seiner Fahigkeit, Apoptose zu induzieren, in Ver-
bindung gebracht ( ) , , ).
( ) und ( ) konnten zeigen, dass HNE in Konzentrationen von 1420
Apoptose in HUVECSs induzieren kann. Der genaue Mechanismus ist noch unbekannt, aber als
maogliche Wege der Apoptoseinduktion wurden der Einstrom extrazellularen CalciUms (

), die Aktivierung der MAPK JNK

) sowie die Depletlon des intrazellularen GSH-Poals.( )vorgeschlagen.
Daneben ist HNE in der Lage den Transkriptionsfaktor A8 )

) sowie die Proteindegradierung durch das Proteasom ) )
zu hemmen.

2.3.2 n-3 Fettsauren und ihre protektive Wirkung auf das Endothel

Die wichtigsten Vertreter der n-3 Fettsauren sind EPA und DHA. Erstere ist aufgrund der in
Abbildung 2.3 bereits dargestellten Eigenschaft als Vorlaufersubstanz der Eicosanoide von Be-
deutung. DHA ist sowohl fiir Nervenzellen als auch Photorezeptoren essentiell und hat zudem
protektive Hiekte gegentber Herz-Kreislauferkrankungen auf die naher eingegangen werden
soll.

Die Verbindung zwischen n-3 Fettsauren und kardiovaskularen Erkrankungen wurde erstmals
Mitte der 70-er Jahre von den danischen Forschern Bang und Dyerberg hergestellt, die eine rela-
tiv niedrige Mortalitat gronlandischer Inuit trotz fettreicher Ernahrung beobachtetesn{

) und dies auf die an n-3 Fettsauren reiche Ernahrung zurtckfuhrten. Die zahlreichen
seitdem durchgefthrten Studien konnten diese Beobachtungen zum Teil bestéatigen. Sowohl
einige prospektive Studieri ( ) ) als auch einige Inter-
ventionsstudiens ) konnten eine inverse
Korrelation zwischen Fisch- oder Fischolverzehr und der Mortalitat fur koronare Herzkrank-
heiten zeigen. Allerding konnten einige Studien keinen protektifegkEfeststellen

). Die Bedeutung einer erhéhten n-3 Fettsau-
rezufuhr fur die Sekundarpraventlon konnte von einer kirzlich durchgefiihrten Meta-Analyse
untermauert werden. In klinischen Interventionsstudien an Patienten mit bestehender koronarer
Herzkrankheit konnte ein erhdhter Fisch- oder Fischol-Verzehr die Gesamtmortalitat verringern
( ).

Der Einfluss der n-3 Fettsauren auf die Arteriosklerose ist weniger gut dokumentiert. Die Stu-

die von ( ) konnte zeigen, dass eine Supplementation mit n-3 Fettsauren
zu einem signifikanten Rickgang der Plaqueprogression sowie einer signifikanten Regression
des Plaguegewebes flhrte: ( ) beobachteten in ihrer Studie eine erhdhte Sta-

bilitat arteriosklerotischer Plagues. Die Fischolsupplemention fihrte zu einem Einbau der n-3
Fettsauren in bestehende Plaques, was mit einer geringeren Wahrscheinlichkeit fur eine diinne
fibrose Kappe und damit der Rupturgefahr assoziiert war.

( ) konnten in ihrer Studie an jungen Erwachsenen zwischen 20 und 28 Jah-
ren zeigen, dass der Verzehr von Fisch und Fischdl nicht nur fur die Sekundarpravention von
Bedeutung ist. Von den jungen Probanden wurde der Plasmaspiegel an n-3 Fettsduren und die
Funktion des Endothels bestimmt. Insbesondere diejenigen, die rauchten oder erhéhte Insulin-,
Glucose- oder Triglyzeridspiegel aufwiesen, also Faktoren, die mit einer Endotheldysfunktion
in Verbindung gebracht werden, war der n-3 Plasmagehalt positiv mit einer verbesserten Vaso-
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dilatation assoziiert.

Die fur die arterioprotektiven fiekte der n-3 Fettsauren verantwortlichen Mechanismen sind
noch nicht mit Sicherheit bekannt. Im Zellkulturmodell konnten protektiffekte der DHA
auf humane Endothelzellen und deren Funktion gezeigt werdleny( ).

( ) und ( ) konnten unabh&ngig voneinander zeigen, dass DHA
die Zytokin-induzierte Adhasionsmolekllexpression und die damit verbundene Interaktion zwi-
schen Monozyten und Endothelzellen reduzieren konnte. In einer weiteren Arbéitven

( ) konnte DHA die Aktivitat der Glutathionperoxidase induzieren. Tab2lBzeigt
eine Zusammenfassung maglicher Mechanismen.

- verringern die Empfindlichkeit des Herzens gegeniiber Arrythmien
- anti-thrombotisch

- anti-arteriosklerotisch

- anti-inflammatorisch

- verbessern die Endothelfunktion

- senken den Blutdruck

- verringern die Triglyzeridkonzentration

Tabelle 2.3:Mé6gliche Mechanismen der protektiven Wirkung der n-3 Fettsduren. Modifiziert
nach ( ) ).
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3 Fragestellung

In bisherigen Studien konnte gezeigt werden, das Fettsduren vielfaltige Wirkungen auf das
kardiovaskulare System ausuben und insbesondere in der Pathogenese von Herz-Kreis-
lauferkrankungen wie der Arteriosklerose eine wichtige Rolle spielen. Dabei sind die
Wirkmechanismen nur unvollstdndig verstanden. Die vorliegende Arbeit hatte zum Ziel, die
Wirkungen ungesattigter Fettsauren auf das Endothel als ein wichtiges Organ des vaskularen
Systems zu untersuchen.

Die Arbeit hat zwei Schwerpunkte:

1. Effekte auf Apoptoseprozesse durch Fettsduremetabolite in humanen Endothelzellen

2. Modulation der Apoptoseinduktion und mégliche Inhibition durch hochungesattigte Fett-
sauren.

Diese zellularen Vorgange sowie maogliche Signaltransduktionswege sollten naher charakteri-
siert werden. Folgenden Fragestellungen wurde im einzelnen nachgegangen:

¢ Sind Fettsduremetabolite als hochreaktive Substanzen in der Lage, Apoptose in humanen
Endothelzellen zu induzieren?
Zwei verschiedene Klassen von Fettsduremetaboliten wurden dazu untersucht: zum
einen die Cyclopentenon-Prostaglandine und zum anderen das Lipidperoxidationspro-
dukt HNE.

— Welche molekulare Struktur ist fur die Apoptoseinduktion durch 15d,P¢&ant-
wortlich?
Wie bereits in AbschnitR.3.1dargestellt, gehort 15d-P&4au den Cyclopentenon-
Prostaglandinen, einer Unterfamilie der Prostaglandine. Diese sind durch eine Dop-
pelbindung im Cyclopentenonring charakterisiert, die fur die biologische Wirkung
der Cyclopentenon-Prostaglandine verantwortlich sein soll. Im Widerspruch dazu
stehen Beobachtungen, dass die Vertreter der Familie sich in ihrer Wirkung etwa
auf die Zellvitalitat stark unterscheiden. Es sollte daher untersucht werden, welche
molekulare Struktur fur die fiekte von 15d-PGJlverantwortlich ist.

— Welche Hfekte tbt HNE, ein Hauptprodukt der Lipidperoxidation, auf humane
Endothelzellen aus?
Auf chemischer Ebene sind die Wirkungen von HNE auf unterschiedliche Zellbe-
standteile zum gré3ten Teil gut charakterisiert. Bisherige Studien haben gezeigt,
dass HNE in verschiedenen Zellen, inklusive Endothelzellen, Apoptose induzieren
kann. Der genaue Mechanismus ist noch wenig erforscht, vor allem tber den Me-
chanismus der Apoptoseinduktion in humanen Endothelzellen ist wenig bekannt.
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Daher sollte die Apoptoseinduktion durch HNE in HUVECs genauer charakterisiert
werden, insbesondere fir eine spéatere Verwendung von HNE als Modellsubstanz
zur Induktion von Apoptose.

¢ Welchen Einfluss haben verschiedene ungesattigte Fettsduren auf die durch HNE indu-
Zierte Apoptose in Endothelzellen?
Ungesattigte Fettsduren werden bereits seit langerem auf ihren Einfluss auf Herz-Kreis-
lauferkrankungen untersucht. In epidemiologischen Studien sowie Tiermodellen und in
Interventionsstudien am Menschen konntdfekie von Fettsauren auf das Gefal3system
nachgewiesen werden. Zahlreiche Studien haben einen protektiteki #on n-3 Fett-
sauren auf Erkrankungen des GefalRsystems gezeigt. Ein Einfluss hochungeséttigter Fett-
sauren auf die Apoptoseinduktion in Endothelzellen ist wenig untersucht und sollte in
priméaren humanen Endothelzellen studiert werden.



4 Material und Methoden

4.1 Material

4.1.1 Gerate, Arbeitsmittel und Kits

Gerate
FACScan Becton Dickinson, Heidelberg
GeneQuant Il Amersham Biosciences, Freiburg
iCycler Bio-Rad, Miinchen
Mini-PROTEAN 3 Elektrophoresekammer Bio-Rad, Miinchen
Mini Transferkammer Bio-Rad, Minchen
Heraeus Multifuge 3 Kendro, Hanau
Zentrifuge MR1822 Jouan, Fernwald
Sterilbank Gelaire Flow Laboratories, Meckenheim

Arbeitsmittel

27 GA3/,-Nadeln Becton Dickinson, Heidelberg
Hybond-C Super Pure Nitrozellulosemembranen Amersham Biosciences, Freiburg
Hyperfilm ECL Amersham Biosciences, Freiburg
Ready-To-G6M RT-PCR Beads Amersham Biosciences, Freiburg
SuperSignal West Pico Pierce, Rockford, USA

Chemiluminescent Substrate

Kits
AquaPure RNA Isolationskit Bio-Rad, Miinchen
DC Protein Assay Bio-Rad, Miinchen
Glutathione Assay Kit Calbiochem, Bad Soden
RQ1 RNase-free DNase Promega, Mannheim
TransAM™ NF«B p65 Active Motif, Rixensart, Belgien

Transcription Factor Assay Kit
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4.1.2 Chemikalien und Reagenzien, Antikorper

Chemikalien und Reagenzien

Acrylamid/Bisacrylamid, 30% L6sung  Sigma, Seelze

Albumin, Bovin (BSA) Sigma, Seelze
Ammoniumpersulfat (APS) Sigma, Seelze
Annexin V-FITC BD Pharmingen, Heidelberg
Aprotinin Sigma, Seelze
Benzamidinhydrochloridhydrat Sigma, Seelze
Bromphenolblau Sigma, Seelze
1-Butanol Merck, Darmstadt
a-Chymotrypsin Sigma, Seelze
Diethylpyrocarbonat (DEPC) Sigma, Seelze
Dithiotreitol (DTT) Sigma, Seelze

EDTA Sigma, Seelze
Ethanol abs. Merck, Darmstadt
Formaldehyd (37%) Sigma, Seelze
Glutathion, reduziert Sigma, Seelze
Glycerol Sigma, Seelze
B-Glycerophosphat Sigma, Seelze
Glycin Roth, Karlsruhe
HEPES Sigma, Seelze
Hydroethidin (HE) Molecular Probes, Leiden, Niederlande
Kaliumchlorid Merck, Darmstadt
Leupeptin Sigma, Deisenofen
Magnesiumchlorid Sigma, Seelze
2-Mercaptoethanol Sigma, Seelze
3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5- Sigma, Seelze
diphenyltetrazoliumbromid (MTT)

Magermilchpulver Reformhaus
Methanol Merck, Darmstadt
Molekulargewichtsmarker (Low Range) Bio-Rad, Minchen
4-Nitrophenylphosphat Sigma, Seelze
Natriumchlorid Merck, Darmstadt
Natriumdeoxycholat Sigma, Seelze
Natriumdodecylsulfat (SDS) Bio-Rad, Miinchen
Natriumfluorid Sigma, Seelze
Natriumorthovanadat Sigma, Seelze
Nonident P40 Boehringer Mannheim
Pepstatin A Sigma, Seelze
Phenylmethansulfonylfluorid (PMSF) Sigma, Seelze
meta-Phosphorséaure Fluka, Seelze
2-Propanol (Isopropanol) Merck, Darmstadt
Propidiumjodid (PI) Sigma, Seelze
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RNase A
Saponin
Salzsaure (37%)
SYBR Green |

Tetramethylendiamin (TEMED)

Tris pur
Tris-HCI
Triton X-100
Trypanblau
Tween 20

Testsubstanzen

2-Cyclopenten-1-on

Fettsauren

Arachidonsaure (AA)
Docosahexaensaure (DHA)

Linolséure (LA)
Olsaure (OA)

4-Hydroxynonenal

Prostaglandine

4.1 Material

Boehringer Mannheim
Sigma, Seelze
Merck, Darmstadt

Molecular Probes, Leiden, Niederlande
Bio-Rad, Miinchen

Biomol, Hamburg

Serva, Heidelberg

Sigma, Seelze
Sigma, Seelze
Bio-Rad, Miinchen

15-deoxyA'?14-Prostaglandin A(15d-PGA)
15-deoxyA'?14-Prostaglandin A(15d-PGA)
15-deoxyA'?14-Prostaglandin B(15d-PGD)
15-deoxyA'?14-Prostaglandin,J(15d-PGJ)

9,10-dehydro-15-deoxy*%4-Prostaglandin.J(9,10-3)
Prostaglandin B(PGD,)

Antikorper fur Western Blot und Durchflusszytometrie

Fluka, Seelze
Cayman Chemicals
uber

Alexis Deutschland,

Grinberg

Cayman Chemicals
Cayman Chemicals

Die Antikdrper wurden bei 4°C aufbewahrt, Antikdrper von Cell Signaling bei -20°C. Die Ver-
dinnung der Priméar- sowie Sekundarantikdrper erfolgte in 5% Milch. Polyklonale Antikorper
von Cell Signaling mit Ausnahme des Capase-3-Antikorpers wurden in 1% BSA irfTTBS

verdunnt.
Western Blot

Primé&rantikorper Inkubations-| Temperatur, Verdinnung
dauer
p-Akt Cell Signaling uN 4°C 1:1000
p-c-jun Santa Cruz aN 4°C 1:500
p-ERK Santa Cruz UN 4°C 1:500
p-1kBa Cell Signaling uN 4°C 1:2000
p-p38 Cell Signaling UuN 4°C 1:1000
Akt Cell Signaling uN 4°C 1:1000
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B-Aktin Sigma 1lh RT 1:5000
Caspase-3 Cell Signaling aN 4°C 1:1000
ERK Santa Cruz 1lh RT 1:1000
IkBa Santa Cruz 1lh RT 1:1000
p38 Santa Cruz 1lh RT 1:1000
PARP Santa Cruz 1lh RT 1:1000
Sekundarantikorper beide 1 h bei RT; 1:2000

goat anti-rabbit IgG-HRP Cell Signaling

goat anti-mouse IgG-HRP Amersham

Die Antikorper fur die Durchflusszytometrie wurden in PBS+ mit 1% FCS verdinnt.

Durchflusszytometrie

Priméarantikdrper Inkubations-| Temperatur Verdinnung
dauer

Caspase-3 Pharmingen 45 min 4°C 1:40

Sekundarantikorper 45 min bei 4°C; 1:100

goat anti-rabbit IgG-FITC Santa Cruz

4.2 Medien und LAosungen

Medien, Lésungen und Puffer

Collagen G Biochrom, Berlin

Endothelial Cell Growth Medium (ECGM) PromoCell, Heidelberg

Fotales Kalberserum (FCS) Sigma, Seelze

Phenolrotfreies DMENMF-12 Gibco, Karlsruhe

Phosphat gepterte Salzlosungen (PBS): PAA Laboratories GmbH, Cdlbe

PBS ohne Calcium und Magnesium (PBS -
PBS mit Calcium und Magnesium (PBS+)
Trypsin-EDTA (1X) Sigma, Seelze

Sofern nicht anders angegeben, wurden die Lésungen mit aqua bidest. als Lésungsmittel herge-
stellt.

Ldsungen fir die Durchflusszytometrie

Bindungspuffer Pl-Losung in PBS+/+
HEPES 10 mM Triton X-100 0,1%
NaCl 140 mM RNase A 1Qug/ml
CaClb 2,5 mM Pl 20ug/mi
Lagerung: 4°C Lagerung: 4°C
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4.2 Medien und Losungen

Losungen fir die Proteinextraktion

Gesamtproteinextraktion

Fur die Gesamtextraktion wurden zwei verschiedenéPuerwendet:

e Lysepufer A erhélt die Enzymaktivitat. Kurz vor Verwendung wurden verschiedene Zusatze
und Inhibitoren zugegeben.

¢ Lysepufer B wurde speziell fir den Nachweis phosphorylierter Proteine verwendet.

Lysepuffer A Zusatze

HEPES 25mM  B-Glycerophosphat 20 mM Leupeptin - 48/ml
NacCl 300 mM  Benzamidin 10 MM Pepstatin = Lyg/ml
MgCl, 1,5mM PNPP 10 mM Aprotinin  2Qg/mll
EDTA 0,2mM Natriumorthovanadat 0,3 mM PMSF 1 mM
Triton X-100 0,5% DTT 2 mM

Glycerol 10%

Lagerung: 4°C Lagerung: -20°C

Lysepuffer B

Tris-HCI 50 mM EDTA 2 mM

Natriumdeoxycholat 1% DTT 1 mM

NaF 50 mM SDS 0,1%

Natriumorthovanadat 5mM PMSF 1 mM

NaCl 150 mM Aprotinin - 4Qug/ml

Triton X-100 1%

Lagerung: 4°C

Puffer fur die Proteinextraktion aus Zytosol und Nukleus

Hypotonischer Pufer Lysepuffer

HEPES 10 mM HEPES 10 mM
KCI 10 mM KCI 10 mM
MgCl, 1,5mM MgCl, 1,5mM
PMSF 1mM Nonident P40 0,4%
Proteaseinhibitormix Proteaseinhibitormix
Lagerung: 4°C Lagerung: 4°C

KCI-Puffer fur die Extraktion nuklearer Proteine
0,6 M KCI-Puffer 0,02 M KCI-Puffer

HEPES 20 mM 20 mM
KCI 0,6 M 0,02 mM
MgCl, 1,5mM 1,5mM
Glycerol 22% 22%

EDTA 0,2 mM 0,2 mM

Proteaseinhibitormix

Lagerung: 4°C

23



4 Material und Methoden

Losungen und Gele fur SDS-PAGE

Tris-LOsungen Lower Tris Upper Tris
Tris 90,99 6,06 g
20% SDS 10 ml 2ml
mit aqua bidest. dtillen auf: 500 mi 100 ml
pH mit konz. HCI einstellen auf: 8,8 6,8
Lagerung: 4C Lagerung: 4°C
Probepuffer fia 10 ml
Upper Tris 5,0ml
Glycerol 2,0ml
SDS 0,89
0,5% Bromphenolblau 1,0 ml
Lagerung: -20°C
Gele Trenngel Sammelgel
10% 15% 3%
aqua bidest. 4,1 ml 3,1 ml 2,5ml
Lower Tris 2,5ml 2,5mi -
Upper Tris - - 1,25 ml
Acrylamid 3,33ml 4,33 ml 0,5 ml
APS 60,0ul 60 ul 30,0ul
TEMED 3,75ul 3,75ul 5,0ul
Aufbewahrung fertiger Gele: 4°C; max. 1 Woche Lagerung: 4°C
10X Elektrophoreseputer  fur 21 Transferpuffer  fur 11
Tris 609 Tris 3,03¢g
Glycin 288 ¢ Glycin 14,4 ¢
20% SDS 100 ml Methanol 200 ml

Lagerung: RT

Lésungen fur den Western Blot

Tris-gepufferte Kochsalzlésung

TBS/T

Tris 10 mM

NaCl 167 mM

Tween 20 0,1%

Lagerung: RT
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Ldsungen fur die Antikdrper

Milch BSA-LGsung
Magermilchpulver 5% BSA 1%
in TBST in TBST

Lagerung: 4°C



4.3 Kultur primirer Endothelzellen aus Nabelschnurvenen

4.3 Kultur priméarer Endothelzellen aus Nabelschnurvenen

Isolation

Humane Endothelzellen wurden aus Nabelschnurvenen in Anlehnung an die Methadgaon

( ) isoliert. Die Nabelschnure wurden bis zur Praparation bei 4°C aufbewahrt. Die
Praparation erfolgte nach einer Kiirzung beider Nabelschnurenden um ca. 1 cm durch Einfihren
einer Kandle in die Vene. Mittels zweier Arterienklemmen wurde ein Ende um die Kanule
verschlossen und die Nabelschnur vertikal aufgehangt. Uber einen Sterilfilter wurde die Vene
mit PBS +/+ von Blutresten gereinigt und mit-Chymotrypsin gespult. Zur enzymatischen
Ablésung wurde die Vene am unteren Ende verschlosseny-@tymotrypsin gefullt und far
20 min bei 37°C inkubiert. Die abgeldsten Zellen wurden mittels Zentrifugation pelletiert und
in eine kollagenisierte Zellkulturflasche in 10 ml ECGM kultiviert. Nach 3-5 h wurden nicht
adharente Zellen und Erythrozyten durch Spulen entfernt und frisches Medium zugegeben. Die
weitere Kultur erfolgte wie unten beschrieben.

Kultivierung und Passage

Die isolierten Zellen waren in der Regel nach 7-9 Tagen konfluent und wurden im Verhaltnis
von 1:4 bzw. 1:5 passagiert. Hierzu wurden die Zellen zwei Mal mit FB§waschen und mit
TrypsinEDTA-LOsung bedeckt. Das Ablosen der Zellen wurde mikroskopisch tberprtift, die
Zellen in ein 50 ml Réhrchen Uberfihrt und abzentrifugiert (5 min bei 1000itJ RT). Das
Zellpellet wurde in vorgewarmten ECGM resuspendiert und auf bereits kollagenisierte Flaschen
verteilt. Die Zellen wurden in der Regel nach Erreichen der Konfluenz in Passage 2 verwendet.

4.4 Bestimmung von Zellzahl und -vitalitat

4.4.1 Trypanblau-Ausschlul3test

Der Trypanblau-Ausschluf3test stellt eine einfache und schnelle Methode dar, um vitale von
nicht vitalen, membrangeschadigten Zellen zu unterscheiden und gleichzeitig die Zellzahl
zu ermitteln. Der Farbstb Trypanblau kann nicht in Zellen mit intakter Membran eindrin-
gen, diese Zellen bleiben ungeféarbt, wahrend er durch geschadigte Plasmamembifanen di
diert. Tote Zellen erscheinen daher lichtmikroskopisch blau-violett. Dazu wurden jeweils 50
Trypanblau-Lésung mit dem gleichen Volumen Zellsuspension gemischt und einige Tropfen in
eine Neubauerzahlkammer pipettiert. Die Auswertung erfolgte an einem Lichtmikroskop. Es
wurden vier Grof3quadrate mit je sechzehn Kleinquadraten ausgezahlt.

4.4.2 MTT-Test

Der MTT-Test ist eine einfache Methode zur Erfassung der Zellvitalitdt. Der gelbe Hérbsto
3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid (MTT) wird durch die mitochon-
driale Dehydrogenase zu Formazin umgesetzt. Formazin formt blau-violette Kristalle in den
Zellen, die durch Lyse der Zellen freigesetzt und photometrisch gemessen werden.
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Die Zellen wurden dazu in einer 24-Well-Platte ausplattiert und nach Behandlung fir 2 h
in phenolrotfreiem DMEM mit 0,5% FCS und 0,5 yng MTT bei 37°C inkubiert. Das Me-
dium wurde vorsichtig entfernt und die Zellen in 0,04 M HCI-Isopropanol lysiert. Die Messung
erfolgte in einer Mikrotiterplatte bei 570 nm mit einer Referenzmessung bei 690 nm. Die Ver-
anderung der mitochondrialen Aktivitat wurde in Prozent der Kontrolle angegeben.

4.5 Durchflusszytometrie

4.5.1 Prinzip

Die Durchflusszytometrie ist eine Methode zur Erfassung verschiedener physikalischer Para-
meter von Zellen, wahrend diese in einem Flussigkeitsstrom einen Laserstrahl passieren. Als
Parameter werden neben der relativen Partikelgrof3e und relativen Granularitat auch die relative
Fluoreszenzintensitat erfaf3t. Die Entwicklung geeigneter, mit einem fluoreszierendenfFarbsto
gekoppelter Antikérper ermdglicht die Detektion sowohl von Oberflachenmolekilen als auch
den Nachweis intrazelluléarer Proteine.

Die Messungen wurden an einem FACScan der Firma Becton Dickinson durchgefiuihrt. Die
zu analysierende Zellpopulation wurde durch die Parameter Partikelgrol3e sowie Granularitat
identifiziert und zur Messung der Fluoreszenzeigenschaften herangezogen. Die Auswertung er-
folgte unter Verwendung d€ell QuesiSoftware. Die Analyse der Annexin V-positiven Zellen
erfolgte in derdot blotDarstellung durch Einteilung der drei verschiedenen Populationen in
Quadranten (Abb4.1A). Sowohl der subG1-Peak (Ab#.1B) als auch der Prozentsatz der ak-
tiven Caspase-3 (Abl.1C) wurden durch Setzen eines Markers auf die positive Population in
histogram blotsanalysiert.

4.5.2 Bestimmung der Apoptose
4.5.2.1 Annexin V-Farbung

Die Verwendung von FITC-gekoppeltem Annexin V beruht auf der hochspezifischen Bindung
des Proteins Annexin V an das Phospholipid Phosphatidylserin. Dieses Phospholipid befindet
sich in gesunden Zellen ausschlief3lich auf der Innenseite der Plasmamembran. In einem frihen
Stadium der Apoptose kommt es zu einer Translokation des Phosphatidylserins an die Aul3en-
seite der Membran, wo es mittels Annexin V-FITC detektiert werden kann. Um ein Signal durch
membrangeschadigte Zellen zu vermeiden, wurde eine Doppelfarbung mit Popidiumjodid (PI)
durchgefuhrt. Pl ist eine Substanz, die durch Interkalation in die DNA fluoresziert, aber in Zel-
len mit einer intakten Plasmamembran nicht eindringen kann. Apoptotische Zellen sind daher
die Zellen, die Annexin V-positiv, aber Pl-negativ sind, wahrend es sich bei Pl-positiven Zellen
um nekrotische oder sekundar nekrotische Zellen handelt.

Fur die Durchfuhrung der Annexin V-Farbung wurden die Zellen nach Behandlung mit der
Testsubstanz unter Verwendung von TrygSIDTA geerntet (vgl. Kapite#.3). Wichtig war
die Beachtung einer kurzen Verweilzeit des Trypsins auf den Zellen, um eine Schadigung der
Plasmamembran zu vermeiden. Die Zellen wurden mit Annexin V-FITC in Bindurfigspu
sowie Pl-Loésung fur 30 min bei 37°C inkubiert und danach im FACScan analysiert.
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Abbildung 4.1:Auswertung der FACS-Messungen - BeispideDot blot-Auswertung der An-
nexin V-positiveri Pl-negativen ZellenB Ermittlung des subG1-Peaks in d@stogram blot

Darstellung.C Aktive Caspase-3 wurde durch Setzen eines Markers (M1) irhd¢ogram
blot-Analyse quantifiziert.

4.5.2.2 Bestimmung der DNA-Fragmentierung

Die Fragmentierung der DNA stellt ein typisches Merkmal apoptotischer Zellen dar. Wahrend
eines spaten Stadiums der Apoptose kommt es zur Degradierung der DNA durch Caspase-
aktivierte DNasen und der Entstehung charakteristischer, 200 bp grof3er DNA-Fragmente.
Durch Farbung der DNA mittels Pl kann diese Degradierung im Durchflusszytometer gemessen
werden.

Dazu wurden die Zellen geerntet (vgl. KapiteB) und in eiskaltem Methanol fur mindestens
30 min bei 4°C fixiert und permeabilisiert. Nach einem Waschschritt zur Entfernung des Metha-
nols wurden die Zellen fir 1 h bei 37°C mit PI-Lésung inkubiert und anschlielRend im FACScan
analysiert.

4.5.2.3 Messung der Caspase-3-Aktivierung

Die Caspase-3 gehort zu den Cystein-Aspartat-Proteasen, die wahrend der Apoptose aktiviert
werden. In gesunden Zellen liegt das Enzym als inaktives Protein vor und wird durch Abspal-
tung der Prodomane aktiviert. Die Bestimmung der Caspase-3-Aktivierung gehdort zu den klas-
sischen Apoptoseparametern. Sie kann unter Verwendung eines spezifischen Antikérpers und
anschlieRender durchflusszytometrischer Analyse bestimmt werden.

Dazu wurden Zellen nach Behandlung geerntet und auf eine Mikrotiterplatte verteilt. Die Fi-
xierung der Zellen erfolgte in 1% Formalin fur 10 min bei 4°C. Nach zweimaligem Waschen mit
PBS+/+ (1% FCS) wurden die Zellen in 1% Saponin in PB$2% FCS) permeabilisiert. Vor
Inkubation des Primarantikorpers wurde erneut zweimal gewaschen. Die Zellen wurden 45 min
mit dem Primarantikorper bei 4°C inkubiert und erneut zweimal gewaschen. Der Sekundaranti-
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korper wurde wie der Primarantikdrper verwendet. Danach erfolgte die durchflusszytometrische
Analyse der aktiven Caspase-3 im FACScan.

Daneben besteht die Mdglichkeit, die Aktivierung der Caspase-3 durch Messung der Spaltung
der Procaspase in die aktive Caspase oder die Spaltung eines Zielproteins der Caspase zu er-
fassen. Die Poly(ADP-ribose)Polymerase (PARP) ist ein solches Zielprotein und die Detektion
ihrer Spaltung eine haufig verwendete Methode des Nachweises einer Caspase-3-Aktivierung.

Sowohl die Bestimmung der 17 kDa grof3en aktiven Caspase-3 als auch der PARP-Spaltung
erfolgte im Western Blot (vgl. Kapitet.7.4). Die verwendeten Antikdrper konnen sowohl die
Procaspase-3 oder das intakte PARP-Protein als auch die jeweiligen Spaltprodukte detektieren.

4.5.3 Detektion reaktiver Sauerstoffspezies

Reaktive Sauersffspezies wurden mit Hilfe eines fir Superoxidanionen empfindlichen Farb-
stdfs, Hydroethidin, gemessen. Hydroethidin wird durch Superoxidanionen gespalten. Das ent-
stehende Ethidium, welches sich als interkalierende Substanz in die DNA einlagert und dann
fluoresziert, kann im FACScan detektiert werden.

Die Messung der Superoxidanionenproduktion wurde parallel zur Annexin V-Messung durch-
gefuihrt. Nach der Ernte wurde dazu ein Teil der Zellen mitv2 Hydroethidin fir 15 min im
Brutschrank inkubiert und im Anschluss sofort im FACScan analysiert.

4.6 Molekularbiologische Methoden

4.6.1 Real-time RT-PCR
4.6.1.1 Prinzip der Polymerase-Kettenreaktion und der Reversen Transkriptase

Das Prinzip der Polymerase-Kettenreaktipolymerase chain reactiefPCR) beruht auf der
Amplifikation des nachzuweisenden Gens mit Hilfe einer thermostabilen DNA-Polymerase.
Diese amplifiziert unter Verwendung spezifischer Oligonukleotide (PrimefjeiPund Nu-
kleotide das nachzuweisende Gen in einer PCR-Maschine. Der Reaktionsansatz durchlauft da-
bei eine bestimmte Anzahl von Zyklen, die aus einem Denaturierungsschritt zum Trennen der
DNA-Doppelstrange, einem Annealingschritt bei dem die Primer an die DNA binden und ei-
nem Elongationsschritt besteht. Im letzten Schritt werden die Primer von der DNA-Polymerase
verlangert, bis wieder eine doppelstrangige DNA vorliegt, die dem Ausgangsmaterial exakt
gleicht.

Die real-time RT-PCR wurde in einem iCycler von Bio-Rad unter Verwendung des Fluores-
zenzfarbstfis SYBR Green | durchgefiihrt. SYBR Green | fluoresziert nach Interkalation in
doppelstrangige DNA. Die Emission bei 480 nm wurde mittels einer CCD-Kamera gemessen.

Fur den Nachweis von mRNA-Transkripten wurde vor der Durchfihrung der PCR aus der
isolierten RNA mit Hilfe der reversen Transkriptase die fur die eigentliche PCR notwendige
cDNA synthetisiert. Als Primer wurden hierfir Hexamere verwendet. Beide Schritte wurden
im gleichen Reaktionsansatz durchgeftihrt. Die eigentliche PCR wurde nach einer 30-minttigen
reversen Transkription bei 42°C durchgefuhrt.
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4.6.1.2 RNA-Isolierung und DNase

HUVECs wurden in Petrischalen ausgesat und nach Erreichen der Konfluenz flr 4 hufit 20
AA bzw. DHA behandelt. Die Zellen wurden durch Abkratzen geerntet, in ein 15 ml-R6hrchen
tberfuhrt und abzentrifugiert (5 min bei 1000nain; 4°C).

Die weitere RNA-Isolierung erfolgte unter Verwendung des AquaPure RNA Isolation Kit der
Firma BioRad und wurde gemal dem beiliegenden Protokoll durchgefiihrt. Die RNA wurde in
80 ul Hydrationslésung gelost und bis zum DNA-Verdau bei -20°C aufbewahrt.

Der enzymatische Verdau verbliebener DNA-Reste erfolgte durch den RQ1 RNase-free
DNase Kit von Promega. Im Anschluss wurde die RNA-Konzentration in einem GeneQuant
[I-Gerat durch Messung der Absorption bei 260 nm bestimmt. Die RNA-LOsung wurde dazu
1:20 mit DEPC-Wasser verdinnt. Die RNA wurde bis zur Verwendung in der PCR bei -80°C
gelagert.

4.6.1.3 Spezifische Oligonucleotide, Parameter fir die RT-PCR und Auswertung

Fiur die Bestimmung der IAP-1 mRNA Expression wurden folgende Oligonukleotide als
Primer verwendet:

IAP-1 vorwarts 5-TGT TGG GAA TCT GGA GAT GA-3’
( ) rickwarts 5-CGG ATG AACTCC TGT CCT TT-3’
B-Aktin vorwarts  5-AGA GAT GGC CAC GGC TGC TT-3'

rickwarts 5-ATT TGC GGT GGA CGA TGG AG-3’

Fur die Durchfiihrung wurden Ready-To-BGbRT-PCR Beads der Firma Amersham Bio-
sciences verwendet, die in lyophilisierter Form bereitsTdigDNA-Polymerase, dNTPs sowie
die Moloney Murine Leukemia Virus (M-MuLV) Reverse Transkriptase enthalten. Die Beads
wurden in DEPC-Wasser gel6st und pd{X)r die reverse Transkription, Primer, Magnesium
und SYBR Green | zugesetzt. Die Konzentrationen der einzelnen Bestandteile sind in Tabelle
4.5zusammengefasst. Die Amplifikation wurde fur die IAP-1 mRNA sowieHiagsekeeping
Gen,B-Aktin, optimiert. Das Protokoll ist in Tabellé.6 dargestellt.

Die anschlieRende Messung der Schmelzkurve diente der Identifikation der spezifischen Spit-
zen (,peaks”) sowohl der IAP-1 als auch gieAktin mMRNA.

Die Auswertung erfolgte nach Abschluss der Amplifikation durch Abzug der Basiszyklen
und die Bestimmung der Ct-Werte. Die relative Expression der IAP-1 mRNA wurde wie folgt
berechnet:

A Ct = Ct (IAP-1) - Ct (3-Aktin)

A (A Ct) = A Ct (Behandlung) A Ct (Kontrolle)
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Substanz Konzentration

TagDNA-Polymerase ~ 2 Einheiten

dNTPs 20QuM

Reverse Transkriptase keine Angabe

Tris-HCI 10 mM

KCI 60 mM Zeit Temp.

Magnesium 2,5 mM reverse Transkrption 30 min 42°C
pd(N) 2,5u9 Zyklen: 45

Primer 150 nM Denaturierung 20sec 95°C
SYBR Green | 0,1 X Annealing 30sec 60°C

RNA 100 ng Elongation 20sec 72°C
Endvolumen: 5Qu finale Elongation 10 min 42°C

Tabelle 4.5:Optimierte Zusammensetzung Tabelle 4.6Protokoll der real-time RT-PCR
des Reaktionsansatzes

4.6.2 TransAM™™ Transcription Factor Assay Kits

Die Verwendung degransAM M Transcription Factor Assay Kitbietet eine einfache und
schnelle Méglichkeit, Ergebnisse aus einetactophoretic mobility shift assagu verifizie-

ren und zu quantifizieren. Daneben stellt der Kit als nicht-radioaktive Methode eine elegante
Alternative fur derelectophoretic mobility shift assajar.

Die Versuche wurden gemalf der beiliegenden Anleitung durchgefiihrt. Die Methode beruht
auf der Immobilisierung der spezifischen Oligonukleotide in Mikrotiterplatten. Gebundene und
damit aktivierte Transkriptionsfaktoren wurden mit Hilfe spezifischer Antikérper markiert. Die
Detektion erfolgte durch einen HRP-gekoppelten Sekundarantikdrper als kolorimetrische Re-
aktion, deren Endprodukte bei 450 nm sowie einer Referenzmessung bei 690 nm im Mikroti-
terplattenreader gemessen wurden.

4.7 Proteinbiochemische Methoden

4.7.1 Extraktion von Gesamtprotein

HUVECs wurden in Petrischalen ausgesét und nach Erreichen der Konfluenz mit den Test-
substanzen inkubiert. Die Ernte erfolgte durch Abschaben und Uberfiihrung in ein gekunhltes
15 mI-Rohrchen. Das durch Zentrifugation (5 min bei 1006hla; RT) gewonnene Zellpellet
wurde in 1 ml eiskaltem PB$/+ resuspendiert, in ein 1,5 ml Reaktionsgefal3 tberfihrt und
erneut abzentrifugiert (1 min bei 2000 g, 4°C). Fir die Zelllyse wurden die Zellpellets in 200-
300ul Lyseputer A oder B kraftig resuspendiert und anschlieend fiir 30 min auf Eis inkubiert.
Die Proteine wurden durch Zentrifugieren (10 min bei 14.00thid; 4°C) von Membranre-

sten getrennt und in neue ReaktionsgefalRe Uberfuhrt. Die Aufbewahrung der Proteinextrakte
erfolgte bei -80°C.
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4.7.2 Extraktion von Protein aus Zytosol und Nukleus

Fur die Proteinextraktion aus Zytosol und Nukleus wurden in der Regel Zellen aus zwei Petri-
schalen pro Ansatz verwendet. Bei nur einer Petrischale pro Ansatz wurdenfifierfungen
halbiert. Die Ernte erfolgte analog zur Gesamtextraktion (vgl. Kagitell). Die Zellen wurden

in 100ul hypotonischem Plier gewaschen, abzentrifugiert (1 min bei 2000 g, 4°C), in/800
Lyseputer Uber einen Reaktionsgefal3stdnder gezogen und fur 10 min auf Eis inkubiert. Die
zytosolischen Proteine wurden nach Abzentrifugieren (1 min bei 8000 g, 4°C) als Uberstand
gewonnen und in neue Reaktionsgefalie tberfuhrt. Die verbliebenen Pellets wurden in je 1 ml
0,02 M KCI Puter fur 15 min auf Eis inkubiert, um das Glycerol in die Pellets eindringen zu
lassen. Nach erneutem Abzentrifugieren (1 min bei 8000 g, 4°C) wurde der Uberstand voll-
standig verworfen und jedes Pellet in 800,3 M KCI-Puffer (41ul 0,02 M + 39 ul 0,6 M
KCI-Puffer) durch Vortexen resuspendiert. Anschliel3end wurde 30-60 min auf Eis inkubiert,
die nuklearen Extrakte durch Zentrifugation (15 min bei 8000 g, 4°C) gewonnen und ebenfalls
in neue ReaktionsgefalRe Uberfuhrt. Alle Extrakte wurder-B6iC aufbewahrt.

4.7.3 Messung der Proteinkonzentration

Die Proteinkonzentration wurde mit Hilfe des Bio-Rad DC Protein Assay bestimmt. Die Eich-
gerade wurde unter Verwendung des jeweiligen Lyfieps aus einer BSA-Stammlésung mit
der Konzentration von 50 mignl hergestellt. Sowohl fir die Proben als auch die Eichgerade
wurden Doppelwerte bestimmt. Die Durchfiihrung erfolgte gemaf: dem beiliegenden Protokoll
unter Verwendung von je @ Probe bzw. Standard in einer Mikrotiterplatte. Der fertige Ansatz
wurde fur 15 min bei RT inkubiert und die Absorption bei 690 nm im Photometer gemessen.
Die Eichgerade diente zur Berechnung der Proteinkonzentration.

4.7.4 Nachweis von Proteinen mittels SDS-PAGE und Western Blot

Die elektrophoretische Trennung von Proteingemischen in einem SDS-Gel, das Blotten auf ei-
ne Membran sowie die anschlielRende Detektion der Proteine mit spezifischen Antikérpern, der
Western Blot, gehort zu den klassischen Methoden der Proteinanalyse. Man macht sich dabei
die Tatsache zu Nutze, dass die meisten Proteine an die Seife SDS (Sodiumdodecylsulfat) bin-
den und damit negativ geladene SDS-Protein-Komplexe bilden. Daneben denaturiert SDS die
Proteine und verhindert Protein-Protein-Interaktionen, so dass sich die SDS-Protein-Komplexe
alleine durch ihre Grol3e unterscheiden und wahrend der Elektrophorese zum Pluspol wandern.
Die portse Polyacrylamidmatrix trennt dabei die Proteine wie ein Molekularsieb nach ihrem
Molekuilgewicht auf. Nach dem ,Blotten” auf eine Nitrozellulosemembran kdnnen die Proteine
mit Hilfe spezifischer Antikdrper nachgewiesen werden.

Elektrophorese und Transfer

Fir die Auftrennung der Proteingemische wurden 10 % (15 %) Trenngele verwendet, die ei-
ne gute Auftrennung von Proteinen mit einem Molekulargewicht im Bereich von 30-120 kDa
(10-60 kDa) ermoglichen. Die Proteinextrakte wurden durch Zusatz von Prdeepu Ver-
haltnis 1:5, sowie einem 5-10-minttigem Kochen bei®@orbereitet. In der Regel wurden
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20-30ug Protein in jede Geltasche pipettiert. Ein vorgefarbter Molekulargewichtsmarker wur-
de zur Kontrolle der Elektrophorese und des Transfers verwendet. Die Elektrophorese wurde
in einer Mini-PROTEAN 3 Elektrophoresekammer, einem vertikalen System fur den parallelen
Lauf zweier Gele, bei 200 V fur etwa 45 min bei RT durchgefihrt.

Im Anschluss wurden die Proteine in einer Mini Trans-Blot Kammer auf eine Nitrozellulose-
membran transferiert. Der Transfer erfolgte bei 100 V fir 1 h bei 4°C.

Western Blot

Nach dem Proteintransfer wurden die freien Bindungsstellen der Membranen durch Inkubation
in Milch (1 h bei RT) abgesattigt. Die Inkubation der Membranen mit dem Priméarantikdrper
erfolgte nach einem einmaligen Waschschritt mit TB®ie Membranen wurden danach mit
TBST gewaschen (3 x) und anschlieBend mit dem Sekund&arantikorper inkubiert. Dieser ist
mit einer Peroxidase markiert, die die Oxidation von Luminol katalysiert. Flr die Detektion
wurden die Membranen erneut 3 x gewaschen und fur ca. 1 min mit dem SuperSignal West Pico
Chemilumineszenz Substrat von Pierce, einer Mischung aus Luminol und einem Pefi@xjdpu
behandelt. Die entstehende Chemilumineszenz wurde tber Exposition eines Films gemessen.

4.7.5 Messung des intrazellularen GSH-Gehalts

Fur die Messung des GSH in HUVECs wurden diese in 25 Elaschen ausgesat und behan-
delt. Die Ernte erfolgte routinemafig mittels Tryp&mDA. Die Zellen wurden durch Zentri-
fugieren (5 min bei 1000 thin, RT) pelletiert und in eiskaltem PBS+ resuspendiert. Davon
wurden 50ul fur die Bestimmung der Zellzahl entnommen (vgl. Kapided.]), die restliche
Zellsuspension erneut abzentrifugiert (5 min bei 300 g, 4°C), der Uberstand abgenommen und
das abgenommene Volumen notiert. Pellets wurden an dieser Stelle in der Regel bei -80°C ein-
gefroren.

Die Lyse der Zellen erfolgte in 5% meta-Phosphorséaure, die vor jedem Versuch frisch ange-
setzt wurde. Die Zellen wurden dazu in je 2@0meta-Phosphorséaure resuspendiert und 20 x
durch eine 27GA/,-Nadel gezogen. Die Lysate wurden abzentrifugiert (10 min bei 3000 g,
4°C) und die Uberstande in neue 1,5 ml ReaktionsgefaRe pipettiert.

Fur die Messung des GSHs wurde der Glutathione Assay Kit von Calbiochem verwendet.
Das Protokoll wurde fur die Verwendung einer Mikrotiterplatte modifiziert. Fur die quantitative
Bestimmung des GSH wurde eine Eichgerade erstellulgi¥o Probe bzw. Standard wurde
pro Well in die Mikrotiterplatte pipettiert. Aus den im Kit vorhandenen Reagenzien wurde eine
Mischung hergestellt. Dabei wurden fir jede Probe je:llReagenz 1, 1@l Reagenz 2 sowie
120 ul Puffer 3 angesetzt und insgesamt 140zu jeder Probe zugegeben. Nach einer 10-
mindtigen Inkubation im Dunkeln bei RT erfolgte die Messung der Absorption bei 405 nm.

Die Auswertung erfolgte anhand der Eichgerade unter Bertcksichtigung des Volumens und
der eingesetzten Zellzahl und wurde in nmol G8H Zellen angegeben.
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4.7.6 Statistische Auswertung

Alle Ergebnisse wurden als Mittelwest standard error of the meawon mindestens drei Ver-
suchen dargestellt und mit Hilfe des gepaai®undent’s t-Testsder desMann-Whitney-Tests
ausgewertet. Abweichungen wurden in den Bildunterschriften angegeben. Unterschiede mit ei-
nemp-Wert kleiner als 0,05 wurden als signifikant betrachtet.
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5 Ergebnisse

5.1 Effekte von Cyclopentenon-Prostaglandinen auf
HUVECs

Erste Untersuchungen mit PGs hatten gezeigt, dass die einzelnen Substanzen sich in Bezug
auf ihre Hfekte auf humane Endothelzellen stark unterscheiden. 15d4E& die starksten
Effekte auf die Vitalitdt von HUVECSs (vgR.3.1). Fir eine Analyse der fir die unterschiedliche
biologische Aktivitat zugrundeliegenden Ursache, wurden verschiedene PGs und strukturell eng
verwandte Substanzen mit dem Hauptvertreter 15d,R&glichen (Abb2.4B).

5.1.1 Einfluss der Cyclopentenon-Prostaglandine auf die Vitalitat von
Endothelzellen

Zunachst wurde der Einfluss der ausgewahlten Substanzen auf die Zellvitalitat untersucht. Die

Zellen wurden dazu fur 24 h mit 10 oder 201 der PGs inkubiert und die Zellzahl mittels

Trypanblau-Ausschlusstest bestimmt. Aul3er 15d-Pfeihte keine der getesteten Substanzen

einen Einfluss auf die Zellvitalitat (Abi.1). Ubereinstimmend zeigte die Untersuchung der

mitochondrialen Aktivitat mittels MTT-Test eine Reduktion durch 15d-PGde Ubrigen Sub-
stanzen zeigten auch hier keinefigkt (Abb.5.2).
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Abbildung 5.1:15d-PGJ reduziert die Zellvitalitait humaner Endothelzellen. HUVECs wurden
fur 24 h mit 10uM (weil3e Balken) oder 20M (schwarze Balken) PGs (15d-PGAA,), 15d-
PGAx(AA3), PGA(Dy), 15d-PGDR(AD,) sowie 15d-PGyJ(AJ)) behandelt und die Zellvitalitat
mittels Trypanblau-Ausschlusstest bestimmt3n‘p < 0,05).
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Abbildung 5.2:Effekte verschiedener Cyclopentenon-Prostaglandine auf die MTT-Aktivitat in
HUVECSs. Die Zellen wurden fir 24 h mit 1M (weil3e Balken) oder 20M (schwarze Bal-
ken) PGs (vgl. Abb5.1) inkubiert und die mitochondriale Aktivitat mittels MTT-Test bestimmt

(n=3; *p < 0,05).

5.1.2 Apoptoseinduktion durch verschiedene
Cyclopentenon-Prostaglandine in HUVECs

Als nachstes wurde der Einfluss der Testsubstanzen auf die Apoptoseinduktion in HUVECS un-
tersucht. Der Prozentsatz der Annexin V-positfidmegativen Zellen wurde als Marker flr ein
frihes Stadium der Apoptose gemessen. Die 15d-P@élandelten Zellen zeigten eine erhdhte
Annexin V-Bindung (Abb5.3A). Zusatzlich wurde ein deutlicher Anstieg der Zellen im subG1-
Peak, einem Marker der spaten Apoptose, detektiert (BIHR). Im Gegensatz dazu zeigten

die anderen Testsubstanzen, mit Ausnahme des,Pk&ihe erhohte Annexin V-Bindung. Der
subG1-Peak war durch keine der anderen Testsubstanzen erhéht, ein Hinweis darauf, dass sich
die PGD-behandelten Zellen alle in einem friihen Stadium der Apoptose befanden;9%10-J
Derivat des 15d-PGJdem im Vergleich zu 15d-PGdlie Doppelbindung im Cyclopentenon-

Ring fehlt, zeigte keinerlei fiekt auf die Zellvitalitat oder die Apoptoseinduktion.

5.1.3 Effekte von Cyclopentenon in HUVECs

Der in den bisherigen Versuche erfolgte Vergleich von 15d,A6@id seinem Derivat 9,10,J

hatte gezeigt, dass die Doppelbindung der Ringstruktur fur fiekie des 15d-PGauf Zell-
vitalitdt und Apoptoseinduktion essentiell ist. Um den Einfluss dieser Ringstruktur genauer zu
charakterisieren, wurden zusétzliche Experimente mit der Ringstruktur allein, dem Cyclopente-
non, durchgefihrt.

Die drei Substanzen 15d-P£3,10-3 und Cyclopentenon wurden zunachst in ihrer Wir-
kung auf die Zellvitalitat von HUVECs im MTT-Test verglichen. Dabei wurden unterschiedli-
che Konzentrationen fir die einzelnen Substanzen verwendet: 0,12ub<Cyclopentenon,

5 und 10uM 15d-PGJ sowie 10 und 2xM 9,10-3. Bereits 1 und .xM Cyclopentenon redu-
zierten innerhalb von 24 h die MTT-Aktivitat auf nahezu 0% (Abl).
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In weiteren Experimenten sollte untersucht werden, ob die beobachtete leichte Reduktion
der Zellvitalitdt durch geringere Cyclopentenon-Konzentrationen wie etwaM,&uf Induk-
tion von Apoptose zurtickzufihren ist. Der Prozentsatz apoptotischer Zellen wurde nach 24-
stindiger Behandlung von HUVECs mit 0,25 und M Cyclopentenon bestimmt. Wie Abb.
5.5 zeigt, induzierte Cyclopentenon konzentrationsabhéngig Apoptose in humanen Endothel-
zellen.
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Abbildung 5.3:Einfluss verschiedener Cyclopentenon-Prostaglandine auf die Apoptoseinduk-
tion in HUVECSs. Die Zellen wurden fir 24 h mit 0,1% EtOH (K) oder2@ der verschiedenen

PGs bzw. 1QuM 15d-PGJ behandeltA Die Analyse der apoptotischen Zellen erfolgte durch
Messung der Annexin V-positivgPl-negativen Zellen im Durchflusszytometer (siehe Insert
rechter unterer Quadrant=8). B Fir die durchflusszytometrische Bestimmung des subG1-
Peaks wurden die Zellen mit PI-Losung geféarbt. Dargestellt ist der Prozentsatz der Zellen im
subG1-Bereich (siehe Insert M158). “p < 0,05.
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Abbildung 5.4:Vergleich der Wirkung von Cyclopentenon, 15d-R&dwie 9,10-dauf die mit-
ochondriale Aktivitdt. HUVECs wurden fur 24 h in den angegebenen Konzentrationen behan-
delt und die MTT-Aktivitat bestimmt. Die Kontrolle wurde als 100% definie&3n*p < 0,05).
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Abbildung 5.5: Cyclopentenon induziert Apoptose in HUVECs. Der Prozentsatz der
Annexin V-positiven und Pl-negativen Zellen wurde nach 24 h Inkubation mit 0,25 undv,5
Cyclopentenon bestimmt £3; “p < 0,05).
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5.2 Apoptoseinduktion durch das
Lipidperoxidationsprodukt 4-Hydroxynonenal

Als Produkt der Autoxidation mehrfach ungesattigter Fettsauren konnte HNE sowohl in oxi-
dierten LDL-Partikeln als auch arteriosklerotischen Lasionen nachgewiesen werden. In dieser
Arbeit sollte HNE in seiner Wirkung auf HUVECs naher charakterisiert und efe&teze Kon-
zentration zur Apoptoseinduktion gefunden werden.

5.2.1 Zeit- und Konzentrationsabhangigkeit der Wirkung von HNE in
Endothelzellen

5.2.1.1 Einfluss auf Zellvitalitat und Zellzahl

Aufgrund der bekannten Reaktivitat des HNE wurde zunachst eine Konzentrationskinetik zur
Wirkung von HNE auf die Zellvitalitdt und Zellzahl mittels Trypanblau-Ausschlusstest durch-
gefuhrt. HNE reduzierte konzentrationsabhangig die Gesamtzellzahl, wobei nur fir die Kon-
zentrationen 10-3@M HNE auch eine Zeitabhangigkeit bestand (ABI&A). Dagegen zeigte

die Zahl der toten Zellen sowohl einen deutlichen konzentrationsabhangigen als auch einen zeit-
abhangigen Anstieg nach HNE-Behandlung (ABI&B). Die Inkubation mit 30-5:M HNE

fuhrte nach 24 h zu nahezu 100% toten Zellen. Dies spiegelt sich in der Zellvitalitat wider
(Abb. 5.6C). HNE reduzierte in konzentrations- und zeitabhangiger Weise die Zellvitalitat, wo-
bei nach 24-stiindiger Behandlung insbesondere mit 40 uptM39NE die Zellvitalitat auf 0%

sank. Die Analyse der MTT-Aktivitat mit 10-3@M HNE Uber insgesamt 24 h konnte diese Er-
gebnisse bestatigen (Abb.6D). 20 und 3QuM HNE reduzierten die mitochondriale Aktivitéat
konzentrations- sowie zeitabhangig. M HNE zeigte dagegen nur eine transiente Reduktion
der mitochondrialen Aktivitat.

5.2.1.2 Apoptoseinduktion durch HNE

In einem n&chsten Schritt wurde die Art des durch HNE induzierten Zelltods untersucht.
HUVECs wurden fir 6 h mit 10-3@M HNE behandelt und die Apoptose unter Verwen-
dung von Annexin V-FITC im Durchflusszytometer gemessen. Alle getesteten Konzentratio-
nen erhéhten die Zahl der apoptotischen Zellen (AbBA), wobei 10 und 2Q:M HNE einen
konzentrationsabhangigerttékt zeigten, wahrend 30M HNE keine weitere Steigerung der

Zahl apoptotischer Zellen induzierte. In AbbilduBgB sind zwei reprasentativéot blotsfur
Kontrolle und 20uM HNE dargestellt. Die Zellen unten rechts sind Annexin V-pogtiv
negativ, also apoptotische Zellen. Neben einer deutlichen Erhéhung der apoptotischen Zellen
durch 20uM HNE ist auch ein Anstieg der nekrotischen, Pl-positiven Zellen rechts oben zu
sehen.
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Abbildung 5.6: Zeit- und konzentrationsabhangige Wirkung von HNE auf HUVEESC
HUVECs wurden fir 6 oder 24 h mit 0,1% EtOH (K) oder 1040 HNE behandelt. Die
Zellzahl (A), die Zahl der toten ZellerB) sowie die Zellvitalitéat C) wurden durch Trypanblau-
Zahlung ermittelt (g4). D HUVECs wurden fur 3-24 h mit 10-30M HNE behandelt und die
MTT-Aktivitat bestimmt (n=4). *p < 0,05.
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Abbildung 5.7:A Konzentrationsabhangige Apoptoseinduktion durch HNE. HUVECs wurden
fur 6 h mit 0,1% EtOH (K) oder 10-3@M HNE behandelt und die Zahl der Annexin V-
positiverfPl-negativen Zellen im Durchflusszytometer analysiest3i'p < 0,05).B Auf der
rechten Seite sind reprasentatda@ blotsfur Kontrolle und 20uM HNE dargestellit.
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5.2.1.3 Aktivierung von Caspasen

Zur Verifizierung der Apoptoseinduktion durch HNE in humanen Endothelzellen wurde die
Caspase-3-Aktivierung bestimmt. Diese zahlt zu den klassischen Merkmalen der Apoptose und
kann sowohl direkt im Durchflusszytometer gemessen werden als auch indirekt durch Bestim-
mung der Spaltung eines Zielproteins, wie etwa PARP. Fir diese sowie die nachfolgenden Un-
tersuchungen wurden HUVECs mit 2M HNE behandelt. Zun&achst wurde die PARP-Spaltung
durch Western Blot Analyse nach 3-24 h HNE-Behandlung bestimmt. Die Behandlung mit
HNE fuhrte sehr rasch zur Apoptoseinduktion in HUVECs (AbBI&A). Bereits nach 3 h war

das 85 kDa groR3e Spaltprodukt des PARP nachweisbar. Nach 6 h war das intakte PARP stark
reduziert, ein Spaltprodukt aber noch zu sehen, wahrend nach 12 und 24 h praktisch kein PARP
mehr detektiert werden konnte.
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Abbildung 5.8:HNE aktiviert Caspase-3A HUVECs wurden fur 3-24 h mit 2@M HNE
behandelt und das Gesamtprotein extrahiert. Der Nachweis der PARP-Spaltung erfolgte im We-
stern Blot. Ein reprasentativer Blot aus drei Versuchen ist darge&dliirekte Messung der
aktiven Caspase-3 im Durchflusszytometer nach 3- und 6-stlindiger Behandlung der Zellen mit
20 uM HNE (n=3; *p < 0,05).

Dieses Ergebnis wurde durch Messung der aktiven Caspase-3 mit einem spezifischen Antikor-
per im Durchflusszytometer Uberpruft (Atdh8B). HUVECs wurden fur 3 und 6 h mit 20M
HNE behandelt und im Durchflusszytometer analysiert. Es zeigte sich eine signifikante Erho-
hung der aktiven Caspase-3 von 3D,8% auf 22,0+ 2,9% nach 3 h und 20,6 2,0% nach
6h.

5.2.2 Effekte von HNE auf die ROS-Produktion sowie den
intrazellularen Glutathiongehalt

Durch seine chemisch reaktiven Gruppen ist HNE in der Lage, mit wichtigen Zellbestandtei-
len zu reagieren und damit das zellulare Redoxgleichgewicht zu beeinflussen. Fur eine néhe-
re Charakterisierung der Induktion von oxidativem Stress in HUVECs wurde eine Analyse
der Superoxidanionenproduktion im Durchflusszytometer durch Hydroethidinfarbung durch-
gefuihrt. Die HNE-Behandlung fuhrte zu einem zeitabhangigen Anstieg der Superoxidanionen-
produktion von basal 7,8 0,4% auf 20,2 3,6% nach 6 h Behandlung (Ab5.9A).

Ein moglicher Schutzmechanismus von Zellen vor reaktiven Substanzen wie HNE ist die
Konjugation der Molekile mit dem zellularen Antioxidans GSH. Der dadurch verursachte Ver-
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5.2 Apoptoseinduktion durch das Lipidperoxidationsprodukt 4-Hydroxynonenal

brauch des GSH kann zu einer Verschiebung des intrazellularen Redox-Gleichgewichts und
daraus resultierend einer Erh6hung der Superoxidanionen fihren. Um diese Méglichkeit zu
untersuchen, wurde der intrazellulare GSH-Gehalt nach Behandlung der Zellen mit HNE ana-
lysiert. HNE induzierte innerhalb der ersten 30 min eine Reduktion des GSH-Gehalts um ca.
50% und nach 2 h auf unter 20% des Ausgangwertes (A5B).
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Abbildung 5.9: Zeitabhangige Veranderung des intrazellularen Redoxgleichgewichts durch
HNE. A HUVECs wurden fir 2 bis 6 h mit 20M HNE behandelt und die Produktion der Su-
peroxidanionen im Durchflusszytometer gemesses3jfp < 0,05).B Der GSH-Gehalt wurde
photometrisch bestimmt in Zellen, die fir 0,5, 1 sowie 2 h miuRBOHNE behandelt wurden
(n=3;*p < 0,05).

5.2.3 Effekte von HNE auf verschiedene Kinasen in HUVECs

MAPKSs sind Redox-sensitive Proteine und spielen bei der Apoptoseregulation durch Hemmung
oder Aktivierung Apoptose-relevanter Signalwege eine wichtige Rolle. Wéhrend die Aktivie-
rung der MAPK ERK als wachstumsstimulierendes und anti-apoptotisches Signal gilt, wird die
Aktivierung sowohl der JNK als auch der p38 mit der Reaktion auf Stress und Apoptoseinduk-
tion in Verbindung gebracht.

Die Untersuchung der MAPKs erfolgte im Western Blot. MAPKs werden durch Phosphory-
lierung aktiviert und durch Dephosphorylierung inaktiviert. Im Falle der INK wurde die Phos-
phorylierung des Zielproteins c-jun bestimmit.

Die Behandlung mit 2@M HNE flihrte bei allen drei MAPK zu einer Aktivierung bzw. der
Hemmung einer Deaktivierung. Bereits innerhalb der ersten 7,5 min induzierte HNE die Phos-
phorylierung von c-jun (Ablb.10. Die Phosphorylierung blieb Uber den gesamten beobachte-
ten Zeitraum von 60 min im Vergleich zur Kontrolle erhdht. Die MAPK p38 war zum Zeitpunkt
7,5 min nach Stimulation sowohl in der Kontrolle als auch der HNE-Behandlung aktiviert. In
der Kontrolle nahm die Phosphorylierung zeitabhéngig ab, #ekEder durch HNE gehemmt
wurde und so zu einer anhaltenden Aktivierung von p38 Uber die beobachteten 60 min fuhrte.
Ein ahnlicher Eekt konnte fir die MAPK ERK beobachtet werden. Nach einer anfanglichen
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5 Ergebnisse

Aktivierung in beiden Behandlungsgruppen, zeigte die Kontrolle eine kontinuierliche Abnahme
der ERK-Phosphorylierung. Dies konnte durch HNE teilweise gehemmt werden.

Inkubationszeit [min]
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HNE -+ -+ -+ - 4+

p-c-jun — ————— —

BAKD e ——————

p-p38 — e e e Inkubationszeit [min]
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p-ERK s e == o == == ~— = p-Akt RIEPRGE
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Abbildung 5.10: Einfluss von HNE auf Ak- Abbildung 5.11:HNE hemmt die Akti-
tivierung und Inhibierung der MAP-Kinasen. vierung von Akt. HUVECs wurden fir
HUVECSs wurden fur 7,5 bis 60 min mit 2aM 7,5 bis 60 min mit 20uM HNE inku-
HNE inkubiert und das Gesamtprotein extra- biert und die Aktivierung der Proteinkina-
hiert. Die Analyse der MAPK erfolgte im We-  se Aktim Western Blot analysiert. Darge-
stern Blot. Dargestellt ist je ein reprasentativer stellt ist ein reprasentativer Blot aus drei
Blot aus 3-4 Versuchen. Versuchen.

Zusétzlich wurde die Phosphorylierung der Proteinkinase Akt untersucht. Wie bereits in Ab-
schnitt2.2dargestellt, ist diese Proteinkinase fir ein Uberleben endothelialer Zellen von groRer
Bedeutung und ihre Hemmung fuhrt zu einer verstarkten Apoptoseinduktion.

Die Analyse der Akt-Phosphorylierung erfolgte analog zu den MAPKSs. Die Kontrolle zeigte
eine zeitabhéngige, vermutlich durch den Mediumwechsel verursachte Akt-Phosphorylierung
(Abb. 5.11). HNE reduzierte zu allen vier Zeitpunkten die Aktivierung der Proteinkinase im
Vergleich zur Kontrolle.
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5.3 Einfluss von n-6 und n-3 Fettsauren auf die
HNE-induzierte Apoptose

Ein protektiver Eekt der n-3 Fettsduren gegentuber kardiovaskularen Erkrankungen sowie eine
verbesserte Funktion des vaskuldren Endothels wurde in zahlreichen Studien nachgémwiesen.
vitro Experimente konnten einige Hinweise auf mégliche Wirkmechanismus der n-3 Fettsau-
ren geben, aber viele Aspekte der protektiven Wirkung sind noch unverstanden. Ein mdglicher
zusatzlicher Mechanismus kdnnte der Schutz von Endothelzellen gegeniber einer Schadigung
durch Lipidperoxidationsprodukte wie z.B. dem in oxidierten LDL-Partikeln enthaltenen HNE
darstellen. Ein Ziel dieser Arbeit war daher, einen mdglichen Einfluss verschiedener ungesat-
tigter Fettsauren auf die HNE-induzierte Apoptose zu untersuchen.

5.3.1 Effekte ungesattigter Fettsduren auf die HNE-induzierte
Apoptose humaner Endothelzellen

Fur eine erste Versuchsserie wurden vier verschiedene Fettsauren ausgewahlt: Olsaure (OA), ei-
ne einfach ungesattigte n-9 Fettsaure, LA und AA als mehrfach ungesattigte n-6 Fettsdure sowie
DHA als hochungesattigte n-3 Fettsaure. Konfluente HUVECs wurden fur 24 h miki2ger
verschiedenen Fettsduren vorbehandelt und anschlie3end fur weitere 24 h mit HNE stimuliert.
Der Prozentsatz der Annexin V-positivel-negativen Zellen wurde im Durchflusszytometer
bestimmt. Es zeigte sich, dass DHA den Anstieg der Annexin V-Bindung signifikant hemmen
konnte (Abb5.12. Im Gegensatz dazu hatten weder die n-9 Fettsdure OA noch die beiden n-6
Fettsauren LA und AA einen Einfluss auf die Zahl der apoptotischen Zellen nach 24 h HNE-
Behandlung.
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Abbildung 5.12:Einfluss ungesattigter Fettsauren auf die Apoptoseinduktion durch HNE.
HUVECs wurden fiur 24 h mit 0,1% EtOH (K) oder 20M der jeweiligen Fettsauren vorbe-

handelt. Der Prozentsatz der apoptotischen Zellen wurde nach 24-stiindiger Behandlung mit
20 uM HNE im Durchflusszytometer bestimmt£8; “*p < 0,05).
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Wie die Untersuchung der HNE-induzierten Apoptose gezeigt hatte, fihrt die Stimulation
von HUVECs mit 20uM HNE bereits innerhalb der ersten 6 h zu einer deutlichen Erh6hung
apoptotischer Zellen (vgl. Kapit&l.2.1.9. Daher wurde in einer zweiten Versuchsserie unter-
sucht, ob eine Vorbehandlung der Zellen mit DHA bereits in dieser frihen Phase protektive
Effekte zeigt. Die Zellen wurden nach 24-stiindiger Vorbehandlung mit DHA sowie AA flr
2, 4 und 6 h mit HNE stimuliert und die Annexin V-Bindung in Pl-negativen Zellen analysiert.
Nach 2 h war die Zahl der apoptotischen Zellen in allen Behandlungsgruppen erhéht, nach
4 und 6 h zeigten sich deutliche Unterschiede. Wahrend die AA-Behandlung zu einer Erh6hung
der apoptotischen Zellen unter HNE-Einfluss fuhrte, konnte die DHA-Behandlung den Anteil
der Annexin V-positiven Zellen nach 6 h signifikant reduzieren (Abb3A). Abbildung5.138
zeigt exemplarisch eine FACS-Messung. Auf der linken Seite sind die Zellen zum Zeitpunkt
0 h dargestellt, auf der rechten Seite sind die Zellen fiir 6 h mitMMHNE behandelt worden.

Der unterschiedliche Anteil an Annexin V-positivepl-negativen Zellen im rechten, unteren
Quadranten ist deutlich zu erkennen.
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Abbildung 5.13DHA hemmt die Apoptoseinduktion durch HNE in HUVECSs. Die Zellen wur-
den mit 0,1% EtOH (Kontrolle) oder 26M AA bzw. DHA fir 24 h vorbehandelt und danach
mit 20 uM HNE fir 2 bis 6 h stimuliert. Der Prozentsatz der apoptotischen Zellen wurde im
Durchflusszytometer bestimn#. Darstellung aller Messwerte €5%; *p < 0,05).B Exemplari-
sche Messung in delotblotDarstellung nach 0 h (links) sowie 6 h (rechts) Behandlung.

Darlberhinaus ist erkennbar, dass der Prozentsatz der apoptotischen Zellen nach einem initia-
len Anstieg innerhalb der ersten 4 h in allen drei Behandlungsgruppen abnimmt. Bei Betrach-
tung der Pl-positiven Zellen (Ablk.14A) fallt auf, dass diese nach 4-6 h deutlich anstiegen,
was durch DHA verhindert werden konnte. Die gemeinsame Erfassung der apoptotischen und
nekrotischen Zellen in Abbildung.14B verdeutlicht, dass DHA im Gegensatz zur Kontrolle
sowie AA sowohl den Anteil der apoptotischen als auch den Anteil der (sekundér) nekrotischen
Zellen verringern konnte.

Um diesen protektiven fiekt der DHA-Vorbehandlung zu bestatigen, wurde ein zwei-
ter charakteristischer Apoptoseparameter, die Aktivierung der Caspase-3, bestimmt. Abbil-
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Abbildung 5.14:DHA verringert den HNE-induzierten Anstieg der Pl-positiven Zellen. Die
Zellen wurden mit 0,1% EtOH (Kontrolle) oder 201 AA bzw. DHA fir 24 h vorbehandelt
und danach mit 2@M HNE fir 2 bis 6 h stimuliert. Die Messung der PI- sowie Annexin V-
positiven Zellen erfolgte im Durchflusszytometeef *p < 0,05).A Pl-positive Zellen nach

2 bis 6 h Behandlung mit 20M HNE. B Annexin V-positive Zellen ohne PI-Gegenfarbung
nach 2 bis 6 h HNE-Behandlung.

dung5.1%A zeigt die Messung der aktiven Caspase-3 im Durchflusszytometer nach 6-stiindiger
HNE-Behandlung. In allen drei Behandlungsgruppen kam es zu einer deutlichen Caspase-3-
Aktivierung. Die Vorbehandlung der Zellen mit DHA konnte jedoch aktive Caspase-3 signi-
fikant um 34+ 11% im Vergleich zur Kontrolle verringern. Im Gegensatz dazu zeigten die
AA-behandelten Zellen eine Erhéhung der aktiven Caspase-3 um BF % im Vergleich

zu HNE-Behandlung alleine. Die verringerte Caspase-3-Aktivierung nach DHA-Behandlung
konnte im Western Blot bestatigt werden (ABb13B).
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Abbildung 5.15Bestimmung der aktiven Caspase-3 nach HNE-Behandlung. HUVECs wurden
nach 24-stindiger Vorbehandlung mit 0,1% EtOH (Kontrolle) oder0AA bzw. DHA fir

6 h mit 20uM HNE stimuliert. A Die Messung der aktiven Caspase-3 erfolgte im Durchfluss-
zytometer (&3; *p < 0,05).B Die Detektion der Procaspase-3 sowie des aktiven Caspase-3-
Fragmentes mit 17 kDa erfolgte im Western Blot. Dargestellt ist ein reprasentativer Blot aus 3
Versuchen.

5.3.2 Effekte der n-6 Fettsaure AA und der n-3 Fettsaure DHA auf den
intrazellularen GSH-Gehalt

Verschiedene Studien konnten zeigen, dass Fettsauren inklusive DHA das intrazellulare Redox-
Gleichgewicht beeinflussen kdénnen (vgl. Kapze3.2. Daher kdnnte ein moglicher Mechanis-
mus der reduzierten Apoptoseinduktion nach DHA-Behandlung in der Verhinderung des HNE-
induzierten Anstiegs der Superoxidanionen bzw. des GSH-Abfalls sein (vgl. K&pté).
Zunachst wurde die Bildung der Superoxidanionen nach HNE-Stimulation in AA- bzw. DHA-
vorbehandelten HUVECs bestimmt. DHA konnte den HNE-induzierten Anstieg der Superoxid-
anionen Uber den gesamten Zeitraum der HNE-Stimulation von bis zu 6 h deutlich hemmen
(Abb.5.16. AA zeigte gegenuber der Kontrolle keineffdkt.

Die Bestimmung des intrazellularen GSH-Gehalts nach 24-stindiger Inkubation von
HUVECs mit 20uM AA bzw. DHA zeigte, dass die DHA-Behandlung den GSH-Gehalt si-
gnifikant um ca. 20% im Vergleich zur Kontrolle erhohte (ABbl7). Die AA-behandelten
Zellen zeigten dagegen nach 24 h einen gering (ca. -5%) erniedrigten GSH-Spiegel.

Im nachsten Schritt wurde der GSH-Gehalt in AA- bzw. DHA-behandelten HUVECs nach
HNE-Inkubation analysiert. Der GSH-Gehalt wurde dafir nach 30 min sowie 2 h bestimmt,
da hier der starksteftekt des HNE auf den GSH-Gehalt gemessen worden war (vgl. Kapi-
tel 5.2.2. Die Analyse zeigte, dass DHA nicht in der Lage war, den HNE-induzierten Abfall
des GSH-Gehalts zu verhindern (Tahl). Allerdings konnte die DHA-Behandlung den HNE-
induzierten Abfall signifikant abschwéchen, so dass der GSH-Gehalt sowohl nach 30 min als
auch nach 2 him Vergleich zur EtOH-Kontrolle signifikant hoher war. Im Gegensatz dazu fiihrte
die Vorbehandlung der Zellen mit AA in Ubereinstimmung mit den vorherigen Beobachtungen
zu einem verstarkten Abfall des GSH. AA scheint damit den GSH-verringerntiekt Eles
HNE zu verstarken.
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Abbildung 5.16: DHA verhindert den HNE- Abbildung 5.17:DHA erhéht und AA er-
induzierten Anstieg der Superoxidanionemiedrigt den intrazellularen GSH-Gehalt.
HUVECs wurden fur 24 h mit 0,1% EtOH HUVECs wurden fur 24 h mit 0,1% EtOH
(Kontrolle) oder 20uM AA bzw. DHA vorbe- (Kontrolle) oder 20uM AA bzw. DHA be-
handelt und danach mit 2éM HNE fir 2 bis handelt und der GSH-Gehalt photometrisch
6 h stimuliert. Superoxidanionen wurden durchbestimmt (&6; *p < 0,05).

flusszytometrisch mittels HE-Farbung nachge-

wiesen (&3; *p < 0,05).

Die 20%-ige Erh6hung des intrazellularen GSH-Gehalts durch DHA war zwar signifikant,
konnte aber nicht den HNE-induzierten Abfall kompensieren. Es scheinen daher noch andere
Mechanismen flr den protektiverfiekt der DHA in HUVECs verantwortlich zu sein.

GSH-Gehalt [nmglLC° Zellen]
Zeitdauer der HNE-Inkubation

Vorbehandlung Oh 0,5h 2h

Kontrolle 14,8+ 1,6 7,7+1,7 3,8+ 1,9
AA 141+1,00 59+15* 2,2+1,10*
DHA 17,8+ 1,9 8,6+2,0" 6,2+2,3*

Tabelle 5.1Einfluss der Vorbehandlung mit AA bzw. DHA auf die GSH-Reduktion durch HNE.
HUVECs wurden fur 24 h mit 0,1% EtOH (Kontrolle) oder 2M AA bzw. DHA vorbehandelt
und anschliessend fur 30 min oder 2 h mit 2@ HNE stimuliert. Der GSH-Gehalt wurde
photometrisch bestimmt (MW SEM; n=3-6; *p < 0,05 versus Kontrolle!p < 0,05 versus
AA).
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5.3.3 Einfluss der Fettsauren auf den Caspase-Inhibitor c-IAP-1 in
HUVECs

Eine weitere Moglichkeit zur Reduktion der Apoptoseinduktion stellt die Hemmung der Cas-
pase-3-Aktivierung nach HNE-Behandlung dar (vgl. KapBie3.l). Die Proteine der IAP-
Familie sind als endogene Caspaseinhibitoren in der Lage, aktivierte Caspasen durch direkte
Interaktion zu hemmen.

Um einen mdoglichen Einfluss sowohl der DHA als auch der AA auf den endogenen
Caspase-3-Inhibitor c-IAP-1 zu untersuchen, wurde die Expression auf mRNA und auf Pro-
teinebene bestimmt. FUr die Analyse der c-iap-1 mRNA wurden die Zellen fir 4 h miti20
der Fettsauren inkubiert und die Gesamt-RNA isoliert. Die Bestimmung der relativen mRNA-
Expression erfolgte mittels real-time RT-PCR bezogen auf die mRNAgvAktin. Es zeig-
te sich, dass DHA die c-iap-1 mRNA nach 4 h Inkubation signifikant erhohte (B1I8A),
wahrend AA keinen Einfluss hatte. Die Expression des c-IAP-1-Proteins wurde nach 24 h Be-
handlung untersucht. Wie Abb.18 zeigt, fuhrte die DHA-Behandlung zu einer Erh6hung
der c-IAP-1-Proteinexpression. AA hatte keinen Einfluss auf die c-IAP-1 Expression.
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Abbildung 5.18:DHA erhoht sowohl die iap-1 mRNA als auch die c-IAP-1 Proteinexpression
in humanen EndothelzelleA HUVECs wurden fur 4 h mit 2«M AA bzw. DHA inkubiert

und die Gesamt-RNA isoliert. Die Bestimmung der relativen Expression der c-iap-1 mRNA
von Behandlung zu Kontrolle (0,1% EtOH) erfolgte mittels real-time RT-PCGHR {ip < 0,05).

B+C Die Bestimmung des c-IAP-1 Proteins erfolgte nach 24-stiindiger Behandlung der Zellen
mit 0,1% EtOH (K) oder 2Q:M AA bzw. DHA im Western Blot (7). B Darstellung aller
Daten nach Messung der optischen Dichl@eDargestellt ist ein exemplarischer Blot aus 7
Versuchen.
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5.3.4 Einfluss der Fettsauren auf den Transkriptionsfaktor NF- kB

Uber die transkriptionelle Kontrolle der IAP-Proteine ist noch wenig bekannt. Es wird ange-
nommen, dass der Transkriptionsfaktor KE-in die Regulation involviert ist (vgl. Kapitél.2).

In einer Studie konnte gezeigt werden, dass AA in der Lage iskBlEu aktivieren. Dagegen

ist eine Aktivierung des Transkriptionsfaktors durch DHA nicht beschrieben.

Die Bestimmung der NkB-Aktivierung erfolgte mit Hilfe des TransAM' Transcription
Factor Assay Kits, durch den die Bindung des MB~Heterodimers p5965 an die DNA ge-
messen wurde. Die dafur benétigten Kernextrakte wurden nach 15, 30, 60 und 120 min Be-
handlung von HUVECs mit 2&M AA bzw. DHA gewonnen. Die Messungen ergaben ein
sehr uneinheitliches Bild (Ab.19. Wahrend sich nach 15 min eine erhéhte p65-Bindung so-
wohl durch AA als auch durch DHA andeutet, war nach 30 min die p65-DNA-Bindung sowohl
nach AA- als auch nach DHA-Behandlung im Vergleich zur Kontrolle erniedrigt. Auch nach
60 sowie 120 min zeigte sich kein eindeutigefdkt einer AA- oder DHA-Behandlung auf die
p65-DNA-Bindung.

Die Analyse der #ABa-Phosphorylierung, die den Aktivierungsschritt des AB-Systems
darstellt, zeigte ein @hnlich uneinheitliches Bild (Atib1B). Eine Beteiligung des NkB-
Systems an der DHA-induzierten Erhohung der c-IAP-1-Expression scheint damit unwabhr-
scheinlich.
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Abbildung 5.19:Einfluss der Fettsauren auf das NB-System.A HUVECs wurden fiir 15,
30, 60 sowie 120 min mit 0,1% EtOH (Kontrolle) oder 281 AA bzw. DHA inkubiert und die
nuklearen Proteine extrahiert. Die Messung derdBFAktivierung erfolgte durch Bestimmung
der Bindung von p65 an die spezifische DNA-Sequer2(8). B HUVECs wurden fiir 30, 60
und 120 min mit 0,1% EtOH (K) oder 2aM AA bzw. DHA inkubiert und die Gesamtproteine
extrahiert. Die Bestimmung dekBa-Phosphorylierung erfolgte im Western Blot. Dargestellt
ist ein Blot aus 3 Versuchen.

5.3.5 Aktivierung der Proteinkinase Akt durch DHA

Einige Studien konnten zeigen, dass die Proteinkinase Akt in die Kontrolle der Expression
der IAP-Proteine involviert ist, wobei der genaue Mechanismus noch ungeklart ist (vgl. Kapi-
tel 2.2). Um einen ersten Eindruck zu bekommen, ob Akt auch in die DHA-induzierte Expres-
sion des c-IAP-1 in HUVECSs involviert sein konnte, wurde die Aktivierung der Proteinkinase
Akt im Western Blot untersucht.
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5 Ergebnisse

Erste Ergebnisse deuten darauf hin, dass DHA in der Lage ist, die Proteinkinase Akt bereits
nach 30 min zu aktivieren (Ab#.20. Dieser Hfekt war auch nach 60 min noch deutlich und

erst nach 120 min hatte die Akt-Phosphorylierung in den DHA-behandelten Zellen das Niveau
der Kontrolle erreicht.

Inkubationszeit [min]

30 60 120
K AA DHA K AA DHA K AA DHA

p-Akt st poiin rsie: i

Akt T — T — SRS e SRS e

B-AKtin e o w— e c— e — —

Abbildung 5.20:Effekt beider Fettsauren auf die Proteinkinase Akt. HUVECs wurden fur 30,
60 und 120 min mit 2Q:M AA bzw. DHA inkubiert und das Gesamtprotein extrahiert. Die

Bestimmung der Akt-Phosphorylierung erfolgte im Western Blot. Dargestellt ist ein exemplari-
scher Blot aus 3 Versuchen.
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6 Diskussion

Fur alle Versuche dieser Arbeit wurden primare humane Endothelzellen aus der Nabelschnur-
vene verwendet. Die Zellen wurden erst nach Erreichen der Konfluenz mit den verschiedenen
Testsubstanzen behandelt, um dewivo-Situation eines ruhendanonolayermdglichst na-

he zu kommen. Alle eingesetzten Testsubstanzen lagen in Ethanol geldst vor und wurden in
vorgewarmtem Zellkulturmedium auf die gewilnschte Zielkonzentration verdiinnt. Da Ethanol-
konzentrationen tber 0,1% Apoptose in HUVECs induzieren kdnhene{ ), wur-

de diese maximale Konzentration nicht Gberschritten. Die Kontrollzellen wurden der gleichen
Ethanolmenge ausgesetzt wie die mit Testsubstanz behandelten Zellen.

6.1 Vergleichende Untersuchung verschiedener
Cyclopentenon-Prostaglandine

Die Substanzgruppe der CyPGs hat aufgrund der starken biologisc¢leteEseines bekann-
testen Vertreters 15d-P&&inem endogenen Liganden des Transkriptionsfaktors PRAR

), grofRe Aufmerksamkeit erlangt. 15d-B®drd auf nicht-enzymatischem Wege
aus der Vorlaufersubstanz P&Bebildet. Es konnte nicht nur gezeigt werden, dass aktivierte
Makrophagen 15d-PGan Entziindungsherden freisetzen, sondern 15c1rRﬁhhte dariber-
hinaus in Schaumzellen arteriosklerotischer Plaques nachgewiesen wenderig ).
Aufgrund seiner Eigenschaft als PPAMRigand wurde zunachst davon ausgegangen dass 15d-
PGJ seine Hekte ausschlieBlich Uber Aktivierung dieses Transkriptionsfaktors austibt. Zahl-
reiche Studien der letzten Jahre konnten hingegen alternative Signalwege des 1Zei§&
( , ). Neben anti-inflammatorischenftekten durch Hem-
mung von NF«B ( ), Reduktion der Adhasionsmolekulexpressiar

) sowie Hemmung der Interaktion zwischen Leukozyten und Endothelzelizri(

) konnten pro-inflammatorische Wirkungen des 15d-PKadlekils gezeigt wer-

den. Sowohl eine Induktion des pro-inflammatorischen Zytokins Interleukin-8 in verschiedenen

Zellarten inklusive Endothelzellen{ , ; )

als auch eine Induktion von oxidativem Stressi( , ) und Apoptose
( ) , ) durch 15d-PGJwurde
beobachtet.

Andere Vertreter der CyPGs wurden seltener und meist parallel mit 15gtP@&Fsucht und
Ubereinstimmend als weit weniger wirksam im Vergleich zu 15d.Ri&3chrieben
). Diese Beobachtungen konnten
durch erste Untersuchungen in HUVECs bestatigt werden( ) und stehen
damit im Widerspruch zu den Arbeiten véit ( ) und ( ). Beide
Arbeitsgruppen konnten durch vergleichende Experimente zeigen, dass der Cyclopentenonring
die relevante molekulare Struktur fur digf&kte des 15d-PGJst.
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6 Diskussion

Ziel der Untersuchungen war deshalb ein Vergleich strukturell sehr ahnlicher CyPGs
(Abb. 2.4B) mit 15d-PGJd, um die fur die Apoptoseinduktion in humanen Endothelzellen rele-
vante molekulare Struktur aufzuklaren.

6.1.1 Einfluss der Cyclopentenon-Prostaglandine auf Zellvitalitat und
Apoptoseinduktion

Bereits die ersten Untersuchungen zum Einfluss der ausgewéhlten PGs auf die Vitalitat kon-
fluenter HUVECSs zeigten deutliche Unterschiede zwischen den einzelnen Substanzen. Obwohl
sich insbesondere die beiden synthetischen CyPGs, 15d-R@GadA 15d-PGA, nur minimal
in ihrer molekularen Struktur von 15d-P£&Jnterscheiden, zeigten die getesteten PGs in den
untersuchten Konzentrationen von 10 und 20 keinerlei EFfekt auf die Zellvialitat. Wie in
Ubereinstimmung mit Arbeiten anderer Arbeitsgrupp@n
) gezeigt werden konnte, fihrte die Behandlung humaner Endothelzellen i 10

15d-PGJ zu einer deutlichen Reduktion der Zellvitalitat innerhalb von 24 h.

Weiterfuhrende Experimente hatten die Untersuchung éfekte der ausgewahlten PGs auf
die Induktion von Apoptose in humanen Endothelzellen zum Ziel. Mit Ausnahme des PGD
zeigte keine der ausgewahlten Substanzen in der Konzentration yovi 8ihen Hfekt auf die
Annexin V-Bindung oder die Zellen mit einem subG1-Peak. Dagegen fiuhrte die Behandlung
der Endothelzellen mit 16M 15d-PGJ zu der erwarteten signifikanten Zunahme der apoptoti-
schen Zellen, sowohl in einem frihen Stadium (Annexin V-Bindung) als auch in einem spéten
Stadium der Apoptose (subG1-Peak). Die Behandlung der Zellen fir 24 h mit RBRe
zu einem Anstieg der Annexin V-positivet-negativen Zellen, zeigte allerdings keinen Ef-
fekt auf die DNA-Fragmentierung. PGRann im Zellkulturmedium durch nicht-enzymatische
Reaktionen in Vertreter der J-Reihe der CyPGs umgewandelt weftieha( ).
Dies lasst vermuten, dass die Apoptoseinduktion in HUVECs durch,F&&handlung auf
die spontane Umwandlung des P&iD die starker wirksamen CyPGs der J-Reihe zurtickzu-
fuhren ist und erklart damit die beobachtete erhéhte Annexin V-Bindung. Demnach fihrte die
nicht-enzymatische Umwandlung des PGBnerhalb des beobachteten Zeitraums von 24 h
zur Induktion von Apoptose, die in Form der erhdhten Annexin V-Bindung, einem Marker eines
frihen Apoptosestadiums, detektiert wurde. Ein spéates Stadium der Apoptose, wie sie durch Be-
stimmung der DNA-Fragmentierung als Zellen mit einem subG1-Peak gemessen wurde, konnte
nach 24 h (noch) nicht beobachtet werden.

6.1.2 Einfluss der Molekularstruktur von
Cyclopentenon-Prostaglandinen auf die Fahigkeit Apoptose in
HUVECSs zu induzieren

In einigen Versuchen wurde parallel zu den CyPGs ein synthetisches Derivat des 15dd3GJ
9,10-3, verwendet. Dieses Derivat unterscheidet sich nur durch die fehlende Doppelbindung
in der Ringstruktur von 15d-PG@JStudien, welche 15d-P&ihit PGs verglichen haben, denen

die Cyclopentenonstruktur fehlte oder die Doppelbindung an der ,Innenseite” des Ringes
enthielten, konnten eine reduzierte Wirkung oder ein volliges Fehlen eifiekt&s zeigen

( ) ). In der Tat konnten weder 10 noch 2M 9,10-3 die
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6.1 Vergleichende Untersuchung verschiedener Cyclopentenon-Prostaglandine

Zellvitalitat im MTT-Test reduzieren. Dartberhinaus konnte keine Apoptoseinduktion durch
20 uM 9,10-3 beobachtet werden, wie die durchflusszytometrische Analyse der Annexin
V-Farbung zeigte. Ubereinstimmend konnten ( ) in SH-SY5Y-Zellen zeigen,
dass 25uM 9,10-} keinen Einfluss auf die Zellvitalitdt haben. Diese Ergebnisse kdnnen
damit die Bedeutung der Cyclopentenonstruktur flr die Apoptoseinduktion in humanen
Endothelzellen durch 15d-P&Bestatigen.

Um die Rolle des Cyclopentenonrings fir die Apoptoseinduktion durch 15di{RGdmanen
Endothelzellen genauer zu untersuchen, wurden fliekie der Ringstruktur allein, des Cyclo-
pentenon, auf HUVECs bestimmt. Der initiale Vergleich des 15d,P@tIseinem Derivat und
Cyclopentenon im MTT-Test zeigte, dass Cyclopentenon starke biologidthletecaustibt.
Bereits 1uM Cyclopentenon reduzierte die Zellvitalitat innerhalb von 24 h auf nahezu 0%.
Cyclopentenon wies dabei einen engen Dosis-Wirkungsbereich in HUVECs auf, demiD,25
zeigten nur einen geringenftekt auf die mitochondriale Aktivitat. Dieser direkte Vergleich
zeigte, dass eine 10-fach niedrigere Konzentration des Cyclopentenon einen vergleichbaren
Effekt wie 10uM 15d-PGJ austbten. Im Widerspruch dazu stehen Untersuchungen durch

( ) zur Induktion desHeat Shock Protein 7qHSP70) in einer humanen
Leukamiezelllinie. In ihren Versuchen setzten die Autoren Konzentrationen von 250 bis
1000uM Cyclopentenon ein und bendtigten eine 10-fach héhere Cyclopentenon-Konzentration
im Vergleich zu 15d-PGJ um eine ahnlich starke Induktion des HSP70 zu sefi&n.

( ) konnten in ihren Untersuchungen zur Hemmung dexRI# HelLa-Zellen zeigen, dass
sowohl 15d-PGjlals auch Cyclopentenon in der Lage waren MFzu hemmen. Allerdings

war im Vergleich zu 15d-PGJeine etwa 100-fach héhere Konzentration an Cyclopentenon
fur einen vergleichbarenfiekt notwendig. Eine Erklarung dieser Unterschiede kdnnte darin
liegen, dass beide Studien Zelllinien verwendet haben, die moglicherweise weniger empfindlich
auf Cyclopentenon reagieren. Zudem wurden die Zellen fiir einen kiirzeren Zeitraum behandelt.

Fur die Konzentrationen 0,25 und 048 Cyclopentenon wurde durchflusszytometrisch
untersucht, ob der durch Cyclopentenon verursachte Zelltod auf Induktion von Apoptose
zuruckzufuhren ist. Die Analyse der Annexin V-Bindung zeigte, dass Cyclopentenon konzen-
trationsabhangig Apoptose in humanen Endothelzellen induziert.

Die Daten lassen vermuten, dass der Cyclopentenonring die essentielle molekulare Struktur
fur die biologischen Hekte des 15d-PGdarstellt. Da die Ringstruktur alleine noch starkere
Effekte auf die Vitalitdt humaner Endothelzellen ausibte, reduzieren die Seitenketten des 15d-
PGJ-Molekils seine Reaktivitat. Im Falle der anderen verwendeten CyPGs mit einer Cyclo-
pentenonringstruktur unterscheiden sich zum Teil die Seitenketten und in allen Molekulen die
Stellung der Seitenketten im Verhaltnis zum Ring. Daher scheint fir die starke Reaktivitat des
15d-PGJ seine einzigartige Anordnung der Seitenketten zum Cyclopentenonring verantwort-
lich zu sein.
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Abbildung 6.1: Zusammenfassendes Schema der Ergebnisse der Cyclopentenon-Prosta-
glandine. Die untersuchten Parameter sind griin unterlegt, die Unterschiede der Molekularstruk-
tur der verwendeten Substanzen durch rote Kreise deutlich gemacht.

6.2 Untersuchung der HNE-induzierten Effekte in
humanen Endothelzellen

Dasa,B-ungesattigte Aldehyd HNE wird bei der Oxidation ungesattigter Fettsduren gebildet
und ist eines der Hauptprodukte der Lipidperoxidatiggi ( ) konnten in

in vitro Experimenten HNE als Autoxidationsprodukt der Fettsduren oxidierter LDL-Partikel
nachweisen. Weitere Arbeiten konnten zeigen, dass HNE-modifizierte Epitope in arteriosklero-
tischen Lasionen sowohl im Kaninchenmodéih( ) als auch der menschlichen
Aorta vorhanden sind ¢ ).

Aufgrund seiner reaktiven Gruppen kann HNE vielfaltige biologisclieke ausiiben. Seine
uberwiegend lipophilen Eigenschaften beginstigen eine Akkumulation des Aldehyds in Zell-
membranens ), wo es mit Membranbestandteilen reagieren und diese in ihrer Funk-
tion beeinflussen kann. Durch seine besondere Reaktivitat mit Thiol- und Aminogruppen zahl-
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6.2 Untersuchung der HNE-induzierten Effekte in humanen Endothelzellen

reicher Proteine wird angenommen, dass HNE auf eine ganze Reihe von Signaltransduktions-
wege Einfluss nehmen kanhig ). Daneben wird HNE mit den meisten
pathophysiologischenfiekten des oxidativen Stresses in Verbindung gebraciii( )
und zahlreiche Studien haben die zytotoxischéielEe des Aldehyds belegen kdnneérs{

). Ein Teil der zell- und gewebsschadigenden Wirkung des HNE ist daher
moglicherweise auf die Induktion von Apoptose zuriickzufuhren.

Die Fahigkeit des HNE Apoptose zu induzieren konnte in zahlreichen Zellarten wie neu-

ronalen Zellen K ) ), Kolonkarzinomzellen
), Makrophagenk ), aber auch VSMCsH ) und Endothel-
zellen ( ) nachgeW|esen werden. Ebenso konnten einige

Signalwege der HNE- |ndu2|erten Apoptose identifiziert werden. Dagegen ist wenig Uber die
Apoptoseinduktion durch HNE in humanen Endothelzellen bekannt. Ziel der Untersuchungen
der HNE-induzierten Apoptose war daher zum einen die Ermittlung effektren Konzentra-

tion zur Apoptoseinduktion sowie geeigneter Zeitpunkte der Apoptosedetektion. Zum anderen
sollte die HNE-induzierte Apoptose in primaren humanen Endothelzellen charakterisiert und
maogliche Signalwege identifiziert werden.

6.2.1 Konzentrations- und Zeitkinetik von HNE in konfluenten
HUVECs

Die initialen Untersuchungen der Zellvitalitat von HUVECs nach HNE-Behandlung zeigten,
dass HNE bereits in Konzentrationen von 10 undu®0 die Zellvitalitdt reduzieren konnte.
Hohere Konzentrationen reduzierten sowohl die Zellvitalitat als auch die Zellzahl und fuhrten
zu einem drastischen Anstieg der Zahl toter Zellen. Alle getesteten Konzentrationen verrin-
gerten zeitabhéngig die Zellvitalitat. Durch Messung der mitochondrialen Aktivitat konnte die
Zeitabhéngigkeit der Wirkung fur 20 und 30 HNE bestatigt werden. 10M HNE senkte

nur voribergehend die MTT-Aktivitat, hatte aber einen deutlichfaKE auf die Zellzahl im
Trypanblau-Ausschlusstest gezeigt. Da die Bestimmung der Zellvitalitat auf der Messung der
mitochondrialen Enzymaktivitat, einem indirekten Indikator der Zellvitalitéat beruht, konnte die
Erholung des MTT-Aktivitat nach 24 h auf eine gesteigerte Enzymaktivitat in Uberlebenden
Zellen zurickzufuhren sein. Die zeit- und konzentrationsabhéngige Reduktion der Zellvitalitat
durch HNE konnte ubereinstimmend in anderen Zellen nachgewiesen weérdens(

, ) ).

Da bei den zwei héchsten getesteten Konzentrationen nach 24 h Behandlung die Zahl toter
Zellen bei 100% lag, wurde nur fir die Konzentrationen 1Qu:BxD die Art des induzierten
Zelltods untersucht. In Ubereinstimmung mit den Berichten ¥ ( ) und

( ) induzierte HNE nach 6 h Behandlung konzentrationsabhéngig Apoptose
in HUVECSs, wie durch Bestimmung der Annexin V-Bindung im Durchflusszytometer gezeigt
werden konnte. Wahrend 20M HNE in der Lage waren die Zahl apoptotischer Zellen im
Vergleich zu 10uM HNE zu erh6hen, konnten 30M HNE keine weitere Steigerung der
Apoptoserate induzieren. Dies ist wahrscheinlich auf den stérkeren Anstieg der Pl-positiven
und damit nekrotischen Zellen zurtickzufuhren.
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Die Bestatigung der Apoptoseinduktion durch HNE erfolgte durch Messung der Caspase-3-
Aktivierung sowohl im Western Blot als auch durchflusszytometrisch. Beide Methoden zeigten
eindeutig, dass bereits eine 3-stiindige HNE-Behandlung Caspase-3 in HUVECSs aktivierte. In
der Arbeit von ( ) konnte in Endothelzellen aus Rinderlungen nach
4-stindiger Behandlung mit 1-28M HNE keine Caspase-3-Aktivierung beobachtet werden.
Hohere Konzentrationen, 50 und 1001 HNE, fuhrten dagegen zu einer signifikanten Aktivie-
rung der Caspase-3. Kolonkarzinomzellen zeigten tGbereinstimmend nach 5 h Behandlung mit
60 uM HNE eine Aktivierung der Caspase-3 ( ). Eine mit HUVECSs vergleichbare
Empfindlichkeit zeigten Jurkat T-Zellen, in denen @ HNE ebenfalls nach 3 h Caspase-3
aktivierte ( ).

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass HNE in HUVECs zeit- und konzentrationsab-
hangig die Zellvitalitdt durch Apoptoseinduktion reduzierte. HNE zeigte unter den gewahlten
Testbedingungen einen engen Dosis-Wirkungsbereich, woheVI3ONE die Zellvitalitat nach
24 h drastisch verringerte, wéahrend 48l eine geringe Apoptoseinduktion zeigten. Die Ver-
wendung von 2QuM HNE fuhrte sowohl zu einer deutlichen Reduktion der Zellvitalitat als
auch einer signifikanten Apoptoseinduktion. Diese Konzentration wurde ftir die weiteren Un-
tersuchungen der HNE-induzierten Apoptose sowie als Modellsubstanz zur Untersuchung des
Einflusses ungesattigter Fettsduren auf die Apoptoseinduktion verwendet (siehe E&pitel
und6.3).

6.2.2 Induktion von oxidativem Stress durch HNE

Oxidativer Stress kann einerseits zur Bildung von HNE fuhren, andererseits durch HNE auf-
grund seiner Reaktivitat mit zahlreichen Zellbestandteilen induziert werdend 3

). Insbesondere die Reaktion des HNE mit dem intrazellularen An-
tioxidans GSH kann das zellulare Redoxmilieu verdndern und damit zahlreiche Signalwege
beeinflussen. Um die durch HNE induzierten Veranderungen des Redoxgleichgewichts zu un-
tersuchen, wurde zum einen der GSH-Gehalt bestimmt und zum anderen die Produktion der
Superoxidanionen, einer Fraktion der reaktiven Saugratbkale.

Die Messung der Superoxidanionen zeigte einen zeitabhangigen Anstieg Uber den gesam-
ten beobachteten Zeitraum von 6 h. Bereits nach 2 h war eine vermehrte Bildung von Super-
oxidanionen sichtbar, die nach 4 h signifikant erhéht war und bis zu 6 h weiter anstieg. Die
anschlieBende Bestimmung des GSH-Gehalts wéhrend der ersten 2 h der HNE-Behandlung
zeigte eine rasche Reduktion des intrazellularen GSH durch HNE. Innerhalb von 30 min nach
HNE-Zugabe war der GSH-Gehalt ca. 50 % reduziert und sank auf unter 20 % des Ausgangs-
wertes nach 2 h HNE-Behandlung ab. Verschiedene Arbeitsgruppen konnten einen ahnlichen
Zeitverlauf der GSH-Depletion durch HNE in anderen Zellmodellen zeigen«

). Die Veranderung des Redoxmilieus durch Depletlon des
mtrazellularen GSH-Gehalts kénnte fur den Anstieg der Superoxidanionen verantwortlich sein.
Unklar bleibt die Quelle der Superoxidanionen. Zum einen ist eine verringerte Eliminations-
rate durch die verantwortlichen Enzyme denkbar, zum anderen eine verstarkte Bildung oder
verstarkte Freisetzung etwa aus Mitochondrien infolge der Apoptoseinduktion.
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6.2 Untersuchung der HNE-induzierten Effekte in humanen Endothelzellen

6.2.3 Einfluss von HNE auf verschiedene Kinasen

Sowohl MAPKs als auch die Proteinkinase Akt sind in die Regulation von Proliferation
und Apoptose involviert. Wahrend eine Aktivierung der MAPK ERK und der Kinase Akt
wachstumsstimulierende, anti-apoptotische Signale darstellen, wird die Aktivierung von
p38 als wachstumshemmendes, pro-apoptotisches Signal angesehen (vgl. KapitBie

Rolle von JNK in der Apoptose scheint abhéngig zu sein von der Art des Stimulus und dem
betrachteten Zelltyp. Alle vier Proteinkinasen kdnnen durch oxidativen Stress in ihrer Aktivitat
sowie ihrem Aktivierungszustand beeinflusst werden.

Die Untersuchung der MAPKs nach HNE-Behandlung erfolgte durch Analyse der phospho-
rylierten Proteine und Bestimmung des Gesamtproteins im Western Blot. Alle drei MAPK wur-
den durch HNE in ihrer Aktivierung beeinflusst. Da die HNE-Behandlung mit einem Wechsel
des Zellkulturmediums verbunden war, wurde fur jeden Zeitpunkt eine Kontrolle mitgefihrt,
welche die gleiche Menge des Losungsmittels Ethanol enthielt. Dabei zeigte sich, dass der Me-
diumwechsel die MAPKSs in ihrer Aktivitat beeinflusste. Der Mediumwechsel scheint dabei zu
einer Hemmung der c-jun-Phosphorylierung sowie einer verstarkten Aktivierung sowohl von
p38 als auch ERK zu filhren. Nach 15 min waren diefekEe bereits aufgehoben. Ein dhn-
licher Einfluss des Mediumwechsels bzw. des Ethanols in der Kontrolle auf die MAPK ERK
konnten ( ) in HUVECs demonstrieren.

Die Behandlung mit 2QuM HNE fuhrte zu einer raschen Induktion der c-jun-Phospho-
rylierung, die Gber den gesamten beobachteten Zeitraum bis zu 60 min erhalten blieb. Die Ak-
tivierung der MAPK p38 blieb in den HNE-behandelten Zellen tiber 60 min im Vergleich zur
Kontrolle erhalten. Ein vergleichbarer Einfluss war auf die MAPK ERK zu sehen. Insbesondere
die Aktivierung von JNK durch HNE wurde in einigen anderen Studien beschreiben. So konnte

in hepatischen Zelleri( ), in neuronalen Zeller ) sowie Epithel-
zellen aus Rattenleberi/( ) eine Aktivierung von JNK nach HNE-Behandlung
nachgewiesen werden. Die Arbeitsgruppe o ( ) konnte in HL-60-Zellen die

Phosphorylierung von c-jun nach 30 min beobachten. In Epithelzellen konnte zusatzlich die Ak-
tivierung von p38 nach 30 min HNE-Behandlung gezeigt werdéiin )

). Daneben beobachtete die Arbeitsgruppe von ( ) eine moderate
Phosphorylierung von ERK nach 30-minutiger HNE-Behandlung, allerdings konnten sie kei-
ne Phosphorylierung eines Zielproteins nachweisen. Die Autoren nahmen daher an, dass HNE
zwar JNK und p38, nicht aber ERK aktiviert. Da im Rahmen diese Arbeit nur c-jun als Zielpro-
tein von JNK untersucht wurde, kann keine Aussage Uber die tatséchliche Aktivitat von ERK in
HUVECSs nach HNE-Behandlung gemacht werden.

Die Analyse der Phosphorylierung der Proteinkinase Akt zeigte ebenfalls eine Aktivierung
von Akt durch den Mediumwechsel bzw. das darin enthaltene Ethanol mit einer maximalen
Aktivierung nach 30 min. Dies steht in Ubereinstimmung mit der Arbeit von ( ),
die eine dosis-abhangige Aktivierung von Akt in HUVECs zeigen konnten. Diese Aktivierung
wurde durch HNE vollstandig gehemmt.

HNE zeigte damit einen deutlicherffekt auf das Aktivierungsmuster der MAPK und der

Proteinkinase Akt. Die Aktivierung der pro-apoptotischen Kinasen JNK und p-38 sowie die
Hemmung der anti-apoptotischen Kinase Akt flihrt zu einer Verschiebung des Profils zugunsten
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der Apoptose. Inwieweit diese Verschiebung fur die Apoptoseinduktion verantwortlich ist oder
diese fordert, sollte durch weitere Untersuchungen geklart werden.
Abbildung 6.2 zeigt eine schematische Darstellung der HNE-induziertéekEe in humanen

Endothelzellen.

PN __ Ligand
Zellstress — (z.B. TNFx)
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Plasmamembranﬂ ' . (Annexin V-Firbung)
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Abbildung 6.2:Schematische Darstellung der untersucht&ekie des Lipidperoxidationspro-
dukts HNE. Grun unterlegt sind die untersuchten Parameter.
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6.3 Vergleichende Untersuchung der Arachidonsaure
sowie Docosahexaensaure in HUVECs

Der Einfluss von Nahrungslipiden sowie ihrer Zusammensetzung auf die Arteriosklerose ist
unbestritten \( ) ). Angefangen mit den Arbeiten von Bang und Dyerberg
konnten zahlreiche Studien protektivefdékte von Fischdlen und ihrer wichtigsten hochunge-
sattigten Fettsduren, EPA und DHA, gegeniber kardiovaskularen Erkrankungen beim Men-
schen zeigen, die durch Arbeiten an Zellkulturmodellen weiter untermauert wurden (vgl. Kapi-

tel 2.3.2.
Die Funktion des vaskularen Endothels konnte in verschiedenen Studien als Marker fur ei-
ne Voraussage kardiovaskularer Ereignisse identifiziert werdenlg ). Eine

Dysfunktion des Endothels ist mit einem héheren Risiko fur Herz-Kreislauferkrankungen asso-
ziiert. Es konnte gezeigt werden, dass Faktoren, die das Risiko fur Herz-Kreislauferkrankungen

senken, die Funktion des Endothels verbessernll( ). Zu diesen Faktoren
gehoren die hochungesattigten n-3 Fettsduren, die in hypercholesterinamischen Patienten die
Endothelfunktion verbessern konntend ). Aber nicht nur Patienten mit

bestehenden Erkrankungen kdnnen von einer erhéhten Zufuhr an n-3 Fettsauren profitieren.

( ) konnten zeigen, dass in jungen Erwachsenen, die rauchten oder erhdhte
Plasmaspiegel an Insulin, Triglyzeriden und Glucose, typische Risikofaktoren kardiovaskularer
Erkrankungen, aufwiesen, eine verbesserte Endothelfunktion signifikant mit einem hoéheren n-3
Fettsaure-Plasmaspiegel assoziiert war.

6.3.1 Einfluss der Fettsauren auf die HNE-induzierte Apoptose

Die initialen Experimente hatten zum Ziel, verschiedene ungesattigte Fettsduren auf einen mog-
lichen Einfluss gegentiber HNE-induzierter Apoptose zu untersuchen. Sie konnten zeigen, dass
die n-3 Fettsdure DHA die Apoptoseinduktion durch HNE signifikant verringern konnte. Weder
Olsaure, eine einfach ungesattigte Fettsaure noch die beiden n-6 Fettsauren LA und AA zeigten
einen Hfekt auf die HNE-induzierte Apoptose nach 24 h. DHA zeigte sehr friih, bereits nach 6 h
HNE-Behandlung, eine signifikante Reduktion nicht nur apoptotischer Zellen, sondern konnte
daruberhinaus den Anstieg nekrotischer Zellen, zu denen auch die sekundar nekrotischen geho-
ren, deutlich reduzieren. Ein protektiveffékt der DHA gegentber Stress-induzierter Apoptose
wurde nur in wenigen Studien berichtet. Zwei Arbeitsgruppen konnten zeigen, dass eine Vor-

behandlung mit DHA Apoptose in Photorezeptoren der Raite i ) und
Neuro 2A-Zellen der Maus<( ) ) hemmen konnte, wobei Pho-
torezeptoren in Kultur auf die exogene Zufuhr von DHA angewiesen &ints( ).
Weder OA noch AA zeigten in den genannten Arbeiten einen Schiakte ( )

konnten zeigen, dass DHA im Gegensatz zu OA, AA und EPA, HL-60-Zellen vor Sphingosin-
induzierter Apoptose schitzt.

Der Schutzé&ekt der DHA in HUVECSs gegenuber HNE-induzierter Apoptose konnte auf der
Ebene der Caspasenaktivierung bestatigt werden. Die aktive Caspase-3 war nach 6 h HNE-
Behandlung in DHA-behandelten Zellen um ca. 34 % im Vergleich zur Kontrolle reduziert.
Die Bestimmung der Caspase-3 im Western Blot konnte die Reduktion bestatigen. Die Be-
handlung der Zellen mit AA zeigte dagegen im Durchflusszytometer eine verstarkte Aktivie-
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rung der Caspase-3, die allerdings im Western Blot nicht bestétigt werden kénmnte:.
( ) konnten Ubereinstimmend in Neuro 2A-Zellen eine Hemmung der Caspase-3 durch
DHA-Vorbehandlung zeigen.

6.3.2 Unterschiedlicher Einfluss beider Fettsauren auf den
HNE-induzierten oxidativen Stress

Ein moglicher Mechanismus der Protektion durch DHA koénnte eine Verhinderung der HNE-
induzierten Depletion des intrazellularen GSHs darstellen. Eine 24-stiindige Behandlung der
Endothelzellen mit 2@M DHA fiihrte zu einer signifikanten Erhéhung des GSH-Spiegels. Im
Gegensatz dazu war der GSH-Gehalt nach AA-Behandlung signifikant erniedrigt. Die Arbeits-
gruppe von ( ) konnte in murinen Makrophagen eine deutliche Induktion
von GSH nach 24-stiindiger Behandlung mit DHA zeigen.

Der erhbohte GSH-Spiegel nach DHA-Vorbehandlung konnte die Endothelzellen nicht vor dem
HNE-induzierten Abfall schitzen, diesen allerdings signifikant verringern. Sowohl nach 30 min
als auch nach 2 h HNE-Behandlung war der GSH-Gehalt gegeniiber Kontrolle und AA signifi-
kant erhoht. AA dagegen verstarkte die HNE-induzierte GSH-Abnahme.

Trotz des geringen fiektes auf den GSH-Spiegel konnte DHA im Gegensatz zu AA den
Anstieg der Superoxidanionen durch HNE deutlich verringern. In RAW264-Makrophagen ver-
hinderte DHA die Bildung intrazellularer Peroxide( ). ( )
konnten in humanen Lymphozyten zeigen, dass DHA die durch Was$pestixid induzierte
Lipidperoxidation verhindern konnte.

DHA zeigte damit einen deutlichen Einfluss auf das zellulare Redoxgleichgewicht sowie die
Bildung reaktiver Sauersfispezies nach HNE-Behandlung. Die genaue Rolle der Superoxid-
anionen in der HNE-induzierten Apoptose bleilftem und bedarf weiterer Experimente, bei
denen insbesondere die Herkunft der Superoxidanionen geklart werden sollte.

6.3.3 Expression des Caspase-Inhibitors c-IAP-1

Die anti-apoptotischen Proteine der IAP-Familie kdnnen aktivierte Caspasen hemmen (vgl. Ka-
pitel 2.2). Eine Induktion von IAPs stellt damit einen weiteren méglichen Mechanismus der be-
obachteten Hemmung aktivierter Caspase-3 nach DHA-Behandlung dar. Als Vertreter der IAP-
Familie wurde die Expression der mRNA und die Proteinexpression von c-IAP-1 bestimmt.
DHA konnte sowohl die c-iap-1 mRNA nach 4-stiindiger Behandlung als auch die Expressi-
on des c-IAP-1-Proteins nach 24 h im Vergleich zur Kontrolle erhéhen. AA zeigte weder auf
MRNA- noch auf Proteinebene einen Einfluss auf c-1AP-1.

Ein Effekt von DHA auf die Expression anti-apoptotischer Proteine der IAP-Familie wurde
bislang nicht beschrieben.

Die transkriptionelle Kontrolle des c-IAP-1 Expression ist noch weitgehend ungeklart (vgl.
Kapitel 2.2). Als potentieller Transkriptionsfaktor wurde bisher NB-identifiziert (

) ). Die Untersuchung dieses Transkriptionsfaktors nach DHA-Behandlung
ergab in den bislang durchgefiihrten Versuchen in HUVECs kein eindeutiges Ergebnis.
HUVECSs zeigten eine niedrige basale NB-Aktivitat. In einzelnen Versuchen deutete sich
eine Aktivierung von NFB durch DHA an, andere zeigten dagegen eine Hemmung. Eine
Aktivierung von NF«B durch Fettsauren wurde bislang nur fir AA beschrieliean(
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et al. ) ), wahrend die n-3 Fettsaure EPA MB-in der monozyta-
ren Zelllinie U937 nicht aktivierte( ). Eine Aktivierung von NF«B nach
Zytokinstimulation konnte dagegen Ubereinstimmend in Endothelzellen gezeigt werdear(

). Fur die Identifizierung der Rolle von DHA auf die Aktivitat
dieses Transkrlptlonsfaktors sind weitere Untersuchungen notwendig.

In ihrer Arbeit an Neuro2A-Zellen konnten ( ) zeigen, dass eine durch DHA
induzierte Aktivierung der Proteinkinase Akt fiir die Hemmung der Caspase-3 in neuronalen
Zellen notwendig ist. In Studien an verschiedenen Zellmodellen wurde darliberhinaus gezeigt,
dass die Proteinkinase Akt die Expression anti-apoptotischer Proteine der IAP-Familie reguliert
( 3 ). ( ) konnten in
Neuroblastomzellen zelgen dass eine Hemmung der PI3K und der damit verbundenen Reduk-
tion der Akt-Aktivitdt zu einer reduzierten Expression des IAP-Proteins Survivin fiihrte, wo-
durch es zu einer erleichterten Apoptoseinduktion kam. Diese Studien deuten darauf hin, dass
eine Aktivierung der Proteinkinase Akt durch DHA fur die Induktion der c-IAP-1 Expression
verantwortlich sein konnte.

Die ersten Ergebnisse der Analyse einer Akt-Phosphorylierung nach DHA-Behandlung konn-
ten eine zeitabhangige Aktivierung von Akt durch DHA zeigen. Bereits nach 30 min war ei-
ne deutliche p-Akt-Bande nachweisbar, wahrend AA keine Aktivierung der Proteinkinase Akt
zeigte. Weitere Versuche sollen diesetekt bestatigen.

Eine Beteiligung des NkB-Systems kann nicht ausgeschlossen werden, da Akt dadBNF-
System aktivieren kann.

In Abbildung 6.3 sind die Hfekte der n-3 Fettsaure DHA auf die HNE-induzierte Apoptose
humaner Endothelzellen schematisch zusammengefasst.
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Abbildung 6.3:Schema der protektivenfiekte der DHA gegentber HNE-induzierter Endo-
thelzellapoptose. Die untersuchten Parameter sind griin unterlegt. Rot durchgestrichene Pfeile
stellen den anti-apoptotischertékt der DHA dar. Rote Pfeile bedeuten eine Induktion bzw.
Aktivierung des Proteins durch DHA.
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/ Zusammenfassung

Apoptose in Endothelzellen wird seit langerem als Ausldser fur die Entstehung arterioskle-
rotischer Verdnderungen der Gefallwand diskutiert. Wahrentheiivo Beweis dafiir noch
aussteht, zeigten zahlreichrevitro Studien, dass viele Risikofaktoren der Arterioskleroseent-
stehung Apoptose in humanen Endothelzellen induzieren kénnen. Zu diesen Risikofaktoren
gehoren erhdhte Konzentrationen oxidierter Lipide. Fettsauren sind Bestandteile von Zell-
membranen und komplexer Lipide. Sie sind daher seit langem intensiv beforschte Substanzen,
fur deren Einfluss auf das Gefal3system es deutliche Hinweise gibt. Wahrend n-6 Fettsauren
und insbesondere ihre oxidativen Metabolite als pro-atherogen eingestuft werden, deuten
epidemiologische Studien und zunehmend auch Interventionsstudien auf einen protektiven
Effekt von n-3 Fettsauren hin.

In dieser Arbeit wurde zum einen untersucht, ob bestimmte, als atherogen angesehene
Metabolite von n-6 Fettsauren Apoptose in humanen Endothelzellen induzieren kénnen. Der
zweite Schwerpunkt der Arbeit beschéftigte sich mit der Wirkung von ungesattigten Fettsauren
auf die durch HNE ausgeldste Endothelzellapoptose.

Es konnte gezeigt werden, dass oxidierte Metabolite der n-6 Fettsauren in der Lage sind,
Apoptose in humanen Endothelzellen zu induzieren.

15d-PGJ, der bekannteste Vertreter der Cyclopentenon-Prostaglandine, ist ein wirkungsvol-
ler Induktor von Apoptose in Endothelzellen. Diese Fahigkeit beruht auf seiner einzigartigen
molekularen Struktur, wie in einem Vergleich mit strukturell eng verwandten Cyclopentenon-
Prostaglandinen gezeigt werden konnte. Der Cyclopentenonring alleine erwies sich als hoch-
reaktive Substanz, die bereits bei 10-fach niedrigeren Konzentrationen im Vergleich zu 15d-
PGJ Apoptose induzieren kann. Seitenketten scheinen diese Reaktivitat zu modulieren und im
Fall von 15d-PGgdiese zum grof3en Teil zu erhalten.

Darlberhinaus konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass das Lipidperoxidationsprodukt
HNE konzentrations- und dosisabhangig Apoptose in humanen Endothelzellen unterschied-
licher Herkunft induzieren kann. Die Behandlung mit HNE reduzierte innerhalb von 2 h den
intrazellularen GSH-Gehalt auf etwa 20 % des Ausgangswertes. Parallel zu diesem Abfall stieg
die intrazellulare Bildung der Superoxidanionen an. Diese Veranderung im zellularen Redox-
Gleichgewicht spiegelte sich auch in einem verénderten Aktivierungsprofil der MAP-Kinasen
wieder.

Der zweite Teil der Arbeit beschétftigte sich mit der Modulation der Apoptose durch n-6 und
n-3 Fettsauren.

Die Untersuchungen zeigten, dass n-6 und n-3 Fettsauren unterschiediielkée Eauf
die durch HNE induzierte Apoptose austibten. Eine 24-stiindige Vorbehandlung konfluenter
HUVECs mit der n-3 Fettsaure DHA flhrte zu einer signifikanten Reduktion der HNE-
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induzierten Apoptose, wahrend die Vorbehandlung mit der n-6 Fettsaure AA keinen signifi-
kanten Hfekt auf die HNE-induzierte Apoptose zeigte. Dieser Unterschied war bereits inner-
halb der ersten 6 h nach HNE-Behandlung signifikant. Die Bestimmung der Superoxidanionen
zeigte, dass DHA die rasche Induktion von oxidativem Stress durch HNE verhindern konnte.
Zumindest zum Teil laf3t sich diese Beobachtung mit der gezeigten Hochregulation des intrazel-
lularen GSH-Spiegels durch DHA erklaren. Zusétzlich konnte gezeigt werden, dass DHA die
Aktivierung der Caspase-3 reduziert und die Expression des anti-apoptotischen Proteins und
Caspaseinhibitors c-IAP-1 in HUVECSs induziert. Erste Ergebnisse weisen auf eine Aktivierung
der Proteinkinase Akt als moglichen Signalweg der c-IAP-1-Induktion hin.

Unsere Ergebnisse beschreiben einen moglichen neuen anti-apoptotischen Signalweg, durch
den die vielfach beschriebene Endothel-protektive Wirkung der n-3 Fettsaure DHA erklart wer-
den kdnnte.
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