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Einleitung 1

1. Einleitung

1.1. Atherosklerose

1.1.1. Aufbau und Funktion der Gefallwand

Blutgefal3e sind aus drei Schichten aufgebaut, der Intima, Media und Adventitia. Die
Intima besteht aus einer einzelligen Schicht aus Endothelzellen, die von Kollagen und
einer Membran umgeben ist. Diese Endothelzellschicht bildet die Barriere zwischen
dem flieBenden Blut und der Media, die aus spiralformig angeordneten glatten
Gefallmuskelzellen aufgebaut ist. Die glatten Muskelzellen beeinflussen den
Gefalradius Uber Relaxation und Konstriktion. Die Adventitia setzt sich aus
Kollagenfasern und glatten Muskelzellen zusammen und stellt den Kontakt zur
Umgebung des Geféal3es dar (Abb. 1.1.).

Aufgrund ihrer Lokalisation zwischen der luminalen Gefaf3innenseite und den auf3eren
Schichten der GefaBwand erfillen Endothelzellen wichtige Funktionen, wie den
Transport bioaktiver Molekile und die Regulation der Adhasion und Transmigration von
Blutzellen (1). Eine weitere wichtige Funktion des Endothels ist die Regulation des
Gefaldtonus. Endothelzellen setzen Mediatoren frei, die Gber die glatten Muskelzellen
entweder Vasodilatation (z.B. Stickstoffmonoxid (NO) oder Prostacyclin) oder
Vasokonstriktion (z.B. Endothelin oder "Platelet-Activating Factor") bewirken und somit
den Blutflul3 und Blutdruck beeinflussen (1).

1.1.2. Definition der Atherosklerose

Die Atherosklerose wird von der WHO als eine variable Intimaveranderung arterieller
Blutgefalie, bestehend aus fokaler Ansammlung von Lipiden, Kohlenhydraten, Blut und
Blutbestandteilen, Bindegewebe und Kalziumablagerungen definiert, die mit
Veranderungen der Media einhergeht. Diese Gefaldwandveranderungen fihren zu
Lumeneinengung, Verhartung, Elastizitatsverlust und Thrombosierung des
Gefalllumens. Die Folgen der Atherosklerose sind arterielle Durchblutungsstérungen,
die zu Myokard- und Zerebralinfarkt fuhren kénnen und die Haupttodesursache (ca.

50%) in den Industrielandern darstellen. Risikofaktoren, wie Hyperlipoproteinamie,
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Rauchen, arterielle Hypertonie, Diabetes mellitus und Hyperurikdmie begunstigen die

Pathogenese der Atherosklerose (2-5).

1.1.3. Pathogenese der Atherosklerose

Die Atherosklerose wird inzwischen nicht nur als degenerativer Prozel3, sondern als
inflammatorische Krankheit angesehen (5). Die "response-to-injury"-Hypothese besagt,
dal3 die Atherosklerose durch eine Verletzung des Endothels initiiert wird (6). Dabei
fuhrt die Aktivierung von Endothelzellen durch verschiedene Faktoren zur
Einschrankung der Funktion des Endothels ("Endotheldysfunktion”) (7). Diese
endotheliale Aktivierung ist charakterisiert durch frihe L&asionen, die durch veranderte
Adhasivitat und Permeabilitat des Endothels zu Thrombozyten-Anlagerung fuhren.
Aulerdem kommt es zur Proliferation der glatten Muskelzellen (Neointima-Bildung), die
zusatzlich eine erhohte Synthese von extrazellularer Matrix, Uberwiegend bestehend
aus Kollagen, bewirkt. Die Thrombozyten und die aktivierten Endothelzellen setzen
chemotaktische Substanzen frei, die die Einwanderung von Entzindungszellen
(Makrophagen und T-Lymphozyten) nach sich ziehen. "Low Density Lipoproteine” (LDL)
kébnnen das geschadigte Endothel passieren und als oxidiertes LDL (oxLDL) von
Makrophagen aufgenommen werden, die sich dadurch zu Schaumzellen verwandein.
Die Infiltration von Entzindungszellen und Lipiden fihrt zur Bildung der
atherosklerotischen Plagues (Atherome). Zu den Komplikationen der Atherosklerose
gehoren Plaque-Destabilisierung und -Ruptur oder -Erosion, die zu Thrombus-Bildung,
Gefallverschlul3 und letztendlich Infarkt fihren kénnen (5,8). Die verschiedenen Stadien
der Pathogenese der Atherosklerose sind in Abb. 1.1. schematisch zusammengefal3t.
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Schema Stadien der Atherosklerose
Media Verletzung des Endothels fiihrt zu
) Endothelzellapoptose und
2 Endotheldysfunktion
Adventitia

Proliferation der glatten Muskelzellen
fuhrt zur Bildung der Neointima

Entstehung der Plaques durch
infiltrierende Immunzellen und
Einlagerung von Lipiden

Destabilisierung der Plaques durch
Apoptose von glatten Muskelzellen und
Bildung von Schaumzellen

Plague-Ruptur/-Erosion durch
Endothelzellapoptose

Lumen Thrombose

Infarkt

Abbildung 1.1. Pathogenese der Atherosklerose
(modifiziert nach Réssig et al., 2001; (9))

1.1.4. Aktivierung des Endothels

Die Aktivierung von Endothelzellen spielt eine entscheidende Rolle in der Initiation der
Atherosklerose. Dabei handelt es sich um ein multifaktorielles Geschehen, das z.B.
durch das Komplementsystem oder das CD40-System ausgelost wird (Kap. 1.1.5.1.
und 1.1.5.2.) (5,10,11). Die Funktionalitat des Endothels wird dabei beeintrachtigt, da
die Aktivierung der Endothelzellen zur Expression von Adhasionsmolekilen (z.B.
“intercellular adhesion molecule-1" (ICAM-1), "vascular cell adhesion molecule-1"

(VCAM-1)), Zytokinen (z.B. Tumor Nekrose Faktor a (TNFa)), Wachstumsfaktoren und
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chemotaktischen Proteinen (z.B. "monocyte chemoattractant protein-1" (MCP-1)) fhrt,
die die Permeabilitat, Adhasivitdt und koagulatorische Aktivitdt des Endothels erhdhen
(Abb. 1.2.). Die Synthese proinflammatorischer Molekile (z.B. TNFa, Interleukine,
MCP-1 und "Tissue Factor" (TF)) in aktivierten vaskularen Zellen bewirkt Uber die
Rekrutierung und Aktivierung verschiedener Immunzellen ein Fortschreiten der
Entzindungsreaktion und somit die Progression der Atherosklerose. Ein wichtiges
chemotaktisches Protein in der Entziindungsreaktion des Endothels ist das "monocyte
chemoattractant protein-1" (MCP-1). Die bedeutende Rolle von MCP-1 in der
Atherogenese konnte im Tiermodell gezeigt werden. In MCP-1- oder MCP-1-Rezeptor-
Knockout-Mausen ist die Cholesterin-induzierte Bildung von atherosklerotischen
Lasionen deutlich (12,13). MCP-1 ist ein CC Chemokin, das hauptsachlich tber den CC
Chemokin Rezeptor-2 (CCR2) wirkt (14). Dieser Rezeptor wird in gro3en Mengen von
Monozyten, Makrophagen und T-Lymphozyten exprimiert. MCP-1 wird nach Stimulation
von vaskularen Zellen (Endothelzellen, glatten Muskelzellen und Makrophagen) mit
verschiedenen proatherosklerotischen Faktoren, wie z.B. Komplement, CD40L oder
oxLDL, sezerniert und induziert dadurch die Aktivierung und Migration von Monozyten
(15,16). Neben MCP-1, sind die inflammatorischen Zytokine Interleukin-6 (IL-6) und
Interleukin-8 (IL-8) ebenfalls wichtige Entzindungsmediatoren in der Atherogenese
(1,17). IL-6 und IL-8, die in Endothelzellen, glatten Muskelzellen und Makrophagen
exprimiert werden, sind mitogene Stimuli fur glatte Muskelzellen (18,19). Desweiteren
werden Lymphozyten und Makrophagen durch IL-6 aktiviert, wahrend IL-8
chemotaktisch und aktivierend auf Neutrophile wirkt (1,20).



Einleitung 5

Leukozyten-Lockstoffe Adhasionsmolekile
(MCP-1, IL-8, PDGF) (E-Selektin, ICAM-1, VCAM-1)

Aktivierung des

Zytokine

(TNFa, FAS, etc.) Endothels Permeabilitat 4
Koagulatorische Aktivitat 4 Apoptose
Tissue Factor”
b ) NO v
ET-1 *

Abbildung 1.2. Aktivierung des Endothels
(modifiziert nach Fichtlscherer und Zeiher, 1999; (21))

(ET-1, Endothelin-1; ICAM-1, "intercellular adhesion molecule-1"; IL-8, Interleukin-8; MCP-1,
"monocyte chemoattractant protein-1"; NO, Stickstoffmonoxid; PDGF, "platelet-derived growth
factor"; TNFa, Tumor Nekrose Faktor a; VCAM-1, "vascular cell adhesion molecule-1")

1.1.5. Endothel-aktivierende Faktoren

1.1.5.1. Das Komplementsystem

Das Komplementsystem ist von zentraler Bedeutung fiir die Pathogenese der
Atherosklerose, da es die Aktivierung von Endothelzellen induziert (11). Das
Komplementsystem ist Teil der humoralen Immunantwort, das die Antikorper-vermittelte
Abwehr nach Eindringen von Antigenen in den Organismus verstarkt bzw. erganzt (lat.
complementum = Ergédnzung). Das Komplementsystem besteht aus thermolabilen
Komplementfaktoren, die im Serum und auf Zelloberflachen vorkommen, sich
nacheinander durch proteolytische Spaltung aktivieren und somit eine
Komplementkaskade bilden (22,23). Man unterscheidet zwei Wege der
Komplementaktivierung. Diese sind die klassische Aktivierung Uber Antigen-Antikorper-
Komplexe und die alternative Aktivierung, die unabhangig von Antikérpern unspezifisch
an der Oberflache von Fremdkoérpern aktiviert wird. Beide Wege fuhren Uber die
Spaltung des Komplementfaktors C3 zur Bildung des Membran-angreifenden

Komplexes C5b-9, der an der Zelloberflaiche Poren bildet und die Lyse der
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Fremdorganismen durch Osmose induziert. Zu den Hauptaufgaben des
Komplementsystems gehdren neben der Lyse fremder Zellen die Aktivierung
immunkompetenter Zellen und die Opsonisierung von Antigen-Antikérper-Komplexen

(23). Die Komplementkaskade ist schematisch in Abbildung 1.3. dargestellt.

Antigen-Antikorper- Mikrobielle
Komplex Polysaccharide

c1
c2 B
ca D

g Alternative
Aktivierun Sen
g Spaltung von C3 | tivierung
C5 _
ce | F—Clusterin
Cc7
Cc8

Membran-angreifender Komplex (C5b-9)

4 \

Lyse Aktivierung
(Erythrozyten) (Nukleére Zellen)
MCP-1 1t IL-8 t

Abbildung 1.3. Die Komplementkaskade

(IL-8, Interleukin-8; MCP-1, "monocyte chemoattractant protein-1")

Die Aktivierung des Komplementsystems ist an der Pathogenese der Atherosklerose
beteiligt (11,24). Ein Hinweis hierfur ist die Lokalisation von Komplementkomplexen in
atherosklerotischen Lasionen (25). Desweiteren wird die Cholesterol-induzierte
Ausbildung atherosklerotischer Lasionen in Komplement (C6)-defizienten Kaninchen
verhindert (26). Im Gegensatz zur Lyse von z.B. Erythrozyten, fuhrt die Inkubation von
nuklearen Zellen mit subletalen Konzentrationen von C5b-9 zu einer Aktivierung
verschiedener zellularer Prozesse, z.B. zu Entziundungsreaktionen in Endothelzellen
(27,28).
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Der terminale Komplementkomplex (C5b-9) und Komplementfaktoren (C1q) aktivieren
Endothelzellen, indem sie eine inflammatorische Reaktion, d.h. die Synthese von
Entzindungsmediatoren, wie z.B. IL-6, IL-8 und MCP-1, in diesen Zellen induzieren
(12,27,29,30). Die Freisetzung der proatherosklerotischen Zytokine und Chemokine
stimuliert in der frihen Phase der Atherogenese die Adhasion von Immunzellen an das
Endothel. Die Aktivierung der Endothelzellen durch das Komplementsystem fihrt
weiterhin zur Expression von Zelloberflachenproteinen wie E-Selektin, VCAM-1 und

ICAM-1, die die endotheliale Transmigration von Leukozyten fordern (31).

1.1.5.1.1. Aktivierung des Komplementsystems

Die Atiologie der Komplementaktivierung in der Atherogenese ist bislang noch nicht
geklart. Als pathophysiologische Aktivatoren des Komplementsystems im Rahmen der
Atherosklerose werden Chlamydia pneumoniae-Infektionen, enzymatisch modifiziertes
LDL (E-LDL) und das Akut-Phase Protein "C-reaktives Protein” (CRP) diskutiert
(24,25,32). Das enzymatisch modifizierte (nicht oxidierte) LDL entsteht durch
Degradation von LDL in ein atherogenes, proinflammatorisches Protein, das zur
Aktivierung des Komplementsystems und Makrophagen fihrt (33,34). E-LDL
kolokalisiert mit dem terminalen Komplementkomplex C5b-9 in atherosklerotischen
Lasionen (25).

Das Akut-Phase-Protein CRP, ein kardiovaskularer Risikofaktor, aktiviert das
Komplementsystem (ber den klassischen Weg nach Bindung von CRP an den
Liganden (32,35). Die Kolokalisation von CRP und aktivierten
Komplementkomponenten konnte sowohl im Myokardinfarkt, als auch in humanen

atherosklerotischen Lasionen gezeigt werden (32,36,37).

1.1.5.1.2. Inhibitoren des Komplementsystems

Das Komplementsystem wird durch Komplement-Inhibitoren reguliert, um eine
Uberreaktion der Immunantwort zu verhindern. Dazu gehéren u.a. MCP ("membrane
cofactor protein"), DAF ("decay-accelerating factor"), CD46, CD59 und Clusterin (38).
Endothelzellen schitzen sich vor zirkulierenden, aktivierten Komplementfaktoren durch

Freisetzung von Komplement-Inhibitoren, wie z.B. Clusterin und CD59 (39,40). CD59



Einleitung 8

verhindert die Zusammensetzung des terminalen Komplementkomplexes C5b-9, indem
es die Interaktion von C9 an den Komplex C5b-8 inhibiert. Clusterin ist ein
heterodimeres Glykoprotein, das an die Komplement-Komponenten C7, C8 und C9
bindet und somit die Bildung des Membran-angreifenden Komplexes C5b-9 verhindert
(Abb. 1.3.) (41,42). Clusterin ist ein multifunktionelles Protein, das, neben seiner
Eigenschaft als Komplement-Inhibitor, am Transport von Lipoproteinen beteiligt ist,
Zelliberleben fordert und zusatzlich eine Chaperone-dhnliche Aktivitdt besitzt
(41,43,44).

1.1.5.2. Das CD40/CD40L-System

Ein wesentlicher Regulator von Immunantworten und Entziindungsreaktionen im
Rahmen der Atherosklerose ist das CD40/CD40 Ligand-System (10). Der
transmembrane CD40 Rezeptor (CD40), der zur TNF-Rezeptor-Superfamilie gehort,
wurde erstmals in B-Lymphozyten beschrieben. Nach Bindung des CD40 Liganden
(CD40L oder CD154) auf aktivierten T-Lymphozyten an CD40 auf B-Lymphozyten
kommt es zur Aktivierung der B-Zellen, d.h. zu Proliferation, Antikérper-Produktion und
Reifung zu Gedéachtnis-Zellen (45). Die Expression des CD40-Systems ist jedoch nicht
nur auf Immunzellen beschrankt. Sowohl CD40 als auch CD40L werden in vaskularen
Endothelzellen, glatten Muskelzellen und Makrophagen in vitro und in
atherosklerotischen L&sionen in situ exprimiert (46). Die Expression des CD40L konnte
auch in Thrombozyten nachgewiesen werden, die im Inneren der Zellen einen Vorrat an
CD40L ansammeln. Nach Aktivierung der Thrombozyten durch Thrombin wird der
CD40L in kurzer Zeit (ca. 1 min) an die Zelloberflache transportiert, wo er
inflammatorische Prozesse in Zellen des Gefaldsystems, z.B. Expression von IL-8,
MCP-1, Adhasionsmolekilen und "Tissue Factor" in Endothelzellen, induziert (47,48).
Die Aktivierung des CD40-Systems in Endothelzellen und glatten Muskelzellen fihrt
ebenfalls zur Synthese von Matrix-Metalloproteinasen, die v.a. Kollagen degradieren
und somit Plaque-Instabilitat fordern (49). Desweiteren induziert die Inkubation von
vaskularen Zellen mit rekombinantem CDA40L oder mit Membranpartikeln aktivierter T-
Lymphozyten die Synthese von Zytokinen, Chemokinen, Matrix-Metalloproteinasen, TF
und Adhasionsmolekilen, die an der Progression atherosklerotischer Lasionen und

Plaque-Destabilisierung beteiligt sind (46,50). In vivo Studien haben gezeigt, daf3
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inhibierende CD40L-Antikdrper im Tiermodell (LDL-Rezeptor-Knockout-Mause oder
ApoE-Knockout-Mause) sowohl die Entstehung atherosklerotischer Lasionen als auch
das Fortschreiten der Atherosklerose (Plaque-Destabilisierung und Plaque-Ruptur)
durch einen veranderten Plague-Phé&notyp, d.h. einen reduzierten Gehalt an Lipiden, T-
Lymphozyten und Makrophagen, drastisch reduzieren (51-53). Diese Ergebnisse
konnten auch in CDA40L/ApoE-Knockout-Mausen bestatigt werden (54). Weiterhin
deuten erhohte Mengen an CD40L im Blut von Patienten mit instabiler Angina Pectoris
darauf hin, dal3 das CD40-System an der Pathophysiologie akuter Koronarsyndrome
beteiligt ist (55). Zusammenfassend zeigen diese Daten, dal3 die Hemmung des CD40-
Systems von grofiem therapeutischen Nutzen bei der Reduktion von Inflammation in
der Atherosklerose, Transplantationsabsto3ung und weiteren Entziindungsprozessen

sein kdénnte.

1.1.5.2.1. TRAFs ("tumor necrosis factor receptor-associated factors")

Die CD40-Signalkaskade wird durch zytoplasmatische Adapterproteine, TRAFs ("tumor
necrosis factor receptor-associated factors"), vermittelt, da die Rezeptoren der TNF-
Rezeptor-Superfamilie  (z.B. CD40) keine enzymatische Aktivitdt in der
zytoplasmatischen Doméane besitzen (Abb. 1.4.). Bislang wurden 6 verschiedene
TRAFs (TRAF1-6) identifiziert (56,57). Einige Interaktionen der TRAF-Proteine mit den

jeweiligen Rezeptoren sind in Tabelle 1.1. zusammengefalit.

TRAF Rezeptor
TRAF1 TNFRIIl; CD30; LMP-1

TRAF2 TNFRIIl; CD27; CD30; CD40; LMP-1
TRAF3 CD27; CD30; CD40; LMP-1

TRAF4 Lokalisation im Nukleus

TRAFS5 CD27; CD30; CD40; LMP-1

TRAF6 CD40; IL-1R

Tabelle 1.1. Interaktionen der TRAF-Proteine mit verschiedenen Rezeptoren

(IL-1R, Interleukin-1 Rezeptor; LMP-1, "latent membrane protein-1"; TNFR, "tumor
necrosis factor receptor"; TRAF, "tumor necrosis factor receptor-associated factor")
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TRAF1 und TRAF2 assoziieren u.a. mit dem TNFRII (58). TRAF3, auch als CRAF1,
CD40bp oder LAP-1 bezeichnet, wird ubiquitar exprimiert und bindet an die
zytoplasmatische Doméane des CD40 und des Epstein-Barr Virus-Rezeptor LMP-1 (59-
62). TRAF4 ist als einziges TRAF-Protein im Nukleus lokalisiert, wobei die Funktion
nicht geklart ist (63). TRAF5 und TRAF6 wurden in einem "Yeast-Two-Hybrid-Screen"
mit der zytoplasmatischen Doméne des CD40 als "bait" gefunden (64,65). Alle TRAF-
Proteine besitzen am C-Terminus eine TRAF-Domaéne, die wiederum in TRAF-N und
TRAF-C-Subdoméanen unterteilt wird (58). Die konservierte TRAF-C-Subdomaéane
vermittelt sowohl Homo- und Heterodimerisierung der TRAFs als auch die Interaktion
mit den Rezeptoren (60). Die physiologische Bedeutung der TRAF-Proteine wurde in
vivo im Knockout-Modell untersucht. TRAF3-defiziente M&ause erschienen bei der
Geburt zunachst normal, entwickelten sich zunehmend schlecht und starben

durchschnittlich am Tag 10 an Defekten des Immunsystems (T-Lymphozyten) (66).

1.1.5.2.2. TRAF-Signaltransduktion

Die Rolle der TRAFs fur die Rezeptor-vermittelte Signaltransduktion in den Zellkern ist
sehr komplex und bislang nicht vollstandig geklart. Es ist bekannt, dall TRAFs die
Signaltransduktion Uber die Mitogen-aktivierten Protein-Kinasen (MAPK) und IkB
Kinasen (IKK) vermitteln, die zur Aktivierung der Transkriptionsfaktoren NFkB und AP-1
fuhren. Desweiteren wurden verschiedene Proteine gefunden, die mit den TRAF-
Proteinen interagieren. Dazu gehéren u.a. TANK ("TRAF family member-associated
NFkB activator") und I-TRAF ("TRAF-interacting protein"), die an TRAF-Proteine binden
und maoglicherweise an der Aktivierung von NFkB beteiligt sind (67,68). Die Bindung der
TRAF-Proteine an die Rezeptoren und Bildung verschiedener intrazellularer Komplexe
mit assoziierten Proteinen fuhrt zur Aktivierung von Kinasen und schlie3lich zur
Aktivierung diverser Transkriptionsfaktoren (Abb. 1.4.). Dazu gehort z.B. die TNFa-
induzierte Aktivierung der MAPK "c-Jun N-terminal kinase" (JNK) Uber TRAF2, die zur
Aktivierung der Transkriptionsfaktoren AP-1 und NFkB fihrt (69-72). Der
Transkriptionsfaktor NFkB liegt im Zytoplasma, gebunden an seinen Inhibitor IkB, als
inaktives Heterotrimer vor (73). Nach Phosphorylierung durch IkB Kinasen wird der
Inhibitor IKB degradiert und das aktive NFkB kann in den Nukleus translozieren und dort

die Transkription spezifischer Gene regulieren. Verschiedene Studien haben gezeigt,
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daR die Uberexpression von TRAF2, TRAF5 und TRAF6 zur Aktivierung von NFkB
fuhrt, wahrend TRAF1, TRAF3 und TRAF4 nicht aktivierend wirken (71,72,74-78).
Zusatzlich ist bekannt, daR TRAF3 die CD40- und OX40-induzierte Aktivierung von
NFkB inhibiert, wobei der genaue Mechanismus nicht geklart ist (64,71) (79) (80).

Aktivierung und
Inflammation

NFkB
AP-1_/ Chemokine

Zytokine
I

Abbildung 1.4.
TRAF-Signaltransduktion
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1.2. Shear Stress

Einer der wichtigsten endogenen atheroprotektiven Faktoren im kardiovaskularen
System ist die laminare Schubspannung des flieBenden Blutes, der sogenannte Shear
Stress (81). Das flieRende Blut erzeugt im linearen Teil der Gefal3e laminaren Shear
Stress, wahrend niedriger oder turbulenter Flul3 hauptsachlich in GefaRgabelungen und
Biegungen auftritt (Abb. 1.5.). In diesen Regionen entstehen bevorzugt
atherosklerotische Lasionen unabhangig von Risikofaktoren (82) (Abb. 1.5.). Durch den
protektiven laminaren Shear Stress wird gewahrleistet, da3 das Endothel wichtige
Prozesse im Gefal3system, wie z.B. Koagulation, Wachstum von glatten Muskelzellen,
Adhasion und Transmigration von Leukozyten und den Fettstoffwechsel reguliert und

der Pathogenese der Atherosklerose entgegenwirkt (6).

“l Laminarer Shear Stress

1

Gefaly E Niedriger oder turbulenter FluR

in GefalRbiegungen und

Gabelungen
Abbildung 1.5. Laminare Schubspannung des Blutes (Shear Stress)
(modifiziert nach Park et al., 1998; (83))

Atherosklerotische Lasionen

1.2.1. Definition der laminaren Schubspannung (Shear Stress)

Endothelzellen kleiden die innere Schicht der Blutgefalle aus. Aufgrund ihrer
Lokalisation im Inneren der GefalRe sind Endothelzellen konstant hd&modynamischen
Kréaften, resultierend aus Blutfluf3, Blutdruck und dem kardialen Zyklus, ausgesetzt. Man
unterscheidet hierbei zum einen die tangentiale und radiale Dehnung des Gefal3es und
zum anderen die laminare Schubspannung des Blutes. Die tangentiale und radiale
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Dehnung des Geféalies ist eine Folge des Blutdrucks und beeinflul3t alle Zellen des
Gefalles (Muskel- und Endothelzellen). Die laminare Schubspannung des Blutes (Shear
Stress) resultiert aus der Reibungskraft des viskdsen Blutflusses an der luminalen Seite
des GefalRes und wirkt parallel zur Gefal3oberflache auf die Endothelzellen. Laut
Definition wirkt Shear Stress (1) als Kraft pro Flacheneinheit in der Richtung des
Blutflusses auf die Endotheloberflache und wird durch die Viskositat des Blutes (u), das
Volumen des Blutflusses (Q) und den inneren Gefal3radius (R) bestimmt und mit

folgender Formel berechnet:

Shear Stress 1 =4uQ / TR*®

Die GrolRe des Shear Stress (1) ist demnach proportional zum Volumen des Blutflusses
(Q) und umgekehrt proportional zur dritten Potenz des inneren Gefal3radius (R) (84).
Der physiologische Shear Stress in arteriellen GefaRen liegt bei ca. 15 dynes/cm?,
wahrend im vendsen System der Shear Stress mit ungefahr 4 dynes/cm? berechnet
wurde (84).

1.2.2. EinflulR von Shear Stress auf das Endothel

Wie bereits in Kapitel 1.1.1. und 1.1.3. beschrieben, sind die Integritat und Funktionalitat
der Endothelzellschicht fur das kardiovaskulare System von entscheidender Bedeutung.
Dagegen sind Stérungen der lokalen Hamodynamik im Blutgefal? mit endothelialer
Dysfunktion und dem Auftreten von atherosklerotischen Lasionen assoziiert (6,85,86).
Weiterhin konnte gezeigt werden, dal3 GefalR3regionen mit niedrigem oder turbulentem
FluR eine erhohte Permeabilitdt von Makromolekilen und eine erhdhte Akkumulation
von LDL aufweisen (87,88). Shear Stress Ubt einen atheroprotektiven Effekt auf
Endothelzellen aus, indem vasoaktive Substanzen freigesetzt und sowohl die
Genexpression als auch Zellmorphologie und Metabolismus verdndert werden (81,89).
Morphologisch induziert Shear Stress die Reorientierung der Endothelzellen parallel zur
BlutfluRBrichtung mit einer langgestreckten Zellform (90,91). Die Veranderung von
hamodynamischen Kraften fuhrt zu einer Umstrukturierung ("Remodeling”) der Gefalle,

charakterisiert durch modifizierte GefalBmorphologie und Funktion, z.B. zellulare
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Hypertrophie und Hyperplasie, erhéhte Proteinbiosynthese oder Reorganisation der
extrazellularen Matrix (92,93). Durch diese Umstrukturierung kénnen die GeféalRe sowohl

auf physiologische als auch auf pathophysiologische Anderungen reagieren.

Die in den folgenden Abschnitten (1.2.2.1. - 1.2.2.4.) beschriebenen Effekte von Shear

Stress auf Endothelzellen sind in Abbildung 1.6. zusammengefal3t.

Shear Stross

_/'g Trrombomodln - r-m

ci'__\.::! ci@.\:)c::@::‘- Endothatum

—-——-——-—-—-—-—--.n-———-—

U

Laminarer
Shear Stress

Lowhasen Sman
"‘“m,_@ * MCP-1
Niedriger oder \@\@ i_ ,é VGAM-1
Fn:l npophosis
turbulenter Flul} _
{'3- Endathelium

.g.................—..—..——.—.——_—

Atherosclerotic Lumq:m
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Abbildung 1.6. Effekte von Shear Stress auf Endothelzellen
(modifiziert nach Traub und Berk, 1998; (81))

(Ang 1l, Angiotensin Il; MCP-1, "monocyte chemoattractant protein-1"; NO, Stickstoffmonoxid; PDGF,

"platelet-derived growth factor"; PGI,, Prostacyclin; TGF-3, "transforming growth factor-R"; tPA, "tissue
plasminogen activator"; VCAM-1, "vascular cell adhesion molecule-1")

1.2.2.1. Der antithrombotische Effekt von Shear Stress

Die antithrombotische Wirkung von Shear Stress basiert auf der Freisetzung von
Prostacyclin und NO aus Endothelzellen (94-96). Sowohl Prostacyclin als auch NO

hemmen die Aggregation von Thrombozyten. Zuséatzlich inaktiviert Shear Stress die
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Gerinnungskaskade durch erhohte Expression der antikoagulatorischen Proteine

Thrombomodulin und "tissue plasminogen activator” (Abb. 1.6.) (97-99).

1.2.2.2. Der antiinflammatorische Effekt von Shear Stress

Eine weitere wichtige Funktion der Endothelzellen ist die Regulation der Adhé&sion und
Migration von Leukozyten und Monozyten durch Sekretion von chemotaktischen
Faktoren und Expression von Adhasionsmolekilen. Langfristig reduziert Shear Stress
die Expression der Leukozyten-Adhasionsmolekile ICAM-1 und VCAM-1, wohingegen
die kurzfristigen Effekte von Shear Stress auf die Genexpression dieser Molekile
kontrovers diskutiert wird (100-104). Die erhthte Expression von VCAM-1 in den
Initialstadien atherosklerotischer Lasionen, weist darauf hin, daf3 laminarer Shear Stress
die Adhasion von Leukozyten an das Endothel inhibiert und demnach
antiinflammatorisch wirksam ist (Abb. 1.6.) (105).

1.2.2.3. Der antiapoptotische Effekt von Shear Stress

Shear Stress hemmt den programmierten Zelltod (Apoptose) von Endothelzellen,
induziert durch proatherosklerotische Faktoren (oxLDL, TNFa, Ang Il), Gber NO-
abhangige und NO-unabhangige Mechanismen (106,107). Dazu gehdrt beispielsweise
die Shear Stress-induzierte Aktivierung der endothelialen NO-Synthase (eNOS) uber
die Protein-Kinase Akt, die zu erhéhter NO-Produktion in Endothelzellen fuhrt (108). NO
wiederum ist antiapoptotisch wirksam, indem es z.B. direkt die Caspase-Kaskade
hemmt (109,110). Ein weiterer Mechanismus ist die Shear Stress-stimulierte Expression
von endothelialen Wachstumsfaktoren (z.B. bFGF), die Endothelzellen vor Apoptose
schitzen (111,112).

1.2.2.4. Der antiproliferative Effekt von Shear Stress

In atherosklerotischen Lasionen ist die Proliferation von glatten Muskelzellen erhoht (6).
Shear Stress wirkt der Proliferation von glatten Muskelzellen durch die Hemmung der
Expression von Endothelin-1 und Angiotensin I, die das Wachstum von glatten

Muskelzellen stimulieren, entgegen (113,114). Zusatzlich wird das Wachstum von
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glatten Muskelzellen durch die Shear Stress-induzierte Freisetzung von NO and TGFR3
gehemmt (Abb. 1.6.) (115,116).

1.2.3. Signaltransduktion von Shear Stress

Einige der bereits beschriebenen Effekte von Shear Stress auf Endothelzellen (Kap.
1.2.2.) werden Uber die Regulation der Genexpression vermittelt. Beispielsweise
reguliert Shear Stress die Aktivitat der MAP-Kinasen ERK1/2, p38 und BMK-1, die
durch die Phosphorylierung von Enzymen oder Transkriptionsfaktoren sowonhl
transkriptionelle als auch posttranskriptionelle Effekte von Shear Stress vermitteln
kénnen (81). Die Regulation der Genexpression wird durch die Bindung spezifischer
Transkriptionsfaktoren an cis-Elemente in den Promoter-Regionen der entsprechenden
Gene vermittelt. Verschiedene Shear Stress-regulierte cis-Elemente konnten bereits
identifiziert werden (117). Beispielsweise ist das "Shear Stress Responsive Element"
(SSRE) mit der Sequenz GAGACC im Promoter von PDGF ("platelet-derived growth
factor") an der Induktion durch Shear Stress beteiligt (118). NFkB bindet an diese
SSRE und aktiviert die Expression von PDGF (119). Auch die Transkriptionsfaktoren
Egr-1 and Sp-1 vermitteln die Shear Stress-induzierte Expression verschiedener Gene
(z.B. "Tissue Factor") (120). Das transmembrane Glykoprotein "Tissue Factor" (TF) ist
an der Initiation der Gerinnungskaskade beteiligt, indem es an Faktor VII bindet und
Uber Aktivierung von Faktor X die Umsetzung von Prothrombin zu Thrombin katalysiert
(121). In Endothelzellen ist die geringe Expression des TF unter physiologischen
Bedingungen nicht detektierbar. In atherosklerotischen Plaques oder nach Stimulation
der Zellen mit Zytokinen (z.B. TNFa) zeigt sich eine erhdhte TF Expression (122,123).
Shear Stress erhoht transient die Expression der TF mRNA in Endothelzellen mit einem
maximalen Anstieg nach 2 h. Infolgedessen steigt die maximale TF Aktivitdt nach 4 bis
6 h Shear Stress-Exposition auf einen Maximalwert, gefolgt von einer Reduktion der TF
MRNA bzw. Aktivitdt auf Basalniveau nach 6 h bzw. 10-12 h Shear Stress-Exposition.
Die Shear Stress-induzierte Expression des TF wird Uber das cis-Element Sp-1 im
Promoter des Genes und die Hyperphosphorylierung des Transkriptionsfaktors Sp-1
vermittelt (120).
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Auch die Expression des chemotaktischen Proteins MCP-1 (Kap. 1.1.4.), das als
"Lockstoff" fur Monozyten in der Entziindungsreaktion des Endothels eine wichtige
Rolle spielt, wird durch Shear Stress reguliert. Kurzfristige Shear Stress-Exposition fuhrt
zu einem maximalen Anstieg von MCP-1 nach 1,5 h, im weiteren Verlauf (4-5 h) geht
die MCP-1 Expression auf den Ausgangswert zuriick und bleibt langfristig unterdrtckt.
Die Bestimmung der MCP-1 Transkriptionsrate mit Hilfe von “"Nuclear run on"-
Experimenten hat gezeigt, da3 die Shear Stress-induzierte MCP-1 Expression auf
Ebene der Transkription reguliert wird (124). Zuséatzlich haben Promoteranalysen
ergeben, dal3 die "12-O-tetradecanoylphorbol 13-acetate (TPA)-responsive elements”
(TRE) Uber die Bindung des Transkriptionsfaktors AP-1 fur die Induktion von MCP-1
durch Shear Stress verantwortlich sind (124). Stickstoffmonoxid (NO) reguliert ebenfalls
die Expression von MCP-1. Sowohl endogenes als auch exogenes NO reduzieren die
Expression von MCP-1 iber die Hemmung des Transkriptionsfaktors NFkB in
Endothelzellen (125).

Die Shear Stress-induzierte Genexpression in Endothelzellen ist in Tabelle 1.2.

zusammengefalit.
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Gen

Genexpression

Shear Stress

Vasoaktivitat:

NOS, CNP, Adrenomedullin N, langfristig Dosisabhangig
Prostacyclin M, kurzfristig Dosisabhangig
ET-1 U, langfristig Dosisabhéngig
Wachstum:

PDGF, bFGF M, kurzfristig Dosisabhangig
TGFR1 N, langfristig Dosisabhangig
Adhésion:

ICAM-1 N, 2 Dosisabhangig
VCAM-1 U, langfristig Mittlerer Shear Stress
MCP-1 M, kurzfristig Mittlerer Shear Stress
Koagulation:

TF M, kurzfristig Mittlerer Shear Stress
COX-2 M, langfristig Mittlerer Shear Stress
Antioxidative Enzyme:

Mn-SOD, Cu/Zn-SOD M, langfristig Mittlerer Shear Stress

Tabelle 1.2. Shear Stress-induzierte Genexpression in Endothelzellen

(modifiziert nach Chien et al., 1998; (117))

(bFGF, "basic fibroblast growth factor"; CNP, "C-type natriuretic peptide"; COX-2, Zyklooxygenase-2;
Cu/Zn-SOD, Kupfer/Zink-Superoxid-Dismutase; ET-1, Endothelin-1; ICAM-1, "intercellular adhesion
molecule-1"; MCP-1, "monocyte chemoattractant protein-1"; Mn-SOD, Mangan-Superoxid-Dismutase;
NOS, NO-Synthase; PDGF, "platelet-derived growth factor"; TF, "Tissue Factor"; TGFR1, "transforming
growth factor 1"; VCAM-1, "vascular cell adhesion molecule-1")

1.2.3.1. Stickstoffmonoxid (NO)

Stickstoffmonoxid (NO) ist ein bedeutender Mediator des protektiven Effektes von

Shear Stress im kardiovaskularen System. Einige Shear Stress-regulierte Prozesse, wie

z.B. Hemmung der Thrombozyten-Aggregation und Leukozyten-Adhé&sion, werden Uber
NO vermittelt. NO wird von der endothelialen NO-Synthase (eNOS) produziert (126-
128). Shear Stress ist der starkste physiologische Stimulus der NO-Synthese in

Endothelzellen. Man unterscheidet hierbei zwei verschiedene Signaltransduktionswege
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(Ca?**-abhéngig und Ca**-unabhéngig) (129,130). Die kurzfristige Erhhung der NO-
Produktion durch Shear Stress ist Ca**-abhangig und basiert auf der posttranslationalen
Aktivierung der eNOS. Der langfristige, Ca®*-unabhangige Anstieg der NO-Produktion
ist auf eine erhdhte Genexpression der eNOS durch Shear Stress zurlckzufiihren
(107). Desweiteren wird die eNOS-Aktivitdt durch Phosphorylierung am Serin 1177
durch die Protein-Kinase B (Akt) stimuliert (108,131). Weiterhin stimuliert Shear Stress
die Expression der Kupfer/Zink-Superoxid-Dismutase (Cu/Zn-SOD), die durch ihre
antioxidativen Eigenschaften als Radikalfanger wiederum die Bioverfigbarkeit von NO
erhoht (107).

1.2.4. Mechanotransduktion

Die Umsetzung von mechanischen Kréaften an der Zellmembran in biochemische
Signale im Zytoplasma ist Voraussetzung fir den protektiven Effekt von Shear Stress in
Endothelzellen. Der zugrunde liegende Mechanismus der Mechanotransduktion von
Shear Stress ist bislang nicht vollstandig geklart. Als mdgliche Mechanosensoren
werden Membran-Mikrodomanen (Caveoli), lonenkanale, G-Proteine und Integrine
diskutiert (Abb. 1.7.) (81). Caveoli sind cholesterinreiche Doméanen der
Plasmamembran, die in Endothelzellen in gro3en Mengen exprimiert werden und an
Endozytose, Transzytose, lonenaustausch an der Zellmembran und Signaltransduktion
beteiligt sind (132). Caveolin, ein integrales Membranprotein, ist der Hauptbestandteil
der Caveoli. Es bindet an intrazellulare Signalmolekuile, wie z.B. Adapterproteine und
Kinasen, und kdnnte demnach mechanische Stimuli in das Zellinnere weiterleiten.
Desweiteren werden mechanosensitive lonenkanéle, wie Kalium- und Kalziumkanale,
als Mediatoren des Shear Stress-Effektes in Endothelzellen diskutiert, da die
Blockierung dieser Kanéle zu einer Inhibierung der Shear Stress-induzierten NO- und
TGFR-Freisetzung fuhrt (116,133).

Die Hemmung der Shear Stress-induzierten ERK1/2-Aktivierung durch Inkubation von
Endothelzellen mit Pertussistoxin, einem Inhibitor von G-Proteinen, hat die Beteiligung
von G-Proteinen an der Umsetzung von Shear Stress in biochemische Signale gezeigt
(134). Desweiteren wurde die unmittelbare Aktivierung von G-Proteinen nach einer
Sekunde Shear Stress-Exposition mit Hilfe eines photoreaktiven GTP-Analogs in

humanen Endothelzellen nachgewiesen (135).
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Abbildung 1.7. Modell der Mechanotransduktion in Endothelzellen
(modifiziert nach Traub und Berk, 1998; (81))

1.2.4.1. Rolle der Integrine in der Mechanotransduktion von Shear Stress

Neben den beschriebenen potentiellen Mechanosensoren (Kap. 1.2.4.), sind Integrine
von zentraler Bedeutung fur die Mechanotransduktion von Shear Stress, da sie eine
Verbindung zwischen dem Zytoskelett und den Proteinen der extrazellularen Matrix,
z.B. Fibronektin, Vitronektin und Laminin, herstellen (136-139). Integrine, eine Familie
von Zelloberflachenproteinen, sind heterodimere Transmembran-Glykoproteine, die aus
verschiedenen a- und R-Untereinheiten zusammengesetzt sind (140). Bislang wurden
17 a- und 8 R-Untereinheiten charakterisiert, die in unterschiedlicher Kombination mehr
als 20 verschiedene Integrin-Rezeptoren bilden (141). Nach Bindung der Integrine an
die extrazellulare Matrix kommt es zur Bildung der sog. Fokalkontakte, bestehend aus
Integrinen, Adapterproteinen, zytoplasmatischen Kinasen und Zytoskelett-Proteinen
(142-144). Die zytoplasmatische Domane der 3-Integrin-Untereinheiten bindet direkt an
Aktin. Zusatzlich vermitteln Aktin-bindende Proteine wie Talin, a-Actinin und Vinculin die

Integrin-Zytoskelett-Assoziation (Abb. 1.8.) (143,145). Die Weiterleitung der Signale von



Einleitung 21

der Zellmembran ins Zellinnere wird Uber Tyrosin-Phosphorylierungen verschiedener
Proteine in den Fokalkontakten im wesentlichen durch zwei Signaltransduktionswege
vermittelt: zum einen Uber die "focal adhesion kinase" (FAK) und zum anderen tUber das
Adapterprotein Shc. Sowohl der FAK- als auch der Shc-Signaltransduktionsweg fuhren
Uber verschiedene Kinasen und Adapterproteine zur Aktivierung der MAPK-Kaskade,
an deren Ende die MAP-Kinase ERK1/2 auf Transkriptionsfaktoren und
Regulatorproteine wirkt (Abb. 1.7.).

Die bedeutende Rolle der Integrine in der Mechanotransduktion von Shear Stress
wurde u.a. von Muller und Mitarbeitern gezeigt. So konnte die Fluf3-induzierte, NO-
abhangige Vasodilatation in Koronararterien durch Zugabe von RGD-Peptiden, die die
Interaktion von Integrinen mit der extrazellularen Matrix blockieren, gehemmt werden
(146). Die Shear Stress-induzierte ERK1/2- und Akt-Aktivierung bendtigt ebenfalls die
intakte Integrin-Signalkaskade, da die Phosphorylierung von ERK1/2 und Akt in Shear
Stress-exponierten Endothelzellen durch Inkubation mit RGD-Peptiden gehemmt
werden kann (147,148). Die Inkubation von humanen Endothelzellen mit einem
aktivierenden Integrin [31-Antikbrper oder Shear Stress stimuliert die Tyrosin-
Phosphorylierung, sowie die Aktivierung von FAK und MAPK (149). Li und Mitarbeiter
konnten zeigen, dal3 Shear Stress die Tyrosin-Phosphorylierung und FAK-Aktivierung
Uber den Vitronektin-Rezeptor (avf33) in bovinen Endothelzellen erhéht. AulRerdem
induziert Shear Stress die Bindung von FAK an den Grb2-SOS-Komplex und somit die
Aktivierung der MAPK-Kaskade (ERK und JNK) in diesen Zellen (150).
Zusammenfassend zeigen diese Daten, dal} Integrine an der Signaltransduktion von
Shear Stress in Endothelzellen beteiligt sind.

Die Regulation der Integrin-Expression durch Shear Stress in Endothelzellen wurde
bislang nicht untersucht. Es wurde jedoch gezeigt, dal? die Hemmung der endothelialen
NO-Synthase (eNOS) durch LNMA die Zelloberflachenexpression von Integrin avi33,
das an Endothelzelliiberleben, Migration und Angiogenese beteiligt ist, reduziert (151).
Da Shear Stress die eNOS aktiviert und die daraus resultierende NO-Freisetzung
induziert, kdnnte Shear Stress einen stimulatorischen Effekt auf die Integrin-Expression

haben.
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Matrix

Abbildung 1.8. Bindung der Integrine an die extrazellulare Matrix und Bildung von
Fokalkontakten (Giancotti und Ruoslahti, 1999; (144))

Neben der Rolle der Integrine in der Shear Stress-induzierten Mechanotransduktion,
sind Integrine an der Regulation von Zelladh&sion, Migration, Wachstum,
Differenzierung, Genexpression, Inflammation und Blutgerinnung beteiligt (152,153).
Viele Integrine erkennen und binden mehrere verschiedene Liganden (Tabelle 1.3.). Die
Integrin-Erkennungssequenz Arg-Gly-Asp (RGD) wurde urspringlich in Fibronektin als
Bindungsmotiv  fir  den  Fibronektin-Rezeptor ~ a5R1 identifiziert. = Diese
Aminosauresequenz findet sich auch in anderen Liganden (z.B. Vitronektin, Kollagen)
als Erkennungsmotiv fir verschiedene Rezeptoren (z.B. a331, av33) (136). Inzwischen
werden synthetische RGD-Peptide zur Blockierung bestimmter Integrin-Ligand-

Interaktionen in experimentellen Ansatzen verwendet.

Integrin Ligand
02R1, a3i1, a4lR1, a5B1, avi33, aviRs Fibronektin
avi3l, avl33, avi35 Vitronektin
al1R1, o231, a6ll, a6R4, a7i31 Laminin
allRl, o231 Kollagen

Tabelle 1.3. Bindung verschiedener Integrine an Proteine der extrazellularen Matrix
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1.3. Fragestellung

Wie bereits ausgefihrt, sind die Funktionalitdt und Integritdit des Endothels von
zentraler Bedeutung fuir das kardiovaskulare System. Die laminare Schubspannung des
Blutes, Shear Stress, ist einer der wichtigsten atheroprotektiven Faktoren. Bereits 1969
konnte gezeigt werden, dal3 atherosklerotische L&asionen unabhéangig von
Risikofaktoren bevorzugt in Gefalregionen mit niedrigem oder turbulentem Fluf3
entstehen (82). Der Endothel-protektive Effekt von Shear Stress beruht u.a. auf der
Regulation der Genexpression in Endothelzellen. Einige Shear Stress-vermittelte
Mechanismen, die Endothelzellen vor Inflammation und Apoptose im Rahmen der
Pathogenese der Atherosklerose schiitzen, sind bereits bekannt. Dazu gehoért z.B. die
Shear Stress-induzierte Aktivierung der endothelialen NO-Synthase (eNOS) uber die
Protein-Kinase B (Akt) (108). Zur Aufklarung weiterer atheroprotektiver Mechanismen
sollte im Rahmen dieser Arbeit die Shear Stress-vermittelte Genexpression in humanen

Endothelzellen untersucht werden. Dazu wurden folgende Fragestellungen bearbeitet:

1. Untersuchung der Genexpression in Shear Stress-exponierten Endothelzellen
mittels "Atlas cDNA Expression Array", der die Analyse differentieller Expression von
588 Genen in einem Hybridisierungsexperiment ermaoglicht.

2. Bestéatigung der differentiellen Expression der Shear Stress-regulierten
Kandidatengene mittels Northern Blot-, Western Blot- und FACS-Analysen.

3. Untersuchung der physiologischen Relevanz der Shear Stress-induzierten
Regulation der Kandidatengene flr die Funktionalitat des Endothels.

4. Aufklarung der moglichen Mechanismen der Shear Stress-regulierten Expression
der Kandidatengene. Hierbei sollte u.a. die NO-abhangige Genexpression

untersucht werden.
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2. Material und Methoden

2.1. Kultivieren von Endothelzellen

Humane vendse Nabelschnurendothelzellen (HUVEC; Clonetics, Cell Systems, St.
Katharinen) wurden in Endothelzellmedium (EBM; Clonetics) mit Hydrocortison (1
pg/ml), Rinderhirnextrakt (3 pg/ml), Gentamycin (50 pg/ml), Amphotericin B (50 pg/ml),
epidermalem Wachstumsfaktor (10 pg/ml) und 10% fotalem Kalberserum (FCS;
Boehringer Mannheim, Mannheim) in 250 ml-Zellkulturflaschen (Greiner,
Frickenhausen) bei 37°C, 5% CO; und 95% Luftfeuchtigkeit bis zur 3. Passage
kultiviert. Zum Passagieren wurde das Medium entfernt, die Zellen mit 7 ml
Phosphatpuffer (PBS; GibcoBRL, Karlsruhe) gewaschen und mit 2,5 ml Trypsin/EDTA
(Boehringer Mannheim) bis zum Abrunden der Zellen inkubiert. Nach Entfernen des
Trypsins, wurden die Zellen mit einem Zellschaber (Greiner) in 10 ml Medium abgeldst
und zur Zellerhaltung in 250 ml-Zellkulturflaschen ausgebracht und fur 18 h kultiviert.
Zur Durchfihrung der Versuche wurde die Zellzahl bestimmt und je nach
Versuchsansatz 3,5 - 4,5 x 10° Zellen in 6 cm-Zellkulturschalen (Greiner) ausgebracht
und fur 18 h kultiviert.
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2.2. Zellinkubation

2.2.1. Inkubation mit chemischen Substanzen

Die folgenden kommerziell erhéltlichen Substanzen wurden in den angegebenen

Konzentrationen zur Inkubation von HUVEC verwendet:

Substanz Abkirzung Konz. Hersteller
Ac-Asp-Glu-Val-Asp-aldehyde Ac-DEVD-CHO |[100 uM |Bachem, Heidelberg
N®-Monomethyl-L-Arginine LNMA 1mM Alexis, Grinberg
Tumor Nekrose Faktor a TNFa 50 ng/ml | Sigma, Deisenhofen
2°-Amino-3"-methoxyflavone PD98059 10 uM BIOMOL
Gly-Arg-Gly-Asp-Asn-Prol-Peptid | RGD-Peptid 0,5mM |GibcoBRL, Karlsruhe
Gly-Arg-Gly-Glu-Ser-Prol-Peptid | RGE-Peptid 0,5mM |GibcoBRL
Sodium nitroprusside SNP 50 uM Sigma

(2)-[N-(3-Ammoniopropyl)-N-(n- |PAPA NONOate |50 uM Alexis

propyl)amino]diazen-1-ium-1,2-

diolate]

Trimeric human CDA40 ligand CD40L 0,5 pg/ml| Immunex, Washington
Humanes Komplement Serum KS 0,2 U/ml | Sigma

Anti-Human Integrin a5 anti-ab 1 pg/ml | Dianova

Anti-Human Integrin 31 anti-R1 1:100 GibcoBRL
Pyrrolidinedithiocarbamate PDTC 100 uM | Sigma

Tabelle 2.1. Inkubation mit chemischen Substanzen

2.2.2. Shear Stress-Exposition

HUVEC (4 x 10° Zellen) wurden in 6 cm Kulturschalen ausgebracht und in einem
konischen Kegelplattenviskosimeter laminarer Schubspannung von 5, 15 oder 45
dynes/cm? fiir verschiedene Zeitpunkte exponiert. Durch die gleichmaRige Rotation des

Konus im Kulturmedium entsteht eine definierte laminare Schubspannung Tt (Shear
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Stress), die auf die Endothelzelleinzelschicht wirkt. Die verwendeten Apparaturen
wurden von Dr. R. Popp und Prof. R. Busse (Universitat Frankfurt, Physiologie) zur
Verfligung gestellt (Abb. 2.1.).

Winkelgeschwindigkeit w
Rotierender Konus

Endothelzellen

T = nw/a

T = Shear Stress

n = Medium-Viskositat

w = Winkelgeschwindigkeit
o = Konuswinkel

Abbildung 2.1. Konisches Kegelplattenviskosimeter
(modifiziert nach Noris et al., 1995; (154))

2.3. Untersuchung der Genexpression

2.3.1. Untersuchung der RNA-Expression

2.3.1.1. Northern Blot-Analyse
2.3.1.1.1. RNA-Préparation

Die Isolierung der Gesamt-RNA aus HUVEC erfolgte durch Phenol/Chloroform-
Extraktion nach Liu und Mitarbeitern (155). Dazu wurden HUVEC mit Hilfe eines
Zellschabers von der Kulturschale entfernt und 10 min bei 700 g (4°C) zentrifugiert.

Nach Entfernen des Uberstandes wurden die Zellen mit 1 ml PBS (4°C) gewaschen und
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erneut zentrifugiert (5 min, 20000 g, 4°C). Das Zellpellet wurde in 75 yl PBS, 600 ul
Losung A (10 mM EDTA, pH 8; 1% SDS) und 225 pul Lésung B (50 ml: 21,5 g
Natriumacetat, 5,6 ml Eisessig, 10 mM EDTA, pH 8) gelost und 5 min auf Eis inkubiert.
Nach Zentrifugation (5 min, 20000 g) wurde die RNA (im Uberstand) zunachst mit 500
ul Phenol/Chloroform (1:1) und anschlie3end mit 500 pl Chloroform durch Zentrifugation
(5 min, 20000 g) extrahiert. Nach Fallen der RNA in Isopropanol (600 pl) wurde das
RNA-Pellet mit 70% Ethanol gewaschen, getrocknet (30 min, RT), anschliel3end in
RNase-freiem DEPC-H,O aufgenommen und bei 260 nm vermessen (OD 2 = 1
entspricht 40 pug/ml RNA).

Zur Herstellung des RNase-freien DEPC-H,O wurde H,O mit 0,1% Diethylpyrocarbonat
(DEPC; AppliChem) versetzt und 12 h nach Zugabe dreimal autoklaviert. Die zur
Isolierung von RNA verwendeten Losungen wurden in 0,1% DEPC-H,0 angesetzt.

2.3.1.1.2. Denaturierende Gelelektrophorese und Northern Blot

Zur Auftrennung der RNA im Agarosegel wurden 10 pg Gesamt-RNA im Verhaltnis 1:1
mit RNA-Probenpuffer (80 ul 10 x MOPS (3-(N-Morpholino)-propansulfonsaure); 160 pl
37% Formaldehyd; 400 pl Formamid; 80 ul 10 x Bromphenolblau in Glycerin; 50 ug
Ethidiumbromid) versetzt und 10 min bei 65°C gekocht. Die Elektrophorese
(Electrophoresissystems/Angewandte Gentechnologie GmbH, Heidelberg) erfolgte tber
Nacht bei 20 V in einem 0,8% Agarosegel (1 x MOPS, 2,75% Formaldehyd) mit 1 x
MOPS (0,2 M MOPS; 50 mM NaAc, 1 mM EDTA, pH 7) als Laufpuffer. Nach
elektrophoretischer Auftrennung wurde die Gesamt-RNA durch Kapillarkrafte aus der
Gelmatrix auf eine Nylonmembran (Hybond N+, Amersham) transferiert. Der Transfer
erfolgte Uber Nacht mit 20 x SSC (3 M NaCl; 0,3 M tri-Natriumcitrat; pH 7) als
Transferpuffer. Die auf der Nylonmembran gebundene RNA wurde durch UV-
Crosslinking (UV Stratalinker 2400, Stratagene) immobilisiert und anschlieend mit

einer radioaktiv-markierten Probe hybridisiert (Kap. 2.3.1.1.3.).
2.3.1.1.3. Radioaktive Markierung von DNA
Die zu markierenden DNA-Fragmente wurden mittels Restriktionsspaltung aus den

entsprechenden Plasmiden isoliert und nach Gelelektrophorese aus dem Gel extrahiert
(QlAquick Gel Extraction Kit, Qiagen). Fur die radioaktive Markierung von DNA wurde
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die vollstandige humane cDNA (“full-length") von MCP-1, Clusterin, CD59 und GAPDH
verwendet.

Nach Denaturieren der DNA (50 ng) bei 100°C fir 2 min wurde diese mit 6 pl 5 x
Markierungslosung (16,5 pl pdN6 (10 pg/ml, Pharmacia); 5 pl 1 M MgCly; 50 pl 1 M Tris-
HCIl, pH 8; 2 ul 1 M DTT; 0,8 ul dNTPs (25 mM ohne dCTP, Boehringer Mannheim);
125,7 pl H,0), 0,1 mg/ml BSA, [**P]-dCTP (50-100 uCi) und Klenow Polymerase (1 U,
Boehringer Mannheim) fur 1,5 h bei RT inkubiert. Die radioaktiv-markierte DNA-Sonde
wurde anschlieliend durch Sephadex G50-Saulenchromatographie von ungebundenen
Nukleotiden und freier Radioaktivitdt getrennt und mit der Northern Blot-Membran
inkubiert (Kap. 2.3.1.1.4.).

2.3.1.1.4. Hybridisierung membrangebundener Nukleinsauren

Zur Prahybridisierung der Nylonmembran wurden 125 ul Lachssperm-DNA (20 mg/ml)
und 125 pl Tris-HCI (1 M, pH 7,5) 2 min bei 100°C gekocht, mit 10 ml vorgewarmter
Prahybridisierungslosung (1 I: 75 g Dextranblau; 39,4 g NaCl; 19,8 g NasCitrat x 2 H,0;
3,74 g SDS; 37,5 ml 100 x Denhardts (50 ml: 1 g Ficoll, 1 g Polyvinylpyrrolidon, 1 g
BSA)) gemischt und mit der Membran fir 1,5 h bei 65°C in einem Hybridisierungsofen
inkubiert. Die aufgereinigte, radioaktiv-markierte DNA-Sonde (Kap. 2.3.1.1.3.) wurde mit
125 ul Lachssperm-DNA (20 mg/ml) und 125 pl Tris-HCI (1 M, pH 7,5) 2 min bei 100°C
denaturiert, mit 10 ml Hybridisierungslosung gemischt und, nach Entfernen der
Prahybridisierungslosung, mit der Northern Blot-Membran Uber Nacht bei 65°C
inkubiert. Nach dreimaligem Waschen der Membran (0,1% SDS; 0,2 x SSC) wurde das

Expressionsmuster mittels Autoradiographie oder Phosphoimaging ausgewertet.

2.3.1.2. "RNase Protektion Assay" (RPA)

Der "Ribonuklease Protektion Assay" (RPA) wird zur Detektion und Quantifizierung der
Expression verschiedener mRNA Spezies in einem Hybridisierungsexperiment
eingesetzt. Dazu wird vom Hersteller ein Template Set aus 5 bis 12 verschiedenen
cDNA Fragmenten zusammengestellt, das zur Synthese der radioaktiv-markierten
Probe verwendet wird. Die cDNA Fragmente sind nach biologischer Relevanz

zusammengestellt. Das verwendete Template Set hAPO-5 (Pharmingen, Hamburg)
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beinhaltet die cDNA Fragmente folgender Gene: XIAP, TRAF1, TRAF2, CART, NAIP,
MIHC, MIHB, TRPM2, CRAF, L32, GAPDH. Die durch die T7 RNA-Polymerase mit *?P-
UTP markierten Proben wurden mit der extrahierten Gesamt-RNA (Kap. 2.3.1.1.1.) der
zu untersuchenden Zellen inkubiert. AnschlieRend wurden nicht-hybridisierte Probe und
einzelstrangige RNA Molekile mittels RNasen verdaut, wahrend die doppelstrdngigen
"RNase-geschutzten” Molekile aufgereinigt und in  einem denaturierenden
Polyacrylamid Gel elektrophoretisch aufgetrennt wurden. Das Expressionsmuster wurde
mittels Autoradiographie oder Phosphoimaging ausgewertet. Die Methode wurde nach

Angaben des Herstellers (Pharmingen) durchgefuhrt.

2.3.1.3. "Atlas cDNA Expression Array"

Der "Atlas cDNA Expression Array" ermoglicht die Analyse differentieller Expression
von 588 Genen in einem Hybridisierungsexperiment. Die Methode wurde nach Angaben
des Herstellers (Clontech, Heidelberg; # 7740-1) durchgefiihrt (Abb. 2.2.).

Zunachst wurde die Gesamt-RNA aus Endothelzellen isoliert (Kap. 2.3.1.1.1.) und mit
RNase-freier DNase behandelt. Die RNA wurde erneut tber Phenol/Chloroform-
Extraktion aufgereinigt. Mittels Gelelektrophorese und PCR wurde die Qualitat der RNA
(Reinheit, Degradation und DNA-Kontamination) tberpruft. Die reverse Transkription
erfolgte mit einem spezifischen Primer-Set (Clontech), wobei die cDNA mit [a*?P]dATP
radioaktiv markiert wurde. Da das spezifische Primer-Set, im Vergleich zu oligo(dT)-
Primern, nur die zu untersuchenden cDNAs synthetisiert, wird der unspezifische
Hintergrund reduziert und die Sensitivitdt der Methode erhoht. Die radioaktiv-markierte
cDNA wurde durch Séaulenchromatographie aufgereinigt und mit insgesamt 588 cDNAs,
die jeweils zweifach auf einer Nylonmembran (Clontech) immobilisiert sind, hybridisiert.
Die auf der Membran immobilisierten cDNA-Fragmente haben eine Lange von 200-600
bp und sind aus Regionen ohne PolyA*™-Sequenzen, repetitive Elemente oder
homologen Sequenzen gewahlt, wodurch die Spezifitat der Methode erhdht wird. Auf
der Nylonmembran befinden sich ebenfalls 9 Haushaltsgene als Positivkontrolle und
Plasmid- und Bakteriophagen-DNA als Negativkontrolle. Nach mehrmaligem Waschen
der Membranen wurde das Expressionsmuster der verschiedenen Proben mittels

Phosphoimaging ausgewertet.
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Abbildung 2.2. Durchfihrung des "Atlas cDNA Expression Array"

2.3.1.4. "Nuclear run on"-Experimente

2.3.1.4.1. Isolierung der Kerne

Mit Hilfe der "Nuclear run on"-Experimente ist es mdoglich, die transkriptionelle
Regulation von Genen zu untersuchen (156). Zuerst wurden die Kerne aus den zu
untersuchenden Zellen tber einen Sucrose-Gradienten isoliert. Dazu wurden HUVEC (2
x 10° Zellen pro Ansatz) mit Trypsin von der Kulturschale entfernt und 10 min bei 500 g
(4°C) zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 10 ml Lésung 1 (150 mM KCI; 8 mM MgAc;
10 mM Tris-HCI (pH 7,4)) resuspendiert und erneut zentrifugiert (10 min, 500 g, 4°C).
Das Zellpellet wurde in 2 ml Losung 2 (150 mM KCI; 8 mM MgAc; 10 mM Tris-HCI (pH
7,4); 0,5% Nonidet P-40) lysiert und 3 min auf Eis inkubiert. Das Lysat wurde
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anschlieBend auf 4 ml Lésung 3 (100 mM Tris-HCI (pH 7,4); 5 mM MgCl,; 600 mM
Sucrose) vorsichtig aufgeschichtet und 10 min bei 500 g (4°C) zentrifugiert. Die
isolierten Kerne wurden in 260 pl Lésung 4 (50 mM Tris-HCI (pH 7,4); 5 mM MgCly;
40% Glycerol; 0,1 mM EDTA) aufgenommen und die Anzahl der Kerne mit einer

Zahlkammer bestimmt.

2.3.1.4.2. In vitro Transkription

Die Kerne (2 x 10° pro Ansatz) wurden in Lésung 5 (5 mM Tris-HCI (pH 7,4); 2,5 mM
MgCl,; 150 mM KCI) mit ATP, GTP, CTP (je 2 mM; Boehringer Mannheim) und 100 uCi
[a?P]-UTP (Hartmann Analytic; Braunschweig) 30 min bei 30°C inkubiert. Nach
Zugabe von 2000 U RNase-freier DNase (GibcoBRL) wurde die Reaktion 5 min bei
37°C inkubiert. Die Kerne wurden mit SET-Puffer (10% SDS; 5 mM EDTA; 10 mM Tris-
HCI (pH 7,4)) lysiert und mit 200 pug Proteinase K (Merck) 30 min bei 37°C inkubiert.
Anschliel3end wurde die RNA wie in Kapitel 2.3.1.1.1. beschrieben isoliert.

Humane cDNA-Fragmente (je 1 pug) von Integrin a5 (880-1443 bp der Originalsequenz),
Integrin 31 (100-1500 bp) und GAPDH (660-870 bp) wurden nach Denaturierung (5 min
bei 96°C) mit einem Dot-Blot-Gerat (Scotlab, Coatbridge, UK) auf eine Nylonmembran
(Zeta-Probe, BIO-RAD) transferiert und durch UV-Crosslinking (UV Stratalinker 2400,
Stratagene) immobilisiert. Nach Prahybridisierung der Membran (3 h bei 65°C) mit 3 ml
Hybridisierungslésung (ExpressHyb, Clontech) wurde die Membran mit den [a**P]-
UTP-markierten RNA-Transkripten in 2 ml Hybridisierungslosung (Clontech) 36 h bei
65°C hybridisiert, anschlielRend 30 min bei 55°C gewaschen (0,1% SDS; 2 x SSC) und

mittels Autoradiographie ausgewertet.

2.3.2. Untersuchung der Protein-Expression

2.3.2.1. Protein-Praparation zytoplasmatischer Proteine

Die Zellen (4,0 x 10° Zellen/Kulturschale) wurden mit Hilfe eines Zellschabers von der
Kulturschale entfernt und 10 min bei 700 g (4°C) zentrifugiert. Nach Entfernen des
Uberstandes wurden die Zellen mit 1 ml PBS (4°C) gewaschen und erneut zentrifugiert
(5 min, 20000 g, 4°C). Das Zellpellet wurde in 50 pl Puffer (10 mM Tris-HCI, pH 8; 5
mM EDTA, pH 8; 0,32 M Sucrose; 1% Triton X-100; 2 mM DL-Dithiothreitol (DTT,
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Sigma); 1 mM Phenylmethansulfonylfluorid, (PMSF, AppliChem, Darmstadt)) 25 min bei
4°C lysiert. Dieses Lysat wurde bei 20000 g, 4°C, 15 min zentrifugiert und die
Proteinkonzentration im Uberstand nach Bradford (“BIO-RAD Protein Assay”, BIO-RAD,
Minchen) bestimmt.

2.3.2.2. Protein-Praparation phosphorylierter Proteine

Die Zellen (4,0 x 10° Zellen/Kulturschale) wurden auf Eis mit PBS (4°C) gewaschen und
5 min in 200 ul Lysispuffer (20 mM Tris-HCI, pH 7,4; 150 mM NaCl; 1 mM NazVOy; 1
mM EDTA; 1 mM EGTA, 1% Triton; 2,5 mM Na-Pyrophosphat, 1 mM -
Glycerolphosphat; 1 mM PMSF; 1 pug/ml Leupeptin) inkubiert. Nach Ablésen der Zellen
von der Kulturschale wurde das Lysat in einem 1,5 ml-Reaktionsgefal3 (Eppendorf,
Hamburg) zentrifugiert (20000 g, 4°C, 15 min) und die Proteinkonzentration im
Uberstand nach Bradford bestimmt (Kap. 2.3.2.4.).

2.3.2.3. Extraktion von Kern- und Zytoplasma-Proteinen

Die Fraktionierung von Kern- und Zytoplasma-Proteinen aus HUVEC (4,0 x 10°
Zellen/Kulturschale) wurde mit dem kommerziellen Kit "NE-PER™ Nuclear and
Cytoplasmic Extraction Reagents" der Firma Pierce (Rockford, USA) nach Angaben des

Herstellers durchgefihrt.

2.3.2.4. Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Proteinproben (je 2 ul) wurden mit 798 pl H,O und 200 pl Protein-Farbereagenz
(BIO-RAD) versetzt und 5 min bei RT inkubiert. Als Referenz wurden 800 pl H,O mit
200 pl Protein-Farbereagenz verwendet. Die Messung der Absorption des
entstandenen Protein-Farbstoffkomplexes erfolgte im Spektralphotometer bei A = 595
nm. Die Proteinkonzentration wurde anhand einer Rinderserumalbumin (BSA)-

Eichkurve errechnet.



Material und Methoden 33

2.3.2.5. Immunprazipitation

Von den aus Kapitel 2.3.2.2. isolierten Proteinen wurden 500 pg in 500 pl Puffer (Kap.
2.3.2.2.) mit einem Antikoérper (1 pg/ml) gegen das zu prazipitierende Protein Uber
Nacht bei 4°C auf einem Schdttler inkubiert. Nach Zugabe der Agarose-Beads (Santa
Cruz) wurden die Proben 2 h bei 4°C auf einem Schittler inkubiert, anschlie3end 5 min
bei 500 g zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Nach dreimaligem Waschen
wurden die Proben mit 2 x Probenpuffer 5 min bei 100°C gekocht und auf ein

Polyacrylamidgel aufgetragen (Kap. 2.3.2.6.).

2.3.2.6. SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die zu analysierenden Proteine (Kap. 2.3.2.1. - 2.3.2.3.) wurden in 2 x Probenpuffer
(125 mM Tris-HCI, pH 6,8, 4% SDS; 20% Glycerin; 10 mM DTT; 0,02%
Bromphenolblau) 5 min bei 100°C gekocht und durch SDS-
Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) der Grol3e nach aufgetrennt. Mit Hilfe des
sogenannten Laemmli-Systems wurden die Proteinproben zundchst in einer
Sammelgelschicht (1 M Tris-HCI, pH 6,8; 0,4% SDS) konzentriert und anschlieend im
Trenngel (1,5 M Tris-HCI, pH 8,8; 0,4% SDS) separiert. Nach Polymerisation des Geles
wurden die Proteinproben geladen und bei maximal 100 Volt ca. 1,5 h aufgetrennt. Als
Laufpuffer wurde 0,25 M Tris; 0,96 M Glycin und 1% SDS verwendet.

2.3.2.7. Transfer von Proteinen (Western Blot)

Der Western Blot ermdglicht den Transfer elektrophoretisch aufgetrennter Proteine aus
einem Trenngel auf eine geeignete Membran. Dabei werden die Proteine durch eine
quer zum Gel verlaufende Elektrophorese auf die Membran tbertragen, immobilisiert
und anschlielend durch Immunodetektion nachgewiesen. Fur den Transfer der
Proteine wurden Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membranen (Immobilon-P, Millipore,
Eschborn) verwendet. Proteine mit einem Molekulargewicht von weniger als 40 kDa
wurden durch den sog. “Semi-Dry-Blot”, bei dem nur wenig Puffer bendétigt wird und die
Transferzeiten sehr kurz (ca. 45 min) sind, Ubertragen. Grol3ere Proteine (> 40 kDa)

wurden mit Hilfe des “Wet Blot” transferiert.
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2.3.2.7.1. ,Semi-Dry-Blot*

Zur Vorbehandlung wurden die PVDF-Membran 2 sec in Methanol, 2 min in H,O und
anschlieBend in Semi-Dry-Blotting-Puffer (0,048 M Tris; 0,039 M Glycin; 0,037% SDS;
20% Methanol) getrankt. Das Polyacrylamidgel und 6 Whatman 3MM Papiere
(Whatman International, Maidstone, England) wurden ebenfalls in Semi-Dry-Blotting-
Puffer vorbehandelt. Der Aufbau des Blottes (luftblasenfrei) erfolgte horizontal nach
dem ,Sandwich-Prinzip* von der Anode zur Kathode, bestehend aus drei Whatman
3MM Papieren, der PVDF-Membran, dem Gel und drei Whatman 3MM Papieren. In der
Semi-Dry-Blot-Apparatur (BIO-RAD) wurde der Transfer 45 min bei einem Stromflul3

von 3 mA/cm? durchgefiihrt.

2.3.2.7.2. Wet-Blot"

Nach Vorbehandlung der PVDF-Membran in Methanol und H,O (Kap. 2.3.2.7.1) wurde
die Membran, das Gel und die 6 Whatman 3MM Papiere in Wet-Blotting-Puffer (0,05 M
Tris; 0,038 M Glycin; 0,1% SDS; 20% Methanol) getrdnkt. Der Aufbau des Blottes
erfolgte wie bereits in Kap. 2.3.2.7.1. beschrieben. AnschlieRend wurde der Wet-Blot
zwischen zwei ,scotch pads” aufgebaut und vertikal in die mit Puffer gefillte Wet-Blot-
Kammer (BIO-RAD) gehangt. Der Proteintransfer erfolgte 1,5 h bei 20 mA und 4°C.

2.3.2.8. Immunologischer Nachweis membrangebundener Proteine

Die Detektion der auf Membranen immobilisierten Proteine erfolgte mit Hilfe
spezifischer Antikdrper. Hierfir wurden die durch elektrophoretischen Proteintransfer
(Western Blot) hergestellten Membranen zuerst mit 3% Rinderserumalbumin (BSA,
Merck) oder 5% Magermilchpulver (MP, Topfer, Dietmannsried) in TBS /Tween (50 mM
Tris-HCI, pH 8; 150 mM NaCl; 2,5 mM KCI; 0,1% Tween-20) 2 h blockiert, um alle
Bindungsstellen auf der Membran zu besetzen. Danach wurde die Membran mit einem
spezifischen Antikorper (Tabelle 2.2.), der an das zu untersuchende Protein bindet, 2 h
inkubiert. Nach der Inkubation mit dem Erstantikdrper wurde die Membran 3 x 15 min
mit TBS /Tween gewaschen und anschlieBend 1 h mit einem Peroxidase-konjugierten

IgG-Zweitantikdrper (Tabelle 2.2.), der den konstanten Teil des Erstantikdrpers erkennt,
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inkubiert. Nach dem Waschen der Membran (3 x 15 min) wurde die gebundene
Peroxidase mittels ECL-Systems (Amersham) detektiert und auf Chemilumineszenz-
Filmen (ECL-Hyperfilm, Amersham) sichtbar gemacht. Die Inkubationen der Membran

mit Blockierungsreagenzien und den entsprechenden Antikdrpern wurden bei RT auf

einem Schittelinkubator (IKA-Labortechnik, Staufen) durchgefinhrt.

1. AK Hersteller |Blockierung| 1.AK 2. AK 2. AK
Aktin Boehringer 3% BSA 1:4000 | Anti-Mouse 1:4000
Mannheim 3% BSA | (Amersham) | 3% BSA

CD40 Upstate 5% MP 1:1000 | Anti-Rabbit 1:4000
Biotechnology 5% MP | (Amersham) | 5% MP

Clusterin Santa Cruz 3% BSA 1:200 Anti-Goat 1:6000
3% BSA | (Santa Cruz) | 3% BSA

ERK1/2 New England 3% BSA 1:1000 | Anti-Rabbit 1:4000
Biolabs 3% BSA 3% BSA

IKBa Santa Cruz 3% BSA 1:400 Anti-Rabbit 1:4000
3% BSA 3% BSA

Integrin a5 Transduction 3% BSA 1:6000 | Anti-Mouse | 1:4000
laboratories 3% BSA 3% BSA

Integrin 31 Transduction 3% BSA 1:3500 | Anti-Mouse 1:4000
laboratories 3% BSA 3% BSA

myc Santa Cruz 5% MP 1:200 Anti-Mouse 1:4000
1% MP 3% MP

Phospho-ERK1/2 | New England 3% BSA 1:2000 | Anti-Rabbit 1:4000
Biolabs 3% BSA 3% BSA

Topoisomerase | | Santa Cruz 5% MP 1:100 Anti-Goat 1:6000
5% MP 5% MP

TRAF2 Santa Cruz 3% BSA 1:500 Anti-Rabbit 1:4000
3% BSA 3% BSA

TRAF3 Santa Cruz 3% BSA 1:500 Anti-Rabbit 1:4000
3% BSA 3% BSA

TRAF5 Santa Cruz 3% BSA 1:500 Anti-Rabbit 1:4000
3% BSA 3% BSA

Tabelle 2.2. Antik6érper und Inkubationsbedingungen
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2.3.3. Untersuchung der Zelloberflachen-Expression mittels FACS-

Analyse

Fur die FACS ("fluorescence activated cell sorter")-Analyse wurden die Endothelzellen
mit PBS gewaschen und durch Inkubation mit 1 mM EDTA (pH 7.4) in PBS fiir 20 min
bei 37°C von der Kulturschale abgeltst. Nach Zentrifugation (8 min, 700 g, RT) wurden
die Zellen mit PBS gewaschen und erneut zentrifugiert (8 min, 700 g, RT).
Anschliel3end wurde das Zellpellet in 100 pl PBS/10% FCS resuspendiert und 30 min
bei 4°C mit 10 pl FITC-konjugierten Antikérpern (Dianova, Hamburg) inkubiert. Die
fluoreszenz-markierten Zellen wurden mit 4% Paraformaldehyd in PBS fixiert und die
Zelloberflachen-Expression der zu untersuchenden Proteine mittels FACS (FACS

Calibur™, Perkin Elmer; CellQuest Software) analysiert.

2.4. Immunhistochemische Analyse

Die immunhistochemische Analyse der TRAF3 Expression in humanen
atherosklerotischen Plaques wurde im Labor von Prof. A. Tedgui (INSERM U141,
Hopital Lariboisiere) in Paris durchgefiihrt. Die atherosklerotischen Plaques wurden im
Rahmen von Endarterektomien von Patienten mit koronarer Herzkrankheit entnommen
und mit einem spezifischen TRAF3-Antikérper (Santa Cruz) gefarbt. Weitere serielle
Schnitte des Plaques wurden mit einem CD31-Antikorper, einem spezifischen Marker

fur Endothelzellen, gefarbt.

2.5. Immunfarbung von Zellen

Fir das Farben von Zellen wurden HUVEC (4,0 x 10° Zellen/Kulturschale) zweimal mit
PBS gewaschen und 10 min bei RT in 2% Formaldehyd fixiert. Anschlie3end wurden
die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und 10 min bei RT in 0,25% Triton X
permeabilisiert. Nach einmaligem Waschen mit PBS wurden die Zellen 30 min bei RT in
10% FCS inkubiert. Der Erstantikbrper (TRAF3 bzw. TRAF5 von Santa Cruz oder
phospho-c-jun von Upstate Biotechnology) wurde 1:50 in 5% FCS 1,5 h bei RT
inkubiert. Danach wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und 1 h bei RT mit
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dem Zweitantikorper (1:20, FITC-konjugierter Anti-Rabbit-Antikdrper, Dako, Hamburg)
im Dunkeln inkubiert. Nach dem Waschen der Zellen wurden die Zellkerne mit DAPI-

Losung (Kap. 2.6.) gegengefarbt.

2.6. Morphologischer Nachweis apoptotischer Zellen nach

Kernfarbung

Nach Zentrifugation der Zellen bei 700 g fuar 10 min wurden diese in 4%
Formaldehyd/PBS fir 15 min bei RT fixiert. Danach erfolgte die Farbung der Zellkerne
mit 4,6 Diamidin-2-Phenylindol-Dihydrochlorid (DAPI, Boehringer Mannheim; 1 pg/ml in
10 mM Tris-HCI, pH 7; 10 mM EDTA; 100 mM NaCl) fur mindestens 30 min. Die
Analyse der apoptotischen Zellkerne erfolgte dann am Fluoreszenzmikroskop bei 486

nm. Der Anteil apoptotischer Zellkerne wurde aus 500 Zellen ausgezabhit.

2.7. Transfektion

2.7.1. Transfektion von Oligonukleotiden

Zur Transfektion von HUVEC (4,0 x 10° Zellen/Kulturschale) mit phosphothiolierten
Sense- oder Antisense-Oligonukleotiden (Tabelle 2.3.; Roth, Karlsruhe) wurden je 1,5
png Oligonukleotide mit 5 pl Lipofektamin (GibcoBRL) und 100 pl RPMI-Medium
(GibcoBRL) fur 30 min bei RT inkubiert. Zum Entfernen des Serums wurden die Zellen
mit 2 ml RPMI-Medium gewaschen und mit der Oligonukleotid/Lipofektamin-Mischung
in 2 ml RPMI-Medium fiir 5 h bei 37°C inkubiert. Anschlieend wurden 3 ml EBM mit
allen Zusatzen plus 10% FCS zugegeben und je nach Experiment fur 12 bis 18 h

inkubiert und zusétzlich stimuliert oder Shear Stress exponiert.

Oligonukleotide Sequenz der Oligonukleotide
Clusterin-Sense 5' ATGATGAAGACTCTGCTGCTG 3'
Clusterin-Antisense 5 ATTGTCTGAGACCGTCTGGTC 3

Tabelle 2.3. Oligonukleotide
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2.7.2. Transfektion von Plasmid-DNA

Zur Transfektion von Plasmiden wurden je 3 ug Plasmid-DNA in 150 yl EBM (ohne
Zusatze und FCS) mit 25 pl Superfect (Qiagen) fur 10 min bei RT inkubiert. Diese
Reaktion wurde durch Zugabe von EBM (mit Zusatzen und 10% FCS) gestoppt. Die
Zellen (HUVEC: 3,5 x 10° Zellen/Kulturschale) wurden mit PBS gewaschen und fiir 3 h
bei 37°C mit dem Transfektionsansatz inkubiert. AnschlieRend wurde der
Transfektionsansatz entfernt und 3 ml EBM (mit Zusatzen und 10% FCS) zugegeben.
Nach 18 bis 24 h Inkubation konnte eine maximale Protein Expression des Plasmides

mit einer Transfektionseffizienz von 30-40% erzielt werden.

2.7.2.1. Klonierung von DNA-Molektlen

Die verwendeten Plasmide (Tabelle 2.4.) wurden freundlicherweise von Frau PD Dr.
Stefanie Dimmeler zur Verfigung gestellt. Das zu klonierende DNA-Fragment wurde
aus humanen cDNA-Banken (Invitrogen, Niederlande) mittels PCR amplifiziert. Dazu
wurden mutagenisierende Primer verwendet, die geeignete Restriktionsschnittstellen in
das PCR-Produkt einfigen. Nach Restriktionsspaltung des Vektors (pcDNA3.1-myc-
His; Invitrogen) wurde das DNA-Fragment Uber die entsprechenden Schnittstellen
kloniert. Nach Transformation der Plasmid-DNA in kompetente E.coli Bakterienzellen

(DH5a) wurden ausreichende Mengen DNA mittels “Qiagen Plasmid Maxi Kit” (Qiagen)

isoliert.
Plasmid Schnittstelle Vektor Mutation Eigenschaft
Clusterin BamHI/EcoRV | pcDNA3.1-myc-His - wild-typ
TRAF3 pcDNA3.1-HA - wild-typ
TRAF3dn | BamHI/EcoRV | pcDNA3.1-myc-His AS 1-339 dominant-
wurden deletiert negativ

Tabelle 2.4. Plasmide
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2.8. “Tissue Factor” -Aktivitatsnachweis ("Clotting assay")

Zum Nachweis der “Tissue Factor” (TF)-Aktivitat wurden die Zellen mit PBS (4°C)
gewaschen und in PBS von der Kulturschale mittels Zellschaber entfernt. Nach
Zentrifugation (1000 g, 4°C, 5 min) wurde der Uberstand entfernt, das Zellpellet in 100
pl 1 x Clotting-Puffer (8 mM Natriumacetat; 8 mM Nabarbital; 140 mM NacCl) gel6st und
bei -80°C bis zur Messung gelagert. Zur Messung wurden die Zellen in einem
Glasrohrchen (Becton Dickinson) im Wasserbad auf 37°C erwarmt. Nach Inkubation der
Zellen mit 100 pl humanem Citrat-Plasma (37°C) fur 1 min wurde die Gerinnung des
Plasmas durch Zugabe von 100 ul CaCl, (25 mM) induziert und die Zeit bis zur Bildung
des Fibrinpfropfes gemessen. Aus der gemessenen Gerinnungszeit kann mit Hilfe einer

Standardkurve die Menge des funktionellen TF ermittelt werden.

2.9. Interleukin-8-ELISA

Die Interleukin-8 (IL-8) Freisetzung aus Endothelzellen wurde im Zellkulturiberstand
mittels "Quantikine Human IL-8-Immunoassay” (R&D Systems, Wiesbaden) gemessen.
Die Methode wurde nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Das Prinzip des IL-8-
ELISA beruht auf der Bindung des freigesetzten IL-8 im Zellkulturiberstand
(Verdinnung 1:100) mit einem spezifischen IL-8 Antikorper, der auf einer
Mikrotiterplatte immobilisiert wurde und einem zusatzlichen, Peroxidase-konjugierten IL-
8 Antikoérper. Nach dem Waschen der Mikrotiterplatte wurde ein Substrat zugegeben,
das durch die Peroxidase umgesetzt wird. Die Menge der IL-8 Freisetzung wurde
anhand der Farbreaktion im ELISA-Mel3gerat bei einer Wellenlange von 450 nm nach

Erstellen einer Standardkurve bestimmt.

2.10. Untersuchung der Zelladhasion

HUVEC wurden mit PBS gewaschen und durch Inkubation mit 1 mM EDTA (pH 7,4) in
PBS flr 20 min bei 37°C von der Kulturschale abgel6st. Nach Zentrifugation (8 min, 700
g, RT) wurden die Zellen mit PBS gewaschen und erneut zentrifugiert (8 min, 700 g,

RT). AnschlieRend wurde das Zellpellet in EBM-Medium resuspendiert, die Zellzahl
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bestimmt und gleiche Anzahl von Zellen auf Kulturschalen ausplattiert. Nach Inkubation
(20 min bei 37°C) wurden die adhéarenten Zellen gezahlt oder fir die Western Blot

Analyse in Puffer lysiert (Kap. 2.3.2.2.).

2.11. Thrombozyten-Isolierung und -Aktivierung

Nach der Blutenthahme von gesunden Probanden wurde das Blut (ca. 80 ml pro
Versuch) zentrifugiert (20 min, 180 g, RT), um das ,Platelet-Rich-Plasma“ zu gewinnen.
Dieses Plasma wurde mit ACD-Puffer (,Antikoagulant citrate dextrose”: 38 mM
Citronensaure, 75 mM tri-Natriumcitrat-Dihydrat, 124 mM Glucose; pH 4,5) gemischt
(1:1) und erneut zentrifugiert (10 min, 700 g, RT). Das Pellet wurde in 4 ml Hepes-
Tyrode-Puffer (GibcoBRL; 1,8 mM CaCl,, 2,7 mM KCI, 0,5 mM MgCl,, 137 mM NacCl,
10 mM Hepes, 0,36 NaH,PO4H,0, 5 mM Glucose; pH 7,35) vorsichtig gelést und
zentrifugiert (10 min, 700 g, RT). Die isolierten Thrombozyten wurden in 500 ul Hepes-
Tyrode-Puffer gelost und die Zellzahl bestimmt. Fiur die Koinkubation (6 h, 37°C)
wurden 1,5 x 10° Thrombozyten mit 4 x 10° HUVEC inkubiert. Die Thrombozyten
wurden mit 0,2 U/ml a-Thrombin (Boehringer Mannheim) aktiviert und 5 min bei 37°C
inkubiert. In dieser Inkubationszeit wurden die Zellkulturschalen 2 min bei 700 ¢
zentrifugiert, um die Thrombozyten naher an die Endothelzellen zu bringen.
Anschlieend wurde das a-Thrombin mit Hirudin (2 U/ml; Boehringer Mannheim)

neutralisiert, um eine Aktivierung der Endothelzellen durch a-Thrombin zu verhindern.

2.12. Statistik

Die erhobenen Daten sind als Mittelwerte + SEM angegeben. Die n-Zahlen beziehen
sich auf die jeweilige Anzahl an unabhangig durchgefiihrten Experimenten. Die
statistische Auswertung erfolgte mit dem ungepaarten t-Test mit der Software von Excel
bei Vergleich zweier Werte oder einer Varianzanalyse mit ANOVA und folgendem LSD
(,Least Significant Difference®)-Test mit der Software von SPSS Dbei
Signifikanzberechnungen zwischen mehreren Werten. Ein p-Wert von weniger als 0,05

(*) wurde als signifikant bezeichnet.
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3. Ergebnisse

3.1. Shear Stress-regulierte Genexpression in Endothelzellen:

"Atlas cDNA Expression Array"

Zur Untersuchung atheroprotektiver Mechanismen, sollte die Shear Stress-regulierte
Genexpression in humanen Endothelzellen (HUVEC) analysiert werden. Dazu wurden
HUVEC in einem konischen Kegelplattenviskosimeter fir 3 h, 6 h und 12 h laminarem
Shear Stress (15 dynes/cm?) exponiert. Die differentielle Genexpression wurde mittels
"Atlas cDNA Expression Array”", der die Analyse von 588 Genen in einem
Hybridisierungsexperiment ermdglicht, untersucht. Der humane "Atlas CcDNA
Expression Array" beinhaltet die cDNAs verschiedener Genfamilien, wie Onkogene,
Tumorsuppressorgene, Zellzyklusregulatoren, Transkriptionsfaktoren, Rezeptoren,
Zelladhasionsmolekulen, intrazellularen Signalmolekilen und Apoptose-relevanten
Genen. Ein beispielhafter "Atlas cDNA Expression Array" ist in Abbildung 3.1. gezeigt.
Die Analyse der Genexpression nach 3-facher Wiederholung des Experimentes ergab
folgendes Ergebnis: insgesamt wurden 274 Gene von den 588 untersuchten Genen
durch Shear Stress-Exposition nicht reguliert (Abb. 3.2.). Die Expression von 30 Genen
wurde durch Shear Stress-Exposition reduziert, wahrend 14 Gene eine biphasische
Regulation zeigten. Die Expression von 270 Genen wurde durch Shear Stress erhoht,
wobei die mRNA von 215 Genen leicht erhéht wurde und nur 55 Gene auf mehr als

200% der Kontrolle hochreguliert wurden.
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Abbildung 3.1. "Atlas cDNA Expression Array"

HUVEC wurden fur 3 h, 6 h und 12 h laminarem Shear Stress (15 dynes/cm?) exponiert und die
Genexpression mittels "Atlas cDNA Expression Array" untersucht. Die nummerierten Markierungen
heben einige Gene, die fur die Endothelzellbiologie von Interesse sind, hervor. Zum Nachweis der
Gleichladung wurde die Expression der Haushaltsgene Ubiquitin, GAPDH und Aktin untersucht.
Dargestellt ist ein reprasentatives Experiment von statischen Kontrollen und Shear Stress-
exponierten Zellen (6 h) aus n=3 Versuchen. 59 = rhoA; 134 = Thrombin Rezeptor; 182 = ,Heat
Shock Protein 27, 222 = TRAF3; 233 = DAD-1 (,defender against cell death-1*); 256 = ,Apoptosis
inhibitor IAP1"; 261 = Clusterin; 427 = Integrin a5; 434 = Integrin B1; 621 = Ubiquitin; 635 = GAPDH,;
649 = Aktin.

Gesamtubersicht der Shear Stress-regulierten Gene Anzahl der
im ,, Atlas cDNA Expression Array* Gene %

Gesamt 588 100
Leichte Hochregulation 215 37

O Leichte Hochregulation (< 200% der Kontrolle)

B Signifikante Hochregulation Signifikante Hochregulation 55 9
> 0,

O Reduzierte Expression S ZOO_A) der Kontrol-le)

B Biphasische Regulation Reduzierte Expression 30 5

B Keine Regulation Biphasische Regulation 14 2
Keine Regulation 274 47
(70-130% der Kontrolle)

Abbildung 3.2. Shear Stress-regulierte Genexpression

HUVEC wurden fiir 3 h, 6 h und 12 h laminarem Shear Stress exponiert (15 dynes/cm?) und die
Genexpression mittels "Atlas cDNA Expression Array" untersucht. Die Gesamtauswertung zeigt
die Regulation der 588 Gene in absoluten Zahlen und in Prozent der untersuchten Gene.
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Zur Uberprufung des ,Atlas cDNA Expression Array* wurde die Expression von
bekannten Shear Stress-regulierten Genen untersucht. Die Shear Stress-induzierte
Expression des antioxidativen Enzyms Kupfer/Zink-Superoxid-Dismutase (Cu/Zn-SOD),
die bereits von Inoue und Mitarbeitern gezeigt wurde (157), konnte mittels ,Atlas cDNA
Expression Array* bestétigt werden (Shear Stress 12 h: 182 + 6% der Kontrolle). Die
publizierte Shear Stress-induzierte Expression von TGFR1 (116), konnte ebenfalls
nachgewiesen werden (SS 12 h: 184 + 23% der Kontrolle). Desweiteren konnte die
gleichbleibende Expression von E-Selektin bestatigt werden (Daten nicht gezeigt) (158).
Da Shear Stress antinflammatorisch wirksam ist, wurden zunachst die Gene
untersucht, die mdglicherweise zu den entzindungshemmenden Effekten von Shear
Stress beitragen konnten. Wie in Tabelle 3.1. und Abbildung 3.1. gezeigt, stimulierte
Shear Stress die Expression des Komplement-Inhibitors Clusterin (siehe Kap. 3.2.).
Weiterhin  induzierte Shear Stress die Expression des zytoplasmatischen
Adapterproteins TRAF3, das an der CD40-Signaltransduktion beteiligt ist, wahrend die
MRNA des CD40 Rezeptors (CD40) reduziert und der CD40 Ligand (CD40L) durch
Shear Stress-Exposition nicht reguliert wurde (Tabelle 3.1. und Daten nicht gezeigt).
Die Expression des Thrombin Rezeptors, der proinflammatorisch wirksam ist, blieb
durch Exposition mit laminarem Shear Stress unverandert, ebenso die Chemokine
Interleukin-8 und RANTES und das Zytokin Interferon y. Auch der OX40 Ligand (gp34),
der zur TNF-Familie gehort, wurde durch Shear Stress Exposition nicht reguliert.

Da Shear Stress die Apoptose von Endothelzellen inhibiert, wurden zusatzlich die
Apoptose-regulierenden Gene analysiert (Tabelle 3.1. und Abbildung 3.1.).
Beispielsweise wurde die mRNA des antiapoptotischen Proteins DAD-1 (,defender
against cell death-1") durch Shear Stress-Exposition erhdht. Die Expression der
Apoptose-Inhibitoren IAP1, IAP2 und XIAP, die ihren antiapoptotischen Effekt durch
direkte Hemmung der Caspase-Kaskade vermitteln, konnte mittels ,Atlas cDNA
Expression Array“ nicht detektiert werden, was auf eine sehr geringe Expression
schlieRen lalt. Shear Stress-Exposition erhéhte ebenfalls die mRNA Expression der
.Heat Shock Proteine” Hsp 27 und Hsp 70. Es konnte jedoch auch eine Hochregulation
von proapoptotischen Genen wie z.B. die Mitglieder der Bcl-2-Familie Bak und Bax
gezeigt werden, wohingegen die Expression von Bcl-X unverédndert blieb. Shear Stress
erhohte die Expression des antiapoptotischen Proteins Al, das ebenfalls zur Familie

der Bcl-2-Proteine gehort. Die Familie der Cystein-Proteasen (Caspasen) wurde durch
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Shear Stress-Exposition unterschiedlich reguliert. Beispielsweise wurde die Expression
der Caspase-9 durch Shear Stress erhoht, wahrend die Caspasen-3 und -7 nicht
reguliert wurden. Auch die Expression des Zytokins TNFa, das in Endothelzellen

Apoptose auslost, und des Fas Ligand Rezeptors blieben unveréandert (Tabelle 3.1.).

Die Exposition von Endothelzellen mit laminarem Shear Stress veréndert auch die
Morphologie der Zellen. Daher wurden Proteine, die potentiell an der
Mechanotransduktion von hAmodynamischen Kraften beteiligt sein kdnnten, untersucht.
Die Fibronektin-Rezeptor-Untereinheiten a3, a5 und 31 (Integrine a3, a5 und 1), die
die Mechanotransduktion, Adhasion und Migration von Endothelzellen vermitteln,
wurden durch Shear Stress-Exposition erhoht, wahrend die Expression von Integrin av,
einer Vitronektin-Rezeptor-Untereinheit, unverandert blieb. Die Integrine a6, 34 und 36
wurden durch Shear Stress-Exposition ebenfalls nicht signifikant reguliert. Im
Gegensatz dazu, reduzierte Shear Stress die Expression der GTPase rhoA (Tabelle
3.1.).

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die Shear Stress-induzierte Expression der
potentiell antiinflammatorisch wirksamen Proteine Clusterin und TRAF3 und der
maoglichen Mechanotransduktoren Integrin a5 und Integrin 31 untersucht. Desweiteren
wurde sowohl die physiologische Relevanz als auch der Mechanismus der Shear
Stress-induzierten Genexpression dieser Proteine in Endothelzellen analysiert (Kap.
3.2.-3.4).
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Protein bzw. Gen

Regulation durch Shear Stress
nach 6 h (% Kontrolle)

Inflammation:

CD40 Rezeptor (CD40) 56 £ 13
Clusterin 225+ 54
Interferon y 147 + 62
Interleukin-8 105 £ 45
OX40 Ligand (gp34) 115+ 36
RANTES 73+ 16
Thrombin Rezeptor 164 +79
TRAF3 315+ 132
Apoptose:

Al Protein 250 + 98

LApoptosis inhibitors” IAP1, IAP2, XIAP

nicht detektierbar

Bak 378 + 65
Bax 369 + 226
Bcl-X 130+ 84
Caspase-3 182 £ 99
Caspase-7 105 + 22
Caspase-9 238 £ 116
DAD-1 (“defender against cell death-1") 280 + 143
Fas Ligand Rezeptor 113+ 14
Heat Shock Proteine Hsp 27 und Hsp70 207 + 101 bzw. 218 + 47
TNFa 156 £ 51
Zytoskelett/Mechanotransduktion:

Integrin a3 163 £ 25
Integrin a5 283 +£41
Integrin a6 150 + 30
Integrin av 133+ 71
Integrin 31 215+ 27
Integrin 34 60 £ 52
Integrin 36 166 + 99
RhoA 61 = 40

Tabelle 3.1. Die Shear Stress-regulierte Genexpression in Endothelzellen
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3.2. Shear Stress erhdht die Expression des Komplement-

Inhibitors Clusterin

Die Aktivierung des Komplementsystems ist an der Pathogenese der Atherosklerose
beteiligt (11,24). Sowohl der terminale Komplementkomplex C5b-9 als auch
Komplementfaktoren aktivieren Endothelzellen, indem sie eine inflammatorische
Reaktion auslésen. Das Komplementsystem wird durch Inhibitoren, wie Clusterin und
CD59, reguliert, um eine Uberreaktion des Immunsystems zu verhindern (39). Daher
kénnte die Shear Stress-induzierte Expression des Komplement-Inhibitors Clusterin fur
die antiinflammatorische Wirkung von Shear Stress auf Endothelzellen von Bedeutung

sein.

Die Ergebnisse des "Atlas cDNA Expression Array" haben gezeigt, dall die mRNA
Expression des Komplement-Inhibitors Clusterin durch Shear Stress-Exposition nach 6
h auf 225+54% der Kontrolle erhdht wurde. Zur Bestatigung dieser erhGhten mRNA
Expression wurde eine Northern Blot-Analyse durchgefuhrt. Wie in Abbildung 3.3.A
gezeigt, induzierte Shear Stress auch in der Analyse der mRNA mittels Northern Blot
zeit-abhangig die Expression von Clusterin. Als weiteres Komplement-inhibitorisches
Protein wurde die Expression von CD59 untersucht. Im Gegensatz zur Shear Stress-
induzierten Expression von Clusterin, blieb die mRNA Expression des Komplement-
Inhibitors CD59 durch Shear Stress-Exposition unverandert (Daten nicht gezeigt).

Zur Bestatigung der erhdhten Clusterin Expression auf Protein-Ebene wurde ein
Western Blot durchgefuhrt. Shear Stress induzierte zeit-abhéngig die Clusterin Protein
Expression mit einem maximalen Anstieg auf 164+22% der Kontrolle nach 18 h
Exposition (Abb. 3.3.B). Diese Ergebnisse zeigen, dal? Shear Stress spezifisch die
Expression des Komplement-Inhibitors Clusterin auf mRNA- und Proteinebene erhoht,
wéahrend die Expression des Komplement-Inhibitors CD59 unverandert blieb.
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Abbildung 3.3. Shear Stress erhtht die Expression des Komplement-Inhibitors
Clusterin

HUVEC wurden fur die angegebenen ZeitrAume laminarem Shear Stress (15 dynes/cmz)
exponiert. (A) Nach RNA-Isolation wurde die Clusterin mRNA Expression mittels Northern
Blot untersucht. Zum Nachweis der Gleichladung wurde die 18S RNA dargestellt. (B) Nach
Protein-Praparation wurde die Clusterin Expression mittels Western Blot untersucht. Zum
Nachweis der Gleichladung wurde die Aktin Expression untersucht. Dargestellt sind
reprasentative Experimente aus n=3.

3.2.1. Shear Stress hemmt die Komplement-induzierte Aktivierung von

Endothelzellen

Da Shear Stress die Expression des Komplement-Inhibitors Clusterin erhdht (Kap. 3.2.),
sollte untersucht werden, ob Shear Stress die Komplement-induzierte Aktivierung von
Endothelzellen durch Erhdéhung der Clusterin Expression inhibiert. Als funktionelle
Relevanz fur die Aktivierung von Endothelzellen wurde die MCP-1 Expression mittels
Northern Blot-Analyse und die IL-8 Freisetzung im ELISA bestimmt.

Wie in Abbildung 3.4. gezeigt, fuhrte die Inkubation von HUVEC mit humanem
Komplementserum, das alle Komplementfaktoren  zur  Aktivierung des
Komplementsystems enthélt, zu einer zeit- und dosis-abhangigen Erhéhung der MCP-1
Expression in Endothelzellen. Auch die Expression von IL-8 wurde durch Stimulation
mit Komplementserum zeit- und dosis-abhangig induziert (Abb. 3.5.B und Daten nicht
gezeigt). Die Inkubation der Endothelzellen mit Komplementserum wurde in
Endothelzell-Medium mit 1% BSA (ohne Zusatze und FCS) durchgefuhrt, da
Komplementfaktoren und -inhibitoren, die im FCS enthalten sind, die Wirkung des
eingesetzten humanen Komplementserums beeinflussen kénnten. Um den Effekt von
Shear Stress auf die MCP-1 und IL-8 Expression zu untersuchen, wurden HUVEC flr
18 h Shear Stress praexponiert, mit verschiedenen Konzentrationen (0,1 U/ml; 0,2 U/ml;
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0,5 U/ml) Komplementserum stimuliert und ftr weitere 6 h Shear Stress exponiert. Wie
in Abbildung 3.5. dargestellt, reduzierte Shear Stress signifikant die Komplement-

induzierte MCP-1 und IL-8 Expression in Endothelzellen.

A B

<« MCP-1 “ <« MCP-1

01 02 05 1 KS(U/ml;6h 12 18 24 Inkubationszeit (h)
-+ o+ o+ o+ o+ 0.2 U/ml KS

Abbildung 3.4. Komplementserum induziert zeit- und dosis-abhangig die MCP-1 Expression

A/B, HUVEC wurden fir 6 h mit den angegebenen Konzentrationen humanem Komplementserum (KS) in
EBM-Medium + 1% BSA inkubiert (A) oder mit 0,2 U/ml Komplementserum fiir die angegebenen
Zeitraume in EBM-Medium + 1% BSA inkubiert (B) und die MCP-1 Expression mittels Northern Blot
analysiert. Zum Nachweis der Gleichladung ist die 18S RNA gezeigt. Dargestellt sind repréasentative
Experimente aus n=3.

A B 0OKs
B KS+Shear Stress
)
. .* < MCP-1 S 200 * = \
N i
<4— 18S RNA 5 1501
5
- 01 01 0.2 0.2 05 05 KS (U/ml) %
- -+ - + - 4+  ShearStress 3 100]
1 24 13 27 17 31 18 Anstieg 0'-(';
+0.2 +0.4+0.3 +0.3 +0.2 0.1 -
| L L | S0
*p<0.05 *p<0.05 *p<0.05 KS (U/ml) 0 0.1 0.2 0.5

Abbildung 3.5. Shear Stress inhibiert die Komplement-induzierte MCP-1 und IL-8 Expression

HUVEC wurden fir 18 h laminarem Shear Stress in EBM-Medium + 1% BSA exponiert (15 dynes/cmz),
mit den angegebenen Konzentrationen humanem Komplementserum (KS) stimuliert und fir weitere 6 h
Shear Stress exponiert. (A) Die MCP-1 Expression wurde mittels Northern Blot untersucht und
densitometrisch ausgewertet. Zum Nachweis der Gleichladung wurde die 18S RNA dargestellt. (B) Die
IL-8 Freisetzung wurde mittels ELISA bestimmt. Die Ergebnisse sind als Prozent der Kontrolle
angegeben (Mittelwerte + SEM, (A) n=4 und (B) n=5, *p<0,05; **p<0,001 versus KS).
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3.2.2. Rolle des Komplement-Inhibitors Clusterin

Die in Kapitel 3.2.1. beschriebenen Ergebnisse zeigen, dal3 die Komplement-induzierte
Aktivierung von Endothelzellen, gemessen an der MCP-1 und IL-8 Expression, durch
Shear Stress-Exposition gehemmt werden kann. Da Shear Stress die mRNA- und
Protein Expression des Komplement-Inhibitors Clusterin erhoht, sollte nun die
Beteiligung von Clusterin an dem protektiven Effekt von Shear Stress auf die
Komplement-induzierte Aktivierung von Endothelzellen untersucht werden. Dazu wurde
zunachst die Wirkung von Clusterin durch Uberexpression untersucht. Abbildung 3.6.A
zeigt das Uberexprimierte myc-markierte Clusterin im Vergleich zu endogenem
Clusterin. Die Uberexpression der Clusterin-cDNA (wt) in Endothelzellen reduzierte
signifikant die Komplement-induzierte Expression von MCP-1 und IL-8, im Vergleich zu
Leervektor-transfizierten Zellen (Abb. 3.6.B und Daten nicht gezeigt). Zusatzlich wurde
die Expression von Clusterin spezifisch durch Transfektion von Clusterin-Antisense-
Oligonukleotiden gehemmt. Der Western Blot in Abb. 3.7.A zeigt, dal3 die Transfektion
von Clusterin-Antisense-Oligonukleotiden die Expression von Clusterin deutlich
reduzierte, wahrend Sense-Oligonukleotide keinen Effekt hatten. Nach der
Oligonukleotid-Transfektion wurden die Zellen fir 18 h Shear Stress exponiert, mit
Komplementserum stimuliert und fur weitere 6 h Shear Stress exponiert. In Sense-
Oligonukleotid-transfizierten Zellen reduzierte Shear Stress signifikant die Komplement-
induzierte MCP-1 und IL-8 Expression (Abb. 3.7.B/C). Als Kontrolle wurden zusatzlich
zufallig gemischte Oligonukleotide ("scrambled”) transfiziert, die einen ahnlichen Effekt
erzielten wie die Sense-Oligonukleotid-Transfektion (Daten nicht gezeigt). Im
Gegensatz dazu, wurde der Komplement-inhibitorische Effekt von Shear Stress auf die
MCP-1 Expression in Clusterin-Antisense-transfizierten Zellen geringfugig, aber
signifikant reduziert (Abb. 3.7.B). Weiterhin konnte eine geringe Reduktion des
inhibitorischen Effektes von Shear Stress auf die Komplement-induzierte IL-8
Freisetzung gezeigt werden (Abb. 3.7.C). Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse,
daR Shear Stress Uber die Erhéhung der Clusterin Expression die Komplement-

induzierte Aktivierung von Endothelzellen hemmt.
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Abbildung 3.6. Clusterin hemmt die Komplement-induzierte MCP-1 Expression

A, HUVEC wurden mit einem Leervektor (pcDNA3.1) oder Clusterin (wt) transfiziert. Die Expression des
endogenen Clusterin und des transfizierten myc-markierten Clusterin wurde mittels Western Blot nach 24
h untersucht. Dargestellt ist ein reprasentatives Experiment aus n=3.

B, HUVEC wurden mit einem Leervektor (pcDNA3.1) oder Clusterin (wt) transfiziert und nach 18 h mit
humanem Komplementserum (KS: 0,2 U/ml) fir 6 h in EBM-Medium + 1% BSA inkubiert. Die MCP-1
Expression wurde mittels Northern Blot untersucht und densitometrisch ausgewertet. Zum Nachweis der
Gleichladung wurde die 18S RNA dargestellt. Die Ergebnisse sind als Prozent der "Leervektor-Kontrolle"
angegeben (Mittelwerte + SEM, n=5).



Ergebnisse 51

A B

Clusterin 3> | qum s P “ £ .. < MCP-1

+

+ - + + KS
- - + - - + Shear Stress
1 221 1.01 1.17 2.11 1.38 Anstieg (n=6)

+0.18 +0.07 +0.18 +0.36 +0.08
I I

*p<0.01
- n.s.
Q
°
E 400 *p<0.05
X | |
¢ 350
£ 300 *p<0.05
‘g 250
< 200
D
S 150
N
© 100
R
&’ 50+
© 0
A | | | |
Sense Antisense
- + + - + + Komplementserum
- - + - - + Shear Stress

Abbildung 3.7. Clusterin-Antisense-Oligonukleotide reduzieren den inhibitorischen Effekt von
Shear Stress auf die Komplement-induzierte MCP-1 und IL-8 Expression

A, HUVEC wurden mit Lipofektamin (Ko), mit Clusterin-Antisense-Oligonukleotiden (AS) oder Clusterin-
Sense-Oligonukleotiden (S) transfiziert und die Clusterin Expression mittels Western Blot nachgewiesen.
Zum Nachweis der Ladungsgleichheit wurde die Expression von Aktin dargestellt. Gezeigt ist ein
reprasentatives Experiment aus n=4.

B/C, HUVEC wurden mit Clusterin-Sense-Oligonukleotiden (Sense) oder Clusterin-Antisense-
Oligonukleotiden (Antisense) transfiziert und fir 18 h laminarem Shear Stress (15 dynes/cmz) in EBM-
Medium + 1% BSA exponiert. Nach Stimulation mit humanem Komplementserum (KS: 0,2 U/ml) wurden
die Zellen fur weitere 6 h mit laminarem Shear Stress exponiert. (B) Die MCP-1 Expression wurde mittels
Northern Blot untersucht und densitometrisch ausgewertet. Zum Nachweis der Gleichladung wurde die
18S RNA dargestellt. (C) Die IL-8 Freisetzung wurde mittels ELISA bestimmt. Die Ergebnisse sind als
Prozent der "Sense-Kontrolle" angegeben (Mittelwerte + SEM, n=6; n.s. nicht signifikant).
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3.3. Shear Stress erhdht die Expression des Adapterproteins
TRAF3

Das CD40/CD40L-System ist an der Pathogenese der Atherosklerose beteiligt (10). Die
bedeutende Rolle des CD40-Systems konnte im Tiermodell gezeigt werden. Sowohl
frihe atherosklerotische Lasionen als auch das Fortschreiten der Atherosklerose sind in
CD40L/ApoE-Knockout-Mausen deutlich reduziert (51,54). Die CD40-Signalkaskade
wird durch zytoplasmatische Adapterproteine, TRAFs, vermittelt. TRAF3 ist dabei von
besonderem Interesse, da es UUber die Inhibition des proinflammatorischen
Transkriptionsfaktors NFkB potentiell antiinflammatorisch  wirksam ist und

maoglicherweise die CD40-Signaltransduktion hemmt.

Mittels "Atlas cDNA Expression Array" wurde die mRNA Expression des
zytoplasmatischen Adapterproteins TRAF3 untersucht. Wie in Kapitel 3.1. bereits
beschrieben, erhdhte Shear Stress-Exposition die TRAF3 mRNA Expression. Zur
Bestatigung der Shear Stress-induzierten TRAF3 mRNA Expression wurde ein "RNase
Protektion Assay" (RPA) durchgefihrt. Wie in Abbildung 3.8. gezeigt, erhthte die
Exposition von Endothelzellen mit Shear Stress zeit-abhéngig die mMRNA Expression
des Adapterproteins TRAF3 mit einem maximalen Anstieg von 256+31% der Kontrolle
nach 12 h. Desweiteren wurde die TRAF3 Expression auf Proteinebene mittels Western
Blot untersucht. Shear Stress induzierte die TRAF3 Proteinexpression mit einem
Maximum nach 18 h (188+14% der Kontrolle; Abb. 3.9.A). Zusatzlich induzierte Shear
Stress dosis-abhangig die TRAF3 Protein Expression nach 18 h Shear Stress-
Exposition mit 5, 15 und 45 dynes/cm? (Abb. 3.9.B). Im Gegensatz dazu, blieb die
Protein Expression der homologen Proteine TRAF2 und TRAF5 nach Shear Stress-
Exposition unverandert (Abb. 3.10.A/B). Auch der CD40 Rezeptor, der uUber die
zytoplasmatische Domane mit TRAF3 assoziiert ist, wird durch Shear Stress auf
Proteinebene nicht reguliert, obwohl eine Reduktion der mRNA des CD40 Rezeptors
gezeigt wurde (Tabelle 3.1. und Abb. 3.10.C). Zusammenfassend deuten diese
Ergebnisse darauf hin, da3 Shear Stress spezifisch die CD40-Signalkaskade tber die
Erh6hung der TRAF3 Expression beeinflul3t.
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Abbildung 3.8. Shear Stress induziert die mRNA Expression des zytoplasmatischen
Adapterproteins TRAF3
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A, HUVEC wurden fiir 3 h, 6 h, 12 h, 18 h laminarem Shear Stress exponiert (15 dynes/cm?) und die
MRNA Expression mittels "RNase Protektion Assay" untersucht. Zum Nachweis der Gleichladung wurde
die Expression der GAPDH dargestellt. Gezeigt ist ein reprasentatives Experiment aus n=3. (B) Die
TRAF3 mRNA Expression wurde densitometrisch ausgewertet und die Ergebnisse als Prozent der
Kontrolle angegeben (Mittelwerte + SEM, n=3).
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Abbildung 3.9. Shear Stress erh6ht zeit- und dosis-abhéangig die Protein Expression von TRAF3

A, Die TRAF3 Protein Expression wurde nach 6 h, 12 h, 18 h Shear Stress-Exposition (15 dynes/cm?)
oder (B) nach 18 h Shear Stress-Exposition (5, 15, 45 dynes/cm?) mittels Western Blot analysiert. Die
Expression von Aktin wurde zum Nachweis der Ladungsgleichheit verwendet. Gezeigt sind
reprasentative Experimente aus n=3.
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Abbildung 3.10. Effekt von Shear Stress auf die TRAF2, TRAF5 und CD40 Expression

A/B, HUVEC wurden fur 6 h, 12 h, 18 h laminarem Shear Stress (15 dynes/cmz) exponiert und (A) die
TRAF2 und (B) TRAF5 Protein Expression mittels Western Blot untersucht. Zum Nachweis der
Gleichladung wurde Aktin dargestellt. Gezeigt sind reprasentative Experimente aus n=3.

C, Der Effekt von Shear Stress auf die CD40 Expression wurde mittels Western Blot nach 18 h Shear
Stress-Exposition (15 dynes/cm?) untersucht. Zum Nachweis der Ladungsgleichheit wurde die
Expression von Aktin dargestellt. Gezeigt ist ein reprasentatives Experiment aus n=3.

3.3.1. Shear Stress hemmt die CD40L-induzierte MCP-1 Expression

Da Shear Stress atheroprotektiv wirksam ist und das potentiell inhibitorische Protein
TRAF3 erhoht, sollte der Effekt von Shear Stress auf die CD40 Liganden (CD40L)-
induzierte Aktivierung von Endothelzellen untersucht werden. Dazu wurde die CD40L-
induzierte MCP-1 Expression mittels Northern Blot analysiert. HUVEC wurden fir 12 h
mit laminarem Shear Stress exponiert, mit verschiedenen Konzentrationen des
rekombinanten, humanen CD40L inkubiert und erneut fir 6 h Shear Stress exponiert.
Wie in Abb. 3.11. gezeigt, reduzierte Shear Stress-Exposition signifikant die CD40L-

induzierte MCP-1 Expression.
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Abbildung 3.11. Shear Stress hemmt
die CD40L-induzierte MCP-1
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~;|< | ~;|< | _}'c | untersucht.  Zum  Nachweis der
p<0.05 p<0.05 p<0.05 Gleichladung wurde die 28S RNA
dargestellt. Gezeigt ist ein

reprasentatives Experiment aus n=4.

3.3.2. Shear Stress hemmt die CD40L-induzierte "Tissue Factor"

Expression

Die "Tissue Factor" (TF) Aktivitat ist an der Entziindungsreaktion von Endothelzellen
beteiligt, da es die Initiation der Gerinnungskaskade katalysiert und somit
prothrombotisch wirksam ist. Die Ergebnisse in Kapitel 3.3.1. haben gezeigt, dal3 Shear
Stress die CD40L-induzierte MCP-1 Expression hemmt. Daher stellte sich die Frage, ob
Shear Stress die CDA40L-induzierte TF Expression inhibiert. Die TF Aktivitdt bzw.
Expression wurde mit Hilfe eines Gerinnungs-Nachweises (,Clotting assay”) bestimmit.
Dabei wurde die Koagulationsaktivitat von Endothelzellen aufgrund ihrer TF Expression
in Citrat-Plasma nach Zugabe von Kalziumchlorid bestimmt. HUVEC wurden fir 12 h
mit laminarem Shear Stress exponiert, mit humanem CD40L (0,5 pg/ml) inkubiert und
erneut fir 6 h Shear Stress exponiert. Wie in Abb. 3.12. gezeigt, reduzierte Shear

Stress-Exposition signifikant die CD40L-induzierte TF Expression.

Abbildung 3.12. Shear Stress
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< Factor" (TF) Aktivitat wurde mit Hilfe
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3.3.3. Shear Stress reduziert die Thrombozyten-induzierte MCP-1

Expression

Unter pathophysiologischen Bedingungen sind aktivierte Thrombozyten die
wesentlichen Aktivatoren des CD40-Systems. Dabei fuhrt die Aktivierung von
Thrombozyten innerhalb einer Minute zur Expression eines Membran-standigen CD40
Liganden, der dann den endothelialen CD40 Rezeptor stimuliert. Diese Aktivierung des
CD40-Systems durch Thrombozyten induziert inflammatorische Prozesse in Zellen des
Gefal3systems, z.B. die Expression von IL-8, MCP-1 und Adhasionsmolekilen in
Endothelzellen (47,48). Da Shear Stress die CD40L-induzierte MCP-1 Expression
hemmt (Kap. 3.3.1.), sollte der Effekt von Shear Stress auf die Thrombozyten-induzierte
Endothelzell-Aktivierung untersucht werden. Dazu wurden Thrombozyten aus dem Blut
gesunder Probanden isoliert, gezahlt und mit Endothelzellen koinkubiert. Die
Aktivierung der Thrombozyten mit Thrombin wurde erst nach der Koinkubation mit den
Endothelzellen durchgefuhrt, da Thrombozyten unmittelbar nach der Aktivierung
aggregieren und dadurch eine gleichmafiige Verteilung der Thrombozyten auf den
Endothelzellen nicht méglich ware. Die Wirkung von Thrombin wurde nach 5 min mit
Hirudin inaktiviert, da Thrombin auch Endothelzellen nach langerer Inkubation aktiviert
(159). Die Endothelzellen wurden mit Shear Stress fur 12 h praexponiert und nach
Koinkubation mit den Thrombozyten fir weitere 6 h Shear Stress exponiert. Wie in Abb.
3.13. gezeigt, induzierte die Inkubation mit aktivierten Thrombozyten die MCP-1
Expression in Endothelzellen (302+11% der Kontrolle). Die Préaexposition von
Endothelzellen mit laminarem Shear Stress reduzierte signifikant die Thrombozyten-
induzierte MCP-1 Expression (228+18% der Kontrolle; Abb. 3.13.). Bei Inkubation der
Endothelzellen mit Thrombin, das zur Aktivierung der Thrombozyten eingesetzt wurde,
und Hirudin, das zur Neutralisierung von Thrombin verwendet wurde, blieb die MCP-1
Expression auf Kontrollniveau (89£17% der Kontrolle). Als weitere Kontrolle wurde der
Effekt von nicht aktivierten Thrombozyten auf die MCP-1 Expression in Endothelzellen
ausgeschlossen (Daten nicht gezeigt). Diese Ergebnisse zeigen, dald Shear Stress
sowohl die CD40L-induzierte Expression von inflammatorischen Molektlen als auch die
durch physiologische Stimuli, z.B. Thrombozyten, induzierte Aktivierung von

Endothelzellen hemmt.
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Abbildung 3.13. Shear Stress reduziert die
Thrombozyten-induzierte MCP-1 Expression

HUVEC wurden fir 12 h laminarem Shear
Stress (15 dynes/cm?®) exponiert. Danach
wurden die Zellen mit aktivierten
Thrombozyten, die aus dem Blut gesunder
Probanden isoliert und fir 5 min mit Thrombin
(0,2 U/ml) aktiviert wurden, und laminarem
Shear Stress fir weitere 6 h koinkubiert. Zum
Neutralisieren des Thrombins wurde Hirudin (2
U/ml) verwendet. Die MCP-1 Expression wurde
mittels Northern Blot analysiert. Zum Nachweis
der Gleichladung wurde die 28S RNA
dargestellt. Gezeigt ist ein reprasentatives
Experiment aus n=4. Die Northern Blots wurden
densitometrisch ausgewertet und die
Ergebnisse als Anstieg der Kontrolle
angegeben (Mittelwerte £+ SEM, n=4).

3.3.4. TRAF3 hemmt die CD40-Signalkaskade
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Die Bedeutung von TRAF3 in der Hemmung der CD40-Signalkaskade sollte durch

TRAF3 Uberexpression untersucht werden. Abbildung 3.14.A zeigt das iberexprimierte

HA-markierte TRAF3 im Vergleich zu endogenem TRAF3. In Leervektor-transfizierten

Zellen induzierte die Stimulation mit rekombinantem humanem CD40L die Expression
von MCP-1 und TF (Abb. 3.14.B/C). Im Gegensatz dazu, fuhrte die Uberexpression der
TRAF3 cDNA (wt) zu einer signifikanten Reduktion der MCP-1 und TF Expression (Abb.
3.14.B/C). Auch die CDA40L-induzierte Interleukin-8 (IL-8) Freisetzung wurde durch
Uberexpression von TRAF3 signifikant gehemmt (Abb. 3.14.D). Diese Ergebnisse

zeigen, dal? TRAF3 die CD40L-induzierte Aktivierung von Endothelzellen hemmt. Dabei

wird die Synthese von proinflammatorischen Molekilen, wie MCP-1, TF und IL-8 in

Endothelzellen inhibiert.
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Abbildung 3.14. TRAF3 hemmt die CD40L-induzierte MCP-1, "Tissue factor" und IL-8 Expression

A, HUVEC wurden mit einem Leervektor (pcDNA3.1) oder TRAF3 (wt) transfiziert. Die Expression des
endogenen TRAF3 und des transfizierten HA-markierten TRAF3 wurde mittels Western Blot nach 24 h
untersucht. Zum Nachweis der Gleichladung wurde die Aktin Expression gezeigt. Dargestellt ist ein
reprasentatives Experiment aus n=3.

B/C/D, HUVEC wurden mit einem Leervektor (pcDNA3.1) oder TRAF3 (wt) transfiziert und nach 18 h mit
humanem CD40L (0,5 pg/ml) fur 6 h inkubiert. (B) Die MCP-1 Expression wurde mittels Northern Blot
untersucht und densitometrisch ausgewertet. Zum Nachweis der Gleichladung wurde die 28S RNA
dargestellt. Gezeigt ist ein repréasentatives Experiment aus n=4. (C) Die "Tissue Factor" (TF) Aktivitat
wurde mit Hilfe eines "Clotting assay" nachgewiesen und die Ergebnisse als Prozent der Kontrolle
dargestellt (Mittelwerte + SEM, n=4). (D) Die IL-8 Freisetzung wurde mit einem ELISA bestimmt und die
Ergebnisse als Prozent der Kontrolle angegeben (Mittelwerte + SEM, n=4).

3.3.5. Bedeutung der Shear Stress-induzierten TRAF3 Expression in
der Hemmung der CD40-Signalkaskade

Die Beteiligung der Shear Stress-stimulierten TRAF3 Expression in der Hemmung der

CD40L-induzierten Aktivierung von Endothelzellen wurde durch Transfektion einer
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dominant-negativen TRAF3-Mutante (dnTRAF3), die N-terminal deletiert wurde und die
Aminosauren 340 - 568 der Originalsequenz enthalt, untersucht. Abbildung 3.15.A zeigt
die Uberexpression der myc-markierten dominant-negativen TRAF3 Mutante. Nach der
Transfektion wurden die Endothelzellen fir 12 h Shear Stress exponiert, mit
rekombinantem CDA40L stimuliert und weitere 6 h mit Shear Stress exponiert. Wie in
Abbildung 3.15.B gezeigt, wurde die CD40L-induzierte MCP-1 Expression in
Leervektor-transfizierten Zellen durch Shear Stress-Praexposition signifikant reduziert.
Der inhibitorische Effekt von Shear Stress in dnTRAF3-transfizierten Zellen konnte
jedoch nur partiell reduziert werden (Abb. 3.15.B). Dieses Ergebnis deutet darauf hin,
dall TRAF3 einen Teil des inhibitorischen Effektes von Shear Stress auf das CD40-
System vermittelt, méglicherweise jedoch zuséatzliche protektive Mechanismen durch

Shear Stress aktiviert werden.

Vektor dnTRAF3 Vektor  dnTRAF3
e B — ' I ‘
myc-markiertes -— - .'. < MCP-1
dnTRAF3
¥ E
| <« 28S RNA
AKtn 5| - - } A At 4 A
-+ + - + o+ CD40L (0,5 pg/ml)
- - + - -+ Shear Stress
L
*p<0.05
(n=4)

Abbildung 3.15. Dominant-negatives TRAF3 reduziert den protektiven Effekt von Shear Stress

A, HUVEC wurden mit einem Leervektor (pcDNA3.1) oder einer dominant-negativen TRAF3-Mutante
(dnTRAF3: AS 340-568) transfiziert. Die Expression des transfizierten myc-markierten TRAF3 wurde
mittels Western Blot nach 24 h untersucht. Zum Nachweis der Gleichladung wurde die Aktin Expression
gezeigt. Dargestellt ist ein reprasentatives Experiment aus n=3.

B, HUVEC wurden mit einem Leervektor (pcDNA3.1) oder einer dominant-negativen TRAF3-Mutante
(dnTRAF3: AS 340-5682) transfiziert. Die transfizierten Zellen wurden fur 12 h laminarem Shear Stress
exponiert (15 dynes/cm®), anschlieBend mit humanem CD40L (0,5 pg/ml) und Shear Stress fir weitere 6
h koinkubiert. Die MCP-1 Expression wurde mittels Northern Blot analysiert. Zum Nachweis der
Gleichladung wurde die 28S RNA dargestellt. Gezeigt ist ein reprasentatives Experiment aus n=4.
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3.3.6. TRAF3 Expression in vivo

Um die Bedeutung der Shear Stress-regulierten TRAF3 Expression in vivo zu
untersuchen, wurden humane atherosklerotische Plaques von Patienten mit koronarer
Herzkrankheit im Rahmen einer Endarterektomie entnommen und mit einem
spezifischen Antikorper gegen TRAF3 gefarbt. Wie in Abbildung 3.16. gezeigt, wurde
die TRAF3 Expression in Endothelzellen in Gefal3abschnitten tber dem Plaque und in
der maximalen Stenose, beides Regionen mit hohem laminarem Shear Stress,
signifikant erhoht. In dem GefaRabschnitt unterhalb des Plagues, wo niedriger oder
turbulenter Flul3 herrscht, wurde eine schwache TRAF3 Expression detektiert.
Zusatzlich wurden weitere serielle Schnitte des Plagues mit einem CD31 Antikdrper,
einem spezifischen Marker fir Endothelzellen, gefarbt. Zur Quantifizierung der TRAF3
Expression wurde die Intensitat der Farbung von 0 (keine Farbung) bis 4 (maximale
Farbung) eingestuft. Die Endothelzellen in den Gefal3regionen oberhalb des Plaques
wiesen eine TRAF3 Expression von 2,56 + 0,22 auf im Vergleich zu Regionen unterhalb
des Plaques (1,4 = 0,4; p=0,0045; n=9). Diese Ergebnisse bestétigen, dal3 der Blutflul3

tatsachlich auch in vivo die TRAF3 Expression reguliert.
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Abbildung 3.16. Shear Stress induziert die Expression von TRAF3 in vivo

Die immunhistochemische Analyse der TRAF3 Expression in humanen atherosklerotischen Plaques
wurde im Labor von Prof. A. Tedgui (INSERM U141, Hopital Lariboisiere) in Paris durchgefuhrt. Humane
atherosklerotische Plaques von Patienten mit koronarer Herzkrankheit wurden im Rahmen einer
Endarterektomie entnommen und mit einem spezifischen Antikdrper gegen TRAF3 gefarbt. Zum
Nachweis der Endothelzellen wurden weitere serielle Schnitte des Plaques mit einem CD31 Antikorper,
einem spezifischen Marker fir Endothelzellen, gefarbt. Die linke Abbildung zeigt schematisch einen
atherosklerotischen Plaque im Gefal3. Die Regionen, die immunhistochemisch analysiert wurden, sind
markiert. Die Pfeile deuten auf die Stromungsbedingungen des Blutflusses in den Gefal3abschnitten hin.
Dargestellt ist ein reprasentatives Experiment aus n=9.

3.3.7. Mechanismus des inhibitorischen Effektes von TRAF3 auf die
CD40-Signalkaskade

Zur Untersuchung des inhibitorischen Effektes von TRAF3 auf die CD40-Signalkaskade
wurde die Lokalisation von TRAF3 in Endothelzellen analysiert. Um die bereits
beschriebene Interaktion von TRAF3 mit der zytoplasmatischen Doméane des CD40
Rezeptors zu untersuchen, wurden HUVEC mit TRAF3 cDNA (wt) transfiziert. Nach

Immunprazipitation mit einem Antikorper gegen den CD40 Rezeptor wurde die Bindung
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von TRAF3 mittels Western Blot untersucht. Wie in Abbildung 3.17. gezeigt, konnte
keine Interaktion von TRAF3 mit dem CD40 Rezeptor mittels Immunprazipitation
detektiert werden. Der Western Blot wurde zusétzlich mit einem Antikorper gegen CD40
entwickelt, um sicherzustellen, daf3 CD40 immunprazipitiert wurde. Als weitere Kontrolle
wurde die TRAF3 Expression im Kontrollextrakt nachgewiesen. Um unspezifische
Banden des CD40 Rezeptor-Antikdrpers auszuschlieBen, wurde der Antikdrper in

Lysispuffer inkubiert und ebenfalls dargestellt (Abb. 3.17.).

Abbildung 3.17. TRAF3 interagiert nicht mit

IP: anti-CD40 dem CD40 Rezeptor

Kontroll-

| |
TRAF3 1gG extrakt
g X HUVEC wurden mit TRAF3 (wt) transfiziert. CD40

. : wurde immunprazipitiert und TRAF3 im Western
F T Blot untersucht. Der Western Blot wurde zusatzlich
mit einem Antikdrper gegen CD40 entwickelt, um
’ das immunprazipitierte CD40 nachzuweisen. Die
! TRAF3 Expression wurde im Kontrollextrakt
: detektiert. Zusatzlich wurde der CD40 Antikdrper in
Lysispuffer inkubiert und aufgetragen. Dargestellt
ist ein reprasentatives Experiment aus n=3.

WB: TRAF3»

WB: CD40-»

Da die Interaktion von TRAF3 mit dem CD40 Rezeptor nicht gezeigt werden konnte,
sollte nun die Lokalisation von TRAF3 in Endothelzellen mittels Immunfarbung
untersucht werden. Es konnte gezeigt werden, dal3 TRAF3 hauptsachlich im oder am
Kern lokalisiert ist, wahrend TRAF5 gleichmallig im Zytoplasma und Kern verteilt ist
(Abb. 3.18.). Zum Nachweis der Kerne wurden die Zellen mit DAPI gegengeféarbt. Die
Lokalisation von TRAF3 im Kern konnte ebenfalls in der Western Blot Analyse bestatigt
werden. Dazu wurden HUVEC mit humanem CDA4O0L fir 6 h stimuliert, die Proteine der
Kern- und Zytoplasmafraktion isoliert und die TRAF3 Expression im Western Blot
untersucht. Wie in Abbildung 3.19. dargestellt, lokalisiert TRAF3 hauptséchlich in der
Kernfraktion. Zum Nachweis der Kern-Zytoplasma-Separation wurde die Expression der

Topoisomerase [, die sich ausschlie3lich im Kern befindet, gezeigt (Abb. 3.19.).
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Abbildung 3.18. Lokalisation von TRAF3 und TRAF5 in Endothelzellen

HUVEC wurden mit einem Antikdrper gegen TRAF3 oder TRAF5 und einem FITC-konjugierten
Zweitantikorper gefarbt und photographiert. Zum Nachweis der Kerne wurden die Zellen mit DAPI
gegengefarbt. Dargestellt sind reprasentative Experimente aus n=3.

Kern Zytoplasma Abbildung  3.19. TRAF3 lokalisiert
| + I o CD40L hauptsachlich im Zellkern

’u‘ - - < TRAF3 HUVEC wurden mit humanem CD40L (0,5
pg/ml) fir 6 h inkubiert. Nach Separation der

Kern- und Zytoplasma-Proteine wurde die
T G T s | €= Aktin TRAF3 Expression im Western Blot
untersucht. Zum Nachweis der Gleichladung

wurde die Aktin Expression gezeigt. Die
s c— < Topoisomerase | Isolierung der Kern-Proteine wurde durch

Expression der Topoisomerase I
nachgewiesen. Dargestellt ist ein
reprasentatives Experiment aus n=3.

Die Expression von proinflammatorischen Molekilen, wie MCP-1, IL-8 und TF, kann
Uber die Aktivierung verschiedener Transkriptionsfaktoren wie z.B. NFkB, AP-1 und SP-
1 vermittelt werden (160,161). Da NFkB der Kklassische inflammatorische
Transkriptionsfaktor ist, der eine Vielzahl von Zytokinen und Chemokinen aktiviert, sollte
zunachst die Beteiligung von NFkB an der CD40-induzierten Aktivierung von

Endothelzellen untersucht werden. Die CD40-vermittelte Aktivierung von NFKB erfolgt
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Uber die Phosphorylierung und Degradation des NFkB-Inhibitors IkBa (56,57). Aus
diesem Grund wurden HUVEC fiur verschiedene Zeitpunkte mit CD40L stimuliert und
die Degradation des NFkB-Inhibitors IkBa mittels Western Blot-Analyse untersucht. Die
Expression von IkBa blieb nach Inkubation mit CD40L zu den angegebenen
Zeitpunkten unverandert (Abb. 3.20.A). Auch die Koinkubation der Endothelzellen mit
CD40L und Shear Stress hatte keinen EinfluR auf die Stabilitdt von IkBa (Abb. 3.20.A).
Als Positivkontrolle wurden die Zellen mit TNFa stimuliert. Wie in Abbildung 3.20.A
gezeigt, induzierte TNFa die Degradation von IkBa. Zum Nachweis, dal3 die CD40-
vermittelte MCP-1 Expression tatsachlich nicht Gber NFkB mediiert wird, wurde der
NFkB-Inhibitor PDTC eingesetzt. Die Koinkubation mit PDTC hatte keinen Effekt auf die
CDA40L-induzierte MCP-1 Expression (Abb. 3.20.B). Auch die alleinige Inkubation mit
PDTC hatte keinen Einflul3 auf die MCP-1 Expression (Daten nicht gezeigt). Zusatzliche
Kontrollexperimente bestatigten die inhibitorische Wirkung von PDTC auf die TNFa-
induzierte MCP-1 Expression (Daten nicht gezeigt). Da die Stimulation mit CD40L
keinen Einflu3 auf die Degradation von IkBa hatte und der NFkB-Inhibitor PDTC die
CD40L-induzierte MCP-1 Expression nicht inhibierte, kann eine Aktivierung des

Transkriptionsfaktors NFKB ausgeschlossen werden.

- - — e—— evee o= | 4— KBq . . <4— MCP-1
l |
TNFa rCDAOL -+ + CDA40L (0.5 pg/ml)
15 5 15 30 60 15  Inkubationszeit (min) - - + PDTC (100 pMm)

- + Shear Stress 12 h

Abbildung 3.20. Beteiligung des Transkriptionsfaktors NFkB an der CD40-Signalkaskade

A, HUVEC wurden fur die angegebenen Zeitpunkte mit humanem CD40L (0,5 pg/ml) oder 15 min mit
TNFa (50 ng/ml) inkubiert. Shear Stress-praexponierte (12 h) HUVEC wurden ebenfalls 15 min mit
humanem CD40L (0,5 pg/ml) stimuliert. Die Degradation des NFkB-Inhibitors IkBa wurde im Western
Blot untersucht. Zum Nachweis der Gleichladung wurde die Aktin Expression dargestellt. Gezeigt ist ein
reprasentatives Experiment aus n=3.

B, HUVEC wurden mit humanem CD40L (0,5 pg/ml) fir 6 h inkubiert. Der NFkB-Inhibitor PDTC (100 uM)
wurde 30 min vor Zugabe des CD40L inkubiert. Die MCP-1 Expression wurde mittels Northern Blot
untersucht. Zum Nachweis der Gleichladung wurde die 28S RNA dargestellt. Gezeigt ist ein
reprasentatives Experiment aus n=3.



Ergebnisse 65

3.4. Shear Stress erhoht die Expression der Integrin-

Untereinheiten a5 und 31

Integrine, heterodimere Transmembran-Glykoproteine, sind von zentraler Bedeutung fur
die Mechanotransduktion von Shear Stress, da sie das Zytoskelett der Zelle mit der
extrazellularen Matrix verbinden (137,138). Muller und Mitarbeiter haben gezeigt, dal3
die Shear Stress-induzierte, NO-abhangige Vasodilatation in Koronararterien durch
Zugabe von RGD-Peptiden, die die Interaktion von Integrinen mit der extrazellularen
Matrix blockieren, gehemmt wird (146). Da Integrine auch an anderen wichtigen
Prozessen, wie Adhasion und Uberleben von Endothelzellen, beteiligt sind, sollte der
Effekt von Shear Stress auf die Expression verschiedener Integrin-Untereinheiten
analysiert werden (152,162).

Wie in Kapitel 3.1. bereits beschrieben, erhdhte Shear Stress die Expression der
Fibronektin-Rezeptor-Untereinheiten a5 und 31 mit einem Maximum nach 6 h Shear
Stress-Exposition (Abb. 3.21.). Im Gegensatz dazu, wurde die Expression der
Vitronektin-Rezeptor-Untereinheit av nicht reguliert (Shear Stress 12 h: 95+27% der
Kontrolle). Da Shear Stress die Expression der Integrine a5 und 31 um das 2-fache
erhohte, wurde im folgenden die Expression und Funktion der Integrine a5 und R1

naher untersucht.
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Abbildung 3.21. Shear Stress induziert die mRNA Expression der Integrin-Untereinheiten
a5 und R1

A/B, HUVEC wurden fur 3 h, 6 h und 12 h laminarem Shear Stress (15 dynes/cmz) exponiert. Die mMRNA
Expression der Integrin-Untereinheiten a5 (A) und B1 (B) wurde mittels "Atlas cDNA Expression Array"
untersucht. Die Ergebnisse sind als Prozent der Kontrolle graphisch dargestellt (Mittelwerte + SEM, n=3).
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Der Shear Stress-induzierte Anstieg der mRNA der Integrine a5 und 31 kann sowohl
auf einer transkriptionellen Aktivierung als auch auf Erhéhung der mRNA Stabilitat
beruhen. Zur Klarung dieser Frage wurden "Nuclear run on"-Experimente durchgefihrt.
Dazu wurden HUVEC 6 h laminarem Shear Stress exponiert, die Kerne Uber einen
Sucrose-Gradienten isoliert und die mRNA mit **P-UTP in vitro transkribiert. Die
radioaktiv-markierte RNA wurde mit der auf einer Nylonmembran immobilisierten cDNA
von Integrin a5, 31 und GAPDH hybridisiert. Wie in Abbildung 3.22. gezeigt, blieb die
transkriptionelle Expression von Integrin a5 und 31 nach Shear Stress-Exposition (6 h)
unverandert, was darauf hindeutet, daf3 Shear Stress die mMRNA Stabilitdt der Integrine
a5 und 31 erhoht.
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Abbildung 3.22. Effekt von Shear Stress auf die Integrin Transkription

A/B/C, HUVEC wurden fir 6 h laminarem Shear Stress (15 dynes/cmz) exponiert. Nach Isolierung der
Zellkerne wurden diese in vitro transkribiert und mit einer Nylonmembran, auf der die cDNA der Integrine
a5, B1 und GAPDH immobilisiert wurde, hybridisiert. Zum Nachweis der Ladungsgleichheit wurde die
Transkription der GAPDH gezeigt. (A) Dargestellt ist ein reprasentatives Experiment aus n=4. (B/C) Die
"Nuclear run on"-Experimente wurden densitometrisch ausgewertet und die Ergebnisse als Prozent der
GAPDH graphisch dargestellt (Mittelwerte + SEM, n=4).
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Zur Bestéatigung der erhdhten mRNA Expression wurde die Protein Expression der
Fibronektin-Rezeptor-Untereinheiten a5 und R1 mittels Western Blot-Analyse nach
Shear Stress-Exposition untersucht. Shear Stress induzierte zeit-abhangig die
Expression von Integrin a5 und R1 (Abb. 3.23.A-D). Auch nach langfristiger Shear
Stress-Exposition (24 h bis 48 h) blieb die Integrin a5 und 31 Expression erhdht (Abb.
3.24.). Zur Untersuchung des dosis-abhangigen Effektes von Shear Stress auf die
Expression der Integrin-Untereinheiten wurden HUVEC fir 18 h mit einer Shear Stress-
Starke von 5, 15 oder 45 dynes/cm? inkubiert. Abb. 3.23.E/F zeigt die dosis-abhangige

Erh6hung der Integrin a5 und 31 Protein Expression durch Shear Stress.
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Abbildung 3.23. Shear Stress induziert zeit- und dosis-abhéngig die Expression der Fibronektin-
Rezeptor-Untereinheiten a5 und 31

A/B/C/D, HUVEC wurden fur 6 h, 12 h und 18 h laminarem Shear Stress (15 dynes/cmz) exponiert und
die Expression der Integrine a5 (A) und R1 (C) mittels Western Blot analysiert. Zum Nachweis der
Gleichladung wurde die Expression von Aktin untersucht. Dargestellt sind repréasentative Experimente
aus n=4. (B/D) Die Western Blots wurden densitometrisch ausgewertet und die Ergebnisse als Prozent
der Kontrolle graphisch darstellt (Mittelwerte £+ SEM, n=4). (E/F), HUVEC wurden mit 5, 15 und 45
dynes/cm? laminarem Shear Stress (18 h) exponiert und die Expression der Integrine a5 (E) und R1 (F)
mittels Western Blot analysiert. Zum Nachweis der Gleichladung wurde die Expression von Aktin
untersucht. Dargestellt sind reprasentative Experimente aus n=4.
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Abbildung 3.24. Shear Stress induziert langfristig die Expression der Fibronektin-Rezeptor-
Untereinheiten a5 und 31

A/B, HUVEC wurden fiir 24 h und 48 h laminarem Shear Stress (15 dynes/cm?) exponiert und die
Expression der Integrine a5 (A) und 31 (B) mittels Western Blot untersucht. Die Aktin Expression wurde
zum Nachweis der Gleichladung gezeigt. Dargestellt sind reprasentative Experimente aus n=3.

Die funktionelle Relevanz der erhéhten mRNA und Protein Expression wurde durch
Nachweis der Oberflachenexpression der Integrine a5 und 31 mittels FACS-Analyse
bestétigt. Wie in Abbildung 3.25.A-D dargestellt, erhdhte Shear Stress-Exposition die
Zelloberflachenexpression von Integrin a5 und 31 nach 24 h. Im Gegensatz dazu, ist
die Expression anderer Integrin-Untereinheiten, z.B. Integrin 34, nach Shear Stress-
Exposition nicht reguliert (Abb. 3.25.E). Diese Ergebnisse zeigen, dal3 Shear Stress
spezifisch die Expression der Fibronektin-Rezeptor-Untereinheiten a5 und R1 in

Endothelzellen reguliert.
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Abbildung 3.25. Shear Stress induziert die Zelloberflachen Expression der Fibronektin-Rezeptor-

Untereinheiten a5 und R1

A/B/C/D/E, HUVEC wurden fir 24 h laminarem Shear Stress (15 dynes/cmz) in EBM-Medium + 1% BSA
exponiert und die Zelloberflachen Expression der Integrine a5 (A) und R1 (C) und 34 (E) mittels FACS-
Analyse untersucht. Die Pfeile markieren die ungefarbten Zellen, die statischen Kontrollen und die Shear
Stress-exponierten Zellen. (A/C/E) Gezeigt sind reprasentative Histogramme aus n=5. (B/D) Die
Fluoreszenz-Intensitat (FL1-H) der Kontrollen im Vergleich zu Shear Stress-exponierten Zellen wurde
graphisch dargestellt (Mittelwerte £ SEM, n=5, *p<0,01 versus Kontrolle).
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3.4.1. Mechanismus der Shear Stress-induzierten Integrin Expression

3.4.1.1. Rolle von NO in der Shear Stress-induzierten Integrin Expression

Murohara und Mitarbeiter haben gezeigt, dalR die Hemmung der endothelialen NO-
Synthase (eNOS) mit L-NAME die Zelloberflachenexpression des Vitronektin-Rezeptors
avR3 in Endothelzellen reduziert (151). Da Shear Stress die Aktivitat der eNOS
stimuliert, kdnnte NO an der Regulation der Shear Stress-induzierten Expression der
Integrine a5 und R1 beteiligt sein (108,133).

Zur Aufklarung des Mechanismus der Shear Stress-induzierten Integrin a5 und R1
Expression wurde der Effekt von NO untersucht. Dazu wurden HUVEC mit den NO-
Donoren SNP oder PAPA NONOate (50 pM) fur 12 h inkubiert und die Integrin
Expression mittels Western Blot-Analyse untersucht. Sowohl SNP als auch PAPA
NONOate erhohten signifikant die Expression der Integrine a5 und 31, ahnlich der
Shear Stress-stimulierten Integrin Expression (Abb. 3.26. und Daten nicht gezeigt).
Durch die Hemmung der eNOS mit LNMA (1 mM) konnte die Shear Stress-induzierte
Integrin a5 und 1 Expression nach 12 h Inkubation allerdings nicht inhibiert werden
(Abb. 3.26.). Demnach wird die Integrin a5 und 31 Expression durch NO stimuliert,
wobei die Shear Stress-induzierte Erh6hung der Integrine a5 und 31 unabhangig von

NO ist und vermutlich Gber einen anderen Signaltransduktionsweg vermittelt wird.
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Abbildung 3.26. Die Shear Stress-induzierte Expression der Integrine a5 und 1 ist unabhéngig
von Stickstoffmonoxid (NO)

A/B/C, HUVEC wurden fur 12 h mit dem NO-Donor SNP (50 puM) oder laminarem Shear Stress (15
dynes/cmz) inkubiert. Der NO-Synthase-Inhibitor LNMA (1 mM) wurde 30 min vor Shear Stress-
Exposition prainkubiert. Die Expression der Integrine a5 und 1 wurde mittels Western Blot analysiert.
Zum Nachweis der Gleichladung wurde die Aktin Expression gezeigt. (A) Dargestellt ist ein
reprasentatives Experiment aus n=4. (B/C) Die Western Blots wurden densitometrisch ausgewertet und
die Ergebnisse als Prozent der Kontrolle graphisch dargestellt (Mittelwerte £+ SEM, n=4).

3.4.1.2. Rolle von Wachstumsfaktoren in der Shear Stress-induzierten Integrin-

Expression

Als weiterer moglicher Mechanismus, Uber den Shear Stress die Integrin Expression
stimuliert, kdbnnte eine Hochregulation von Wachstumsfaktoren in Frage kommen, da
bekannt ist, da? Shear Stress Wachstumsfaktoren freisetzt und Wachstumsfaktoren die

Expression verschiedener Integrine (z.B. av33) stimulieren (117,163).
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Zur Klarung dieser Hypothese wurde der Effekt von konditioniertem Medium auf die
Integrin a5 und R1 Expression untersucht. HUVEC wurden 24 h mit laminarem Shear
Stress exponiert. AnschlieBend wurden Endothelzellen, die unter statischen
Bedingungen gehalten wurden, mit dem Medium der statischen Kontrolle bzw. der
Shear Stress-exponierten Zellen fir weitere 24 h inkubiert. Wie in Abbildung 3.27.
gezeigt, blieb die Integrin a5 und R1 Expression nach Inkubation mit konditioniertem
Medium von Shear Stress-exponierten Zellen unverandert. Somit ist die Freisetzung
von Wachstumsfaktoren aus Shear Stress-exponierten Endothelzellen nicht an der

Shear Stress-induzierten Expression der Integrine a5 und 31 beteiligt.
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Shear Stress (24 h) - + - +

Abbildung 3.27. Effekt von konditioniertem Medium

A/B, HUVEC wurden fir 24 h laminarem Shear Stress (15 dynes/cm?) exponiert oder unter statischen
Bedingungen gehalten. Das konditionierte Medium wurde enthnommen, auf statische Zellen gegeben und
fur weitere 24 h inkubiert. Die Expression der Integrine a5 (A) und 31 (B) wurde mittels Western Blot
untersucht. Zum Nachweis der Gleichladung wurde die Aktin Expression gezeigt. Dargestellt sind
reprasentative Experimente aus n=3.

3.4.2. Shear Stress induziert Endothelzell-Adhasion

Die Adhéasion von Endothelzellen an die extrazellulare Matrix ist eine wichtige
Voraussetzung fiir das Uberleben der Zellen. Verlieren adharente Zellen den Kontakt
zur extrazellularen Matrix, gehen sie in Apoptose Uber, einen Vorgang, der auch als
"anoikis" bezeichnet wird (162,164). Da Integrine die Adh&sion von Zellen an die
extrazellulare Matrix vermitteln, sollte der Effekt der Shear Stress-induzierten Integrin
a5 und 1 Expression auf die Adh&sion von Endothelzellen untersucht werden. Dazu
wurden HUVEC fur 24 h mit laminarem Shear Stress exponiert, mit EDTA von der

Zellkulturschale abgel6st und erneut fur 20 min ausplattiert. Die Shear Stress-
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Prainkubation (24 h) erhohte signifikant die Anzahl der adharenten Zellen nach
erneutem Ausplattieren fr 20 min (178+10% versus statische Kontrolle; Abb. 3.28.A).
Weiterhin blieb die Anzahl der adhéarenten Zellen, die fur 24 h Shear Stress
praexponiert wurden, nach erneutem Ausplattieren im Verlauf bis zu 120 min erhdht
(Abb. 3.28.C).
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Abbildung 3.28. Shear Stress induziert die Adhasion von Endothelzellen

A/B, HUVEC wurden unter statischen Bedingungen gehalten oder fir 24 h mit laminarem Shear Stress
(15 dynes/cm?®) praexponiert. Nach Ablosen der Zellen wurden diese gezahlt und erneut auf
Zellkulturschalen fur 20 min ausplattiert. Der MEK-1-Inhibitor PD98059 (10 uM) wurde 5 min vor
erneutem Ausplattieren zugegeben. (A) Die ausplattierten adhérenten Zellen wurden gezahlt und die
Ergebnisse als Prozent der Kontrolle angegeben (Mittelwerte £+ SEM, n=4). (B) Die ausplattierten
adharenten Zellen wurden in Puffer lysiert und die ERK1/2-Phosphorylierung mittels
phosphospezifischem ERK1/2 Antikérper im Western Blot untersucht. Zum Nachweis der Gleichladung
wurde die ERK1/2 Expression dargestellt. Gezeigt ist ein représentatives Experiment aus n=3. (C)
HUVEC wurden unter statischen Bedingungen gehalten oder fir 24 h mit laminarem Shear Stress (15
dynes/cmz) préaexponiert. Nach Ablésen der Zellen wurden diese gezahlt und erneut auf Zellkulturschalen
fur 20, 40, 60 und 120 min ausplattiert. Die ausplattierten adhérenten Zellen wurden gezahlt und die
Ergebnisse als absolute Anzahl pro Gesichtsfeld angegeben (Mittelwerte £+ SEM, n=3).
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Die Blockierung der Integrin-Matrix-Interaktion, v.a. die Bindung an Fibronektin und
Vitronektin, durch RGD-Peptide (0,5 mM) hemmte signifikant die Shear Stress-
induzierte Zelladhasion (Abb. 3.29.), wahrend Kontroll-Peptide (RGE) keinen Effekt
hatten (Daten nicht gezeigt). Um die spezifische Beteiligung der Shear Stress-
induzierten Integrin a5 und R1 Expression an der Erh6hung der Zelladh&sion zu
untersuchen, wurden die Shear Stress praexponierten Endothelzellen mit
neutralisierenden Antikérpern gegen Integrin a5 und 31 inkubiert. Wie in Abbildung
3.29. gezeigt, konnte die Shear Stress-induzierte Zelladhasion durch neutralisierende
Antikdrper gegen Integrin a5 und 31 signifikant gehemmt werden. Weiterhin fuhrte die
Inhibition der MAP-Kinase ERK1/2 durch PD98059 (10 uM) zu einer Blockade der
Zelladhasion unter Kontrollniveau (Abb. 3.28.A).

- D Kontrolle
[} -

= 200 [ shear Stress-Praexposition
<

S

¥ 1501

(=]

S * *

c

L 100+

@

N

Q

@ 501

Hy}

5

< 0

- RGD anti-a5  anti-ab5 anti-R1
+anti-R1

Abbildung 3.29. Shear Stress induziert Gber Integrine die Adhéasion von Endothelzellen

HUVEC wurden unter statischen Bedingungen gehalten oder fir 24 h mit laminarem Shear Stress (15
dynes/cmz) préaexponiert. Nach Ablésen der Zellen wurden diese gezahlt und erneut auf Zellkulturschalen
fir 20 min ausplattiert. Die RGD-Peptide (0,5 mM) und die neutralisierenden Antikérper gegen Integrin a5
und B1 (Verdinnung 1:100) wurden 5 min vor Ausplattieren zugegeben. Die ausplattierten adharenten
Zellen wurden gezéahlt und die Ergebnisse als Prozent der Kontrolle angegeben (Mittelwerte £+ SEM, n=3,
*p<0,05 versus Shear Stress Praexposition).

Die Adhéasion von Endothelzellen auf eine Fibronektin-Matrix stimuliert die Aktivierung
der zellprotektiven MAP-Kinase ERK1/2 (147,149). Da Shear Stress die Expression der
Integrine a5 und 1 erhoht, sollte der Effekt der Shear Stress Praexposition auf die
Adhasions-induzierte Aktivierung der MAP-Kinase ERK1/2 nach erneutem Ausplattieren
untersucht werden. Dazu wurden HUVEC fir 24 h laminarem Shear Stress
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praexponiert, von der Kulturschale abgel6st, erneut fir 20 min ausplattiert und die
Phosphorylierung der MAP-Kinase ERK1/2 mittels phosphospezifischem Antikorper
nachgewiesen. Die ERK1/2-Phosphorylierung wurde in ausplattierten Endothelzellen,
die zuvor fur 24 h Shear Stress-praexponiert wurden, deutlich erhoht (206+77% der
Kontrolle, Abb. 3.28.B). Im Gegensatz dazu, blieb die ERKZ1/2-Aktivierung nach
erneutem Ausplattieren durch kurzfristige Shear Stress Praexposition fir 20 min

unverandert (Daten nicht gezeigt).

3.4.3. Der antiapoptotische Effekt von Shear Stress ist Integrin-

abhangig

Laminarer Shear Stress hemmt die Apoptose von Endothelzellen, die durch
verschiedene proatherosklerotische Faktoren, wie TNFa, oxLDL und Angll, induziert
wird (106,107). Verschiedene Studien haben gezeigt, dal3 Integrine (a5R1, avi33)
ebenfalls antiapoptotisch wirksam sind (165-167). Daher sollte die Beteiligung der
Integrine an dem antiapoptotischen Effekt von Shear Stress durch Inkubation mit RGD-
Peptiden, die die Bindung an die Matrix (v.a. Fibronektin und Vitronektin) blockieren,
untersucht werden. Die Apoptose von Endothelzellen wurde durch Analyse der
kondensierten Zellkerne, ein charakteristisches Merkmal der Apoptose, nach
Kernfarbung mit DAPI im Fluoreszenzmikroskop bestimmt. Die Inkubation von HUVEC
mit RGD-Peptiden (0,5 mM) fur 18 h induzierte Apoptose (316+87% der Kontrolle),
wahrend Kontroll-Peptide (RGE; 0,5 mM) keinen Effekt hatten (Abb. 3.30. und Daten
nicht gezeigt). Die Koinkubation von Endothelzellen mit RGD-Peptiden und einem
spezifischen Caspase-3-Inhibitor (AcDEVD-CHO; 100 uM) hemmte signifikant die RGD-
Peptid-induzierte Apoptose (183+55% der Kontrolle; Abb. 3.30.). Dieses Ergebnis laf3t
eine Beteiligung der Caspase-Kaskade an der RGD-Peptid-induzierten Apoptose
vermuten. Die Exposition der Endothelzellen mit laminarem Shear Stress fur 18 h
konnte die RGD-Peptid-induzierte Apoptose nicht hemmen (326£61% der Kontrolle,
Abb. 3.30.), was darauf hindeutet, da3 Shear Stress RGD-sensitive Integrine (a531,

avi33) bendtigt, um den antiapoptotischen Effekt auf Endothelzellen zu vermitteln.
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Abbildung 3.30. Der antiapoptotische Effekt von Shear Stress
ist Integrin-abhéangig

HUVEC wurden 18 h mit RGD-Peptiden (0,5 mM) inkubiert oder mit
RGD-Peptiden (0,5 mM) und Shear Stress (15 dynes/cmz) oder
AcDEVD-CHO (100 pM) koinkubiert. Nach Farbung der Zellkerne
wurde der Anteil apoptotischer Zellen bestimmt und die Ergebnisse
als Prozent der Kontrolle angegeben (Mittelwerte + SEM, n=3,
*p<0,05 versus RGD). Dieses Experiment wurde in Zusammenarbeit
von Dr. D.H. Walter durchgefihrt.
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4. Diskussion

4.1. Die Shear Stress-regulierte Genexpression in

Endothelzellen

Die laminare Schubspannung des Blutes, Shear Stress, ist einer der wichtigsten
endogenen atheroprotektiven Faktoren im kardiovaskularen System. Da Shear Stress
Uber verschiedene Mechanismen antiinflammatorisch, antithrombotisch und
antiapoptotisch wirksam ist, sollte im Rahmen dieser Arbeit die Shear Stress-induzierte
Genexpression in Endothelzellen untersucht werden, um weitere Endothel-protektive
Effekte von Shear Stress zu identifizieren. Die Shear Stress-regulierte Genexpression in
Endothelzellen wurde mittels "Atlas cDNA Expression Array"”, der die Analyse von 588
Genen verschiedener Genfamilien ermdglicht, untersucht. Zusammenfassend wurde
eine Vielzahl von Genen mit unterschiedlichsten Funktionen durch Shear Stress
reguliert, die jedoch in dieser Arbeit nicht alle naher analysiert wurden. Als Schwerpunkt
der vorliegenden Arbeit wurde die Funktion der Shear Stress-induzierten
Hochregulation der Proteine Clusterin, TRAF3 und Integrine untersucht und deren
Bedeutung fir Endothelzellen geklart. Diese Daten sind in den Kapiteln 4.2. — 4.4.
ausfuhrlich diskutiert. Die Auswertung des "Atlas cDNA Expression Array" ergab
dariiberhinaus Informationen Uber die Shear Stress-induzierte Expression
verschiedener Apoptose-regulierender Gene. Die Bedeutung fir die antiapoptotische

Wirkung von Shear Stress ist in dem folgenden Abschnitt diskutiert.

Die Shear Stress-induzierte Expression der "Heat Shock Proteine” Hsp 27 und Hsp 70,
die eine wichtige Funktion bei der Hemmung der Apoptose von Endothelzellen ausiiben
(168,169), tragt moglicherweise zu den antiapoptotischen Eigenschaften von Shear
Stress bei. Hsp70 hemmt die Apoptose, indem es an Caspasen bindet und die Bildung
des Apoptose-Komplexes verhindert (169). Fur Hsp90 konnte bereits eine Interaktion
mit der antiapoptotischen Protein-Kinase Akt gezeigt werden, die durch Bindung an
Hsp90 vor Dephosphorylierung und Inaktivierung geschitzt wird (170). Ahnliche
Mechanismen konnten auch fur Hsp27 und Hsp70 angenommen werden und in
weiteren Versuche untersucht werden. Da NO die Expression von Hsp70 Uber den
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.,Heat Shock Faktor 1“ in glatten Muskelzellen induziert (171), kdnnte die erhohte
Expression von Hsp27 und Hsp70 Uber die Shear Stress-induzierte NO-Freisetzung
vermittelt werden. Zusétzlich konnte gezeigt werden, dal3 Shear Stress die Expression
von Hsp60 in Endothelzellen induziert (172). Auch das antiapoptotische Protein DAD-1
("defender against cell death-1") wurde durch Shear Stress-Exposition in Endothelzellen
erhoht und ist moglicherweise protektiv wirksam, da DAD-1"-Maus-Embryonen eine
erhohte Apoptose verschiedener Zellen aufweisen (173). Im Gegensatz dazu, wurden
auch proapoptotische Proteine, wie z.B. Caspase-9, Bak und Bax durch Shear Stress
induziert. Die erhthte mRNA Expression der Caspase-9, die an der Apoptose-
Signalkaskade in Endothelzellen beteiligt ist, deutet jedoch nicht automatisch auf eine
erhohte Aktivitat hin, da Caspasen erst durch proteolytische Spaltung aktiviert werden
(174,175). Desweiteren ist das Apoptose-Programm in Endothelzellen ein komplexes
Zusammenspiel pro- und antiapoptotischer Faktoren, die sich gegenseitig unterstitzen
oder inhibieren (176,177). Beispielsweise konnte die Shear Stress-induzierte
Expression des antiapoptotischen Proteins Al, die erhdhte Expression von Bak und
Bax, die ebenfalls zur Familie der Bcl-2-Proteine gehdren, kompensieren. Weitere
Versuche wéaren sinnvoll, um die Regulation einzelner Proteine im Zusammenspiel mit
allen Apoptose-relevanten Proteinen in der Zelle zu untersuchen. Die Analyse der
Expression der Apoptose-Inhibitoren IAP1, IAP2 und XIAP, die durch direkte Hemmung
der Caspase-Kaskade antiapoptotisch wirksam sind, war aufgrund der niedrigen

Expression nicht moglich.
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4.2. Bedeutung der Shear Stress-induzierten Expression des

Komplement-Inhibitors Clusterin

Das Komplementsystem stimuliert die Aktivierung von Endothelzellen, die in der
initialen Phase der Atherosklerose zu endothelialer Dysfunktion fuhrt (7,11,24). Im
Gegensatz dazu, ist die laminare Schubspannung des Blutes, der Shear Stress,
atheroprotektiv wirksam (81). In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dafl3
Shear Stress die Komplement-induzierte Aktivierung von Endothelzellen Uber die
erhohte Expression des Komplement-Inhibitors Clusterin hemmt. Die Beteiligung des
Komplementsystems an der Atherogenese wurde bereits mehrfach beschrieben
(11,24,25). Beispielsweise wird die Entstehung atherosklerotischer Lasionen in
Komplement-defizienten Kaninchen verhindert (26). Desweiteren fihrt die Inkubation
von Endothelzellen mit dem terminalen Komplementkomplex oder Komplementfaktoren
zur Synthese von Entzindungsmediatoren wie z.B. Interleukinen und MCP-1
(12,27,29,30). Zu den Faktoren, die zur Aktivierung des Komplementsystems im
Rahmen der Atherogenese fiihren, gehdren Chlamydia pneumoniae-Infektionen,
enzymatisch modifiziertes LDL, das Akut-Phase Protein "C-reaktives Protein” (CRP)
und Phosphatidylserin, ein Phospholipid, das nach Induktion der Apoptose an die
Zelloberflache  transloziert  (8,11,25,32-37,178,179). Die  Aktivierung des
Komplementsystems durch das Phosphatidylserin apoptotischer Zellen erklart
maoglicherweise die Beteiligung des Komplementsystems an der Pathogenese der
Atherosklerose und anderen Apoptose-assoziierten Krankheiten wie AIDS und
Myokardinfarkt (180,181).

4.2.1. Shear Stress stimuliert die Expression des Komplement-

Inhibitors Clusterin

Clusterin ist ein heterodimeres Glykoprotein, das, neben seiner Funktion als
Komplement-Inhibitor, Chaperone-ahnliche Aktivitat besitzt, Zelliberleben reguliert und
zusatzlich am Transport von Lipoproteinen beteiligt ist (41,43,44). Clusterin bindet an

die Komplement-Komponenten C7, C8 und C9 und verhindert die Bildung des



Diskussion 81

membran-angreifenden Komplexes C5b-9 (42). Das Komplementsystem wird durch
verschiedene Komplement-Inhibitoren, wie Clusterin, CD59, MCP und DAF, reguliert,
um eine permanente Aktivierung zu verhindern. Im Gegensatz zur spezifischen Shear
Stress-induzierten Erh6éhung von Clusterin, blieb die Expression des Komplement-
Inhibitors CD59 durch Shear Stress-Exposition unverandert (Daten nicht gezeigt). Auch
in der Literatur gibt es keine Hinweise auf die Regulation von Komplement-Inhibitoren
durch Shear Stress. Wie bereits in anderen Untersuchungen gezeigt wurde, schitzen
sich Endothelzellen vor aktiviertem Komplement durch die Synthese und Freisetzung
von Komplement-Inhibitoren (z.B. Clusterin) (39). Shear Stress stimuliert diesen
Schutzmechanismus der Zellen durch spezifische Erhdéhung der Expression des
Komplement-Inhibitors  Clusterin. Da Clusterin, wie bereits beschrieben, ein
multifunktionelles Protein ist, kdnnte die Shear Stress-induzierte Expression von
Clusterin weitere protektive Effekte auf Endothelzellen ausiben, indem z.B. die
Apoptose von Zellen oder die Degradation von Proteinen durch die Chaperone-ahnliche
Aktivitat verhindert wird (43,44). Desweiteren konnte die Umwandlung von
Makrophagen zu Cholesterin-beladenen Schaumzellen, ein charakteristisches Merkmal
atherosklerotischer Lasionen, durch die erhthte Clusterin Expression reduziert werden,
da Clusterin die Cholesterin-Freisetzung aus Schaumzellen induziert (182). Um diese
potentiell protektiven Effekte von Clusterin in Endothelzellen zu untersuchen, sind

jedoch weitere Versuche notwendig.

4.2.2. Die Regulation von Clusterin

Zur Aufklarung der Shear Stress-induzierten Expression von Clusterin, wurde zuné&chst
der Effekt von Stickstoffmonoxid (NO) untersucht, da Shear Stress die endotheliale NO-
Synthase (eNOS) aktiviert und einige atheroprotektive Effekte von Shear Stress Uber
die Freisetzung von NO vermittelt werden. Die Beteiligung von NO an der Regulation
von Clusterin konnte ausgeschlossen werden, da die Hemmung der eNOS durch LNMA
keinen Einflul auf die Shear Stress-induzierte Clusterin Expression hatte (Daten nicht
gezeigt). Es ist jedoch bekannt, dal3 der Wachstumsfaktor TGFR3 die Expression von
Clusterin in verschiedenen Zellen Uber den Transkriptionsfaktor AP-1 induziert
(183,184). Da Shear Stress die Expression von TGFR3 stimuliert (116), kdnnte die

erhohte Clusterin Expression Uber TGF vermittelt werden. Es besteht prinzipiell auch
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die Mdglichkeit, dal3 Shear Stress die Stabilitat der Clusterin mRNA fordert und dadurch
die Clusterin Expression posttranskriptionell erhdht. Zur Klarung dieser Frage konnte
die transkriptionelle Regulation von Clusterin mittels "Nuclear run on-Experimenten”
untersucht werden. Die Regulation von Clusterin Gber die Aktivierung von AP-1 kdnnte
jedoch auch durch die Shear Stress-induzierte Stimulierung der MAP-Kinase ERK1/2,
die c-jun phosphoryliert, vermittelt werden. In PC12-Zellen konnte gezeigt werden, dafl3
Wachstumsfaktoren wie NGF und EGF die Expression von Clusterin Uber den
Transkriptionsfaktor AP-1 induzieren (185). Aus diesen Daten ergibt sich die
Hypothese, dal3 die Induktion der Clusterin Expression mdglicherweise lUber die Shear
Stress-induzierte Freisetzung von Wachstumsfaktoren vermittelt wird. Neben AP-1 sind
weitere Transkriptionsfaktoren wie ,nuclear factor 1* und ,heat-shock transcription factor
1* an der Stress-induzierten Expression (z.B. ,heat shock) von Clusterin in
verschiedenen Zelltypen beteiligt (186,187). Weitere Experimente sind von Interesse,
da die Aufklarung der Shear Stress-induzierten Expression von Clusterin von
therapeutischem  Nutzen sein  konnte, um die Komplement-induzierte

Entziindungsreaktion in der Atherogenese zu hemmen.

4.2.3. Physiologische Relevanz der Shear Stress-induzierten Clusterin

Expression

Die Ergebnisse dieser Arbeit haben gezeigt, da? sowohl Shear Stress-Exposition als
auch die Uberexpression von Clusterin die Komplement-induzierte Expression der
Entzindungsmediatoren MCP-1 und IL-8 signifikant inhibiert. Die Hemmung der
Clusterin Expression durch Transfektion von Clusterin-Antisense-Oligonukleotiden
reduzierte partiell, jedoch signifikant den inhibitorischen Effekt von Shear Stress auf die
Komplement-induzierte Aktivierung von Endothelzellen. Diese partielle Reduktion des
inhibitorischen Effektes von Shear Stress ist mdglicherweise auf die begrenzte
Transfektionseffizienz zuriickzufihren. Weiterhin wére es denkbar, dal3 die Funktion
von Clusterin durch andere Komplement-Inhibitoren ersetzt werden kann. Bekannt ist,
dal3 Endothelzellen die Komplement-Inhibitoren DAF, MCP, Clusterin und CD59
exprimieren und sich somit vor der Aktivierung des Komplementsystems schitzen
(39,188,189). Da diese Komplement-Inhibitoren an verschiedenen Stellen der

Komplementkaskade angreifen, wéare es durchaus denkbar, dall mehrere additive
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Effekte zur Hemmung des Komplementsystems beitragen. Die partielle Reduktion des
protektiven Effektes von Shear Stress in Clusterin-Antisense-transfizierten Zellen
kénnte jedoch auch dadurch begriindet sein, dal3 Shear Stress andere inhibitorische
Effekte, die unabhangig von der erhdhten Clusterin Expression sind, auf Endothelzellen
ausubt. Da NO den proinflammatorischen Transkriptionsfaktor NFkB, der eine Vielzahl
von Zytokinen und Chemokinen reguliert, inhibiert (125,190), ware es moglich, daf’
Shear Stress die Komplement-induzierte Expression von MCP-1 und IL-8 zusétzlich
Uber die erhdhte NO-Freisetzung beeinflut. Um diese Hypothese zu untersuchen,
miRte die NO-Freisetzung in Clusterin-Antisense-transfizierten Zellen durch LNMA

gehemmt werden.

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dall Shear Stress die Komplement-
induzierte Aktivierung von Endothelzellen Uber die erhéhte Expression des
Komplement-Inhibitors Clusterin hemmt (Abb. 4.1.). Diese Shear Stress-induzierte
Clusterin Expression ist fur die antiinflammatorische Wirkung von Shear Stress auf

Endothelzellen von grof3er Bedeutung.

Shear Stress
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Wachstumsfaktoren ?
(z.B. TGFR)
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Adhéasion von Monozyten und Leukozyten
an das Endothel

v

Atherosklerose

Abbildung 4.1. Shear Stress inhibiert die Komplement-induzierte Aktivierung von Endothelzellen
Uber die erhdhte Expression des Komplement-Inhibitors Clusterin
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4.3. Bedeutung der Shear Stress-induzierten Expression des
Adapterproteins TRAF3

Das CD40/CD40 Ligand-System ist ein wesentlicher Regulator von Immunantworten
und inflammatorischen Reaktionen im Rahmen der Atherogenese (10). Verschiedene
Studien haben gezeigt, dal3 das CD40-System die Entwicklung atherosklerotischer
Lasionen durch die Aktivierung vaskulérer Zellen fordert (46,51). In der Progression der
Atherosklerose hat das CD40-System Einflul3 auf die Plaque-Destabilisierung und -
Ruptur (52,53). Die Ergebnisse dieser Arbeit haben gezeigt, dal} laminarer Shear
Stress spezifisch die Expression des zytoplasmatischen Adapterproteins TRAF3 in vitro
und in vivo stimuliert und die CD40-induzierte Expression der proatherogenen Molekile
MCP-1 und TF hemmt. Zusatzlich konnte gezeigt werden, dal’ das kernstandige TRAF3
die CD40-induzierte Aktivierung von Endothelzellen inhibiert (Abb. 4.2.).

4.3.1. Shear Stress stimuliert die Expression des Adapterproteins
TRAF3

Die intrazellulare CD40-Signaltransduktion wird durch die zytoplasmatischen
Adapterproteine TRAFs ("TNF receptor-associated factors"), die an den CD40 Rezeptor
binden, vermittelt (56). Fur TRAF2, TRAF5 und TRAF6 konnte ein stimulatorischer
Effekt auf die CD40-Signalkaskade gezeigt werden, wahrend fiur TRAF3 ein
inhibitorischer Effekt postuliert wird (76-78). In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dal3
Shear Stress die Expression des Adapterproteins TRAF3 induziert, wahrend TRAF2
und TRAF5 durch Shear Stress nicht reguliert wurden. Die reduzierte mRNA
Expression des CD40 Rezeptors durch Shear Stress, konnte auf Proteinebene nicht
bestétigt werden, was eine inhibitorische Wirkung von Shear Stress tber die Reduktion
des CD40 Rezeptors ausschliel3t. Auch die Expression des CD40 Ligands blieb nach
Shear Stress-Exposition unverandert (Daten nicht gezeigt). Diese Ergebnisse zeigen,
dal3 der Effekt von Shear Stress auf das CD40-System durch die spezifische Erh6hung
der TRAF3 Expression vermittelt wird. Da bislang keine Daten Uber die Shear Stress-
induzierte Expression der TRAF-Proteine bekannt sind, stellt dieses Ergebnis einen

neuartigen Shear Stress-vermittelten Mechanismus in Endothelzellen dar. Die
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immunhistochemische Analyse der TRAF3 Expression in humanen atherosklerotischen
Plaques bestatigte die in vivo Relevanz der Shear Stress-induzierte TRAF3 Expression.
Der Mechanismus der Shear Stress-induzierten TRAF3 Expression konnte in der
vorliegenden Arbeit nicht geklart werden. Die Beteiligung der Protein-Kinase Akt und
der endothelialen NO-Synthase (eNOS), zwei wichtige Mediatoren des protektiven
Effektes von Shear Stress konnte jedoch ausgeschlossen werden, da die Hemmung der
eNOS bzw. Akt keinen Effekt auf die Shear Stress-induzierte TRAF3 Expression hatte
(Daten nicht gezeigt). Auch tber die Promoterregion von TRAF3 gibt es bislang keine
Daten in der Literatur. Es konnte allerdings gezeigt werden, dal3 die Zytokin-induzierte
Expression von TRAF1 uber NFkB-Bindungsstellen im Promoter vermittelt wird (191).
Zur Aufklarung der Shear Stress-induzierten Hochregulation von TRAF3 sollte zun&chst
die transkriptionelle Regulation untersucht werden. Zusatzlich kénnte die Analyse des
TRAF3 Promoters Hinweise auf die beteiligten Transkriptionsfaktoren, die

maoglicherweise durch Shear Stress aktiviert werden, geben.

4.3.2. Physiologische Relevanz der Shear Stress-induzierten
Expression des Adapterproteins TRAF3

Das CD40-System aktiviert Endothelzellen, indem die Synthese von Zytokinen,
Chemokinen, "Tissue Factor" (TF), Matrix-Metalloproteinasen und Adhé&sionsmolekilen
induziert wird, die die Entzindungsreaktion vaskularer Zellen in der Atherogenese
fordert. In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dal3 Shear Stress die CD40L-
induzierte Expression der proatherogenen Faktoren MCP-1 und TF, die initial an der
Entstehung  atherosklerotischer  Lasionen  beteiligt sind, hemmt.  Unter
pathophysiologischen Bedingungen stimulieren aktivierte Thrombozyten, die den
CD40L exprimieren, die Entzindungsreaktion von Endothelzellen (47,48). Auch die
durch aktivierte Thrombozyten induzierte MCP-1 Expression konnte durch Shear
Stress-Exposition gehemmt werden. Da Shear Stress die Expression des
zytoplasmatischen Adapterproteins TRAF3 induziert, wurde der Effekt von TRAF3 auf
die CD40-induzierte Aktivierung von Endothelzellen untersucht. Dabei zeigte sich, dal3
die Uberexpression von TRAF3 die Synthese der proinflammatorischen Molekiile MCP-
1, IL-8 und TF inhibierte. Aus diesen Ergebnissen lal3t sich schlie3en, dal3 TRAF3, im
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Gegensatz zu TRAF2, TRAF5 und TRAF6, inhibitorisch wirksam ist. Die Beteiligung der
Shear Stress-induzierten TRAF3 Expression an dem inhibitorischen Effekt von Shear
Stress auf die CD40-induzierte Aktivierung von Endothelzellen wurde durch
Transfektion einer dominant-negativen TRAF3 Mutante untersucht. Da der
inhibitorische Effekt von Shear Stress auf die CD40-induzierte MCP-1 Expression durch
die dominant-negative TRAF3 Mutante nur geringfigig gehemmt wurde, ware es
denkbar, dafl} ein weiterer, inhibitorischer Mechanismus durch Shear Stress aktiviert
wird. Die Shear Stress-induzierte NO-Freisetzung konnte als zusatzlicher Mechanismus
ausgeschlossen werden, da die Hemmung der eNOS durch LNMA keinen additiven
Effekt hatte (Daten nicht gezeigt). Denkbar wére auch, daf3 die Funktion von TRAF3
durch ein anderes Protein, z.B. das antiapoptotische TRAF1 oder das kernstandige
TRAF4, ersetzt wird. TRAF4 vermittelt vermutlich die Signale anderer TRAF-Proteine in
den Kern, wobei die genaue Funktion bislang nicht geklart wurde.

Einige Hinweise aus der Literatur deuten bereits auf einen inhibitorischen Effekt von
TRAF3 hin, wobei es keine Daten in Bezug auf die CD40-induzierte Aktivierung von
Endothelzellen gibt und der Mechanismus bislang ungeklart ist. Moéglicherweise
blockiert TRAF3 die stimulatorischen Effekte von TRAF2, 5 und 6. Untersuchungen
hierzu zeigen, dal3 TRAF3 die OX40-induzierte Aktivierung von NFKB in T-Zellen
inhibiert (192). In Endothelzellen kdonnte die Hemmung durch TRAF3 direkt am CD40
Rezeptor stattfinden oder die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren verhindern. Um
diese Fragestellung zu untersuchen, wurde zun&chst die Lokalisation von TRAF3
nachgewiesen. Es konnte gezeigt werden, dal3 TRAF3 hauptsachlich kernstandig ist.
Dieses Ergebnis ist unerwartet, da TRAF3 urspriinglich als Rezeptor-bindendes
zytoplasmatisches Adaptermolekul identifiziert wurde. Gamper und Mitarbeiter konnten
jedoch mittels "Yeast-Two-Hybrid-System" die Interaktion von TRAF3 mit dem
Kernmembran-Protein p62 Nucleoporin nachweisen (193). Demzufolge konnte TRAF3
Uber die Interaktion mit p62 Nucleoporin eine Funktion als Adapterprotein an der
Kernmembran ausiiben, indem es z.B. die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren oder
die Bindung der Transkriptionsfaktoren an die DNA beeinflul3t. Nach Rezeptor-
Stimulation aktivieren TRAF2, 5 und 6 die Transkriptionsfaktoren NFKB und AP-1
(56,57). Weiterhin ist bekannt, dafl} sich in der Promoterregion von MCP-1
Bindungsstellen fir NFkB, AP-1 und SP-1 befinden (194). Um den inhibitorischen Effekt
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von TRAF3 naher zu untersuchen, wurden die beteiligten Transkriptionsfaktoren, die die
CDA40L-induzierte MCP-1 und TF Expression induzieren, in der vorliegenden Arbeit
analysiert. Die Beteiligung des klassischen proinflammatorischen Transkriptionsfaktors
NFkB, der eine Vielzahl von Zytokinen und Chemokinen reguliert, konnte
ausgeschlossen werden, da weder die Degradation des NFkB-Inhibitors IkBa durch
CD40L induziert wurde, noch die CD40L-induzierte MCP-1 Expression durch den
pharmakologischen NFkB-Inhibitor PDTC gehemmt werden konnte. Als weitere
Moglichkeit konnte die Beteiligung des Transkriptionsfaktors AP-1, der sich aus jun und
fos zusammensetzt, untersucht werden. Erste Ergebnisse deuten darauf hin, dafd
CD40L-Stimulation die Phosphorylierung von c-jun, die zur Aktivierung von AP-1 fihrt,
induziert (Daten nicht gezeigt). Die kausale Beteiligung des Transkriptionsfaktors AP-1
an der CD40-induzierten Aktivierung von Endothelzellen sollte jedoch durch AP-1-
Decoy-Oligonukleotide und Gel-Shift-Analysen bestétigt werden. Auch der kombinierte
Effekt von verschiedenen Transkriptionsfaktoren wie AP-1, SP-1 und NFKB an der
CD40-induzierten MCP-1 Expression sollte néher untersucht werden, da die Funktion
eines einzelnen Transkriptionsfaktors madglicherweise durch andere ersetzt werden

kann.

Zusammenfassend lassen diese Ergebnisse vermuten, dald TRAF3 mdglicherweise die
Translokation von MAP-Kinasen, die wiederum Transkriptionsfaktoren phosphorylieren
und aktivieren, vom Zytoplasma in den Kern verhindert. Diese Hypothese kénnte durch
Immunfarbung von Endothelzellen oder durch Kern-Zytoplasma-Fraktionierung im
Western Blot untersucht werden. Erste Ergebnisse deuten darauf hin, dal3 die Kinasen
p38 und ERK1/2 nicht an der CD40-induzierte Aktivierung von Transkriptionsfaktoren
beteiligt sind, da die CD40-induzierte Expression von MCP-1 durch Hemmung der
Kinasen p38 und ERK1/2 nicht beeinflult wird (Daten nicht gezeigt). Verschiedene
Hinweise aus der Literatur lassen vermuten, dal3 die MAPK "c-jun N-terminal kinase"
(JNK) die CD40-induzierte Aktivierung von AP-1 vermittelt, da beispielsweise die TNFa-
induzierte Aktivierung von JNK tber TRAF2 zur Aktivierung von AP-1 und NFkB flhrt
(69,70). Zur Untersuchung dieser Hypothese miufite eine dominant-negative Mutante
von JNK kloniert werden, da bislang keine pharmakologischen Inhibitoren zur
Verfligung stehen. Zur Aufklarung der gesamten Signaltransduktion von der Stimulation

des CD40 Rezeptors uber verschiedene TRAF-Proteine und Kinasen, die Uber
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Transkriptionsfaktoren die Expression von Chemokinen und Zytokinen induzieren, sind

noch weitere Versuche erforderlich.

Die Ergebnisse dieses Kapitels sind in Abbildung 4.2. zusammengefal3t. Shear Stress
induziert die Expression des inhibitorischen Adapterproteins TRAF3, das hauptsachlich
im Zellkern lokalisiert ist. Desweiteren konnte gezeigt werden, dal3 Shear Stress die
CD40-induzierte Aktivierung von Endothelzellen hemmt, indem die Expression von
Entziindungsmediatoren (z.B. MCP-1 und TF) inhibiert wird. Uber die erhohte
Expression von TRAF3, das die CD40-Signaltransduktion blockiert, vermittelt Shear
Stress antiinflammatorische Effekte auf Endothelzellen und wirkt dem Fortschreiten der

Entzindung in der Atherosklerose entgegen.
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Abbildung 4.2. Shear Stress inhibiert die CD40-induzierte Aktivierung von
Endothelzellen und induziert die Expression des inhibitorischen
kernstandigen Proteins TRAF3
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4.4. Die Shear Stress-induzierte Expression der Fibronektin-

Rezeptor-Untereinheiten a5 und R1

Eine Voraussetzung fur den protektiven Effekt von Shear Stress auf Endothelzellen ist
die Umsetzung von mechanischen Kréaften an der Zellmembran in biochemische
Signale im Inneren der Zelle. Integrine werden als potentielle Mechanotransduktoren
diskutiert, da sie das Zytoskelett der Zelle mit der extrazellularen Matrix verbinden
(138,139). Beispielsweise wird die FluR-induzierte, NO-abhangige Vasodilatation in
Koronararterien durch Integrin-blockierende RGD-Peptide, gehemmt (146). Auch die
Shear Stress-induzierte Aktivierung der Kinasen ERK1/2 und Akt, zwei wichtige
Uberlebenssignale in Endothelzellen, wird tber Integrine vermittelt (147,148). Der
Mechanismus der Mechanotransduktion von Shear Stress in Endothelzellen ist bislang
nicht vollstandig geklart. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dafld Shear
Stress spezifisch die Expression der Integrin-Untereinheiten a3, a5 und R1, die in
Kombination den Fibronektin-Rezeptor bilden, induziert, was darauf hindeutet, dal3 der
Fibronektin-Rezeptor von besonderer Bedeutung fir Endothelzellen ist. Als
physiologische Relevanz wird die Adhasion der Endothelzellen nach Shear Stress-
Exposition erhoht. Desweiteren konnte gezeigt werden, dal3 der antiapoptotische Effekt
von Shear Stress durch Integrin-blockierende RGD-Peptide aufgehoben wird (Abb.
4.3.).

4.4.1. Die Regulation des Fibronektin-Rezeptors a5i31

Zur Aufklarung der Shear Stress-induzierten Expression der Integrine a5 und 31 wurde
der Effekt von NO untersucht. Die Expression des Fibronektin-Rezeptors a5R1 wurde
durch NO und Shear Stress gleichermal3en induziert. Diese Ergebnisse bestatigen die
NO-induzierte Expression von Integrinen, die bereits von Murohara und Mitarbeitern
gezeigt werden konnte. Die Hemmung der eNOS durch Zugabe von L-NAME reduzierte
die Zelloberflachenexpression des Vitronektin-Rezeptors avi33, wahrend die absolute
Proteinmenge des Rezeptors gleich blieb (151). In Ubereinstimmung hiermit, zeigen die

Ergebnisse dieser Arbeit eine gleichbleibende mRNA Expression der Vitronektin-
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Rezeptor-Unterheit av durch Shear Stress-Exposition. Da die Hemmung der eNOS mit
LNMA jedoch keinen Effekt auf die erhdhte Expression der Integrine a5 und 31 durch
Shear Stress hatte, kann postuliert werden, dal3 Shear Stress die Expression des
Fibronektin-Rezeptors Uber einen zusétzlichen NO-unabhangigen
Signaltransduktionsweg vermittelt.

Aus der Literatur ist bekannt, dal3 Wachstumsfaktoren wie z.B. TGFR3 und bFGF die
Expression von Integrinen induzieren (163,195). Da Shear Stress die Freisetzung von
Wachstumsfaktoren stimuliert (117), wurde als weiterer moglicher Mechanismus
untersucht, ob Shear Stress die Expression der Integrine Uber die Freisetzung von
Wachstumsfaktoren induziert. Die Inkubation mit konditioniertem Medium von Shear
Stress-exponierten Endothelzellen hatte jedoch keinen Effekt auf die Expression des
Fibronektin-Rezeptors a5R1, wodurch die Beteiligung von Wachstumsfaktoren
ausgeschlossen werden konnte.

Nach Bindung der Integrine an die extrazellulare Matrix entstehen Fokalkontakte, die
aus Integrinen, Adapterproteinen, zytoplasmatischen Kinasen und Zytoskelett-Proteinen
zusammengesetzt sind. Die Bildung der Fokalkontakte fuhrt auf3erdem zu einer
Ansammlung von Wachstumsfaktor-Rezeptoren. Immunprazipitationsexperimente
haben die Assoziation von Integrinen mit Wachstumsfaktor-Rezeptoren gezeigt.
Beispielsweise bildet Integrin av33 einen Komplex mit den Insulin-, PDGF- und VEGF-
Rezeptoren, wahrend Integrin a5R1 mit dem EGF-Rezeptor assoziiert ist (196,197).
Shear Stress kann direkt die Tyrosin-Phosphorylierung von Wachstumsfaktor-
Rezeptoren stimulieren und aktiviert z.B. den VEGF-Rezeptor Flk-1 sogar in Gegenwart
neutralisierender Antikorper gegen den Liganden VEGF (198). Mdglicherweise
stimuliert Shear Stress Uber diesen Weg die Aktivierung von Wachstumsfaktor-
Rezeptoren, die wiederum Signale ins Zellinnere weiterleiten und die Expression der
Integrine induzieren. Zur Uberprifung der Hypothese, daR die Aktivierung von
Wachstumsfaktor-Rezeptoren in der Shear Stress-induzierten Integrin Expression eine
Rolle spielt, sind jedoch weitere Versuche noétig. Da die transkriptionelle Expression der
Integrine durch Shear Stress-Exposition nicht reguliert wurde, ware die Aufklarung
posttranskriptioneller Effekte auf die Integrin Expression von Interesse. Dabei kdnnte es
sich um die Stabilisierung der mRNA oder um die Kontrolle der Protein-Aktivitat
handeln. Beispielsweise reguliert die ZAP-70 Kinase die Integrin 31 Aktivitat in T-Zellen
(199). Denkbar ware, dal3 Shear Stress die Aktivitat von Protein-Kinasen induziert, die
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wiederum Integrine durch Phosphorylierung aktivieren. Auch die Interaktion mit anderen
zytoplasmatischen Proteinen kdnnte zur Aktivierung der Integrine und Assoziation mit

dem Zytoskelett fuhren.

4.4.2. Physiologische Relevanz der Shear Stress-induzierten

Fibronektin-Rezeptor Expression

Die Exposition von Endothelzellen mit laminarem Shear Stress erhdhte spezifisch die
Expression der Fibronektin-Rezeptor-Untereinheiten a3, a5 und R1. Im Gegensatz
dazu, blieb die Expression der Vitronektin-Rezeptor-Untereinheit av und der Laminin-
Rezeptor-Untereinheiten a6 und 34 durch Shear Stress unverandert. Andere Arbeiten
haben bereits gezeigt, dal? der Fibronektin-Rezeptor a5R1 fir das Uberleben von
Endothelzellen von Bedeutung ist (165,200). Weiterhin ist bekannt, dal’ der Fibronektin-
Rezeptor a5R1, im Vergleich zu verschiedenen Vitronektin-Rezeptoren, spezifisch die
Expression des antiapoptotischen Proteins Bcl-2 induziert und somit die Zellen vor
Apoptose, z.B. induziert durch Entzug von Wachstumsfaktoren, schitzt (165).
Desweiteren haben die Ergebnisse dieser Arbeit gezeigt, dalR Shear Stress-
Praexposition die Adhasion von Endothelzellen nach erneutem Ausplattieren stimuliert.
Auch die Aktivierung der MAP-Kinase ERK1/2 wurde durch Adhasion nach erneutem
Ausplattieren von Shear Stress praexponierten Zellen induziert. Da bereits bekannt ist,
dal3 kurzfristige Shear Stress-Exposition von 20 min die Adhasions-induzierte ERK1/2-
Phosphorylierung stimuliert, wurde der Kurzzeiteffekt von Shear Stress auf die
Endothelzell-Adhasion untersucht (147). Shear Stress-Préaexposition fur 20 min hatte
jedoch keinen Effekt auf die Adhasion von Endothelzellen nach erneutem Ausplattieren.
Demnach ist eine langfristige Exposition der Endothelzellen mit Shear Stress
notwendig, um eine erhthte Zelladhasion und Adhasions-induzierte ERK1/2-Aktivierung
uber die Stimulation der Expression der Integrine a5 und B1 zu erhalten. Ahnliche
Daten von Palecek und Mitarbeitern zeigen, daf} eine Induktion der Integrin a5
Expression zu einer dosis-abhangigen Erhohung der Adhasion und Migration fuhrt
(201). In Ubereinstimmung hiermit konnte die spezifische Beteiligung der Integrine a5
und RB1 an der erhbéhten Zelladhasion nach Ausplattieren von Shear Stress-

praexponierten Endothelzellen in dieser Arbeit durch inhibierende Antikdrper gegen
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Integrin a5 und R1 gezeigt werden. Da die Adhasion von Endothelzellen Gber RGD-
sensitive Integrine vermittelt wird und die Aktivierung der MAP-Kinase ERK1/2 nach
Adhé&sion vermutlich durch Integrin 31 induziert wird, kbnnte die Shear Stress-induzierte
Integrin a5 und RB1 Expression die Bindung der Zellen an die Matrix und damit die
Aktivierung von ERK1/2 stimulieren. Die in dieser Arbeit gezeigte Reduktion der

Zelladhasion durch Hemmung von ERK1/2 mit PD98059 unterstlitzt diese Hypothese.

Adhéarente Zellen, die den Kontakt zur extrazellularen Matrix verlieren, gehen in
Apoptose Uber. Dieser Vorgang wird als "anoikis" (griechisch fir "homelessness")
bezeichnet. Die Integrin-mediierte Adh&sion bestimmter Zelltypen an die Matrix stellt
also eine Voraussetzung firr das Uberleben dieser Zellen dar (162,164). Die Ergebnisse
dieser Arbeit zeigen, daf3 die Inkubation von Endothelzellen mit RGD-Peptiden, die die
Integrine a5R1 und avR3 blockieren, Apoptose induziert. In Ubereinstimmung mit
diesem Ergebnis konnte bereits gezeigt werden, dal3 die Adhasion von Endothelzellen
auf eine Fibronektin-Matrix das Uberleben von Endothelzellen fordert, indem die
zellprotektive MAPK-Kaskade aktiviert wird (200). Die molekularen Grundlagen dieses
antiapoptotischen Effektes sind bislang nicht geklart, vermutlich spielen die Protein-
Kinasen Akt und ERK1/2 eine entscheidende Rolle (148,202,203). Integrin avi33
verhindert ebenfalls die Apoptose von Endothelzellen durch die Hemmung von p53 und
Aktivierung von NFkB (166,167). Zusatzlich konnte gezeigt werden, dal3 der
antiapoptotische Effekt von Shear Stress, der bereits mehrfach beschrieben wurde
(106,107), durch RGD-Peptide aufgehoben wurde. Demnach bendétigt Shear Stress
RGD-sensitive Integrine (Fibronektin- und Vitronektin-Rezeptor) fur den protektiven
Effekt auf Endothelzellen. Die Hemmung der Caspase-Kaskade, die durch
proapoptotische Stimuli aktiviert wird, reduzierte die Induktion der Apoptose durch
RGD-Peptide, was auf eine Beteiligung der Caspase-Kaskade hinweist.
Zusammenfassend laf3t sich aus diesen Daten schlie3en, daf} die intakte Integrin-
Signalkaskade sowohl fiir das Uberleben von Endothelzellen, als auch fiir den
protektiven Effekt von Shear Stress bendtigt wird (Abb. 4.3.).

Das Uberleben von Endothelzellen ist fiir die Integritat der Endothels, die Funktionalitat
der BlutgefalRe und die GeféalRneubildung (Angiogenese) von grol3er Bedeutung. Wie

kirzlich in Gefal3en alter Affen (Macaca fascicularis) gezeigt wurde, korreliert die
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Endothelzellapoptose mit endothelialer Dysfunktion noch vor dem Auftreten manifester
Lasionen (204). Die Shear Stress-induzierte Integrin Expression stellt méglicherweise
einen atheroprotektiven Mechanismus dar, der die Integrin-Signalkaskade stimuliert und
somit das Uberleben von Endothelzellen fordert. Albugquerque und Mitarbeiter haben
gezeigt, da3 Shear Stress die Regeneration von verletztem Endothel Uber erhéhte
Migration von Endothelzellen in vitro stimuliert (205). Da Integrine auch bei der
Migration von Endothelzellen eine grol3e Rolle spielen, kbnnte man postulieren, daf3
Shear Stress Uber die erhéhte Integrin Expression die Reendothelialisierung, d.h. die
Regeneration von verletztem Endothel, z.B. nach Balloon-Dilatation, férdert. Interessant
ware es in weiteren Versuchen die spezifische Beteiligung der Integrine a5 und 31 an

der Shear Stress-induzierten Migration von Endothelzellen zu untersuchen.

Shear

Stress \

Apoptose

Akt-P 1

Integrin mRNA 1t ERK1/2-P 1t

}

Erhéhte Integrin
Expression

Extrazellulare Matrix
(Fibronektin, Vitronektin)

RGD

Integrine a5R1 1
Adhéasion t

Abbildung 4.3. Shear Stress stimuliert die Expression der Fibronektin-Rezeptor-
Untereinheiten a5 und R1 und férdert die Adh&sion und die Adhé&sions-
induzierte ERK1/2-Aktivierung in Endothelzellen
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4.5. Ausblick

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit, dall Shear Stress Uber die
Induktion der Clusterin und TRAF3 Expression antiinflammatorische Effekte auf
Endothelzellen ausibt, indem die Komplement- bzw. CD40-induzierte Aktivierung von
Endothelzellen gehemmt wird (Abb. 4.4.). Im Gegensatz dazu, wurde die Expression
der Entzindungsmediatoren Interleukin-8, Interferon y, RANTES und gp34 und des
proinflammatorischen Thrombin-Rezeptors durch Shear Stress nicht reguliert. Diese
Ergebnisse ergdnzen den bereits beschriebenen antiinflammatorischen Effekt von
Shear Stress auf Endothelzellen, wodurch die Adhasion und Migration von Immunzellen
an das Endothel inhibiert wird (81,117). Desweiteren erh6ht Shear Stress die Adhasion
von Endothelzellen, eine Voraussetzung fiir das Uberleben adharenter Zellen, tiber die
spezifische Induktion der Expression des Fibronektin-Rezeptors a5R1 (Abb. 4.4.). Die
Ergebnisse des ,Atlas cDNA Expression Array“, der zur Untersuchung der Shear
Stress-regulierten Genexpression in  Endothelzellen verwendet wurde, lassen
darUberhinaus noch weitere interessante Fragen offen. Beispielsweise wurde die
Expression der GTPase RhoA durch Shear Stress-Exposition reduziert. RhoA ist an der
Reorganisation des Aktin-Zytoskleletts und an der Bildung von Fokalkontakten in
verschiedenen Zellen beteiligt (206-208). In Endothelzellen konnte gezeigt werden, daf3
RhoA die Shear Stress-induzierte Reorganisation des Zytoskeletts und die Aktivierung
von AP-1 vermittelt (209). Eine Erklarung fir die reduzierte Expression von RhoA ware,
dafl der Prozel3 der Umstrukturierung des Zytoskeletts nach 6 h Shear Stress-
Exposition bereits abgeschlossen ist oder die Funktion von RhoA durch eine andere
GTPase, wie z.B. Cdc42 oder Rac, ersetzt werden kann. Andererseits konnte gezeigt
werden, dal3 die Adhasion von Monozyten an aktivierten Endothelzellen Uber die
Regulation der Monozyten-Rezeptoren E-Selektin, ICAM-1 und VCAM-1 durch Rho
vermittelt wird (210). Zusatzlich ist bekannt, dall RhoA an der Thrombin-induzierten
Permeabilitit des Endothels beteiligt ist (211) und oxidiertes LDL die Rho-
Signalkaskade in Endothelzellen aktiviert (212). Daraus ergibt sich die Frage, ob Shear
Stress Uber die reduzierte Expression von RhoA atheroprotektiv wirksam ist.

Weitere Experimente sind erforderlich, um die Shear Stress-regulierte Expression

verschiedener Gene, die in dieser Arbeit nicht untersucht werden konnten, zu
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bestatigen und die physiologische Relevanz zu untersuchen. Die Aufklarung weiterer
Mechanismen, die das Uberleben von Endothelzellen und die Aufrechterhaltung ihrer

Funktion gewahrleisten, sind eine wichtige Voraussetzung, um der Atherogenese und

den daraus resultierenden Komplikationen entgegen zu wirken.

Leukozyten

Thrombozyten
Komplement

- o Kaskade @
D ap P
CD40L @
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X

MCP-1 1

Aktivierung

Clusterin 1 )\ Inflammation
NFkB
TRAF3 1t AP-1
Integrine a5R1 t+ —¥% Adhasion und Uberleben
\

o o J

Extrazellulare Matrix (Fibronektin) Makrophagen

Abbildung 4.4. Zusammenfassung der protektiven Effekte von Shear Stress
Endothelzellen tGber die Regulation der Genexpression

auf



Zusammenfassung 96

5. Zusammenfassung

Die Atherosklerose ist eine chronisch-entziindliche Erkrankung der Blutgefalde, die nach
der "response-to-injury"-Hypothese durch die Verletzung des Endothels initiiert wird.
Dabei fuhrt die  Aktivierung von  Endothelzellen  durch  verschiedene
proatherosklerotische Faktoren, wie z.B. das Komplementsystem oder das CD40-
System, zur "Endotheldysfunktion”. In den betroffenen Bereichen des Gefal3es
entstehen frihe atherosklerotische L&sionen, die durch veranderte Adhéasivitat und
Permeabilitstt des Endothels zur Rekrutierung und Aktivierung verschiedener
Entziindungszellen und somit zum Fortschreiten der inflammatorischen Reaktion und
zur Progression der Atherosklerose fuhren. Die laminare Schubspannung des
flieRenden Blutes (Shear Stress) ist einer der wichtigsten endogenen atheroprotektiven
Faktoren im kardiovaskularen System. Dagegen sind Stérungen der lokalen
Hamodynamik im Blutgefal3 mit endothelialer Dysfunktion und dem Auftreten von
atherosklerotischen Lasionen assoziiert. Zur Identifizierung atheroprotektiver
Mechanismen wurde die Shear Stress-regulierte Genexpression in Endothelzellen
mittels ,,Atlas cDNA Expression Array” im Rahmen dieser Arbeit untersucht. Von den 55
Shear Stress-induzierten Genen, wurde die Expression der potentiell
antiinflammatorischen  Proteine Clusterin  und TRAF3 und der moglichen
Mechanotransduktoren Integrin a5 und Integrin 31 analysiert und die Bedeutung fur die
Funktion von Endothelzellen untersucht.

Shear Stress-Exposition erhohte spezifisch die Expression des Komplement-Inhibitors
Clusterin. Zusatzlich inhibierte Shear Stress, tber die erhdhte Clusterin Expression, die
Komplement-induzierte Expression der proinflammatorischen Chemokine MCP-1
(,Monocyte chemoattractant protein-1*) und Interleukin-8, die Monozyten und
Leukozyten anlocken und die Entzindungsreaktion der Endothelzellen vorantreiben.
Desweiteren konnte gezeigt werden, dal3 Shear Stress die Expression des
inhibitorischen Proteins TRAF3 (,tumor necrosis factor receptor-associated factor 3%),
das an der CD40-Signalkaskade beteiligt ist, erhéht. Im Gegensatz dazu, wurden weder
die homologen Proteine TRAF2 und TRAF5, noch der CD40 Rezeptor oder CD40
Ligand durch Shear Stress reguliert. Sowohl Shear Stress als auch TRAF3 hemmen die
CDA40-induzierte Expression des proinflammatorischen Proteins MCP-1 und des
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prothrombotischen Proteins "Tissue Factor". Entgegen den Erwartungen lokalisierte
TRAF3, das urpringlich als Rezeptor-assoziiertes Adapterprotein identifiziert wurde,
hauptsachlich im Zellkern. Demzufolge konnte TRAF3 eine inhibitorische Funktion im
Zellkern ausuben, indem es beispielsweise die Translokation von MAP-Kinasen oder
die Bindung von Transkriptionsfaktoren an die DNA beeinflul3t.

Die Umsetzung von mechanischen Kraften in biochemische Signale im Zytoplasma ist
Voraussetzung fir den protektiven Effekt von Shear Stress auf Endothelzellen. Als
Mechanotransduktoren sind Integrine von zentraler Bedeutung, da sie eine Verbindung
zwischen dem Zytoskelett und der extrazellularen Matrix herstellen. Die Ergebnisse
dieser Arbeit zeigen, dal3 Shear Stress die Expression der Integrin-Untereinheiten a5
und RB1, die zusammen den Fibronektin-Rezeptor bilden, erhoht. Dabei konnte die
Beteiligung von Stickstoffmonoxid (NO) und Wachstumsfaktoren, die durch Shear
Stress-Exposition freigesetzt werden und die Expression von Integrinen stimulieren,
ausgeschlossen werden. Andere Integrine, wie z.B. der Laminin-Rezeptor a6i34,
wurden durch Shear Stress nicht reguliert. Als physiologische Relevanz der Shear
Stress-induzierten Integrin Expression wurde die Adhasion von Endothelzellen erhéht.
Weiterhin induzierte die Préaexposition von Endothelzellen mit Shear Stress die
Adhasions-induzierte  Aktivierung der MAP-Kinase ERK1/2, die wichtige

Uberlebenssignale in Endothelzellen vermittelt.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit, dall Shear Stress die
Expression der antiinflammatorischen Proteine Clusterin und TRAF3 sowie der
Mechanotransduktoren Integrin a5 und 31 erhéht. Die Hemmung der Komplement- und
CD40-induzierten Aktivierung von Endothelzellen durch Shear Stress ist von
Bedeutung, um sowohl der Initiation als auch der Progression der Atherosklerose
entgegen zu wirken. Die Shear Stress-induzierte Adhésion, die lUber die Stimulation der
Expression des Fibronektin-Rezeptors a5B1 vermittelt wird, ist eine wichtige
Voraussetzung firr die Mechanotransduktion von Shear Stress und das Uberleben von
Endothelzellen. Die Identifizierung und Aufklarung atheroprotektiver Mechanismen, die
durch die laminare Schubspannung des Blutes aktiviert werden, konnten dazu
beitragen, die Integritat des Endothels und die Funktionalitat der Blutgefalie im Rahmen
der Atherosklerose zu schitzen.
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