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ZUSAMMENFASSUNG v

ZUSAMMENFASSUNG

Endothelzellen bilden die innere Schicht von Blutgefalien und sind fir die Regulierung des
Stoffaustausches zwischen Blut und Gewebe sowie fur die Aufrechterhaltung der vaskularen
Homobostase wichtig. Sie vermitteln auch den Prozess der Angiogenese, der durch
Wachstumsfaktoren wie vascular endothelial growth factor (VEGF) induziert wird und die
Vaskularisierung von Geweben und Organen sichert. Voraussetzung fir die Gewahrleistung
dieser Funktionen sind protektive Mechanismen, die Endothelzellen vor schadigenden
Einflissen schitzen.

Ein wichtiger zellularer homdostatischer Prozess ist die Autophagie. Die Hauptfunktion der
Autophagie ist es, alte und geschadigte Proteine und Organellen dem lysosomalen Abbau
zuzufihren, um Produkte fir die Energiegewinnung und fir anabole Synthesewege
bereitzustellen und so das =zellulare Gleichgewicht, insbesondere in Stresssituationen,
aufrechtzuerhalten. Wahrend der Autophagie wird das abzubauende Material durch ein
Autophagosom umschlossen, welches anschliefend mit einem Lysosom fusioniert. Die
Initierung der Autophagie wird im Wesentlichen durch die 5’AMP-aktivierte Proteinkinase
(AMPK) und mechanistic target of rapamycin (mTOR) reguliert. AMPK stimuliert Autophagie
durch Aktivierung des Autophagie-Initiators uncoordinated 51-like kinase 1 (ULK1), wahrend
mTOR die ULK1-Aktivitat unterdrickt. Fir die Verlangerung der sich bildenden Membran
spielt die Konjugation von microtubule-associated protein light chain 3B (LC3B) eine wichtige
Rolle.

Die Bedeutung der basalen Autophagie fur die Aufrechterhaltung der Endothelzellfunktion
sowie Mechanismen zur Regulierung dieses Prozesses in Endothelzellen sind bisher kaum
untersucht. Auch die Bedeutung der AMPK fir die endotheliale Autophagie ist noch unklar,
obwohl bekannt ist, dass AMPK Endothelzellen vor oxidativem und inflammatorischem
Stress schutzen kann und an der Regulation der Angiogenese beteiligt ist. Die vorliegende
Arbeit sollte deshalb die Regulation und Funktion der Autophagie in Endothelzellen
charakterisieren, ihre Notwendigkeit fur angiogene Prozesse analysieren und auf die Rolle
der AMPK als Regulator von Autophagie und Angiogenese eingehen.

Um diese Fragen zu klaren, wurde Autophagie in primaren humanen Endothelzellen aus der
Nabelschnurvene (HUVEC) mittels spezifischer siRNA gegen die Autophagieproteine ULK1
und B-cell lymphoma 2 (Bcl2)-interacting protein 1 (Beclin1) oder durch einen Inhibitor
(Bafilomycin A1) gehemmt. AnschlieBend wurden die Einflisse dieser Hemmung auf
verschiedene Endothelzellfunktionen wie Proliferation, Uberleben und in vitro-Angiogenese
untersucht. Die Rolle der AMPK wurde mit Hilfe pharmakologischer (2-Deoxyglukose (2-DG),
A769662, 5-Aminoimidazol-4-Carboxamid-Ribonukleotid (AICAR)) und physiologischer
(VEGF) AMPK-Aktivatoren sowie durch Herunterregulierung der katalytischen AMPK-

Untereinheiten a1 bzw. a2 mittels spezifischer siRNA charakterisiert.
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Die Daten der vorliegenden Arbeit belegen, dass Endothelzellen Uber eine ausgepragte
basale Autophagie verfugen, die fir den Schutz der Zellen sehr wichtig ist. Eine Hemmung
der Autophagie fuhrt zu einem Anstieg von oxidativem und inflammatorischem Stress und
beeintrachtigt wichtige Endothelzellfunktionen wie Proliferation, Uberleben und Angiogenese.
Diese Erkenntnisse tragen zum besseren Verstandnis der Regulierung der Endothelzell-
Homoostase bei. Sie lassen vermuten, dass eine Stimulierung der Autophagie die
Ausbildung einer Endotheldysfunktion verhindern sowie kardiovaskulare Erkrankungen
vermindern kann und sind deshalb von grolem medizinischem Interesse. Die vorliegende
Arbeit zeigt zudem, dass AMPK-Aktivatoren eine Moglichkeit darstellen, endotheliale
Autophagie zu stimulieren. 2-DG, A769662 und AICAR fihren zur AMPKa1-vermittelten
Aktivierung von ULK1 und zur Hemmung von mTOR. Gleichzeitig kommt es zu einem
Anstieg der LC3B-Konjugation, was einen erhohten Autophagie-Flux anzeigt. AMPKa2
scheint in diese Prozesse nicht einbezogen zu sein.

Ein wichtiges Ergebnis dieser Arbeit ist, dass VEGF als physiologischer AMPK-Aktivator
ebenfalls zu einer Aktivierung von ULK1 und Stimulierung der Autophagie fiihrt. Letzteres
wurde anhand der verminderten Expression von p62, einem Protein, das spezifisch tUber den
Autophagieweg abgebaut wird, nachgewiesen. Auch VEGF-induzierte Autophagie wird durch
AMPKa1, nicht aber durch AMPKa2 vermittelt. Der VEGF/AMPKa1/Autophagie-Signalweg
ist fur den Prozess der Angiogenese von essentieller Bedeutung, da VEGF in Zellen mit
gehemmter AMPKa1- oder Autophagie-Aktivitdt kaum mehr in der Lage ist, Angiogenese zu
induzieren. Die vorliegende Arbeit erweitert damit frGhere Beobachtungen uUber eine
proangiogene Rolle der AMPKa1, indem sie zugrundeliegende Mechanismen aufdeckt. Sie
gibt damit neue Einblicke in die Regulierung der VEGF-stimulierten Angiogenese und
charakterisiert den VEGF/AMPKa1/Autophagie-Signalweg als einen neuen proangiogenen
Mechanismus.

Insgesamt dienen die Ergebnisse dieser Arbeit dazu, die Regulation von
Endothelzellfunktionen besser zu verstehen und damit die Basis flir gezielte Malitnahmen zu
liefern, die das Auftreten einer Endotheldysfunktion verhindern oder reduzieren kdnnen.
Darlber hinaus konnen die gewonnenen Erkenntnisse zur Verbesserung pro- und

antiangiogener Therapieansatze beitragen.
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SUMMARY

Endothelial cells forming the inner layer of blood vessels regulate the exchange of nutrients
and oxygen between blood and surrounding tissues and maintain the vascular homeostasis.
In addition, they mediate angiogenesis induced by growth factors such as vascular
endothelial growth factor (VEGF) and ensure the vascularisation of tissues and organs. As a
prerequisite for maintaining functionality endothelial cells require mechanisms that ensure
protection from damaging factors.

One important cellular homeostatic process is autophagy. Its major function is the
degradation of old and damaged proteins and organelles via the lysosomal pathway to
provide precursors for energy production and anabolic synthesis pathways and to sustain
intracellular balance, especially under stress situations. During the process of autophagy the
cellular material to be degraded is engulfed by a so-called autophagosome that subsequently
fuses with a lysosome. The initiation of autophagy is mainly regulated by 5’AMP-activated
protein kinase (AMPK) and mechanistic target of rapamycin (mMTOR). AMPK stimulates the
process by activating the autophagy initiator uncoordinated 51-like kinase 1 (ULK1) whereas
MmTOR suppresses ULK1 activity. The elongation of the autophagosomal membrane is
controlled by conjugation of microtubule-associated protein light chain 3B (LC3B).

So far, little is known about the significance of basal autophagy and regulatory mechanisms
of autophagy in endothelial cells. In addition, the role of AMPK in endothelial autophagy is
poorly understood although it is known that AMPK protects endothelial cells from oxidative
and inflammatory stress and is involved in the regulation of angiogenesis. Therefore, the
present study was aimed at investigating the regulation and function of autophagy in
endothelial cells, the importance of this pathway for angiogenesis and in particular, the role
of AMPK in regulating both, autophagy and angiogenic processes.

To address these issues, human umbilical vein endothelial cells (HUVEC) were employed.
Autophagy was suppressed via siRNA-mediated downregulation of the autophagy proteins
ULK1 and B-cell lymphoma 2 (Bcl2)-interacting protein 1 (Beclin1) or by applying the inhibitor
Bafilomycin A1. Subsequently, the effects of autophagy inhibition on several endothelial
functions such as proliferation, survival and in vitro angiogenesis were investigated. The role
of AMPK was characterised with the help of pharmacological (2-deoxyglucose (2-DG),
A769662, 5-Aminoimidazole-4-carboxamide ribonucleotide (AICAR)) and physiological
(VEGF) AMPK activators and by downregulation of the catalytic AMPK subunits a1 and a2
via specific siRNA.

The data of the present study show that endothelial cells exhibit a substantial autophagic flux
under basal conditions which plays as essential role in cellular protection. Inhibition of
autophagy led to increased oxidative and inflammatory stress and impaired vital endothelial

cell functions such as proliferation, survival and angiogenesis.
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These results contribute to a better understanding of mechanisms underlying endothelial
homeostasis. They suggest that stimulation of autophagy may prevent endothelial
dysfunction and possibly repress related cardiovascular diseases thus highlighting the
medical relevance of these findings. In addition, the present study demonstrates that AMPK
activators represent an option to stimulate endothelial autophagy. 2-DG, A769662 and
AICAR triggered AMPKa1-mediated activation of ULK1 and inhibition of mTOR. In parallel,
autophagic flux was enhanced as shown by increased conjugation of LC3B. AMPKa2 did not
seem to be involved in these processes.

An important result of this study is that VEGF, a physiological AMPK activator, was also able
to active ULK1 and stimulate autophagy. The latter was verified by reduced expression of
p62, a protein that is specifically degraded via autophagy. VEGF-induced autophagy was
mediated by AMPKa1 but not by AMPKa2. The VEGF/AMPKa1/autophagy pathway was
crucially involved in mediating angiogenic response since VEGF could hardly induce
angiogenesis when AMPKa1 or autophagy were blocked. These data add to previous
findings on the proangiogenic role of AMPKa1 by revealing the underlying mechanisms and
provide new insights into the regulation of VEGF-stimulated angiogenesis.

Together, the results of this study contribute to a better understanding of how endothelial
functions are regulated and of how the development of an endothelial dysfunction might be
prevented by targeted strategies. This study characterises the VEGF/AMPKa1/autophagy
pathway as a novel proangiogenic process suggesting that these data can contribute to

improve approaches for pro- and antiangiogenic therapies.
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EINLEITUNG 1

1 EINLEITUNG
1.1 Endothel

Herzkreislauf-Erkrankungen und damit einhergehende vaskulare Komplikationen wie
Herzinfarkt oder Schlaganfall sind die haufigste Todesursache in Deutschland und anderen
Industriestaaten [1]. Herzkreislauf-Erkrankungen basieren haufig auf atherosklerotischen
Gefalveranderungen. Solche Veranderungen werden durch ein dysfunktionales Endothel
hervorgerufen, und sind durch die Ablagerung von Blutfetten und Zellen charakterisiert, die
das Lumen der Gefalke verengen oder verschlielen und damit zur Unterversorgung der
betreffenden Gewebe fuhren. Das metabolische Syndrom, ein Zusammenwirken von
Ubergewicht, Fettstoffwechselstérungen, Bluthochdruck und Insulinresistenz, welches durch
Fehlerndhrung, Bewegungsmangel, Diabetes mellitus und Alter begunstigt wird, gilt als
bedeutender Risikofaktor fir das Auftreten von atherosklerotischen Komplikationen und

damit verbundenen Herz-Kreislauf-Erkrankungen.

1.1.1 Endothelfunktion

Endothelzellen kleiden das Innere von Lymph- und BlutgefaRen aus und sind fir die
vaskulare Homdostase und Funktion essentiell. Das Endothel ist eine einzellige Schicht und
bildet eine Barriere zwischen dem Blut und dem darunter liegenden Gewebe. Die Struktur
des Endothels variiert in Abhangigkeit von der GroRe des Gefalles. Das Endothel grolier
Gefalde, das im Wesentlichen zur Blutverteilung und Regulierung des Blutflusses dient, ist fur
im Blut geldste Substanzen nahezu undurchlassig. Die Aufgabe mikrovaskularer Gefale
hingegen ist die Versorgung des umliegenden Gewebes mit Sauerstoff und Nahrstoffen.
Deshalb sind diese Gefalle semipermeabel. Das Endothel der Blut-Hirn-Schranke hingegen
ist kaum durchlassig und weist viele tight junctions auf. Die Permeabilitdt dieser Kapillaren
wird durch spezifische Transporter und Kanale reguliert, um einen unkontrollierten
Stoffaustausch und das Eindringen von Fremdstoffen in das zentrale Nervensystem zu
verhindern. Neben der Gefalipermeabilitdt reguliert das Endothel Vasotonus, Koagulation
und Fibrinolyse und stellt unter physiologischen Bedingungen die Thrombozytenresistenz der
Gefallwand sicher. All diese Funktionen des Endothels sind fur die Gesundheit von
BlutgefalRen wichtig. Eine Endotheldysfunktion ist mit der Entstehung von pathologischen
GefalRveranderungen und vaskuldaren Komplikationen assoziiert. Sie kann durch ein
Ungleichgewicht zwischen dem vasoprotektiven Stickstoffmonoxid (NO) und reaktiven
Sauerstoffspezies (ROS) entstehen. Ein Anstieg von ROS flhrt zur Oxidation von NO,
wodurch zum einen dessen Bioverfugbarkeit gesenkt wird und zum anderen das
zytotoxische Peroxynitrit (ONOQO") entsteht, welches zur Oxidation von Lipiden und anderen

Makromolekilen flhren kann, die zu GefaRveranderungen beitragen. Des Weiteren fuhrt
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ONOO' zu einer Entkopplung der endothelialen NO-Synthase (eNOS) und zur verringerten
NO-Produktion.

Endothelzellen gewinnen ihre Energie vorrangig durch aerobe Glykolyse, in deren Folge
Laktat entsteht und abgegeben wird [2]. Dagegen erfolgt nur ein geringer Teil der
Energiegewinnung Uber oxidative Stoffwechselwege. So kann ein groRer Teil des
aufgenommenen Sauerstoffs in das subendotheliale Gewebe diffundieren [3]. Durch den
geringen Flux durch die Atmungskette entstehen relativ wenig mitochondriale ROS. ROS
konnen auch durch NADPH-Oxidasen (NOX) produziert werden. NOX gelten als Hauptquelle
fur ROS nach Scherstress, wodurch es zur Bildung von Superoxid (O,") und
Wasserstoffperoxid (H,O,) kommt [4]. H,O, wird auch durch Leukozyten und andere Zellen
gebildet und kann Endothelzellen schadigen. Ein Anstieg von ROS-Spiegeln kann zu einer
Aktivierung des Endothels fihren, was mit einer erhéhten Expression von
Adhasionsmolekilen und gesteigerter Gefallpermeabilitdt verbunden ist [5]. Endothelzellen
kénnen ebenfalls durch inflammatorische Stimuli (Zytokine, Pathogene) wahrend akuter und
chronischer Entziindungsprozesse aktiviert werden, zum Beispiel nach einer Infektion oder
bei Adipositas. Um all diesen Stressfaktoren zu entgehen und eine unkontrollierte
Aktivierung des Endothels und die Ausbildung einer Endotheldysfunktion zu verhindern, sind
Schutzmechanismen nétig. So verfliigen Endothelzellen Gber antioxidative Enzyme wie zum
Beispiel Katalase, Thioredoxin (TRX) und Peroxiredoxin (PRX) [6]. Daneben ist das

Glutathionsystem ein wichtiger Schutzmechanismus, um oxidativen Stress zu reduzieren.

1.1.2 VEGF und Angiogenese

Neben der Aufrechterhaltung der GefaBhomoostase sind Endothelzellen fur die Neubildung
von Gefalken (Angiogenese) von essentieller Bedeutung. Angiogenese spielt bei
physiologischen = Vorgangen wie  Organogenese und Wachstum und bei
Regenerationsprozessen (Infarkte, Wundheilung) eine wichtige Rolle. Sie ist jedoch auch bei
pathophysiologischen Prozessen wie rheumatoider Arthritis und Tumorwachstum beteiligt
[7].

Endothelzellen kénnen durch Wachstumsfaktoren, welche normalerweise unter hypoxischen
Bedingungen freigesetzt werden, zur Angiogenese stimuliert werden. Der wichtigste
angiogene Wachstumsfaktor flir Endothelzellen ist der vascular endothelial growth factor
(VEGF). VEGF kann von benachbarten Zellen, zum Beispiel von Tumorzellen und
Endothelzellen selbst gebildet werden. Zu den angiogenen Prozessen, die durch VEGF
vermittelt werden, zahlen unter anderem Proliferation, Migration, Erhéhung der Permeabilitat
und die Sicherung des Uberlebens von Endothelzellen (Abbildung 1). Diese Funktionen

werden durch verschiedene Signalkaskaden vermittelt, die durch die Bindung von VEGF an
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dessen Rezeptoren VEGFR1’, VEGFR2 und VEGFR3 aktiviert werden. Dabei handelt es
sich um Rezeptoren mit Tyrosinkinaseaktivitat. Der wichtigste Rezeptor ist der VEGFR2.
Nach Bindung von VEGF kommt es zur Dimerisierung und Autophosphorylierung dieses
Rezeptors. Die Phosphorylierung am Tyrosinrest 1175 (Y1175) vermittelt dabei die
Aktivierung der PI3K, wodurch der Akt/mTOR-Signalweg sowie eNOS und Rac aktiviert
werden. Die Stimulierung dieser Signalproteine fuhrt zu einer Steigerung der Permeabilitat,
der Proteinsynthese und des Uberlebens der Zellen und initiiert Migration. Daneben fiihrt die
Aktivierung der PLCy und der nachgeschalteten Signalwege, zum Beispiel der
Raf/MEK/ERK1/2-Signalkaskade, der eNOS und der AMPK, zu Proliferation, Migration bzw.
Regulierung des Metabolismus. Die Phosphorylierung des VEGFR an Y951 induziert die
Src-vermittelte Permeabilitat und Migration. Der Anstieg der genannten zellularen Prozesse

ist fur die Vermittlung der Angiogenese essentiell.

VEGF
———— — Plasmamembran
= VEGFR?2 Raf ——
Permeabilitdt -——__ s / \
rc
Migration < = PKC , MEK — ERK1/2,
. \ Proliferation
Uberleben -— Akt | -— Plils/ﬂ— pY1175 pY1175 PLC_!/ eNO__S/
Ca* \
v Migration
, , CaMKKE,

rpTOR, Q!NIOS, Bac J F_AK J

1 | \ F/ AMPK j— Metabolismus

Protein- Permeabilitit Migration
synthese

Abbildung 1. VEGF-Signalwege.

Uber die Aktivierung verschiedener Signalwege stimuliert VEGF wichtige angiogene Prozesse wie
Proliferation, Migration und Uberleben. Fiir nahere Informationen siehe Text. (adaptiert nach Olsson,
2006 [8])

AMPK: 5’AMP-aktivierte Proteinkinase, Akt: Proteinkinase B, CaMKKf: Calcium/Calmoduin-abhangige Proteinkinase-Kinase 3,
ERK1/2: extracellular signal-regulated kinase 1/2, eNOS: endotheliale NO-Synthase, FAK: focal adhesion kinase, MEK:
MAPK/ERK1/2-Kinase, mTOR: mechanistic target of rapamycin, PI3K: Phosphoinositid-3-Kinase, PKC: Proteinkinase C, PLCy:

Phospholipase Cy, Rac: ras-related C3 botulinum toxin substrate, Raf: rapidly accelerated fibrosarcoma, Src: sarcom-family
kinase, VEGF: vascular endothelial growth factor, VEGFR2: VEGFR-Rezeptor 2

" Um die Lesbarkeit des Textes zu erleichtern, werden die Abkulrzungen der beteiligten Proteine hier nicht
erlautert. Die Abkirzungen stehen fir: VEGFR1/2/3: VEGF-Rezeptor 1/2/3, PI3K: Phosphoinositid-3-Kinase, Akt:
Proteinkinase B (PKB), Rac: ras-related C3 botulinum toxin substrate, PLCy: Phospholipase Cy, Raf: rapidly
accelerated fibrosarcoma, MEK: MAPK/ERK1/2-Kinase, ERK1/2: extracellular signal-regulated kinase 1/2,
Src: sarcom-family kinase
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Wahrend der Angiogenese werden durch die lokale Verteilung und Konzentration von VEGF
bestimmte Endothelzellen, die sogenannten tip-Zellen aktiviert. Diese Zellen sind durch
einen starken migratorischen Phanotyp gekennzeichnet, um die Gefalineubildung zu
initiieren. Gleichzeitig bilden diese Zellen delta-like ligand 4 (DLL4), wodurch es zur
Aktivierung des Notch-Signalweges in den umliegenden stalk-Zellen kommt. Dies fuhrt zu
einer verminderten VEGFR2-Expression in diesen Zellen, sodass diese nicht migrieren. Der
Notch-Signalweg ist fir eine kontrollierte Kapillarbildung und Angiogenese von grolder

Bedeutung.

1.2 AMPK

Die 5’ AMP-aktivierte Proteinkinase (AMPK) ist eine Serin/Threonin-Proteinkinase, die eine
wichtige Rolle bei der Regulierung von Metabolismus und Stressadaptation spielt. Sie wird
ubiquitar exprimiert, wobei unterschiedliche Zelltypen und Gewebe eine differentielle

Expression verschiedener Isoformen aufweisen [9].

1.2.1 Aufbau

Die AMPK besteht aus 3 Untereinheiten: einer katalytischen a-Untereinheit und den beiden
regulatorischen Untereinheiten B und y [10]. Die beiden Isoformen der katalytischen
Untereinheit a1 und a2 sind strukturell sehr ahnlich und bestehen aus einer N-terminalen
Kinasedomane, in deren Aktivierungsschleife sich ein konservierter Threoninrest (T172)
befindet (Abbildung 2). Die Phosphorylierung dieses Threoninrestes ist fur eine volle
Aktivierung der AMPK essentiell [11]. C-terminal der Kinasedomane schliel3t sich eine
autoinhibitorische Sequenz (AIS) an. Am C-Terminus befindet sich eine Domane, die fur die
Bindung an die B-Untereinheit wichtig ist. Die Untereinheiten 1 und B2 stellen scaffold-
Proteine dar, welche Bindedomanen fir die a- und y-Untereinheiten aufweisen und daher die
Komplexierung aller 3 Untereinheiten bewirken. Die 3 Isoformen der y-Untereinheit
unterscheiden sich strukturell in ihrem N-Terminus. Die Funktion der unterschiedlich langen
N-Termini ist noch nicht geklart. Alle y-Untereinheiten bestehen aus 4 Cystathionin-3-
Synthase-Motiven (CBS1-4). Diese bilden paarweise jeweils eine Bateman-Domane. Jede
Bateman-Doméane kann ein Molekil AMP oder ATP binden, was flr die allosterische
Aktivierung der AMPK von Bedeutung ist. Die N-terminale Bateman-Domane enthalt
zusatzlich eine Pseudosubstratsequenz, die der Konsensussequenz von AMPK-Substraten
entspricht, jedoch kein phosphorylierbares Serin oder Threonin enthalt. Unter basalen
Bedingungen bindet diese Pseudosubstratsequenz der N-terminalen Bateman-Domane an
die Substrattasche der Kinase-Domane in der a-Untereinheit, wodurch die Aktivierung des

Enzyms unterdrickt wird.
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Abbildung 2. Aufbau der AMPK.

Die katalytische a-Untereinheit besteht aus einer Kinase-Domane mit den konservierten Threoninrest
T172 (P), einer AIS und einer Bindedomane fir die B-Untereinheit. Die B-Untereinheit bildet ein
Scaffold-Protein und bewirkt die Komplexierung der AMPK. Die Bateman-Domanen der y-Untereinheit
sind fur die AMP/ATP-Bindung und damit fur die allosterische Aktivierung der AMPK wichtig. Fir die
verschiedenen AMPK-Untereinheiten ist jeweils nur eine reprasentative Struktur dargestellt, da sich
deren jeweilige Isoformen stark ahneln. (adaptiert nach Hardie, 2007 [12])

AIS: autoinhibitorische Sequenz, CBS: Cystathionin-B-Synthase-Motiv, CTD: C-terminale Domane, GBD: Glykogenbinde-
domaéne, NTD: N-terminale Doméne

1.2.2 Regulierung

Die Aktivitat der AMPK kann Uber verschiedene Wege reguliert werden (Abbildung 3). Zum
einen fuhrt die Bindung von AMP, welches zum Beispiel durch metabolischen Stress erhdht
wird, an die Bateman-Domanen der y-Untereinheit zu einer allosterischen Aktivierung des
Enzyms. Dabei kommt es zur Loslésung der Pseudosubstratsequenz von der Kinase-
Domaéne [13]. Die Aktivitdt der AMPK wird dadurch etwa zehnfach erhéht [14]. Neben AMP
kann auch ATP in einem kompetitiven Mechanismus an die y-Untereinheit binden, wobei die
Bindungsaffinitdt von AMP an die Bateman-Domane jedoch finffach hdher ist als die von
ATP [15]. Die Aktivitat der AMPK wird somit Uber das Verhaltnis von AMP- und ATP-
Konzentration reguliert, welches eine Energiemangelsituation empfindlicher widerspiegelt als
der alleinige Anstieg des AMP-Spiegels. Die AMPK stellt damit einen sehr empfindlichen
Sensor fur das Energiegleichgewicht der Zelle dar.

Zusatzlich zur allosterischen Aktivierung bewirkt die Bindung von AMP an die AMPK eine
Phosphorylierung am konservierten Threoninrest 172 in der Kinasedomane des Enzyms. Die
Phosphorylierung dieses Restes ist fur eine volle Aktivierung der Kinase essentiell [11].
Unter basalen Bedingungen wird T172 kontinuierlich durch die konstitutiv aktive liver
kinase B1 (LKB1) phosphoryliert. Gleichzeitig kommt es jedoch zu einer Dephosphorylierung
dieses Restes durch Phosphatasen wie Proteinphosphatase 2Ca (PP2Ca) [16]. Die daraus
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resultierende Netto-Phosphorylierung und AMPK-Aktivitdt sind daher unter basalen
Bedingungen nur gering. Bei einem Anstieg des AMP:ATP-Verhaltnisses bewirkt die Bindung
von AMP, dass die AMPK zu einem schlechteren Substrat fir ihre Phosphatasen wird,
woraufhin die Dephosphorylierung abnimmt und die Phosphorylierung an T172 und damit die
Aktivitat der AMPK ansteigt [16]. Die Aktivierung der AMPK durch diese Phosphorylierung ist
um den Faktor 10 hoher als durch die reine allosterische Wirkung von AMP. Die Kombination
beider Wege kann zu einem 1000-fachen Anstieg der AMPK-AKktivitat fihren [14]. Dabei
reagiert die AMPKa2-Isoform starker auf Veradnderungen der AMP-Spiegel als AMPKa1 und
wird dadurch hauptsachlich tber den AMP/LKB1-Weg aktiviert [17, 18].

Neben den beschriebenen AMP-abhangigen Wegen der AMPK-Aktivierung ist auch eine
Calcium-vermittelte Aktivierung beschrieben, die besonders fur die Isoform AMPKa1 von
Bedeutung zu sein scheint [19]. Verschiedene Stimuli, die zu einem Rezeptor-gekoppelten
Anstieg von intrazellularen Calciumspiegeln flihren, wie zum Beispiel Thrombin (G-Protein-
gekoppelter Rezeptor) oder VEGF (Rezeptortyrosinkinase) kénnen auf diesem Weg eine
Aktivierung der AMPK bewirken [20, 21]. Die Bindung von Liganden an die genannten
Rezeptortypen fiihrt zur Aktivierung der Phospholipase CB bzw. Cy (PLCRB/y). PLC spaltet
das Membranphospholipid Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat in Inositoltriphosphat (IP3)
und Diacylglycerol (DAG), die als second messenger fungieren und zu einer Freisetzung von
Calcium aus intrazellularen Speichern fihren. Calcium bildet einen Komplex mit Calmodulin
und stimuliert die Calcium/Calmodulin-abhangige Proteinkinase-Kinase $ (CaMKKp), die
daraufhin AMPK an T172 phosphoryliert und aktiviert. Dieser Weg ist jedoch nur in Zelltypen
mdglich, die CaMKKf exprimieren, wie zum Beispiel in Endothelzellen, wahrend die AMPK-

Kinase LKB1 ubiquitar exprimiert wird [22].

Abbildung 3. Regulierung der AMPK.

Ci AMPK kann durch Bindung von AMP an die
y-Untereinheit allosterisch aktiviert werden. Volle
LKB1 CaMKKB, Aktivierung des Enzyms durch Phosphorylierung an
T172 wird durch LKB1 in einem AMP-abhangigen
Weg oder CaMKKp in einem Calcium-abhangigen
Weg vermittelt. Die pharmakologischen Aktivatoren
P / AICAR und A769662 flhren zur allosterischen
o Aktivierung der AMPK und unterstitzen die
B Phosphorylierung durch LKB1.
@_’ AMP A AMPK AICAR:  5-Aminoimidazol-4-Carboxamid-Ribonukleotid, AMPK:

5’AMP-aktivierte Proteinkinase, CaMKKB: Calcium/Calmodulin-
abhangige Proteinkinase-Kinase 3, LKB1: liver kinase B1

Experimentell kann die AMPK durch pharmakologische Aktivatoren stimuliert werden. Die
bekanntesten und spezifischsten dieser Aktivatoren sind 5-Aminoimidazol-4-Carboxamid-
Ribonukleotid (AICAR) und A769662 (Abbildung 3), die auch in der vorliegenden Arbeit

eingesetzt wurden. Nach Aufnahme von AICAR in die Zelle wird es durch die
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Adenosinkinase phosphoryliert. Das entstandene ZMP ist ein AMP-Analogon und kann
daraufhin die AMPK in einem AMP-abhangigen Weg aktivieren [23]. A769662 hingegen
bindet an die B-Untereinheit der AMPK. Dies flhrt zur allosterischen Aktivierung des
Enzyms, welche durch Verhinderung der Dephosphorylierung des aktivierenden T172-

Restes zusatzlich unterstitzt werden kann [24, 25].

1.2.3 Funktion

Die AMPK ist im Allgemeinen als Energiesensor bekannt, der fur die Aufrechterhaltung der
intrazellularen Energiehomoostase von Bedeutung ist. Unter dem Einfluss von
metabolischem Stress werden durch AMPK energieverbrauchende Stoffwechselwege
inhibiert und gleichzeitig ATP-generierende Prozesse aktiviert, um die Energiebalance der
Zelle aufrecht zu erhalten (Abbildung 4).

Aktivierung ATP-generierender Hemmung ATP-Verbrauchende\
Stoffwechselwege Stoffwechselwege

Glukoseaufnahme 550 € — @ Glukoneogenese
) | G6P

Glykolyse - < —|B Glykogensynthese

Lipolyse 1 —1— % Cholesterolsynthese

Fettsdureoxidation @ — — m Fettsduresynthese

Mitochondrienbildung &5 <+ —| Proremsynrhese/

’ [ oEF2

Abbildung 4. Regulierung des Metabolismus durch AMPK.
Uber die Regulierung verschiedener Zielproteine stimuliet AMPK ATP-generierende

Stoffwechselwege wahrend Energie-verbrauchende Prozesse gehemmt werden.

ACC1/2: Acetyl-Coenzym A-Carboxylase 1/2, eEF2: eukaryotischer Translations-Elongationsfaktor 2, FOXO1: forkhead box
protein O1, G6P: Glukose-6-Phosphatase, GLUT1/4: Glukosetransporter 1/4, GS: Glykogensynthase, HEXKII: Hexokinase |l,
HMGR: 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-Coenzym A-Reduktase, HSL: hormonsensitive Lipase, mTOR: mechanistic target of
rapamycin, PEPCK: Phosphoenolpyruvat-Carboxykinase, PFK2: 6-Phosphofrukto-2-Kinase, PGC1a: peroxisome proliferator-
activated receptor gamma coactivator 1a, SIRT1: Sirtuin 1, TSC2: tuberous sclerosis complex 2

AMPK beeinflusst dabei sowohl die Aktivitdt von metabolischen Enzymen als auch deren
Expression durch Phosphorylierung der entsprechenden Transkriptionsfaktoren. AMPK
reguliet den Glukosestoffwechsel durch  Stimulierung der Translokation der
Glukosetransporter GLUT1 [26] und GLUT4 [27] und durch Erhéhung der Glykolyse Uber
einen Anstieg der Hexokinase Il (HEXKII)-Expression [28] und 6-Phosphofrukto-2-Kinase
(PFK2)-Aktivitat [29]. Parallel dazu werden die Glukoneogenese und Glykogensynthese Uber
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die Regulierung der Expression von Phosphoenolpyruvat-Carboxykinase (PEPCK) und
Glukose-6-Phosphatase (G6P) [30] bzw. der Phosphorylierung der Glykogensynthase (GS)
[31] unterdrickt. Auch der Lipidstoffwechsel wird durch AMPK auf verschiedenen Ebenen
reguliert. Wahrend die Lipolyse und die Fettsdureoxidation durch Aktivierung der
hormonsensitiven Lipase (HSL) [32] bzw. Hemmung der Acetyl-Coenzym A-Carboxylase 2
(ACC2) stimuliert werden, fuhrt die Hemmung der ACC1 zu einer Inhibierung der
Fettsduresynthese [33]. Auch die 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-Coenzym A-Reduktase
(HMGR), das Schlusselenzym der Cholesterolsynthese, wird durch AMPK negativ reguliert
[34]. Weiterhin induziert AMPK die Mitochondrienbildung durch Aktivierung von peroxisome
proliferator-activated receptor gamma coactivator 1a (PGC1a), um die Energiegewinnung
durch oxidative Stoffwechselwege zu férdern. Dies geschieht durch direkte Phosphorylierung
von PGC1a und/oder durch Aktivierung von Sirtuin 1 (SIRT1) und SIRT1-vermittelte
Deacetylierung von PGC1a [35]. Die Aktivierung von tuberous sclerosis complex 2 (TSC2)
[36] und die Hemmung von mechanistic target of rapamycin (mTOR) [37] und
eukaryotischem Translations-Elongationsfaktor 2 (eEF2) [38] durch AMPK fiihren zu einer
Hemmung der Proteinsynthese.

Uber ihre zellularen Effekte hinaus ist die AMPK auch fir die Regulierung des
Energiehaushaltes des gesamten Organismus wichtig. Dabei wird die Nahrungsaufnahme
uber die hypothalamische AMPK reguliert [39]. Aufgrund der metabolischen Eigenschaften
der AMPK, die zur Senkung der Blutspiegel von Glukose, Fettsauren und Triglyceriden
fuhren, wird ihr eine protektive Funktion bei der Entstehung des metabolischen Syndroms
zugeschrieben [30, 40-42].

Die beiden Isoformen der katalytischen AMPK-Untereinheit a1 und a2 scheinen
verschiedene Funktionen zu erflllen. Dies ergibt sich unter anderem aus dem Phanotyp von
AMPK-Knockout-Mausen. AMPKa2”-Mause weisen einen metabolischen Phanotyp auf, der
durch eine leichte Insulin-Resistenz und eine gestdrte Glukosetoleranz gekennzeichnet ist
[43]. Des Weiteren ist AMPKa2 die dominierende Isoform in metabolisch aktiven Geweben
wie Skelettmuskel [44] und Herzmuskel [45] und wird vorwiegend Gber den AMP-abhangigen
Weg aktiviert. Dies spricht fur eine wichtige Rolle der AMPKa2 bei der Regulierung des
Metabolismus. Dagegen zeigen AMPKa1”-Méause keinen metabolischen Phéanotyp, sondern
Defekte bei der VEGF-induzierten Angiogenese [21, 43]. AMPKa1 wird vorwiegend Uber den
Calcium-abhangigen Weg stimuliert und ist Bestandteil von Wachstumsfaktor-Signalwegen,
die flr angiogene Prozesse von Bedeutung sind. AMPKa1 ist in Endothelzellen die
dominierende Isoform und scheint hier vor allem fur den Schutz vor intrazellularem Stress
und fur die Aufrechterhaltung der Endothelzellfunktion von Bedeutung zu sein (Abbildung 5).
Um vaskulare Homoostase und Angiogenese sicher zu stellen, kann AMPK verschiedene
Zielproteine wie eNOS [46] und Cytochrom P450 2C (CYP2C) [47] aktivieren. Aullerdem
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vermittelt sie eine Hemmung der myosin light chain kinase (MLCK), was Veranderungen des
Zytoskeletts bewirkt, die sowohl flir Angiogenese als auch fur Vasodilatation wichtig sind
[48]. Die Aktivierung von SIRT1 durch AMPK tragt ebenfalls zur Aufrechterhaltung der
GefaRhomdostase bei [49]. AMPK sichert dariiber hinaus das Uberleben der Endothelzellen,
indem sie die Expression antiapoptotischer Proteine wie B-cell lymphoma 2 (Bcl2) und
Survivin [50] steigert. Auch intrazellularer Stress wird durch AMPK unterdriickt. So kann sie
inflammatorischen Stress durch Hemmung des nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of
activated B-cells (NFkB)-Signalweges reduzieren [50] wund Stress, der vom
endoplasmatischen Retikulum durch fehlerhaft gefaltete Proteine ausgeht, unterdricken.
Letzteres geschieht durch eine AMPK-abhangige Aktivierung der Calciumpumpe
Sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium ATPase (SERCA), wodurch intraluminale
Calciumspiegel des endoplasmatischen Retikulums gewahrleistet werden, die fir die richtige
Faltung und Prozessierung von Proteinen wichtig sind [51]. AMPK verringert aulerdem die
Bildung von ROS, indem sie NOX negativ reguliert [52] und die HMGR hemmt [19].
Gleichzeitig kann die AMPK durch Aktivierung von Komponenten des antioxidativen Systems
wie Superoxiddismutase (SOD) [53] und TRX [54] ROS-Spiegel in der Zelle reduzieren und
damit den oxidativen Stress senken. Ein weiterer Mechanismus oxidativen, aber auch
anderen zellularen Stress zu reduzieren, ist die Aktivierung der Autophagie [55, 56], wodurch
dysfunktionale Proteine und Organellen abgebaut werden. AMPK stimuliert diesen Prozess
durch Hemmung von mTOR, einem negativen Regulator der Autophagie. Neben der
primaren Rolle der AMPK als Schutzfaktor in Endothelzellen, reguliert AMPK auch den
Metabolismus dieser Zellen durch Hemmung von ACC [57] und mTOR. Inwieweit die
Kontrolle des Energiestoffwechsels auch in Endothelzellen die Hauptfunktion der AMPK

darstellt, ist jedoch noch umstritten [19].

Abbil . Funkti AMPK i
/Gef‘al!shombostase,\ / Stressschutz \ E:ZI fhur:g il 5n unktion  der n
Angiogenese othelzellen.

m Die endotheliale AMPK vermittelt Uber die
m Regulierung verschiedener Zielproteine (grin:

aktivierend, rot: inhibierend) wichtige Zell-
m funktionen wie Angiogenese und Uberleben,

MLCK
reguliert den Metabolismus und kann vor

\ / verschiedenen Stressfaktoren schitzen. Fiur
/ - \ néhere Informationen siehe Text.
Uberleben Metabolismus ACC: Acetyl-Coenzym A-Carboxylase, AMPK: 5AMP-

aktivierte Proteinkinase, Bcl2: B-cell lymphoma 2, CYP2C:

ACC Cytochrom P450 2C, eNOS: endotheliale NO-Synthase,

HMGR: 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-Coenzym A-Reduktase,

\ MLCK: myosin light chain kinase, mTOR: mechanistic target
J

of rapamycin, NFkB: nuclear factor ‘kappa-light-chain-
enhancer' of activated B-cells, NOX: NADPH-Oxidase,
SIRT1:  Sirtuin1l, SERCA: sarcoplasmic/endoplasmic
reticulum calcium ATPase, SOD: Superoxiddismutase, TRX:
Thioredoxin, TSC2: tuberous sclerosis complex 2

- AN
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1.3 Autophagie

Bei der Autophagie handelt es sich um einen evolutiondr konservierten lysosomalen
Abbauprozess, der fir die Aufrechterhaltung der intrazelluldaren Homdéostase von grofer
Bedeutung ist. Unter Stressbedingungen werden durch Autophagie selektiv oder nicht-

selektiv Teile des Zytoplasmas dem lysosomalen Abbau zugefuhrt.

1.3.1 Mechanismus

Man unterscheidet 3 Arten der Autophagie: (i) die Makroautophagie, die die Bildung von
sogenannten Autophagosomen beinhaltet, (ii) die Mikroautophagie, bei der Komponenten
des Zytoplasmas durch Ein- oder Ausstllpungen der Lysosomenmembran direkt
aufgenommen werden und (iii) die Chaperon-vermittelte Autophagie (chaperone-mediated
autophagy, CMA), bei der ausschlieldlich Proteine mit einer spezifischen Konsensussequenz
(KFERQ) erkannt werden und mit Hilfe von Chaperonen in das Lysosom aufgenommen und
dort abgebaut werden [58]. Dagegen konnen durch Makro- und Mikroautophagie neben
Proteinen auch grofere Strukturen, wie Proteinaggregate oder Zellorganellen, abgebaut
werden. Die am besten untersuchte Form ist die Makroautophagie, die im Allgemeinen und
in der vorliegenden Arbeit als Autophagie bezeichnet wird.

Bei der Autophagie kommt es nach Einwirkung von Stress, wie zum Beispiel
Nahrstoffentzug, zunachst zur Bildung von Omegasomen. Dies sind Q-férmige
Ausstulpungen des endoplasmatischen Retikulums, die als Basis fur die Bildung des
Phagophors dienen. Das Phagophor besteht aus einem kurzen Stiick Doppelmembran,
welches im weiteren Verlauf der Autophagie um das abzubauende Material herum verlangert
wird. Neben der Bildung von Omegasomen wird auch beschrieben, dass sich Phagophore
an anderen Orten in der Zelle bilden kdnnen. Als Quelle der Doppelmembran werden das
endoplasmatische Retikulum [59, 60], der Golgi-Apparat [61, 62], Mitochondrien [63] und die
Plasmamembran [64] diskutiert. An den Phagophoren sind wichtige Regulatorproteine und
Proteinkomplexe lokalisiert, die fur die Initierung und den weiteren Verlauf wichtig sind
(Abbildung 6). Dartber hinaus wird die Verlangerung des Phagophors durch Anlagerung von
oder Fusion mit anderen Membranen reguliert, wodurch sich die Doppelmembran
letztendlich um einen Teil des Zytoplasmas schlief3t und ein Autophagosom bildet. Die
Autophagosomen fusionieren zunachst mit Endosomen und bilden ein sogenanntes
Amphisom [65]. Die Bedeutung dieses Vorgangs ist noch nicht ganzlich geklart. Es wird
jedoch vermutet, dass dies wichtig ist, um die Autophagosomen mit Komponenten zu
versorgen, die fUr die spatere Fusion mit dem Lysosom wichtig sind. Bei der nachfolgenden
Fusion des Amphisoms mit dem Lysosom verschmilzt die duRere Membran des Amphisoms
mit der Lysosomenmembran. Die innere Membran inklusive des Inhaltes wird in das

Lysosom abgegeben und dort durch lysosomale Enzyme abgebaut. Die entstehenden
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Abbauprodukte wie Aminosauren, Lipide, Nukleoside und Kohlenhydrate werden durch
Membranpermeasen in das Zytoplasma abgegeben und stehen dort wieder als

Ausgangsstoffe verschiedener zellularer Prozesse zur Verfligung [66].

1.3.2 Regulierung

Die Regulierung der Autophagie ist sehr komplex und involviert viele Proteine und
Proteinkomplexe. Obwohl dieser Prozess in Hefe bereits gut untersucht ist und die meisten
beteiligten Proteine Homologe in Saugerzellen aufweisen, ist die Regulierung der
Autophagie und die Funktionen und Interaktionen einiger dieser Proteine in Sauger- bzw.
menschlichen Zellen noch nicht vollstadndig aufgeklart. Es gilt jedoch als gesichert, dass bei
diesem Prozess flinf wesentliche Komplexe bzw. Systeme beteiligt sind: der uncoordinated
51-like  kinase  (ULK)-Komplex, der PI3K-Komplex, zwei Ubiquitin-ahnliche
Konjugationssysteme und das autophagy-related protein 9 (ATG9)-Transportsystem
(Abbildung 6).

Der ULK-Komplex ist ein wichtiger Initiatorkomplex der Autophagie. Er besteht aus den
Kinasen ULK1 oder ULK2, den Adapterproteinen ATG12 und 200 kDa focal adhesion kinase
family-interacting protein (FIP200) sowie ATG101 als Stabilisator des Komplexes [67]. Die
Aktivitat des ULK-Komplexes wird im Wesentlichen durch mTOR, einem Nahrstoffsensor,
und AMPK, einem Energiesensor, reguliert. Unter basalen, nahrstoffreichen Bedingungen ist
mTOR aktiv und hemmt die Aktivitdt von ULK1 und ULK2 durch inhibitorische
Phosphorylierungen an ULK1/2 selbst und an dessen Komplexpartner ATG13 [68, 69].
Durch Nahrstoff- und/oder Energiemangel kommt es zum einen zur Inhibierung von mTOR,
wodurch die Hemmung von ULK1/2 aufgehoben wird. Zum anderen wird AMPK aktiviert,
was mit einer Stimulierung des ULK-Komplexes einhergeht. AMPK wirkt dabei Uber zwei
Wege. Zum einen wird ULK1/2 durch AMPK an aktivierenden Resten phosphoryliert, zum
anderen kann AMPK die Aktivitdt von mTOR zusatzlich unterdricken. Die Beteiligung
bestimmter AMPK-Isoformen an diesen Regulierungen ist kaum untersucht. Die
Veranderungen des  ULK-Phosphorylierungsstatus  durch  AMPK  fihren  zur
Autophosphorylierung von ULK1/2 und zur ULK-vermittelten Phosphorylierung von ATG13
und FIP200, wodurch der ULK1-Komplex aktiviert wird [68, 69]. Der aktive ULK1-Komplex ist
am Phagophor lokalisiert und ist fir die Initierung der Autophagie von zentraler Bedeutung
[70, 71]. Die genauen Funktionen von ULK1 sind noch nicht vollstandig aufgeklart. Es gibt
jedoch Hinweise, dass ULK1 unter anderem zur Phosphorylierung von zwei Komponenten
des PI3K-Komplexes, Bcl2-interacting protein 1 (Beclin1) [72] und activating molecule in
Beclin1-regulated autophagy (AMBRA1) [73], und damit zu einer Aktivierung der Autophagie
fuhrt.
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Abbildung 6. Ubersicht iiber den Ablauf der Autophagie (vereinfacht).

Bei der Initiierung der Autophagie wird der ULK1-Komplex durch AMPK und die Inhibierung von
mTOR aktiviert und zum Phagophor transloziert. Weiterhin wird der PI3K-Komplex durch die Bindung
von ATG14L und AMBRA1 aktiviert. Der ULK1-Komplex kann diese Aktivierung durch
Phosphorylierung von Beclin1 unterstitzen. Es kommt zur Bildung von PI(3)P an der
Autophagosomenmembran und damit zur Rekrutierung weiterer Autophagieproteine wie WIPI.
Sowohl WIPI als auch der ULK1-Komplex sind fir den ATG9-vermittelten Transport von
Membrankomponenten wichtig. Gleichzeitig kommt es zur Bildung von ATG5-ATG12-ATG16-
Komplexen, die am Phagophor lokalisiert sind und zur Konjugation von LC3 beitragen. Nach
Verlangerung der Membran und Fertigstellung des Autophagosoms werden die beteiligten Proteine
abgespalten und recycelt mit Ausnahme des an der inneren Membran befindlichen LC3, welches

nach Fusion mit dem Lysosom zusammen mit dem Inhalt des Autophagosoms abgebaut wird.
AMBRA1: activating molecule in Beclin1-regulated autophagy, AMPK: 5’ AMP-aktiverte Proteinkinase, ATG: autophagy-related,
ATG14L: ATG14-like, Bcl2: B-cell lymphoma 2, Beclin1: Bcl2-interacting protein 1, FIP200: 200 kDa focal adhesion kinase
family-interacting protein, LC3: microtubule-associated protein light chain 3, mTOR: mechanistic target of rapamycin,
P: Phosphorylierung (rot — inhibierend, griin — aktivierend), PE: Phosphatidylethanolamin, ULK1/2: uncoordinated 51-like
kinase 1/2, VPS34: vacuolar protein sorting 34, WIPI: WD-repeat protein interacting with phosphoinositides

Der PI3K-Komplex ist der zweite wichtige Regulator, der fur die Initierung der Autophagie
essentiell ist. Der Kernkomplex besteht aus der Klasse IlI-PI3K vacuolar protein sorting 34
(VPS34), Beclin1, welches VPS34 durch Bindung aktivieren kann und dem Adapterprotein
p150 [74], das myristoyliert ist und dadurch den Komplex am Phagophor verankert [75].
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Verschiedene Bindungspartner von Beclin1 kénnen sowohl die Aktivitdt als auch die
Funktion des PI3K-Komplexes regulieren. Als positive Regulatoren gelten ATG14-like
(ATG14L), AMBRA1 und UV-irradiation resistance-associated gene (UVRAG) [73, 76]. Die
Bindung von ATG14L und AMBRA1 oder UVRAG steigert die Aktivitat von VPS34 [77, 78]
und somit die Produktion von Phosphatidylinositol-3-Phosphat (PI(3)P) am Phagophor,
welches zur Rekrutierung zusatzlicher Autophagie-Proteine fuhrt, die fur den weiteren
Prozess wichtig sind. Weiterhin ist UVRAG fur die spatere Reifung der Autophagosomen und
Fusion mit Endosomen wichtig [79]. Die wichtigsten negativen Regulatoren sind Bcl2 und
RUN domain Beclin1-interacting and cysteine-rich-containing protein (Rubicon). Unter
basalen Bedingungen bindet Bcl2 an Beclin1, um Autophagie zu unterdricken [80]. Diese
Bindung wird nach Nahrstoffentzug gelést und fihrt durch Freisetzung von Beclin1 zur
Aktivierung der Autophagie. Die Bindung von Rubicon an den Komplex hemmt die Reifung
der Autophagosomen [81]. Die Interaktionen der genannten Modulatoren werden durch
posttranslationale Modifikationen, unter anderem durch Phosphorylierungen beteiligter
Proteine, Uber verschiedene Signalwege reguliert [82]. Der PI3K-Komplex stellt somit einen
Knotenpunkt dar, verschiedene =zellulare Bedingungen zu integrieren und Autophagie
entsprechend zu regulieren.

Das produzierte PI(3)P an der Autophagosomenmembran fihrt zur Rekrutierung von
WD-repeat protein interacting with phosphoinositides (WIPI). In Hefe ist die Rekrutierung der
WIPI-Homologe Atg2 und Atg18 mit einer Translokation von Atg9-positiven
Membranstrukturen zum Phagophor assoziiert. Nach Rekrutierung zum Phagophor wird Atg9
wieder freigesetzt und zur Peripherie transloziert. Dieser Vorgang ist von Atg1, dem ULK1-
Homolog in Hefe, abhangig [83]. Das Pendeln von Atg9 ist vermutlich wichtig, um
Membranbestandteile zum Phagophor zu liefern, die der Verlangerung der Membran dienen.
In Saugerzellen wurde der ATG9-Transport ebenfalls beobachtet und eine ULK1-abhangige
Freisetzung von ATG9 beschrieben [84]. Es ist jedoch noch nicht geklart, ob die
Rekrutierung von ATG9 zum Phagophor von WIPI abhangig ist. Es konnte dagegen gezeigt
werden, dass WIPI2b zur Rekrutierung von ATG12 fuhrt, einem Protein, das bei der
Konjugation von microtubule-associated protein light chain 3B (LC3B) wichtig ist [85, 86].

Bei Stimulierung der Autophagie werden zwei Ubiquitin-ahnliche Konjugationssysteme aktiv,
obwohl die an der Konjugation beteiligten Proteine keine Ahnlichkeit zu Ubiquitin haben. Die
Konjugationen werden durch Enzyme mit E1-, E2- und E3-Aktivitat vermittelt, ahnlich der
Ubiquitinierung von Proteinen. Durch das erste System wird ATG12 kovalent an ATG5
gebunden. Dieser Prozess wird durch ATG7 und ATG10, welche E1- bzw. E2-Aktivitat
aufweisen, vermittelt [87]. Das ATG12-ATG5-Konjugat bindet anschlieRend an ATG16,
welches fir die Lokalisation am Phagophor verantwortlich ist [88]. Gleichzeitig kommt es zur

Konjugation der Atg8-Homologe LC3A/LC3B/LC3C, gamma-aminobutyric acid receptor-
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associated protein (GABARAP) und Golgi-associated ATPase enhancer of 16 kDa
(GATE16). Das bekannteste und am besten untersuchte Atg8-Homolog ist LC3B. Der
C-Terminus von proLC3B wird nach seiner Synthese zunachst durch ATG4 abgespalten.
Daran erfolgt die Bindung von Phosphatidylethanolamin (PE) in einer ATG7 (E1-Aktivitat)-
und ATG3 (E2-Aktivitat)-abhangigen Reaktion [89]. Der ATG12-ATG5-ATG16-Komplex weist
hierbei eine E3-Aktivitat auf, um die LC3B-Konjugation zu fordern [90]. Die Konjugation von
LC3B spielt sowohl bei der Membranverlangerung als auch bei der Substraterkennung eine
wichtige Rolle [91]. LC3B weist zum Beispiel eine Bindungsstelle fir das
Substratrezeptorprotein p62 auf. p62 kann ubiquitinierte Proteine erkennen, binden, durch
gleichzeitige Interaktion mit LC3B zum Ort der Autophagosomenbildung bringen und dadurch
ihren spezifischen Abbau gewahrleisten.

Nach Fertigstellung der Autophagosomen werden die beteiligten Proteine und Komplexe
abgespalten und recycelt. Eine Ausnahme bildet dabei das LC3B, das sich an der inneren
Autophagosomenmembran befindet. Dieses wird zusammen mit dem Inhalt des Vesikels in

das Lysosom abgegeben und dort abgebaut [92].

1.3.3 Funktion

Die Autophagie stellt neben dem Proteasom den zweiten wichtigen Abbauprozess in Zellen
dar. Wahrend durch das Proteasom vorwiegend kurzlebige Proteine abgebaut werden,
stellen langlebige Proteine vor allem ein Substrat fiur Autophagie dar. Ein weiterer
wesentlicher Unterschied zwischen Proteasom und Autophagie besteht in der Gréflie der
Substrate. Anders als beim Proteasom, durch das wegen der zylinderahnlichen
Tertiarstruktur nur entfaltete Proteine abgebaut werden kénnen [93], ist die Substratgrofe
und -struktur bei der Autophagie nicht limitierend. Durch Autophagie kénnen deshalb auch
Proteinkomplexe und -aggregate und sogar ganze Organellen umschlossen und abgebaut
werden.

Die Hauptfunktion der Autophagie ist die Aufrechterhaltung der intrazellularen Homdéostase
(Abbildung 7). Unter basalen Bedingungen ist Autophagie wichtig, um geschadigte Proteine
und dysfunktionale Organellen abzubauen und zu recyceln. Dies ist besonders in
postmitotischen Zellen, wie zum Beispiel Neuronen von grol3er Bedeutung, da sich hier
geschadigte Zellkomponenten anreichern und nicht durch Zellteilung verteilt werden [66].
Eine Aktivierung der Autophagie in Stresssituationen, zum Beispiel bei Nahrstoffentzug oder
oxidativem Stress, ist wichtig, um geschadigte Proteine und Organellen abzubauen, die unter
diesen Bedingungen akkumulieren. Des Weiteren werden in Energiemangel-Situationen
nicht-selektiv Teile des Zytoplasmas umschlossen, um durch deren Abbau Substrate zur
Energiegewinnung bereitzustellen. Abbauprodukte, wie Nukleoside, Kohlenhydrate,

Aminosauren und Lipide kénnen katabolen Stoffwechselwegen zugefuhrt werden, um den
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erhdhten Energiebedarf in solchen Stresssituationen zu decken [66]. Die entstehenden
Aminosauren dienen zusatzlich als Bausteine fir die Neusynthese von Proteinen [94]. Auch
eine Neuprogrammierung des zellularen Zustandes, wie zum Beispiel die metabolische
Umstellung unter inflammatorischen Bedingungen, kann Autophagie aktivieren und dient vor
Allem zur Bereitstellung von Aminosauren, die gebraucht werden, um das Proteom der Zelle

anzupassen [66].

Autophagie
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Abbildung 7. Zellulare Funktionen der Autophagie.

Um die intrazellulare Homoostase aufrechtzuerhalten, werden fehlerhaft gefaltete oder geschadigte
Proteine und Proteinaggregate sowie dysfunktionale Organellen, wie zum Beispiel Mitochondrien
durch Autophagie abgebaut. Darlber hinaus werden Abbauprodukte wie Aminosauren,
Kohlenhydrate, Lipide und Nukleoside als Ausgangsstoffe zur Energiegewinnung bereitgestellt.
Aminosauren dienen zudem als Bausteine fur die Neusynthese von Proteinen.

Ist die Zelle aufgrund von zu lange anhaltendem Stress oder zu hohen Stressdosen nicht in
der Lage, die Situation auszugleichen, kann es zu einer Uberstimulierung der Autophagie
kommen, was zu einem Ubermafigen Abbau von Zellmaterial fiihrt oder Apoptose induzieren
kann und damit mit dem Autophagie-assoziierten Zelltod in Verbindung steht [95].
Autophagie stellt somit einen hormetischen Prozess dar, der einer genauen Kontrolle bedarf.
Es ist noch nicht sicher geklart, ob eine Uberstimulierung der Autophagie und damit ein
exzessiver Abbau intrazelluldaren Materials die direkte Ursache des Zelltodes ist oder ob
parallel Apoptose aktiviert wird, um die betroffene Zelle kontrolliert sterben zu lassen [96].

Neben der nicht-selektiven Autophagie, bei der unspezifisch Teile des Zytoplasmas
eingeschlossen und abgebaut werden, sind auch selektive Autophagieprozesse

beschrieben. Dabei handelt es sich um einen regulierten Abbau spezifischer Organellen oder
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anderer Zellbestandteile. So werden zum Beispiel dysfunktionale Mitochondrien, die eine
Quelle von oxidativem Stress sind, bei der sogenannten Mitophagie spezifisch erkannt und
abgebaut [97]. Auch Pexophagie (Peroxisomen), Ribophagie (Ribosomen), Retikulophagie
(endoplasmatisches Retikulum) und Xenophagie (Krankheitserreger) sind Beispiele fur
selektive Wege der Autophagie.

Der Autophagie kommt auch eine wichtige Bedeutung bei der Entwicklung verschiedener
Erkrankungen zu. Eine dysfunktionale Autophagie ist unter anderem mit der Entstehung von
neurodegenerativen Erkrankungen, wie der Alzheimer-, Parkinson- und Huntington-
Krankheit, aber auch mit Infektionskrankheiten und Tumorgenese assoziiert. Aggregat-
bildende Proteine wie amyloid precursor protein (APP) [98], Tau [99], a-Synuklein [100] bzw.
Huntingtin [101] akkumulieren eher und starker, wenn Autophagie gestort ist und flihren
damit zur Ausbildung der genannten neurodegenerativen Erkrankungen. Weiterhin spielt
Autophagie bei der intrazellularen Abwehr von Erregern eine Rolle. Mikroorganismen kénnen
ebenfalls in Autophagosomen eingeschlossen und abgebaut werden. Es sind jedoch auch
Mikroorganismen, zum Beispiel Bakterien und Viren, bekannt, die den Autophagieweg
ausnutzen, um sich innerhalb von Autophagosomen zu replizieren und sich so vor den
Einflissen der Zelle zu schutzen. Gleichzeitig hemmen und verlangsamen sie den
autophagosomalen Abbau [102]. Die Rolle der Autophagie bei der Tumorgenese ist
vermutlich vielfaltig. Auf der einen Seite kann Tumorzell-Autophagie die Tumorentwicklung
beglnstigen, indem sie Tumorzellen vor Stress, vor allem Nahrstoffmangel schiitzt bis es zur
Vaskularisierung des Tumors kommt [103]. Auf der anderen Seite sind Kdrperzellen in der
Lage, sich durch Autophagie vor einer Akkumulation kanzerogener Mutationen zu schitzen

und somit eine Transformation in eine Tumorzelle zu verhindern.

1.4 Fragestellung

Unter basalen Bedingungen wird die Autophagie als ein homdostatischer Prozess
angesehen, durch den alte und geschadigte Zellkomponenten abgebaut und recycelt
werden. Das Ausmal} der basalen Autophagie ist zelltypabhangig. Unter Stressbedingungen
kann Autophagie stimuliert werden, um so Stress-assoziierte Schadigungen zu reduzieren
und gleichzeitig Bausteine zur Energiegewinnung und fiur Syntheseprozesse zur Verfugung
zu stellen. In verschiedenen Zellen wurde die AMPK, die durch Stressoren aktiviert werden
kann, als eines der Autophagie-stimulierenden Signalproteine identifiziert. Die Regulierung
der Autophagie in Endothelzellen unter basalen und unter Stressbedingungen sowie ihre
Bedeutung fir endotheliale Funktionen und Angiogenese ist bisher kaum untersucht.
Genauso wenig ist bekannt, inwieweit AMPK die endotheliale Autophagie reguliert und ob

Wachstumsfaktoren wie VEGF, die AMPK aktivieren, auch Autophagie beeinflussen.
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Die Ziele dieser Arbeit sind deshalb, (i) die basale Autophagie in Endothelzellen zu
beschreiben und deren Bedeutung fur zellulare Funktion aufzuklaren, (ii) die Rolle der AMPK
bei der Regulation der endothelialen Autophagie zu charakterisieren, (iii) den Einfluss von
Stressfaktoren und VEGF auf die Autophagie in Endothelzellen zu prufen und (iv) die Rolle
von Autophagie und AMPK bei der Regulation der Angiogenese zu untersuchen.

Die hier erhaltenen Daten sollen dazu beitragen, die Bedeutung der Autophagie als
Zellschutzsystem in Endothelzellen besser zu verstehen und diesen Prozess als ein
mogliches Target zur Verhinderung oder Verbesserung einer Endotheldysfunktion zu
charakterisieren. Dartber hinaus sollen die erworbenen Erkenntnisse zum Verstandnis der
Regulierung der Endothelzellfunktion, insbesondere der Angiogenese, und zur Verbesserung
von Therapieansatzen, bei denen die Beeinflussung der Angiogenese eine wichtige Rolle

spielt, beitragen.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Material

211 Zellen

Verwendeter Zelltyp:

- human umbilical vein endothelial cells (HUVEC, primare, humane Endothelzellen aus der

Nabelschnurvene)

Vergleichszellen:
- 786-0 (Nierenzellkarzinom-Zelllinie, bereitgestellt von Anne Knierim)

- primare Maus-Kardiomyozyten (bereitgestellt von Dr. Bernadin Ndongson Dongmo)
2.1.2 Chemikalien und Reagenzien
Die verwendeten Chemikalien und Reagenzien sind den nachfolgenden Tabellen 1 bis 4 zu

entnehmen.

Tabelle 1. Zellkultur- und Transfektionsreagenzien

Substanz Bezugsquelle
Ciprofloxacin Kabi Fresenius Kabi Deutschland GmbH, Bad Homburg
v.d.H.

endothelial mitogen Biomedical Technologies Inc., Stoughton, USA

Fotales Kalberserum (FKS)

Gelatine

L-Glutamin

Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS)
Heparin-Natrium

Humanserum

Humanes Serum Albumin (HSA)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Bayer Vital GmbH, Leverkusen

Kollagenase |l Worthington Biochemical Corporation, Lakewood, USA
M199 Lonza Walkersville Inc., Walkersville, USA
Penicillin/Streptomycin Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

SAINT-RED Synvolux Therapeutics B.V., Groningen, Belgien

Trypsin/EDTA (0,05 %/0,02 %)
Vitamin C

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Tabelle 2. Reagenzien fiir Zelllyse und Proteinanalytik

Substanz Bezugsquelle

Acrylamid 4K-L6sung 30 % Mix 29:1 AppliChem GmbH, Darmstadt
AppliChem GmbH, Darmstadt

Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, USA

Ammoniumpersulfat

Bio-Rad D¢ Protein Assay
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Substanz

Bezugsquelle

Bovines Serumalbumin Fraktion V, pH 7,0 (BSA)
Bromphenolblau (BPB)

Calciumchlorid (CaCly)

DL-Dithiotreitol (DTT)

ECL Western Blotting Detection Reagent

ECL Prime Western Blotting Detection Reagent
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)

Ethylenglycol-Bis(2-Aminoethylether)-N,N,N,N,-
Tetraacetat (EGTA)

Dimethylsulfoxid (DMSO)
Glukose

Glycerol

Glycin

4-(2-Hydroxyethyl)-Piperazin-1-(Ethan-sulfonsaure)-
Natriumsalz (HEPES)

Kaliumchlorid (KCI)
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO.)
Kodak GBX developer and replenisher
Kodak GBX fixer and replenisher
Magermilchpulver

Magnesiumsulfat (MgSO4)
B-Mercaptoethanol (ME)

Methanol

2-Methyl-1-Propanol (Isobutanol)
Natriumazid (NaNs)

Natriumcarbonat (Na2COs)
Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumfluorid (NaF)

di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat (Na2HPO4 x 2
H.0)

Natriumhydroxid (NaOH)
Salzsaure, 37% (HCI)

SpectraTM Multicolor Broad Range Protein Ladder
(10-260kDa)

N,N,N,N-Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Tris(Hydroxymethyl)Aminomethan (Tris)
Triton® X-100

Tween® 20

Western Lightning® Plus-ECL, Enhanced
Chemiluminescence Substrate

AppliChem GmbH, Darmstadt
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
AppliChem GmbH, Darmstadt
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

GE Healthcare UK Limited, Buckinghamshire, UK
GE Healthcare UK Limited, Buckinghamshire, UK

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Carl Roth GmbH Co. KG, Karlsruhe
AppliChem GmbH, Darmstadt
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

VEB Jenapharm-Laborchemie, Apolda
Riedel-De Haen AG, Hannover
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
AppliChem GmbH, Darmstadt
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
AppliChem GmbH, Darmstadt

Carl Roth GmbH Co. KG, Karlsruhe
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Merck Chemicals GmbH, Schwalbach
AppliChem GmbH, Darmstadt
AppliChem GmbH, Darmstadt
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Carl Roth GmbH Co. KG, Karlsruhe

Carl Roth GmbH Co. KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH Co. KG, Karlsruhe

Fermentas life science, Fermentas GmbH, St. Leon-Rot

AppliChem GmbH, Darmstadt
AppliChem GmbH, Darmstadt
Ferak Berlin GmbH, Berlin

AppliChem GmbH, Darmstadt
Perkin Elmer, Waltham, USA
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Tabelle 3. Reagenzien zur Analyse von Stressparametern

Substanz/Kit

Bezugsquelle

ATP-Kit SL

BD Cytometric Bead Array (CBA) Human Soluble

Protein Master Buffer Kit

BD Cytometric Bead Array (CBA) Human Enhanced

Sensitivity Master Buffer Kit
5,5"-Dithiobis(2-Nitrobenzoesaure) (DTNB)
Ethanol
L-Glutathione oxidiert (GSSG)
Glutathion-Reduktase
NADPH-Tetranatriumsalz
OxyBlot Protein Oxidation Detection Kit
5-Sulfosalicylsaure

Rotiszint® eco plus

BioTherma AB, Handen, Schweden

BD Biosciences, Franklin Lakes, New Jersey
BD Biosciences, Franklin Lakes, New Jersey

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Carl Roth GmbH Co. KG, Karlsruhe
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Carl Roth GmbH Co. KG, Karlsruhe
Millipore Corporation, Billerica, USA
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Carl Roth GmbH Co. KG, Karlsruhe

Tabelle 4. Reagenzien fiir funktionelle Versuche

Substanz/Kit

Bezugsquelle

ApopTag® Plus Fluorescein In Situ Apoptosis
Detection Kit S7111

Aprotinin

Biotin

BSA-C

BSA, fettsaurefrei

L-Carnitin

Cell Proliferation ELISA, BrdU (colorimetric)
(4',6-Diamidin-2-Phenylindol) DAPI
Essigsaure

Fibrinogen

FluoroMount-G®

Methylzellulose
1-'*C-Palmitinsdure
Paraformaldehyd

Propidiumiodid

RNase A

Thrombin

Ziegenserum

Millipore Corporation, Billerica, USA

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Aurion, Wageningen, Niederlande
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Boehringer Mannheim, Mannheim

Carl Roth GmbH Co. KG, Karlsruhe
Calbiochem®, La Jolla, USA

Southern Biotech, Birmingham, USA
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
American Radiolabeled Chemicals, Inc., St. Louis, USA
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Calbiochem®, La Jolla, USA

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Cell Signaling Technology® Inc., Danvers, USA
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2.1.3 Inhibitoren und Stimulanzien

In den Versuchen wurden die Inhibitoren und Stimulanzien aus Tabelle 5 verwendet.

Tabelle 5. Inhibitoren und Stimulanzien

Substanz Bezugsquelle
A769662 LC-Labs, Woburn, USA
AICAR Abcam, Cambridge, USA

Akt 1/2 Kinase-Inhibitor (Akt-Inhibitor VIII)
Bafilomycin A1

Buthionin-Sulfoximin (BSO)
2-Deoxyglukose (2-DG)

Etomoxir

3-Methyladenin

Natriumdiphosphat tetrabasisch (NasP.O7)
Natriumorthovanadat (Na3VOs)

PD98059

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)

Complete, EDTA-free Protease inhibitor cocktail
(PIC)

recombinant human VEGF 165
Sunitinib
Wasserstoffperoxid (H20)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Enzo Life Sciences GmbH, Lérrach
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Calbiochem®, La Jolla, USA
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Calbiochem®, La Jolla, USA
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

R & D Systems Minneapolis, USA
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

2.1.4 Antikorper
Fiir Western-Blot

Die verwendeten primaren Antikérper fir Western-Blot

(Tabelle 6) wurden unter

Berucksichtigung der jeweiligen Datenblatter in Tris/NaCl (TN)/Tween-Puffer (siehe Kapitel
2.2.4.4) mit 5 % BSA gelost und bei 4 °C gelagert. Um Verkeimungen der Losungen zu
vermeiden und sie langer haltbar zu machen, wurde 0,02 % Natriumazid zugesetzt.

Sekundare Antikdrper wurden in 5 % Milch in TN/Tween-Puffer verdinnt.

Tabelle 6. Antikorper fiur Western-Blot

Antigen Typ Verdiinng. Katalognr. Firma
phospho-ACC (S79) Kaninchen, polyklonal 1:1000 3661 CST
ACC Kaninchen, monoklonal 1:1000 3676 CST
B-Aktin Kaninchen, monoklonal 1:5000 4970 CST
phospho-AMPKa (T172) Kaninchen, monoklonal 1:1000 2535 CST
AMPKa Kaninchen, polyklonal 1:2000 2532 CST

AMPKa1 Kaninchen, polykonal 1:1000 07-350 Upstate
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Antigen Typ Verdiinng. Katalognr. Firma
AMPKa2 Kaninchen, polyklonal 1:1000 2757 CST
phospho-Akt (S473) Kaninchen, polyklonal 1:1000 9271 CST
Akt Kaninchen, polyklonal 1:1000 9272 CST
Beclin1 Kaninchen, monoklonal 1:1000 3495 CST
phospho-ERK1/2 (T202/Y204) Maus, monoklonal 1:5000 9106 CST
ERK1/2 Maus, monoklonal 1:2000 9107 CST
LC3B Kaninchen, monoklonal 1:1000 3868 CST
phospho-eNOS (S1177) Kaninchen, monoklonal 1:2000 9570 CST
eNOS Typ lll Maus, polyklonal 1:2000 610297 BD
p62 Kaninchen, monoklonal 1:1000 8025 CST
phospho-p70S6K (T389) Kaninchen, polyklonal 1:1000 9205 CST
p70S6K Kaninchen, polyklonal 1:1000 9202 CST
phospho-PLCy (Y783) Kaninchen, polyklonal 1:1000 2821 CST
PLCy Kaninchen, polyklonal 1:1000 2822 CST
phospho-ULK1 (S555) Kaninchen, monoklonal 1:1000 5869 CST
ULK1 Kaninchen, polyklonal 1:1000 4776 CST
phospho-VEGFR2 (Y1175) Kaninchen, monoklonal 1:1000 2478 CST
VEGFR2 Kaninchen, monoklonal 1:1000 2479 CST
Vinculin Kaninchen, polyklonal 1:2000 4650 CST
Anti-rabbit IgG (H+L) Ziege, polyklonal, 1:5000 074-1506 KPL
Peroxidase-gekoppelt
Anti-mouse 1gG (H+L) Ziege, polyklonal, 1:5000 074-1806 KPL

Peroxidase-gekoppelt

CST: Cell Signaling Technology® Inc., Danvers, USA

Upstate: Upstate Cell Signaling Solutions, Charlottesville, USA

BD: BD Transduction LaboratoriesTM, BD Biosciences-Pharmingen, Heidelberg

KPL: Kirkegaard & Perry Laboratories, Inc., Gaithersburg, Maryland, USA

Die verwendeten Antikdrper fur Immunfluoreszenz-Farbungen und Zytokin-Messung mittels

Multiplex-Methode sind den Tabellen 7 und 8 zu entnehmen.

Tabelle 7. Antikorper fur Immunfluoreszenz

Antigen Typ Verdiinng. Katalognr. Hersteller

LC3B Kaninchen, 1:200 3868 CST
monoklonal

Anti-rabbit IgG (H+L) Ziege polyklonal, 1:500 A11034 LT
AlexaFluor® 488-
gekoppelt

CST: Cell Signaling Technology® Inc., Danvers, USA
LT: Life Technologies GmbH, Carlsbad, Kalifornien, USA
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Tabelle 8. Antikorper fur Multiplex-Zytokinmessung

Antigen Katalognr. Hersteller

Human IL1B (Interleukin 1B3) Flex Set 558279 BD Biosciences, Franklin Lakes, New Jersey

Human L6 (Interleukin 6) Flex Set 558276 BD Biosciences, Franklin Lakes, New Jersey

Human L8 (Interleukin 8) Flex Set 558277 BD Biosciences, Franklin Lakes, New Jersey

Human MCP1 (monocyte chemotactic 558287 BD Biosciences, Franklin Lakes, New Jersey
protein 1) Flex Set

Human TNFa (Tumornekrosefaktor a) 558273 BD Biosciences, Franklin Lakes, New Jersey
Flex Set

21.5 siRNA

Bei den verwendeten siRNAs handelt es sich um SMARTpool-siRNAs. Das sind Pools aus 4
verschiedenen Sequenzen spezifisch fiur die jeweilige Ziel-mRNA. Bei Verwendung dieser
SMARTpools ist die Konzentration jeder einzelnen siRNA so gering, dass unspezifische
Effekte minimiert werden.

Alle verwendeten siRNAs wurden von GE Healthcare, Dharmacon RNAi & Gene Expression,

Lafayette, USA bezogen und sind in Tabelle 9 aufgeflihrt.

Tabelle 9. siRNA

Zielprotein Katalognr. Bezeichnung

Kontrolle #D-001810-10 ON-TARGETplus Non-Targeting Pool
AMPKa1 #M-005027-02 siGENOME Human PRKAA1 (5562) siRNA
AMPKa2 #M-005361-02 siGENOME Human PRKAA2 (5563) siRNA
ULK1 #M-005049-00 siGENOME Human ULK1 (8408) siRNA
Beclin1 #M-010552-01 siGENOME Human BECN1 (8678) siRNA

2.1.6 Materialien
Alle Materialien des taglichen Laborbedarfs, wie Pipetten, Pipettenspitzen, Reaktionsgefalle
und Handschuhe sind von den Firmen Eppendorf, Greiner Bio-One, Brand® und

Meditrade®. Weitere Materialen sind der Tabelle 10 zu enthehmen.

Tabelle 10. Materialien

Bezeichnung Bezugsquelle

Cell Scraper blue 25,0 cm Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
Coverslips Menzel-Glaser, Braunschweig
Einmal-Reagenz-Reservoirs Carl Roth GmbH Co. KG, Karlsruhe
Filterpapier Chrom-Paper Sheets Sortorius Stedim Biotech S.A., Aubagne Cedex,

Frankreich
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Bezeichnung

Bezugsquelle

Fotofilm

Immobilon™-P Transfermembran
Kivetten

Minisart® (Sterilfilter)

Parafilm ,M*

Saranfolie

Whatman Paper, Grade 3
ZellkulturgefalRe cellstar®

Fujifilm Corporation, Tokio, Japan

Millipore Corporation, Billerica, USA

Sarstedt AG & Co., Nimbrecht

Sartorius AG, Géttingen

American Can Company, Greenwich

Saran, Dow Chemical, Michigan, USA
Whatman International Ltd., Maidstone, England

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

2.1.7 Gerate

Die verwendeten Gerate sind in Tabelle 11 aufgelistet.

Tabelle 11. Gerate

Bezeichnung

Bezugsquelle

Axio Observer Inverses Mikroskop
Biofuge primo R (Kihlzentrifuge)
BP 61 (Feinwaage)

BP 310P (Oberschalenwaage)
FACS Canto

Heracell 150 (Brutschrank, 37 °C, 5 % COy)
KH-3 (Kihlung fiir Blottingapparatur)
Kreisschittler KS501 digital

Labofuge 400R

Laminarbox Herasafe

MC1 Laboratory LC4200 (Waage)
Microprocessor ph-Meter pH537

Magnetrihrer

Membranvakuumpumpe MP20/ System |l
Nikon TMS-F (Mikroskop)

Olympus BX61 (Fluoreszenzmikroskop)
Pharmacia LKB MultiTemp I

PowerPac 200, PowerPac 1000
Prazitherm Typ PZ 35

Protean® Il xi Cell
Spektrophotometer Uvicon 930
Taumelschuttler WT17
Thermomixer 5437

Thermostat Julabo

Carl Zeiss AG, Jena

Heraeus Holding GmbH, Hanau
Sartorius AG, Géttingen
Sartorius AG, Géttingen

Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, New
Jersey

Heraeus Holding GmbH, Hanau

Biometra® biomedizinische Analytik GmbH, Géttingen
IKA® Werke GmbH & Co KG, Staufen

Heraeus Holding GmbH, Hanau

Heraeus Holding GmbH, Hanau

Sartorius AG, Géttingen

WTW Wissenschaftlich-Technische Werkstatten GmbH,
Weilheim

R3T GmbH, Taufkirchen

Biometra® biomedizinische Analytik GmbH, Géttingen
Nikon Corporation, Tokio, Japan

Olympus, Tokio, Japan

GE Healthcar UKLimited, Buckinghamshire, UK
Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, USA

Stork-Tronic, Stork GmbH & Co KG, Stuttgart
(Vaihingen)

Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, USA

Tresser instruments, Gro3-Zimmern

Biometra® biomedizinische Analytik GmbH, Géttingen
Eppendorf AG, Hamburg

JULABO Labortechnik GmbH, Seelbach
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Bezeichnung Bezugsquelle

Trans-Blot™ Cell Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, USA

Vortex IKA® Werke GmbH & Co KG, Staufen

Wallac 1414 Win Spectral Liquid Scintillation Counter  Perkin Elmer, Waltham, USA

Warmeinkubator Heraeus function line Heraeus Holding GmbH, Hanau

Warmeinkubator OV3 Biometra® biomedizinische Analytik GmbH, Géttingen
Wasserbad M6 Lauda MS Laborgerate, Wiesloch

Zentrifuge 5451C Eppendorf AG, Hamburg

2.2 Methoden

221 Zellkultur

2.21.1 Praparation von HUVEC

Fir die Experimente dieser Arbeit wurden primare Zellen aus der humanen
Nabelschnurvene verwendet (HUVEC). Fur die Praparation dieser Zellen wurden die
Nabelschnure auRerlich mit 70 % Ethanol gereinigt. Die Vene wurde mit physiologischer
Kochsalzlésung gespilt und mit 0,01 % Kollagenase-Losung (Tabelle 12) gefullt. Die
enzymatische Ablésung der Endothelzellen erfolgte fur 3 min im 37 °C-Wasserbad bei
leichtem Massieren der Nabelschnur. Danach wurde die Vene nochmals mit M199/10 % FKS
gespult. Die zellhaltige Suspension wurde zentrifugiert (500 x g, 6 min), das Zellpellet in
M199/10 % FKS aufgenommen und in eine mit 0,2 % Gelatine beschichtete Zellkulturflasche
ausgesat. Am nachsten Tag wurden nicht-adharente Fremdzellen mit PBS weggewaschen
und die HUVEC in vollem Wachstumsmedium (Tabelle 12) bei 37 °C und 5 % CO, kultiviert.

Alle 2 bis 3 Tage erfolgte ein Halbmediumwechsel.

Tabelle 12. Zusammensetzung der Lésungen und Medien zur Praparation und
Kultivierung von Endothelzellen

Losung/Medium Komponente Konzentration

0,01 % Kollagenase-Ldsung Kollagenase 0,1 mg/mlin M199

Wachstumsmedium M199 80 %
FKS 17,5 %
Humanserum 25 %
Penicillin 5000 U/ml
Streptomycin 5000 pg/ml
Ciprofloxacin 10 pg/mi
L-Glutamin 680 uM
Heparin 25 pg/ml
Vitamin C 100 uM

endothelial mitogen 7,5 ug/ml
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Losung/Medium Komponente Konzentration

20 mM Vitamin C-Stammldsung Vitamin C 3,5 mg /800 yl M199
neutralisieren mit 200 ul 0,1 N NaOH

PBS (pH 7,4) NaCl 145 mM
KCI 2,7 mM
KH2PO4 1,5 mM
Na,HPO, x 2 H,O 8,1 mM

2.21.2 Passagieren

Nach Erreichen der Konfluenz wurden die Zellen passagiert. Dazu wurden sie zweimal mit
PBS gewaschen und fur 2 bis 3 min mit Trypsin/EDTA (0,05 %/0,02 %) abgeldst. Das
Stoppen der Trypsin-Reaktion erfolgte mit M199/10 % FKS. Danach wurde die
Zellsuspension zentrifugiert (500 x g, 6 min), das Zellpellet in Wachstumsmedium
aufgenommen und zu gleichen Teilen in 2 bis 3 Gelatine-beschichtete T75-Zellkulturflaschen

verteilt.

2.21.3 Aussaat

Fur die Experimente wurden Zellen der 1. und 2. Subkultur verwendet. Das Ablésen der
Zellen erfolgte mittels Trypsin, wie in Kapitel 2.2.1.2 beschrieben, und die Zellzdhlung in
einer Neubauer-Zahlkammer. Je nach Experiment wurden die Zellen in unterschiedlich
grol’e, Gelatine-beschichtete ZellkulturgefaBe in einer spezifischen Zellzahl ausgesat
(Tabelle 13) und, sofern nicht anders beschrieben, 2 bis 3 Tage nach Aussaat im Experiment

eingesetzt. Im Aussaatmedium war kein Ciprofloxacin enthalten.

Tabelle 13. Zellzahlen

Zellkulturgefa® Zellzahl Mediumvolumen
24-Well-Platte 70.000 0,5 ml

Coverslips (in 24-Well-Platte) 90.000 0,5 ml
12-Well-Platte 100.000 1 mi

30 mm-Zellkulturschale 240.000 2ml

60 mm-Zellkulturschale 360.000 4 mi

90 mm-Zellkulturschale 1.200.000 8 ml

Far Experimente zur Transfektion mit siRNA wurden jeweils 20 % weniger Zellen ausgesat.
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2.2.2 siRNA-Transfektion

Um Effekte bestimmter Proteine auf die Zellen zu untersuchen, wurden diese mit Hilfe von
siRNA herunterreguliert. HUVEC wurden am Vortag meist in 30 mm-Zellkulturschalen
ausgesat und waren zum Zeitpunkt der Transfektion ca. 50 % bis 70 % konfluent. Die
Transfektion der Zellen mit siRNA erfolgte mit dem Transfektionskit SAINT-RED (Synthetic,
Amphiphilic, Interactive — RNAi-Enhanced Delivery) nach dem Standardprotokoll des
Herstellers Synvolux Therapeutics. Dabei handelt es sich um eine Lipofektion. HUVEC
wurden fur 4 h mit der Transfektionslosung inkubiert. Anschlieend wurden 2 ml komplettes
Wachstumsmedium zugegeben. Falls nicht anders angegeben, wurden die Experimente
72 h nach Transfektion durchgefuhrt.

Die eingesetzte Konzentration der spezifischen siRNAs betrug 0,5 pug/ml. Zu 30 mm-
Zellkulturschalen wurde 1 ml Transfektionsldsung zugesetzt. Fir die Transfektion von Zellen
in anderen ZellkulturgefaRen wurden die Reagenzvolumina entsprechend der Flache
angepasst. Die Menge der eingesetzten Kontroll-siRNA entsprach der Konzentration der
spezifischen siRNA bzw. der Summe der Konzentrationen der spezifischen siRNAs bei

kombinierter Anwendung mehrerer siRNAs.

2.2.3 Stimulationsbedingungen

Fir die Untersuchung der Effekte der basalen Autophagie auf Endothelzellparameter
und -funktion wurden Zellen in vollem nahrstoffreichem Wachstumsmedium kultiviert. Die
Analyse der Autophagie nach Stimulation mit AMPK-Aktivatoren und Wachstumsfaktoren
erfolgte im Allgemeinen nach Inkubation der Zellen in M199/0,25 % HSA fir 2 h. Da die
Analyse von p62 (Kapitel 3.6.1) eine Langzeit-Stimulation von 48 h notwendig machte, fur
die M199/0,25 % HSA nicht geeignet ist, wurde hier M199 mit 2 % FKS und Glutamin
eingesetzt. Die Vorinkubation in diesem Medium erfolgte fir 4 h bevor Stimuli zugesetzt
wurden. Das gleiche Vorgehen galt fur die funktionellen Untersuchungen wie Proliferation
und Uberleben (Kapitel 3.2.1 und 3.2.2).

Tabelle 14. Hepes/CaCl,/HSA-Puffer

Puffer Komponente Konzentration
Hepes/CaCl,/HSA-Puffer (pH 7,4) Hepes 10 mM
NaCl 145 mM
Glukose 10 mM
KCI 5mM
MgSO, 1 mM
CaCl, 1,5 mM

HSA 0,25 %
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Fir die Untersuchung der VEGF-Signalwege in Kapitel 3.2.3 wurden die Zellen fir 4 h in
M199/0,25 % HSA und anschlieRend fur 30 min in Hepes/CaCl,/HSA-Puffer (Tabelle 14)
gehungert, um den Einfluss von Serum und Mediumkomponenten auf das VEGF-Signal zu
verhindern. Danach erfolgte die Stimulation mit VEGF. Bei Einsatz von in DMSO gel6sten

Inhibitoren wurde die entsprechende Menge an DMSO zu den Kontrollen zugesetzt.

2.2.4 Proteinanalytik

2241 Zelllyse

Um den Einfluss von Stimulanzien und Inhibitoren auf bestimmte Proteine zu untersuchen,
wurden Zellen lysiert und anschlieBend mittels SDS-PAGE (SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese) und Western-Blot analysiert. Dabei wurden meist 30 mm-Zellkultur-
schalen eingesetzt. Die Zellen wurden auf Eis zweimal mit 1 ml kaltem Lyse-Waschpuffer
gewaschen und anschliefend fiir 15 min mit 60 ul Lysepuffer (Tabelle 15) auf Eis inkubiert.
Danach erfolgte das Abkratzen der Zellen und eine Zentrifugation (700 x g, 6 min, 4 °C), um
Zellkerne und nicht-lysierte Bestandteile zu entfernen. Der Uberstand wurde abgenommen
und Aliquots fur die spatere Proteinbestimmung nach Lowry (Kapitel 2.2.4.2) entnommen.
Dem Uberstand wurde Laemmili-Puffer in einer Verdiinnung von 1:3 zugegeben und das

Lysat fur 5 min unter leichtem Schitteln bei 95 °C inkubiert, um Proteine zu denaturieren.

Tabelle 15. Puffer fir Zelllyse

Puffer Komponente Konzentration
Lyse-Waschpuffer (pH 7,4) Tris 50 mM
NaF 50 mM
Na4P207 10 mM
EDTA 2 mM
EGTA 1 mM
Na3VO4 1mM
DTT 1 mM
Lysepuffer Lyse-Waschpuffer mit:
Triton X-100 1%
SDS 0,1 %
PMSF 1 mM
PIC 10 pl/ml
Laemmli-Puffer (pH 6,8) Tris 186 mM
EDTA 10 mM
Glycerol 15 %
SDS 9 %
B-Mercaptoethanol 6 %

Bromphenolblau 0,03 %
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2.2.4.2 Proteinbestimmung nach Lowry

Aus den hergestellten Lysaten erfolgte eine Proteinbestimmung nach Lowry mit Hilfe des
Bio-Rad D¢ Protein-Assays, um standardisierte Proteinmengen fur die anschlieRende SDS-
PAGE aufzutragen. Dafiur wurden jeweils in Doppelbestimmung 2 pl Lysat in Wasser
verdinnt und die Reagenzien des Kits nach Angaben des Herstellers zugegeben. Die
Absorption wurde bei 750 nm gemessen. Die Proteinkonzentrationen wurden anhand eines

mitgefuhrten Standards berechnet.

2.2.43 SDS-PAGE

Um den Phosphorylierungsstatus und die Expression von Proteinen zu untersuchen, wurden
die zuvor hergestellten Lysate auf ein SDS-Gel aufgetragen und elektrophoretisch getrennt.
Fir die Elektrophorese wurden 35 bis 50 ug Protein pro Probe aufgetragen. StandardmaRig
wurden 7,5 %ige Gele verwendet (Tabelle 16). Der Nachweis von LC3B erfolgte wegen des
geringen Molekulargewichtes und der zu erwartenden Doppelbande auf 15 %igen Gelen
(Tabelle 16). Die Elektrophorese lief unter Kihlung fur 2 h mit einer Stromstarke von 45 mA

pro Gel. Die Zusammensetzungen der bendtigten Puffer sind in Tabelle 17 aufgeflihrt.

Tabelle 16. Zusammensetzung der Polyacrylamid-Gele

Gel Komponente Menge
Trenngelansatz 7,5 % Wasser 16 ml
Tris/HCI-Puffer (pH 8,8) 6 ml
Acrylamid 7,6 ml
10 % SDS 300 pl
APS 100 pl
ruhren und 2 min entgasen
TEMED 15 pl
Trenngelansatz 15 % Wasser 8,6 ml
Tris/HCI-Puffer (pH 8,8) 6 ml
Acrylamid 15 mi
10 % SDS 300 pl
APS 100 pl
ruhren und 2 min entgasen
TEMED 15 pl
Sammelgelansatz Wasser 3,6 ml
Tris/HCI-Puffer (pH 6,8) 0,5ml
Acrylamid 0,8 ml
10 % SDS 50 pl
APS 17 ul

TEMED 5l
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Tabelle 17. Puffer fir Elektrophorese

Puffer Komponente Konzentration
Tris/HCI-Puffer (pH 6,8) Tris 1,25 M
Tris/HCI-Puffer (pH 8,8) Tris 1,875 M
Elektrodenpuffer Tris 25 mM

Glycin 192 mM

SDS 1%

2.2.4.4 Western-Blot

Im Anschluss an die SDS-PAGE wurden die Proteine vom Gel auf eine Polyvinylidenfluorid

(PVDF)-Membran mittels Tankblotting transferiert. Dabei wurde ein vertikaler Puffertank mit

Kihleinsatz und Platinelektroden verwendet. Der Transfer der Proteine erfolgte unter

Kuhlung bei 0,75 A pro Gel fur 60 bis 100 min. Membranen wurden anschliefend in 5 %

Milch in TN/Tween-Puffer blockiert, in TN-Puffer gewaschen und mit dem primaren

Antikérper Uber Nacht bei 4 °C inkubiert. Die Zusammensetzungen der bendtigten Puffer

sind der Tabelle 18 zu enthnehmen.

Tabelle 18. Puffer fir Western-Blot

Puffer Komponente Konzentration
Blottingpuffer Tris 25 mM

Glycin 192 mM

Methanol 10 %
TN-Puffer Tris 10 mM

NaCl 1,5M
TN/Tween-Puffer Tris 10 mM

NaCl 1,5M

Tween® 20 0,1 %

2.2.4.5 Immundetektion von Proteinen

Die Inkubation mit dem primaren Antikérper gegen das jeweilige Zielprotein erfolgte Uber

Nacht bei 4 °C. Danach wurde die Membran flir ca. 20 min mit viermaligem Wechseln des

Puffers mit TN/Tween-Puffer gewaschen und mit dem Horseradish-Peroxidase-gekoppelten

sekundaren Antikérper fur 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurde die
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Membran dreimal mit TN/Tween-Puffer und einmal im letzten Waschschritt mit TN-Puffer
ohne Tween gewaschen.

Der Nachweis der Proteine auf der Membran erfolgte durch die ECL (enhanced
chemiluminescence)-Methode. Dies ist eine Technik, mit der Proteine mittels eines
Lichtsignals nachgewiesen werden konnen. In dieser Arbeit wurde das System von GE
Healthcare ,Amersham™ ECL Western Blotting Reagents* und ,Amersham™ ECL prime
Western Blotting Reagents” bzw. ,Western Lightning® Plus-ECL" (Perkin Elmer) verwendet.
Daflr wurde die Membran fur 1 bis 2 min mit dem ECL inkubiert, wobei das Substrat Luminol
durch die Antikdrper-gekoppelte Peroxidase oxidiert wird und Licht emittiert. Dieses
Lichtsignal wurde mit Hilfe eines fotosensitiven Films aufgezeichnet und mittels des
Entwicklungssystems Kodak GBX Entwickler und Fixierer auf dem Film sichtbar gemacht.

Die Expositionszeiten des Films richteten sich nach der Starke des Lichtsignals.

2.2.4.6 Strippen von Membranen

Als Strippen bezeichnet man das Entfernen des gebundenen Antikérpers, um die Anfarbung
der Membran mit einem anderen Antikorper zu ermdglichen. Das ist besonders wichtig flr
den Nachweis phosphorylierter Proteine, bei dem eine nachfolgende Anfarbung gegen das
Gesamtprotein fur die Auswertung nétig ist. Die Membran wurde fiir 35 min in Strippingpuffer
(Tabelle 19) bei 54 °C unter leichtem Schitteln inkubiert. Um den Strippingpuffer zu
entfernen, wurde die Membran zweimal fur je 10 min mit TN-Puffer gewaschen und
anschlieRend fur 1 h in 5 % Milch in TN/Tween-Puffer blockiert. Nach dreimaligem Waschen
mit TN/Tween-Puffer wurde erneut ein primarer Antikérper zugegeben. Membranen wurden
nicht &fter als dreimal gestrippt, da mit jedem Schritt auch ein Teil der gebundenen Proteine

entfernt wird und die Signale schwéacher werden.

Tabelle 19. Strippingpuffer

Puffer Komponente Konzentration
Strippingpuffer (pH 6,7) Tris 62,5 mM
SDS 2%
B-Mercaptoethanol 100 mM

2.2.4.7 Densitometrische Auswertung

Far die Auswertung wurden die Filme mit den detektierten Proteinsignalen eingescannt und
die Intensitdt der Banden mit dem Programm Image J (National Institutes of Health,
Bethesda, Maryland, USA) gemessen. Die Differenzen zwischen Leerwert und den
gemessenen Werten wurden als artifizielle Einheiten angegeben. Zur Beurteilung des

Phosphorylierungsstatus wurde jeweils das Verhaltnis des Phosphorylierungssignals mit
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dem Signal des Gesamtproteins gebildet. Flr Expressionsanalysen wurde B-Aktin (humane
Zellen) bzw. Vinculin (Mauszellen) als interne Kontrollen zur Normierung verwendet. Die
normierten Intensitaten liefern eine zuverlassige Aussage uber den Verlauf der Phosphory-

lierung eines Proteins oder Veranderungen der Expression wahrend des Experimentes.

2.2.5 Bestimmung von Stress-Parametern

2.2.51 GSH-Bestimmung

Als Marker fir oxidativen Stress wurden Glutathion (GSH)-Spiegel gemessen. Zellen wurden
zweimal mit PBS gewaschen und durch Zugabe von 90 pl 0,01 N HCI pro 60 mm-
Zellkulturschale lysiert und abgekratzt. Die Proben wurden fir 10 min bei 15.000 x g
zentrifugiert, danach wurden 80 pul des Uberstandes entnommen. Durch Zugabe von 27,2
Sulfosalicylsdure und Inkubation auf Eis fir 5 min wurden Proteine gefallt und nach
Zentrifugation fiir 5 min bei 15.000 x g pelletiert. 40 pl des Uberstandes wurden mit 340
Reaktionspuffer (Tabelle 20) und 20 ul 5,5-Dithiobis(2-Nitrobenzoesaure) (DTNB, 10 mM)
gemischt und 100 pl als Triplikat in eine 96-Well-Platte Uberfihrt. Nach Zugabe von 20 ul
Glutathion-Reduktase (10 U/ml) wurde die Absorption Uber einen Zeitraum von 12 min bei
412 nm gemessen. Der Reaktionspuffer enthalt das farblose DTNB, welches unter GSH-
Verbrauch zum gelben TNB (5-Thio-2-Nitrobenzoesaure) umgesetzt wird. Bei dieser
Reaktion entsteht gleichzeitig Glutathiondisulfid (GSSG), das durch die Glutathion-
Reduktase wieder zu GSH reduziert wird, sodass die Farbreaktion von neuem beginnt
(Abbildung 8). Die Anzahl der durchlaufenen Zyklen und damit die Intensitat der
Farbentwicklung sind proportional zum GSH-Gehalt der Probe. Anhand des linearen
Bereiches des Signalanstieges und mit Hilfe eines mitgefuhrten Standards erfolgte die
Berechnung der GSH-Konzentrationen. Aus dem Lysat wurde parallel der Protein-Gehalt

mittels Lowry-Methode bestimmt und die GSH-Werte auf den Protein-Gehalt normiert.

Tabelle 20. Reaktionspuffer fir GSH-Bestimmung

Puffer Komponente Konzentration
Reaktionspuffer (pH 8,8) Tris 200 mM
EDTA 1 mM
NADPH 1,5 mM
o NO, no, Abbildung 8. Prinzip der GSH-Messung.
Ho)ﬁ@,S\S/QWOH on Farbloses DTNB wird unter GSH-Verbrauch
HS .
o OTNE ) GoH e ™e 0 zum gelben TNB umgesetzt. Dabei entsteht

GSSG, das durch GR wieder zu GSH reduziert

wird. GSH geht erneut in die Reaktion ein.
DTNB: 5,5-Dithiobis(2-Nitrobenzoesaure), GR: Glutathion-
NADP* NADPH/H* Reduktase, GSH: Glutathion, GSSG: Glutathiondisulfid,
TNB: 5-Thio-2-Nitrobenzoeséaure
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2.2.5.2 Proteinkarbonylierung

Um die Karbonylierung von Proteinen nachzuweisen, wurden Zellen zunéachst
versuchsspezifisch behandelt und anschlielfend nach Protokoll in Kapitel 2.2.4.1 lysiert. Statt
60 pl Lysepuffer wurden jedoch nur 40 pl Lysepuffer zugegeben, um Proteine zu
konzentrieren. Aulerdem erfolgten keine Zugabe von Laemmli-Puffer und kein Kochen der
Proben. Der Nachweis der Proteinkarbonylierung erfolgte nach Anleitung des OxyBlot
Protein Oxidation Detection Kits von Millipore. Proteine wurden zunachst mittels SDS
denaturiert. Durch Zugabe von 2,4-Dinitrophenylhydrazin wurden die Karbonylgruppen der
Proteine fur 15 min zu 2,4-Dinitrophenylhydrazon derivatisiert. Diese Proben wurden dann
mittels SDS-PAGE getrennt und im Western-Blot mit einem spezifischen Antikérper gegen

2,4-Dinitrophenylhydrazon angefarbt.

2.2.5.3 ATP-Bestimmung

Um zu verfolgen, wie sich intrazellulare ATP-Konzentrationen nach Stimulation verhalten,
wurden Zellextrakte von 24-Well-Zellkulturplatten mit Hilfe der Ethanol-Prazipitation
hergestellt. Nach der experimentellen Inkubation wurde das Medium abgesaugt und 500 pl
kalter Ethanol zur Zellkulturschale zugegeben, um Zellen zu zerstéren und zellulare Proteine
zu denaturieren. Nach vollstandigem Abdampfen des Ethanols wurden 200 ul Tris/EDTA-
Puffer (Tabelle 21) zugesetzt, um kleinmolekulare Zellbestandteile wie ATP zu l6sen. Die
denaturierten Zellen wurden in flissigem Stickstoff gefroren und getaut, um sie vollstandig
aufzuschlieflen und anschlieflend abgeschabt. Die Suspension wurde flir 6 min bei 700 x g
zentrifugiert, um Zelltrimmer zu sedimentieren. Die ATP-Bestimmung erfolgte aus dem
Uberstand mit dem ATP-Kit SL von BioTherma. Die erhaltenen Proben wurden zunachst
1:250 in Tris/EDTA-Puffer verdinnt. 800 ul der verdinnten Probenlésungen wurden in je ein
Luminometer-Réhrchen gegeben und mit 200 yl ATP-Reagenz, welches Luciferin und
Firefly-Luciferase enthalt, gemischt. Das Substrat Luciferin wird dabei unter Sauerstoff- und
ATP-Verbrauch zu einer instabilen Dioxetan-Verbindung oxidiert, welche beim Zerfall Licht
als Lumineszenz emittiert. Nach dem Mischen der Komponenten wurde die Lumineszenz
gemessen. Der erhaltene Wert korreliert mit dem ATP-Gehalt der Probe. Danach erfolgte die
Zugabe von 10 pl ATP-Standardlésung als interner Standard und die Lumineszenz wurde
erneut gemessen. Die ATP-Konzentration der Probe wurde aus dem Verhaltnis von
Lumineszenz der Probe und der Differenz aus Standard und Probe berechnet. Fir die
Normierung der gemessenen ATP-Konzentrationen wurden parallel gleich behandelte Zellen
fur eine Proteinbestimmung lysiert. Die Zellen wurden dafur dreimal mit 0,5 ml Hepes-Puffer
gewaschen und anschliefend in 200 pl Solubilisierungspuffer (Tabelle 21) resuspendiert.

Aus diesem Lysat wurden jeweils 50 pl fur die Proteinbestimmung entnommen.
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Tabelle 21. Puffer fir ATP-Bestimmung

Puffer Komponente Konzentration
Tris/EDTA-Puffer (pH 7,4) Tris 50 mM

EDTA 4 mM
Solubilisierungspuffer NaOH 100 mM

Nach3 1 ,9 M

SDS 1%

2.2.5.4 Zytokin-Bestimmung

Zellen wurden auf 30 mm-Zellkulturschalen ausgesat. 48 h nach Transfektion mit siRNA
wurde das Medium abgesaugt und 600 pl frisches Medium zugegeben. Nach weiteren 24 h
wurde das Medium abgenommen, in flissigem Stickstoff eingefroren und bis zur Messung
bei -80 °C gelagert. Die Zellen wurden wie in Kapitel 2.2.5.3 beschrieben solubilisiert und der
Protein-Gehalt zur Normalisierung bestimmt. Die Messung der Zytokine aus den
Zelliberstanden erfolgte mittels Multiplex-Methode mit dem ,BD Cytometric Bead Array
(CBA) Human Soluble Protein Master Buffer Kit* fur ILG, IL8 und MCP1 bzw. mit dem ,BD
Cytometric Bead Array (CBA) Human Enhanced Sensitivity Master Buffer Kit“ fur IL138 und
TNFa nach den Angaben des Herstellers (BD Biosciences) (Abbildung 9).
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Abbildung 9. Prinzip der Zytokin-Bestimmung mittels Multiplex-Methode.

Zytokine der Probe binden an spezifische Bead- und PhE-gekoppelte Antikdrper. Die Zytokin-
Konzentration wird anhand der Intensitat der PhE-Fluoreszenz der entsprechenden Bead-Population
quantifiziert. (BD Biosciences, modifiziert).

Bei dieser Methode werden verschiedene Beads mit gekoppelten AntikGrpern gegen die zu
messenden Zytokine zu den Zelluberstanden gegeben. Jeder Antikorper ist dabei an Beads
mit spezifischer GroRe und Fluoreszenzintensitat gekoppelt, sodass die Signale spater bei
der Durchflusszytometrie voneinander unterschieden werden kdnnen. Auflerdem erfolgt die

Zugabe von Phycoerythrin (PhE)-gekoppelten Antikérpern gegen die zu messenden
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Zytokine. Dabei bilden sich Sandwich-Komplexe aus Bead, Zytokin und Antikdrper, die dann
im Durchflusszytometer ausgewertet werden. Die Intensitat der PhE-Fluoreszenz spezifisch
fur jede Bead-Population ist dem jeweiligen Zytokin-Gehalt proportional. Anhand von
mitgefuhrten  Standardreihen wurden die Zytokin-Konzentrationen berechnet und

anschlielRend auf den Proteingehalt normiert.

2.2.6 Funktionelle Methoden

2.2.6.1 Proliferation (BrdU-Inkorporation)

Far die Analyse der Zellproliferation wurde der Kit Cell Proliferation ELISA, BrdU
(colorimetric) von Roche verwendet. BrdU (Bromdesoxyuridin) ist ein Analogon von
Desoxythymidin, das wahrend der DNA-Synthese in die DNA der proliferierenden Zellen
eingebaut wird. Die Menge des eingebauten BrdU liefert somit eine Aussage uber die Anzahl
der proliferierenden Zellen.

Zur Analyse wurden HUVEC zunachst auf 60 mm-Zellkulturschalen ausgesat und wie in
Kapitel 2.2.2 beschrieben mit siRNA transfiziert. 72 h nach Transfektion wurden die Zellen
abgel6st und auf 24-Well-Platten mit einer Zellzahl von 25.000 Zellen/Well ausgesat. 16 h
spater erfolgte ein Wechsel des Mediums zu serumarmen Medium. Nach weiteren 4 h
wurden die Zellen mit 50 ng/ml VEGF stimuliert. Wahrend der letzten 8 h der VEGF-
Stimulationszeit wurde den Zellen 10 yM BrdU zugesetzt. Die Inkubation wurde durch
Entfernen des Mediums durch Ausklopfen der Zellkultur-Platte beendet. Anschlie3end
erfolgten die Fixierung der Zellen nach Angaben des Kit-Herstellers und die Behandlung mit
dem Antikérper gegen BrdU fir 90 min. Die Zellen wurden dann gewaschen und mit der
Substratlésung je nach Geschwindigkeit der Farbentwicklung fir 5 bis 30 min inkubiert. Die
Farbreaktion wurde durch Zugabe von 40 pl 1 M H,SO, und 1 min Schitteln gestoppt. Aus
jedem Well wurden 100 pl entnommen und in eine 96-Well-Platte Gberflhrt. Die Tests
wurden in Doppelbestimmung durchgefihrt. Die Messung der Extinktion erfolgte bei 450 nm,
die Referenzmessung bei 690 nm. Die erhaltenen Werte wurden zu jedem Zeitpunkt auf den

Wert der unstimulierten Proben mit Kontroll-siRNA bezogen.

2.2.6.2 Zelltod (TUNEL-Farbung)

Die TUNEL (TdT(terminal desoxynucleotidyl transferase)-mediated dUTP-biotin nick end
labeling)-Farbung ist eine Methode, um apoptotische Zellkerne anzufarben. Fur diese
Farbung wurde der ApopTag® Plus Fluorescein In Situ Apoptosis Detection Kit S7111 von
Chemicon verwendet. Die Durchfuhrung erfolgte nach dem Protokoll des Herstellers. Dazu
wurden Zellen auf Coverslips ausgesat. Nach versuchsspezifischen Behandlungen wurden
die Zellen mit Hepes/CaCl,-Puffer gewaschen und mit 1 % Paraformaldehyd sowie

anschliefend mit eiskaltem Ethanol:Essigsaure (2:1) fixiert und permeabilisiert. Nach
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Behandlung der Zellen mit Equilibrierungspuffer erfolgte die Inkubation mit dem Enzym
terminale Desoxyribonukleotidyltransferase (TdT) fur 1 h bei 37 °C in einer feuchten
Kammer. Bei diesem Schritt werden Digoxigenin-markierte Nukleotide durch die TdT mit den
freien 3’'OH-Gruppen der fragmentierten DNA, die in Kernen apoptotischer Zellen entsteht,
verkndpft. AnschlieBend wurden die Zellen mit 50 pl des Fluorescein-markierten Anti-
Digoxigenin-Antikérpers fir 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach viermaligem
Waschen mit PBS erfolgte eine Inkubation mit DAPI-Losung (1 pg/ml) far 10 min.
AnschlieBend wurden die Coverslips nochmals zweimal mit PBS gewaschen und auf einem
Objekttrager fixiert. Die Auswertung erfolgte am Fluoreszenz-Mikroskop. Es wurde das

Verhaltnis zwischen TUNEL-positiven Zellen und der Gesamtzahl der Zellen (DAPI) gebildet.

2.2.6.3 Zellzyklus-Analyse

Bei dieser Methode wird die DNA der Zellen mit Hilfe von Propidiumiodid angefarbt und
mittels Durchflusszytometrie analysiert. Die Intensitat der Farbung pro Zelle gibt Aufschluss
Uber den DNA-Gehalt. Dadurch kann sowohl Proliferation als auch Zelltod gemessen
werden.

HUVEC wurden auf 30 mm-Zellkulturschalen ausgesat, versuchsspezifisch behandelt und
wie in Kapitel 2.2.1.2 beschrieben trypsiniert. Alle Zelliberstande und Waschlésungen, die
tote Zellen und Fragmente enthalten kénnen, wurden ebenfalls gesammelt und mit den
trypsinierten Zellen vereint. Nach Zentrifugation (500 x g, 6 min) wurden die Zellen in 1 ml
PBS resuspendiert und erneut zentrifugiert. Dieser Waschschritt wurde noch einmal
wiederholt. Das Pellet wurde dann in 200 ul eiskaltem PBS resuspendiert und es wurden
2 ml eiskalter 70 %iger Ethanol tropfenweise unter standigem Schiitteln zugegeben, um die
Zellen zu fixieren und zu permeabilisieren. Die Zellsuspension wurde dann bei leichtem
Schutteln fir mindestens 1 h bei 4 °C inkubiert. Danach erfolgten die Zentrifugation der
Zellen wie oben beschrieben und die Abnahme des Uberstandes. Die Zellen wurden dann
zweimal mit 1 ml eiskaltem PBS mit 0,5 % Tween® 20 gewaschen. Um RNA zu entfernen,
wurden die Zellen in 100 pyl RNase A-Losung (200 pg/ml in PBS) resuspendiert und fur
15 min bei 37 °C inkubiert. AnschlieRend wurden 100 pl Propidiumiodid-Lésung (150 pg/ml
in PBS) zugegeben, gemischt und die Proben fur 10 min bei Raumtemperatur im Dunkeln
inkubiert. Danach erfolgte die Messung im Durchflusszytometer.

Abhangig von der Zellzyklusphase, in der sich die Zelle gerade befindet, verandert sich der
DNA-Gehalt (Abbildung 10). Die Abszisse gibt den DNA-Gehalt der Zellen an, wahrend die
Ordinate die Anzahl der Zellen mit dem entsprechenden DNA-Gehalt widerspiegelt. Der
Hauptpeak im linken Teil des Histogramms stellt die ruhenden Zellen in der Go- und Gy-
Phase mit einem diploiden DNA-Gehalt von 2n dar. Links davon sind die Partikel, die

weniger als 2n DNA haben, dargestellt. Dabei handelt es sich um tote Zellen und
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Zellfragmente, die aus dem Zerfall toter Zellen resultieren (SubGy). Die Anzahl der
gemessenen Partikel in der SubGs-Population wurde auf die Gesamtzahl der Partikel im
Histogramm bezogen und ist nicht mit dem Anteil an toten Zellen gleichzusetzen. Die
Quantifizierung wird dazu eingesetzt, die SubG;-Fraktion zwischen einzelnen
Versuchsansatzen zu vergleichen. Rechts des Gy/Gs-Peaks sind Zellen, die gerade DNA
synthetisieren (S-Phase) und demzufolge einen DNA-Gehalt zwischen 2n und 4n haben. Ein
weiterer Peak enthalt Zellen mit 4n DNA, die kurz vor der Zellteilung stehen (G,-Phase) oder
sich gerade teilen (M-Phase). In dieser Arbeit wurden Zellen der S-, G,- und M-Phase
zusammengefasst und als proliferierende Zellen dargestellt. Fir die Darstellung der
ruhenden Zellen (Go/G4-Phase) sowie der proliferierenden Zellen (S/G,/M-Phase) wurde die

Anzahl der Zellen in der jeweiligen Phase auf die Gesamtzahl der lebenden Zellen bezogen.

G,/G, Apbildlfng 10. ZeIIzykIus-AnaI_y.se. _
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2.2.6.4 In vitro-Angiogenesemessung durch Spharoid-Assay
Der Spharoid-Assay ist ein in vitro-Angiogenese-Assay, mit dem die Bildung kapillarahnlicher

Strukturen aus Endothelzellen in einer Matrix untersucht wird.

Vorbereitungen
Autoklavierte Methylzellulose wurde in M199 (24 g/l) fir 20 min bei 60 °C gerihrt.

AnschlieBend wurde die Losung auf 12 g/l mit M199 verdunnt und eine weitere Stunde bei

Raumtemperatur und anschlief3end Gber Nacht bei 4 °C gerihrt. Die Lé6sung wurde dann fir
2 h bei 4000 x g zentrifugiert und der Uberstand in den Experimenten eingesetzt.

Fir das Einbetten der Sphéaroide in eine Fibrinmatrix wurde Fibrinogen in einer Konzentration
von 5 mg/ml in Hepes/CaCl,-Puffer fur etwa 4 h bei 37 °C frisch gelést und anschlieend auf
eine Konzentration von 1,8 mg/ml mit Hepes/CaCl,-Puffer eingestellt. Zusatzlich wurde

200 U/ml Aprotinin zugesetzt, um das spatere Aufldsen des Fibringels zu verhindern.
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Durchfiihrung
Fur diese Versuche wurden unbehandelte HUVEC oder HUVEC, die 72 h vor

Versuchsbeginn mit siRNA transfiziert wurden, genutzt. Die Zellen wurden wie in Kapitel
2.2.1.2 beschrieben trypsiniert und nach Zentrifugation in 5 ml M199 mit 10 % FKS
resuspendiert. Danach erfolgten die Zellzdhlung in einer Neubauer-Zahlkammer und die
Verdinnung auf 37.500 Zellen/ml. Zur Zellsuspension wurde geldste Methylzellulose
(12 mg/ml) in einem Verhaltnis von 1:5 zugegeben. Nach Mischung der Proben wurden
jeweils 100 pl pro Well in einer 96-Well-Platte mit Rundboden und nicht-adhasiver
Oberflache ausgesat und bis zum nachsten Tag bei 37 °C und 5 % CO, inkubiert. Durch die
Beschaffenheit der Wells bilden die Endothelzellen keine Zellschicht, sondern formen
Spharoide, deren Struktur durch die Methylzellulose stabilisiert wird. In jedem Well entsteht
ein Spharoid aus ca. 3000 Endothelzellen.

24 h nach Aussaat der Zellen wurden die gebildeten Spharoide vorsichtig aus den 96-Well-
Platten entnommen, in ein 50 mI-Réhrchen Gberfihrt und fir 4 min bei 200 x g zentrifugiert.
Nach vorsichtigem Absaugen des Uberstandes wurden Sphéaroide in 10 ml warmen
Hepes/CaCl,-Puffer aufgenommen und erneut zentrifugiert. Anschlielend wurden die
Spharoide in eine Fibrinmatrix eingebettet. Die Spharoide wurden in der wie oben
beschrieben hergestellten Fibrinogenlosung aufgenommen. 300 ul dieser Suspension
wurden pro Well einer 24-Well-Platte zugesetzt, in dem durch das dort vorgelegte Thrombin
(10 pli/Well, 20 U/ml) Fibrinogen in Fibrin umgewandelt wurde. Die Platte wurde gut gemischt
und zur Polymerisierung fur 20 min bei 37 °C inkubiert. Sobald das Gel fest war, wurden pro
Well 350 pl M199 mit 2 % FKS und Glutamin zugegeben und fur 20 bis 30 min im
Brutschrank inkubiert. Nach 10 bis 15 min wurde das Medium noch einmal gewechselt, um
das Thrombin wegzuwaschen. AnschlieRend wurde das Medium abgesaugt und 300 pl
M199 mit 2 % FKS, Glutamin und dem jeweiligen Stimulus/Inhibitor zugegeben. In jedem
Well befanden sich 5 bis 30 Spharoide. Nach der Inkubation fir 48 h bei 37 °C und 5 % CO,
erfolgte die Fixierung der Spharoide. Bei Spharoid-Experimenten mit Bafilomycin A1 wurden
die Spharoide zur Vermeidung mdglicher zytotoxischer Effekte bereits nach 24 h fixiert. Dazu
wurde das Medium uber dem Fibringel vorsichtig abgesaugt und 1 ml 4 % Paraformaldehyd
pro Well zugegeben. Nach der Inkubation fur 10 min auf Eis wurde das Paraformaldehyd
abgesaugt. Die Wells wurden einmal mit 1 ml kaltem PBS gewaschen und dann mit 1 ml
PBS versetzt. AnschlieBend wurden die Spharoide an einem Mikroskop (AxioVert 200, Carl
Zeiss, 5er Objektiv) mit einer angeschlossenen Digitalkamera fotografiert und mit einer
Software von Jenoptik digitalisiert. Die Auswertung erfolgte mit Hilfe des Programms Cell"D,

mit dem die Anzahl und die Lange der Aussprossungen der Spharoide gemessen wurde.
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2.2.6.5 Metabolismus und Autophagie

2.2.6.51 Fettsaure-Stoffwechsel

Als Mal fur die Fettsdureoxidation wird die Oxidation von radioaktiv markierter Palmitinsaure
gemessen. Bei der Oxidation der '“C-Palmitinsdure entstehen 7 unmarkierte und ein
"C-markiertes Acetyl-CoA, welche im Zitratzyklus zu CO, metabolisiert werden. Das CO,,
welches zum Grofdteil im Medium gel6st ist, wird dann durch Zusatz von Perchlorsaure
herausgelést und in mit NaOH befeuchteten Filterpapieren gefangen, in denen es zu
NaHCO; reagiert. Die gemessene Radioaktivitat in diesen Filterpapieren ist proportional zur

Rate der Palmitat-Oxidation.

Komplexierung des Palmitats

Palmitat kommt im Korper nicht frei vor, sondern ist an Albumin gebunden, welches 6
Bindungsstellen flr Palmitat aufweist. Um die geplanten Versuche zur Fettsdureoxidation
physiologisch zu gestalten, wurde das experimentell eingesetzte Palmitat ebenfalls an
Albumin komplexiert. Hierfir wurde das in Ethanol geloste Palmitat, zunachst in eine
wassrige Losung Uberfuhrt. Zu einer Mischung aus 105 pl des markierten Palmitats
(10,5 pCi) und 15 pl des unmarkierten Palmitats (60 mM) wurden unter leichtem Schitteln
tropfenweise 120 pl 13,55 mM KOH zugegeben. Die erhaltene Lésung wurde im 45 °C-
Wasserbad unter Stickstoff auf ein Endvolumen von 60 bis 80 ul eingedampft und dann mit
Wasser auf 100 ul aufgeflllt. Diese Losung wurde anschlieend tropfenweise unter leichtem
Schutteln zu 400 pyl M199 mit 2,5 % fettsdurefreiem BSA gegeben und bei 3000 x g fur
10 min zentrifugiert. Diese Stamml&sung enthielt 1800 uM unmarkiertes Palmitat und 382 uM
bzw. 21 pCi/ul “C-markiertes Palmitat. Im Experiment wurde das komplexierte Palmitat in
einer Verdinnung von 1:10 den Wells einer 24-Well-Platte zugegeben, was einer

Endkonzentration von 2,1 uCi/ml "*C-Palmitat entspricht.

Messunq der Oxidation extrazelluldrer Fettsduren

Fir die Messung wurden HUVEC in nicht benachbarten Wells einer 24-Well-Platte ausgesat,
um spater das Abdecken der Wells zu ermdglichen. Im Aussaatmedium waren zusatzlich
50 yM L-Carnitin, das fir den Fettsauretransport in die Mitochondrien, dem Ort ihrer
Oxidation, bendtigt wird und 500 pM Biotin als Kofaktor der Acetyl-Coenzym A-Carboxylase
(ACC), einem Schlusselenzym des Fettsaurestoffwechsels, enthalten.

Die Zellen wurden zunachst fur 5 h in 200 yl M199 mit 0,25 % fettsaurefreiem BSA, 50 uM
L-Carnitin und 500 pM Biotin inkubiert. AnschlieRend wurden 20 ul des komplexierten
Palmitats (2,1 pCi/ml, 38,2 uM 'C-Palmitat) in jedes Well zugegeben, die Wells mit
Filterpapier bedeckt und die Abdeckung fixiert. Nach 2 h wurden die Filterpapiere mit 200 pl
NaOH (3 M) befeuchtet. Anschlielend wurden 30 pl 70 %ige Perchlorsdure pro Well mit
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einer Hamilton-Spritze zugegeben, um das gebildete CO, freizusetzen. Die Proben wurden
fur 1 h bei Raumtemperatur inkubiert, um das CO, in den Filterpapieren aufzufangen. Diese
wurden dann entnommen, getrocknet und in Vials Uberfihrt. Nach Zusatz von 2 ml
Szintillationslésung wurde die Radioaktivitat des aufgefangenen CO, mit Hilfe eines liquid
scintillation counter (LSC) gemessen.

Parallel zum Versuch wurden Zellen in einer separaten 24-Well-Platte den gleichen
Behandlungen unterworfen und wie in Kapitel 2.2.5.3 beschrieben mit Solubilisierungspuffer
lysiert. Der Proteingehalt der Lysate wurde bestimmt, um die erhaltenen Werte der

Fettsaureoxidation normieren zu konnen.

Messung der Oxidation intrazelluldrer Fettsduren

Zellen wurden wie oben beschrieben in Medium mit 50 yM L-Carnitin und 500 pM Biotin in
24-Well-Platten ausgesat. 48 h nach Aussaat wurde das Medium abgesaugt und durch
300 pl Wachstumsmedium mit nur 2 % FKS, 50 yM L-Carnitin, 500 pM Biotin und 100 pl/ml
komplexiertem Palmitat (2,1 pCi/ml, 38,2 uM '*C-Palmitat) ersetzt. Nach 24 h wurden die
Zellen zweimal mit M199 gewaschen, um exogenes markiertes Palmitat zu entfernen und
200 pl M199/0,25 % fettsaurefreies BSA mit 50 uM L-Carnitin und 500 pM Biotin zugesetzt.
Die Wells wurden mit Filterpapier abgedeckt und fir 5 h im Brutschrank inkubiert.
AnschlieRend wurden die Filterpapiere mit 200 pl NaOH (3 M) befeuchtet und die Zellen
durch Zugabe von 30 ul 70 % Perchlorsaure denaturiert, um das gebildete CO, freizusetzen.
Nach 1 h wurden die Filterpapiere entnommen und deren Radioaktivitdt mit Hilfe von 2 ml
Szintillationsldsung gemessen. Zur Normierung erfolgte eine Solubilisierung der Zellen mit

nachfolgender Proteinbestimmung von gleich behandelten Zellen analog zu Kapitel 2.2.5.3.

2.2.6.5.2 Autophagie-Flux

Autophagie-Aktivitdt kann anhand von Autophagie-Markern, wie konjugiertem LC3B-II oder
der p62-Expression in Western-Blot-Analysen gemessen werden. Nach experimentellen
Behandlungen wurden Zellen wie in Kapitel 2.2.4.1 lysiert und anschliellend im Western-Blot
untersucht.

Besonders fur LC3B ist eine sorgfaltige Interpretation der erhaltenen Daten wichtig. LC3B
wird als proLC3B synthetisiert und danach gespalten, um LC3B-| zu bilden, welches eine
Bindungsstelle fur Phosphatidylethanolamin (PE) aufweist. Diese Spaltung geschieht unter
basalen Bedingungen und ist nicht von einer Stimulierung der Autophagie abhangig. Kommt
es zu einer Induktion der Autophagie durch einen Stimulus, so wird LC3B-I an PE gebunden
und es entsteht die konjugierte Form des Proteins LC3B-Il. Wahrend der Autophagie wird
das LC3B im Lumen der Autophagosomen abgebaut. Die Expression des konjugierten

LC3B-II ist somit ein guter Marker, um Anderungen der Autophagie zu verfolgen. LC3B-I und
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LC3B-II lassen sich im Western-Blot detektieren. Dabei bildet das unkonjugierte Protein die
obere Bande (16 kDa), konjugiertes LC3B-Il ist in der unteren Bande (14 kDa) sichtbar. Es
ist bekannt, dass lipidierte Proteine durch ihre Hydrophobizitdt mehr SDS binden und
dadurch wahrend der SDS-PAGE eine hdhere Mobilitdt aufweisen als die nicht-lipidierten
Proteine, obwohl ihre Masse groRer ist [104].

Die alleinige Betrachtung von Steady-State-Leveln an konjugiertem LC3B kann jedoch zu
Fehlinterpretationen flhren. Ein Anstieg von LC3B-ll kann durch eine gesteigerte
Konjugation, aber auch durch einen gehemmten Abbau zustande kommen. Ebenso kann
eine Verminderung des Signals durch eine gehemmte Synthese oder einen verstarkten
Abbau hervorgerufen werden. Es ist deshalb wichtig, den Autophagie-Flux nach dem Einsatz
von lysosomalen Inhibitoren zu messen. In der vorliegenden Arbeit wurde Bafilomycin A1,
welches die V-Typ-ATPasen an der Lysosomenmembran hemmt, eingesetzt. Dies geht mit
einem Anstieg des lysosomalen pH-Wertes einher und hemmt die Aktivitat lysosomaler
Proteasen, wodurch es zu einer Akkumulation von LC3B-II kommt [105] (Abbildung 11). Der
Vergleich zwischen Proben mit und ohne Bafilomycin A1-Behandlung erlaubt zuverlassige

Ruckschllsse Uber den Autophagie-Flux in Zellen unter experimentellen Bedingungen.

Abbildung 11. Wirkmechanismus von
Bafilomycin A1.
Durch Hemmung von V-Typ ATPasen steigert

Normalbedingung : Baf A1

!
'__:_ Bafilomycin A1 (Baf A1) den lysosomalen pH-
1y Wert, wodurch der lysosomale Abbau und die
( : ) Fusion der Autophagosomen mit den
\‘__,__/ Lysosomen gehemmt wird, sodass es zur
[ Akkumulation von Autophagosomen kommt.
!
!
Phagophor LC3B"

Autophagosom V-Typ ATPase O Lysosom

Ein weiterer Zugang, den Autophagie-Flux zu untersuchen, ist die Analyse der p62-
Expression. Dieses Protein ist an der Erkennung von Autophagie-Substraten beteiligt und
wird spezifisch Uber den Autophagie-Weg abgebaut. Veranderungen des Fluxes gehen mit
Veranderungen der p62-Expression einher. So flhrt ein gesteigerter Flux zu einem erhdhten
Abbau und damit zu einem Rickgang des Signals von p62, wahrend p62 unter

Bedingungen, in denen Autophagie gehemmt ist, akkumuliert.

2.2.6.5.3 LC3B-Immunfluoreszenz
Mit Hilfe der LC3B-Immunfluoreszenz kénnen Autophagosomen und Autolysosomen in der
Zelle visualisiert werden. Im basalen Zustand ist das LC3B vorwiegend diffus in der Zelle

verteilt. Unter Bedingungen, in denen Autophagie stimuliert ist, akkumuliert das LC3B an den
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sich bildenden Phagophoren, Autophagosomen und Autolysosomen, welche dann als
Punkte in der Zelle sichtbar werden. Die Anzahl der Punkte pro Zelle sowie die Anzahl der
Zellen, die solche Punkte aufweisen, dienen zur Beurteilung der Autophagie.

Um LC3B anzufarben, wurden HUVEC auf Coverslips ausgesdt und nach
versuchsspezifischer Behandlung zweimal mit 500 ul eiskaltem PBS gewaschen. Danach
wurden die Zellen durch Zugabe von 500 pl eiskaltem Methanol fir 10 min fixiert und
permeabilisiert. Nach zweimaligem Waschen mit je 500 pl PBS wurden die Zellen fir 30 min
in 200 pl PBS mit 1 % BSA-C und 5 % Ziegenserum blockiert. Anschlielend wurden die
Coverslips zweimal mit 500 yl PBS gewaschen und es erfolgte die Zugabe von 50 ul des
LC3B-Antikorpers (1:200 in PBS mit 1 % BSA-C und 5 % Ziegenserum) fiur 2 h in einer
feuchten Kammer. Ungebundener Antikérper wurde durch zweimaliges Waschen mit 500 pl
PBS entfernt. Danach wurden 50 pl des sekundaren Antikorpers AlexaFluor 488 (1:500 in
PBS mit 1 % BSA-C und 5 % Ziegenserum) zugegeben und fir 1 h bei Raumtemperatur
inkubiert. Die Zellen wurden anschlieRend dreimal mit 500 yl PBS gewaschen und fiir 10 min
mit 50 pl DAPI-Lésung (1 ug/ml) gefarbt. Zuletzt wurden die Coverslips nochmals dreimal mit
500 pl PBS gewaschen und auf einem Objekttrager fixiert. Die Auswertung erfolgte am

Fluoreszenzmikroskop.

2.2.7 Statistik

Ergebnisse sind als Mittelwerte aus mehreren Parallelversuchen + SEM dargestellt. Beim
Vergleich von 2 Gruppen wurde ein T-Test durchgeflihrt. Die statistische Auswertung beim
Vergleich von mehr als zwei Gruppen erfolgte mittels ANOVA mit PostHoc-Verfahren nach
Holm-Sidak. Ein p-Wert kleiner als 0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen und

entsprechend gekennzeichnet.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Bedeutung der Autophagie in Endothelzellen unter basalen Bedingungen

Ziel der in diesem Kapitel beschriebenen Experimente war es, die Bedeutung der
Autophagie in Endothelzellen unter Ruhebedingungen zu untersuchen. Dabei soll die basale
Autophagie beschrieben werden, sowie effiziente Werkzeuge zur Beeinflussung dieses
Prozesses identifiziert und der Einfluss der Autophagie-Hemmung auf basale endotheliale

Funktionen Uberpruft werden.

3.1.1 Basale Autophagie

Die erste Fragestellung befasste sich mit der Charakterisierung der Autophagie in
Endothelzellen unter basalen Bedingungen. Als Parameter fir basale Autophagie diente die
Zeit bis zum Erreichen der maximalen Akkumulation von konjugiertem LC3B nach Zusatz
von Bafilomycin A1, welches den lysosomalen Abbau hemmt und damit die Akkumulation
ermoglicht (Abbildung 12A und B).
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Abbildung 12. HUVEC weisen eine hohe basale Autophagie auf.
A+B. HUVEC, 786-O und Kardiomyozyten (KM) wurden zeitabhangig mit 50 nM Bafilomycin A1

(Baf A1) behandelt. Zelllysate wurden mittels Western-Blot analysiert, mit Antikérpern gegen LC3B
und B-Aktin bzw. Vinculin angefarbt und die Signale densitometrisch ausgewertet. Dargestellt sind ein
reprasentativer Blot (A) und die Mittelwerte der Daten mit entsprechendem SEM (B). n=1 (KM),
n=3 (786-0), n=5(HUVEC). *p<0,05 gegen unstimulierte Kontrolle des gleichen Zelltyps.
C. Unbehandelte HUVEC wurden mit einem Antikdrper gegen LC3B gefarbt und am
Fluoreszenzmikroskop ausgewertet. Gezeigt ist ein reprasentatives Bild.
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Zum Vergleich wurden die Nierenkarzinom-Zelllinie 786-O als Modell fir Tumorzellen, von
denen bekannt ist, dass sie eine hohe basale Autophagie aufweisen [106], und primare
Maus-Kardiomyozyten, fur die ein sehr langsamer Autophagie-Flux beschrieben ist [107],
untersucht. Die Daten zeigen, dass Endothelzellen eine ausgepragte Autophagie im
Ruhezustand aufweisen. In HUVEC war die schnellste Akkumulation von LC3B mit einer
Sattigung nach 45 min zu beobachten, wahrend maximale Werte in 786-O-Zellen erst nach
90 min erreicht wurden (Abbildung 12A und B). Dies spricht fur einen hohen basalen
Autophagie-Flux in Endothelzellen. In Kardiomyozyten, der Negativkontrolle, zeigte sich
dagegen bis zu 2 h keine LC3B-Akkumulation. In Ubereinstimmung mit den Western-Blot-
Daten sind in Endothelzellen unter basalen Bedingungen viele LC3B-positive Puncta zu
erkennen, wenn Zellen mittels Immunfluoreszenz analysiert werden (Abbildung 12C). Bei
diesen Puncta handelt es sich um Phagophore und Autophagosomen, an denen LC3B

akkumuliert. Das Auftreten dieser Strukturen spricht fiir eine hohe Autophagie-Aktivitat.

3.1.2 Genetische und pharmakologische Hemmung der Autophagie

Die basale Autophagie wird als Housekeeping-Mechanismus angesehen, der in
verschiedenen Zelltypen eine wichtige Rolle bei der Aufrechterhaltung der intrazellularen
Homoostase spielt und eine Akkumulation von geschadigten Proteinen und Organellen
verhindert. Zur Relevanz der basalen Autophagie in Endothelzellen liegen bislang jedoch
kaum Daten vor. Um dies untersuchen zu kdnnen, wurde zunachst getestet, mit welchen
experimentellen MaRnahmen Autophagie in Endothelzellen gehemmt werden kann. Dazu
wurden die Autophagie-Initiatoren ULK1 und Beclin1 mit Hilfe von siRNA herunterreguliert
(Abbildung 13A) oder die Aktivitdt von VPS34 durch Zusatz des PI3K-Inhibitors
3-Methyladenin (3-MA) in verschiedenen Konzentrationen inhibiert. Die Uberprifung beider
Malnahmen erfolgte nach Aktivierung der Autophagie durch Hepes/CaCl.,/HSA-Puffer
(Serum- und Aminosaure-Entzug, Hungerbedingungen) anhand der Messung von
konjugietem LC3B als Indikator der Autophagosomenbildung sowie anhand des
Nachweises von p62, einem Protein, das an der Substraterkennung beteiligt ist und
spezifisch Uber den Autophagieweg abgebaut wird. Abbildung 13B und 13D zeigen, dass es
unter Hungerbedingungen wie erwartet zu einem deutlichen Anstieg der LC3B-Konjugation
kommt. Wird ULK1 herunterreguliert, ist sowohl die basale als auch die Hunger-induzierte
LC3B-Konjugation gehemmt. Auch Beclin1-siRNA fuhrt zu einer geringen Reduktion beider
Signale. Die gleichzeitige Herunterregulierung von ULK1 und Beclin1 hemmt die basale
LC3B-Konjugation noch starker und die Hunger-induzierte Autophagie komplett. Parallel
dazu ist eine Akkumulation von p62 nach ULK1-siRNA und ULK1/Beclin1-siRNA zu
beobachten (Abbildung 13B). Weiterhin zeigt die Immunfluoreszenz-Farbung von LC3B nach
ULK1/Beclin1-siRNA im Vergleich zu Kontrollzellen eine deutliche Reduktion der LC3B-



ERGEBNISSE 45

positiven Puncta und eine mehr diffuse Verteilung von LC3B im Zytoplasma (Abbildung
13C). Auch die Behandlung mit 3-MA fihrt zu einer Verminderung der Autophagie.
Abbildung 13D zeigt, dass die basale und die Hunger-induzierte LC3B-Konjugation
konzentrationsabhangig durch 3-MA gehemmt werden. Dartber hinaus sind auch nach 3-MA
weniger LC3B-positive Strukturen in der Immunfluoreszenz-Farbung zu sehen (Abbildung
13E). Bei 3-MA handelt es sich allerdings um einen generellen PI3K-Inhibitor [108], der auch
Autophagie-unabhangige Effekte verursachen kann und deshalb in seiner Aussagekraft
limitiert ist.

Die hier vorgestellten Daten zeigen, dass die starkste Hemmung der Autophagie durch
kombinierte Anwendung von ULK1- und Beclin1-siRNA zu erreichen ist, so dass dieser
Zugang in den folgenden Experimenten zur Untersuchung der Bedeutung der Autophagie

verwendet wurde.
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Abbildung 13. Hemmung der Autophagie durch ULK1- und Beclin1-siRNA bzw. 3-MA.
HUVEC wurden mit Kontroll-siRNA bzw. ULK1- und/oder Beclin1-siRNA transfiziert (A-C) oder fir 4 h

mit den angegebenen Konzentrationen 3-Methyladenin (3-MA) behandelt (D+E). A. Zelllysate wurden
im Western-Blot mit spezifischen Antikdrpern gegen ULK1 und Beclin1 angefarbt. B+D. Zellen
wurden fur 30 min mit Hepes/CaCl,/HSA-Puffer inkubiert, Zelllysate hergestellt und LC3B und p62
mittels spezifischer Antikdrper im Western-Blot nachgewiesen. Dargestellt ist jeweils ein
reprasentativer Blot. n=2. C+E. Zellen wurden fixiert und mit einem Antikdrper gegen LC3B angefarbt
und am Fluoreszenzmikroskop analysiert. Dargestellt ist jeweils ein reprasentatives Bild. n=2.
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3.1.3 Autophagie und intrazellulare Energie-Homoostase

Nachdem Bedingungen definiert waren, unter denen Autophagie zuverldssig blockiert
werden konnte, wurden die Auswirkungen dieser Hemmung auf Endothelzellen untersucht.
Eine in der Literatur beschriebene Aufgabe der Autophagie ist die Erhaltung des
intrazellularen Energiegleichgewichtes unter basalen Bedingungen und nach Einwirkung von
metabolischem Stress. Um die Rolle der Autophagie fir die Energiehomdostase in
Endothelzellen zu untersuchen, wurden HUVEC mit und ohne Depletion von ULK1 und
Beclin1 metabolischem Stress ausgesetzt und intrazellulare ATP-Spiegel zwischen beiden
Bedingungen verglichen. Metabolischer Stress wurde durch 2-DG induziert, einen
kompetitiven Inhibitor der Hexokinase, der zu einer deutlichen Hemmung der fir die
Endothelzellen essentiellen Glykolyse flihrt.

Abbildung 14A zeigt, dass die Behandlung von Kontrollzellen mit 2-DG bereits nach 15 min
zu einem ATP-Abfall fihrt, dieser nach einer Stunde ein Maximum erreicht und sich der
zellulare ATP-Gehalt danach wieder teilweise erholt. Zellen, die mit ULK1/Beclin1-siRNA
behandelt wurden, zeigen den gleichen zeitlichen Verlauf der zellularen ATP-Veranderungen
nach 2-DG-Zugabe wie Kontrollzellen. Dies spricht daflr, dass Autophagie in Endothelzellen
keine Rolle bei der Wiederherstellung von intrazellularen ATP-Spiegeln nach metabolischem
Stress spielt, obwohl sie unter diesen Bedingungen aktiviert ist (siehe Kapitel 3.3.1).

Eine Moglichkeit, einer ATP-Depletion durch Glykolyse-Hemmung entgegen zu wirken, ist
eine Erhdhung der Energiegewinnung durch Fettsdureoxidation. ULK1/Beclin1-siRNA flhrt
zu einem leichten, jedoch nicht signifikanten Anstieg der Fettsaureoxidation aus exogenen
Quellen (Abbildung 14B), was ein Hinweis darauf sein kdnnte, dass prinzipiell ein Verlust der
Autophagie-Leistung durch einen Anstieg der Fettsdureoxidation kompensiert werden kann,
um basale ATP-Spiegel aufrecht zu erhalten. Allerdings ist keine Veranderung der
Fettsdureoxidation aus intrazellularen Quellen zu beobachten (Abbildung 14C), was darauf
hindeutet, dass Autophagie keine Fettsauren zur Energiegewinnung bereitstellt. Insgesamt
scheint eine Erhéhung der Fettsaureoxidation auch nicht an der Erholung der ATP-Spiegel
unter 2-DG-Behandlung beteiligt zu sein. Eine Hemmung des Transports von Fettsduren in
die Mitochondrien, dem Ort ihrer Oxidation, durch Etomoxir hat keinen Einfluss auf die ATP-
Veranderungen (Abbildung 14A), so dass hier vermutlich andere Energiequellen, wie zum

Beispiel Glutamin, eine Rolle spielen.
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Abbildung 14. Autophagie hat keinen Einfluss auf basale und stress-induzierte Veranderungen
der ATP-Spiegel.

Zellen wurden mit Kontroll-siRNA bzw. ULK1- und Beclin1-siRNA transfiziert. A. Medium wurde
erneuert und die Zellen wurden zeitabhangig mit 20 mM 2-Deoxyglukose (2-DG) und zusatzlich fur
die angegebenen Zeiten mit 100 yM Etomoxir (Eto) behandelt. Zellextrakte wurden hergestellt und
intrazellulare ATP-Spiegel gemessen. n=3, * p<0,05 gegen unstimulierte Kontrolle der gleichen
siRNA-Bedingung. B. Zellen wurden fir 2 h mit "“C-Palmitat inkubiert. Das wéhrend der
Fettsaureoxidation gebildete "C0o, wurde auf Filterpapieren fixiert und die Radioaktivitat gemessen.
n=6. C. Zellen wurden 24 h mit “C-Palmitat inkubiert, um intrazelluldre Fettsauren zu markieren.
Uberschiissiges *C-Palmitat wurde weggewaschen. '*CO, wurde auf Filterpapieren fixiert und die
Radioaktivitat gemessen. n=4. Dargestellt sind die Mittelwerte der Daten mit entsprechendem SEM.

3.1.4 Einfluss von Autophagie auf Stressparameter

Oxidativer Stress

Als Nachstes wurde der Redoxzustand der Zellen nach Hemmung der Autophagie
charakterisiert. Abbildung 15A zeigt, dass die Behandlung der Zellen mit ULK1/Beclin1-
siRNA zu einem Anstieg der Proteinkarbonylierung fihrt. Dabei waren die
Karbonylierungssignale fast genauso stark ausgepragt wie nach Zusatz von 200 yM H,O,,
welches als Positivkontrolle diente. Diese Daten weisen auf einen deutlichen Anstieg von
oxidativem Stress bei gehemmter Autophagie hin. Um dies zu untermauern, wurden GSH-
Spiegel in den Zellen gemessen. GSH ist ein antioxidatives Tripeptid, das als Radikalfanger
dient und nach Oxidation vom Monomer GSH in eine dimere Form Glutathiondisulfid (GSSG)

ubergeht. Abbildung 15B zeigt, dass es nach Hemmung der Autophagie zu einer
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signifikanten Reduktion von intrazellularen GSH-Spiegeln kommt. Dies ist ein weiteres
Anzeichen daflir, dass in diesen Zellen eine vermehrte ROS-Bildung auftritt. Ein
gleichzeitiger Anstieg der oxidierten Form GSSG konnte nicht nachgewiesen werden. Die
Konzentrationen von GSSG in Endothelzellen waren insgesamt zu niedrig und konnten somit
nur unzuverlassig detektiert werden. Als Positivkontrolle in den Experimenten zur GSH-
Messung diente Buthionin-Sulfoximin (BSO), welches die GSH-Synthese hemmt und zu
einem deutlichen Abfall von GSH-Spiegeln in der Zelle fihrt. Die verminderten GSH-Spiegel
in ULK1/Beclin1-siRNA-behandelten Zellen unterstreichen, dass eine Hemmung der
Autophagie zu oxidativem Stress in der Zelle fihrt und lassen vermuten, dass umgekehrt

Autophagie Endothelzellen vor oxidativen Schadigungen schutzt.
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Abbildung 15. Hemmung der Autophagie fiihrt zu oxidativem Stress.
Zellen wurden mit Kontroll-siRNA bzw. ULK1- und Beclin1-siRNA transfiziert. A. Die Positivkontrolle

wurde far 3 h mit 200 yM H,O, stimuliert. Karbonylierte Proteine im Zelllysat wurden mittels
2,4-Dinitrophenylhydrazin derivatisiert und mit einem spezifischen Antikbrper gegen diese Derivate
angefarbt. Dargestellt sind ein reprasentativer Blot und die Mittelwerte der densitometrischen
Auswertung mit SEM. n=4. B. Die Positivkontrolle wurde fir 12 h mit 100 yM Buthionin-Sulfoximin
(BSO) behandelt. Zellen wurden lysiert und GSH-Spiegel mittels 5-Thio-2-Nitrobenzoesaure-Bildung
gemessen. Gezeigt sind die Mittelwerte der Daten mit SEM. n=3. (Bestimmung der GSH-Spiegel in
Kooperation mit Prof. Dr. Lars-Oliver Klotz). A+B. * p<0,05 gegen Kontroll-siRNA. C. Zellen wurden
lysiert und die PRX1-Expression im Western-Blot nachgewiesen. Ein reprasentativer Blot und die
Mittelwerte der Daten mit SEM sind dargestellt. n=3.
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Autophagie scheint jedoch kaum das antioxidative System zu beeinflussen. Zumindest war
die Expression von Peroxiredoxin1 (PRX1), einem wichtigen Protein der antioxidativen
Verteidigung, durch ULK1/Beclin1-siRNA nicht veradndert (Abbildung 15C). Weitere

antioxidative Proteine missen jedoch noch untersucht werden.

Inflammatorischer Stress

Die Auswirkung der Hemmung der Autophagie auf inflammatorische Parameter der
Endothelzellen wurde anhand der Zytokinbildung in unstimulierten Zellen mittels Multiplex-
Analyse untersucht. Abbildung 16 zeigt eine signifikant erhdhte Sekretion von TNFa, IL13
und IL8 in Zellen, in denen Autophagie durch Herunterregulierung von ULK1 und Beclin1
gehemmt war. Die Spiegel von MCP1 und IL6 im Medium waren ebenfalls leicht erhéht.
Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass die Hemmung der Autophagie die Entwicklung
eines inflammatorischen Phanotyps in Endothelzellen initiiert.
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Abbildung 16. Hemmung der Autophagie fiihrt zu inflammatorischem Stress.

Zellen wurden mit Kontroll-siRNA bzw. ULK1- und Beclin1-siRNA transfiziert. Medium wurde
gewechselt und fur 24 h inkubiert. Die in das Medium sezernierten Zytokine wurden mittels Multiplex-
Methode im Durchflusszytometer quantifiziert (Multiplex-Messung durchgefiihrt von Marko Groger).
Zellen wurden lysiert und der Proteingehalt zur Normalisierung der Zytokindaten bestimmt. Gezeigt
sind die Mittelwerte der Daten mit SEM. n=5, * p<0,05 gegen Kontroll-siRNA.

3.1.5 Bedeutung der Autophagie fiir endotheliale Proliferation

Im nachsten Schritt wurde untersucht, ob der erhdhte oxidative und inflammatorische Stress
in Autophagie-defizienten Endothelzellen Wachstum und Uberleben der Zellen beeinflusst.
Als Parameter fur Proliferation diente die Zahl der Zellen, die sich in den S-, G,- und M-
Phasen des Zellzyklus befanden bzw. die Gesamtzellzahl nach manueller Zahlung der
Zellen. Zellzyklusuntersuchungen zeigen, dass die Zahl der proliferierenden Zellen 24 und
48 h nach Transfektion mit ULK1/Beclin1-siRNA im Vergleich zur Kontrolle vermindert ist
(Abbildung 17).
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35 Abbildung 17. Hemmung der Autophagie

vermindert basale Proliferation.

*7 l * Zellen wurden mit Kontroll-siRNA bzw. ULK1- und
S Beclin1-siRNA transfiziert und fir 24 h bzw. 48 h
=] inkubiert. Danach wurden die Zellen abgeldst, fixiert
% 27 * und mit Propidiumiodid gefarbt. Proliferierende Zellen
E 15 in S/G,/M-Phase wurden quantifiziert und der
2 04 prozentuale Anteil der Zellen in S/G,/M-Phase auf die
N Gesamtzahl lebender Zellen bezogen. Dargestellt sind

57 die Mittelwerte der Daten mit SEM. n=4.* p<0,05

04 L gegen Kontroll-siRNA. (Propidiumiodid-Farbung und

ULK1/Beclin1-siRNA - + - + Durchflusszytometrie  durchgefihrt von  Nderim
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Dieser Effekt wird bestatigt, wenn man die Zellen 72 h nach Transfektion mit ULK1/Beclin1-
siRNA abldst und zahlt. Abbildung 18 zeigt eine 44 %ige Reduktion der Zellzahl nach
Hemmung der Autophagie.

50.000 7 Abbildung 18. Hemmung der Autophagie reduziert
o 450007 die Zellzahl.
E 22222: Zellen wurden mit Kontroll-siRNA bzw. ULK1- und
% 30,000 * Beclin1-siRNA transfiziert. Danach wurden die Zellen
N, 250007 abgelést und gezahlt. Die erhaltenen Werte wurden
T fgﬁﬁﬁ: auf die GroRe des Zellkulturgefales normalisiert.
& 10000 Dargestellt sind die Mittelwerte der Daten mit SEM.
0] n=7, * p<0,05 gegen Kontroll-siRNA.
ULK1/Beclin1-siRNA - +

3.1.6 Einfluss der Autophagie auf das Uberleben von Endothelzellen

Parallel wurde untersucht, ob und inwieweit die Erhdhung von oxidativem und
inflammatorischem Stress nach Autophagie-Hemmung das Uberleben von Endothelzellen
beeinflusst. Der Zelltod wurde zunachst mittels TUNEL-Farbung analysiert, um apoptotische
Zellen zu quantifizieren. In Abbildung 19A ist zu erkennen, dass nach Hemmung der
Autophagie ein Trend zum Anstieg von apoptotischen Zellen zu beobachten ist. Mit dieser
immunhistochemischen Methode werden jedoch nur die adharenten, nicht aber die bereits
abgelosten apoptotischen Zellen analysiert. Deshalb wurde die Analyse der SubG;-
Population in der Durchflusszytometrie als zweite Methode zum Nachweis des Zelltodes
hinzugezogen. Damit kénnen sowohl trypsinierte adharente Zellen als auch Zellen sowie
Zellfragmente aus dem Uberstand detektiert werden. Partikel, die in der SubG;-Population
detektiert werden, haben weniger als 2n DNA-Gehalt und werden damit als tote Zellen oder
Zellfragmente definiert. Abbildung 19B zeigt, dass die Anzahl der Partikel in der SubG;-
Population bereits 24 h nach Transfektion mit ULK1- und Beclin1-siRNA leicht ansteigt. 48 h

nach Transfektion gibt es einen deutlichen, signifikanten Anstieg.
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Abbildung 19. Hemmung der Autophagie fiihrt zum Zelltod.

Zellen wurden mit Kontroll-siRNA bzw. ULK1- und Beclin1-siRNA transfiziert. A. Apoptotische Zellen
wurden mittels TUNEL-Farbung sichtbar gemacht und am Fluoreszenzmikroskop analysiert. Das
Verhaltnis aus TUNEL-positiven und Gesamtzellen (DAPI) wurde ausgewertet. Dargestellt sind ein
reprasentatives Bild und die Mittelwerte der Daten mit entsprechendem SEM. n=2. B. Zellen wurden
abgeldst, fixiert und mit Propidiumiodid gefarbt. Zellpartikel mit weniger als 2n DNA-Gehalt (SubG,)
wurden mittels Durchflusszytometrie quantifiziert. Die Anzahl der Zellen und Zellfragmente in der
SubG;-Population wurde auf die Gesamtzahl gemessener Partikel im Histogramm normiert.
Dargestellt sind die Mittelwerte der normierten Daten mit SEM. n=4, * p<0,05 gegen Kontroll-siRNA.
(Propidiumiodid-Farbung und Durchflusszytometrie durchgefiihrt von Nderim Kryeziu).

Diese Daten demonstrieren, dass Hemmung der Autophagie Proliferation vermindert und
Zelltod induziert. Moglicherweise ist dies auf erhdhten zelluldaren Stress und damit

verbundene Schadigungen zurtckzufihren.

Zusammenfassend konnte im ersten Kapitel des Ergebnisteils gezeigt werden, dass
Endothelzellen Uber ein ausgepragtes Mal® an basaler Autophagie verfigen und dass dies
fur die zellulare Homoostase und die Verhinderung oder Reduktion von intrazellularem
Stress und das Uberleben der Zellen von groRer Bedeutung ist. Bei der Aufrechterhaltung
der Energiehomoostase in Endothelzellen scheint Autophagie nur eine untergeordnete Rolle

Zu spielen.
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3.2 Bedeutung der Autophagie fiir VEGF-induzierte Angiogenese

Neben der Aufrechterhaltung der endothelialen und damit der vaskuldren Homoostase unter
basalen Bedingungen ist die Angiogenese eine wichtige und sehr komplexe Funktion von
Endothelzellen, die durch Wachstumsfaktoren stimuliert wird. Der bedeutendste
Wachstumsfaktor ist VEGF. Um Angiogenese zu gewahrleisten, bedarf es einer gut
abgestimmten Regulierung von VEGF-induzierten Signalwegen, die zelluldre Prozesse wie
zum Beispiel Proliferation und das Uberleben der Zellen stimulieren. In dem folgenden
Kapitel wurde deshalb der Einfluss der Autophagie auf diese Signalwege und zellularen
Vorgange sowie deren Auswirkung auf den gesamten Prozess der Angiogenese

charakterisiert.

3.2.1 Proliferation

Zunachst wurde das Proliferationsverhalten in VEGF-stimulierten Endothelzellen nach
Hemmung der Autophagie untersucht. Dazu wurden zwei verschiedene Assays eingesetzt:
die Zellzyklusanalyse nach Propidiumiodid-Farbung der DNA und der BrdU-Assay. Im
Gegensatz zu den in Abbildung 17 gezeigten Versuchen, wurden die hier vorgestellten
Experimente in serumarmem Medium durchgefihrt, um VEGF-Effekte besser darzustellen.
Zusatzlich wurden die Zellen in diesen Versuchen insgesamt [anger mit ULK1/Beclin1-siRNA
inkubiert, um sie mit dem Zeitverlauf der Angiogenese-Versuche (Kapitel 3.2.4)
vergleichbarer zu machen.

In der Zellzyklus-Analyse wurde der prozentuale Anteil der Zellen, die sich in der S-, G,- und
M-Phase befinden, also erhéhten DNA-Gehalt aufweisen, als Parameter fir proliferierende
Zellen quantifiziert. Abbildung 20A zeigt, dass dieser Anteil in Kontrollzellen etwa 24 %
betragt und im Verlauf bis 24 h nach Aussaat leicht zu- und danach wieder abnimmt.
Letzteres ist vermutlich auf die Verwendung von serumarmem Medium zurtickzufihren.
VEGF flhrt zu einem deutlichen Anstieg der Zellen in S-, G- und M-Phase, der nach 48 h
Stimulierung besonders ausgepragt ist (Abbildung 20A). Nach Hemmung der Autophagie
durch Einsatz von ULK1/Beclin1-siRNA ist der Anteil der Zellen in S-, G,- oder M-Phase
unter basalen Bedingungen niedriger als in Autophagie-kompetenten Zellen (14,3 %),
ahnlich wie in den Experimenten, die bereits in Kapitel 3.1.5 gezeigt wurden. VEGF fihrt zu
einem Anstieg proliferierender Zellen, der prozentual mit dem VEGF-Effekt in Kontrollzellen
vergleichbar ist, jedoch nicht das Niveau der Kontrollzellen erreicht. Betrachtet man die
ruhenden Zellen in der Gy/G4-Phase, so ist eine gegensatzliche Wirkung von VEGF, d.h. eine
Verminderung zu sehen. Das Ausmal dieser Verminderung in Autophagie-defizienten Zellen
entspricht dem in Kontrollzellen, findet jedoch auf einem verschobenen Niveau statt
(Abbildung 20B).
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Abbildung 20. Hemmung der Autophagie beeinflusst vor allem die basale Proliferation.
Zellen wurden mit Kontroll-siRNA bzw. ULK1- und Beclin1-siRNA transfiziert. Nach 72 h wurden sie

in neue ZellkulturgefalRe ausgesat. Nach weiteren 16 h wurden Zellen fir 4 h in serumarmen Medium
inkubiert und anschlieBend fir die angegebenen Zeiten mit 50 ng/ml VEGF stimuliert. Zellen wurden
abgeldst, fixiert und mit Propidiumiodid gefarbt. Anhand der Intensitat der Propidiumiodid-Farbung
pro Zelle wurde der DNA-Gehalt bestimmt und auf die Zellzyklus-Phase geschlossen.
A. Prozentualer Anteil der Zellen in S/G,/M-Phase bezogen auf die Gesamtzahl lebender Zellen.
B. Prozentualer Anteil der Zellen in Gy/G4-Phase bezogen auf die Gesamtzahl lebender Zellen.
Gezeigt sind die Mittelwerte der normierten Daten mit entsprechendem SEM. n=4, * p<0,05 gegen
8 h-Wert bei Vergleich der VEGF-stimulierten Werte (Differenz zu unstimulierten Werten) zwischen
Kontroll- und ULK1/Beclin1-siRNA-Behandlung. (Propidiumiodid-Farbung und Durchflusszytometrie
durchgefihrt von Nderim Kryeziu).
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Im BrdU-Assay ist ein Anstieg des BrdU-Einbaus in die DNA von Kontrollzellen nach 48 h
VEGF-Stimulierung zu beobachten (Abbildung 21). Nach Hemmung der Autophagie durch
ULK1/Beclin1-siRNA sinkt der basale BrdU-Einbau zu allen untersuchten Zeiten ab. Ahnlich
wie bei der Zellzyklusanalyse ist auch hier erkennbar, dass VEGF den BrdU-Einbau trotz
Hemmung der Autophagie stimuliert, jedoch alle Werte auf einem niedrigeren Niveau liegen

als in den entsprechenden Kontrollzellen.
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Abbildung 21. ULK1/Beclin1-siRNA hat keinen Einfluss auf VEGF-induzierte BrdU-
Inkorporation.

Zellen wurden mit Kontroll-siRNA bzw. ULK1- und Beclin1-siRNA transfiziert. Nach 72 h wurden sie
in neue ZellkulturgefalRe ausgesat. Nach weiteren 16 h wurden Zellen fir 4 h in serumarmen Medium
inkubiert und anschlieBend fir die angegebenen Zeiten mit 50 ng/ml VEGF stimuliert. 8 h vor Ablauf
der VEGF-Stimulation wurde den Zellen 10 yM BrdU zugesetzt. Anschliefend wurde die Intensitat
des BrdU-Einbaus als MalR flr Proliferation mit dem Kit Cell Proliferation ELISA, BrdU (colorimetric)
gemessen. Die erhaltenen Werte wurden zu jedem Zeitpunkt auf den jeweiligen Wert der mit Kontroll-
siRNA behandelten unstimulierten Proben bezogen. Gezeigt sind die Mittelwerte der normierten
Daten mit entsprechendem SEM. n=3, * p<0,05 gegen 8 h-Wert bei Vergleich der VEGF-stimulierten
Werte (Differenz zu unstimulierten Werten) zwischen Kontroll- und ULK1/Beclin1-siRNA-Behandlung.

3.2.2 Uberleben

Die Quantifizierung apoptotischer Zellen erfolgte in Zellzyklusanalysen anhand des Anteils
von Partikeln in der SubG;-Population. Auch diese Experimente wurden im serumarmen
Medium durchgefihrt. Abbildung 22 zeigt, dass der Anteil von toten Zellen und
Zellfragmenten in unbehandelten Kontrollzellen im Beobachtungszeitraum ansteigt. Nach
VEGF-Stimulierung ist der Anteil toter Zellen zu allen Zeitpunkten deutlich niedriger und ein
zeitabhangiger Anstieg des Zelltodes kaum zu sehen. Die Behandlung der Zellen mit
ULK1/Beclin1-siRNA flihrt zu einer leichten Erhéhung des Anteils von Zellen in der SubG;-
Population im Vergleich zu Kontrollbedingungen nach 8, 12 und 24 h, jedoch nicht nach
48 h. Auch in Autophagie-defizienten Zellen férdert VEGF das Uberleben der Zellen und

verhindert den zeitabhangigen Anstieg des Zelltodes.
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Abbildung 22. Hemmung der Autophagie vermindert das Uberleben.
Zellen wurden mit Kontroll-siRNA bzw. ULK1- und Beclin1-siRNA transfiziert. Nach 72 h wurden die

Zellen in neue ZellkulturgefaRe ausgesat. Nach weiteren 16 h wurden Zellen fir 4 h in serumarmen
Medium inkubiert und anschlieBend fir die angegebenen Zeiten mit 50 ng/ml VEGF stimuliert.
Danach wurden sie abgeldst, fixiert und mit Propidiumiodid gefarbt. Zellpartikel mit weniger als 2n
DNA-Gehalt (SubG,) wurden mittels Durchflusszytometrie quantifiziert. Die Anzahl der Zellen und
Zellfragmente in der SubGi-Population wurde auf die Gesamtzahl gemessener Partikel im
Histogramm normiert. Dargestellt sind die Mittelwerte der normierten Daten mit SEM. n=6, * p<0,05
gegen 8 h-Wert bei Vergleich der VEGF-stimulierten Werte (Differenz zu unstimulierten Werten)
zwischen Kontroll- und ULK1/Beclin1-siRNA-Behandlung; # p<0,05 gegen Kontroll-siRNA-behandelte
Probe bei Vergleich der VEGF-stimulierten Werte zum jeweiligen Zeitpunkt. (Propidiumiodid-Farbung
und Durchflusszytometrie durchgefiihrt von Nderim Kryeziu).

3.2.3 VEGF-Signalwege

VEGF induziert Angiogenese uber verschiedene Signalwege. Um herauszufinden, ob diese
Signalwege durch Autophagie beeinflusst werden, wurde die Phosphorylierung
verschiedener Proteine nach VEGF-Stimulierung in Kontrollzellen und in mit ULK1- und
Beclin1-siRNA behandelten Zellen verglichen (Abbildung 23). Die Untersuchung der
Phosphorylierung des VEGFR2 sollte Auskunft darliber geben, ob schon am Beginn der
Signalkaskade Veranderungen auftreten. Weiterhin wurden ERK1/2- und AMPK/ACC-
Signalwege untersucht, durch die es zu Veranderungen von Genexpression, Proliferation
und Metabolismus kommen kénnte. Daruber hinaus wurden PLCy und eNOS analysiert, die
Permeabilitdt und Migration regulieren. In Abbildung 23 ist zu sehen, dass ULK1/Beclin1-
siRNA die VEGF-induzierte Phosphorylierung der untersuchten Signalproteine kaum
verandert, wobei VEGFR2- und eNOS-Phosphorylierung leicht verzdgert auftreten.
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Abbildung 23. ULK1/Beclin1-siRNA verandert VEGF-Signalwege kaum.
HUVEC wurden mit Kontroll-siRNA bzw. ULK1- und Beclin1-siRNA transfiziert und fir die

angegebenen Zeiten mit 50 ng/ml VEGF stimuliert. Zelllysate wurde in Western-Blot-Analysen mit
spezifischen Antikdrpern gegen die dargestellten Signalproteine untersucht und die Proteinbanden
densitometrisch ausgewertet. Gezeigt sind jeweils ein reprasentativer Blot und die Mittelwerte der
Daten mit SEM. n=3, *p<0,05 gegen unstimulierte Kontrolle der gleichen siRNA-Behandlung,
# p<0,05 gegen zeitgleich stimulierte Kontroll-siRNA-behandelte Probe.

Zusammenfassend lasst sich aus diesen Daten schlussfolgern, dass eine Hemmung der
Autophagie die VEGF-induzierte Proliferation und den VEGF-Effekt auf das Uberleben der
Zellen nicht beeinflusst. Die Daten bestatigen, dass in Autophagie-defizienten Zellen bereits
unter basalen Bedingungen Proliferation und Uberleben gestért sind. In Ubereinstimmung
damit sind die VEGF-induzierten Signalwege, die diese Zellfunktionen regulieren durch

Hemmung der Autophagie nicht beeinflusst.
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3.2.4 Angiogenese in Autophagie-defizienten Zellen

Im nachsten Schritt wurden die Auswirkungen der gehemmten Autophagie auf komplexe
Endothelzellfunktionen mit Hilfe des Spharoid-Assays untersucht. Dabei handelt es sich um
einen in vitro-Angiogenese-Assay, bei dem das Aussprossen von Kkapillardhnlichen
Strukturen aus einem Endothelzell-Spharoid quantifiziert wird und als Maf} fir Angiogenese
dient. Der Zusatz von VEGF zu Sphéroiden, die aus Kontroll-siRNA-vorbehandelten
Endothelzellen generiert wurden, fihrt zu einer deutlichen und konzentrationsabhangigen
Aussprossung (Abbildung 24). Dies zeigt sich in einem Anstieg der Anzahl sowie der Lange
der Aussprossungen. Dagegen ist die VEGF-induzierte Antwort in Autophagie-defizienten
Zellen reduziert, wobei eine signifikante Hemmung der Anzahl der Sprosse sowie der
Sprosslange zu erkennen ist. Das bedeutet, dass VEGF in Autophagie-defizienten Zellen
kaum noch einen angiogenen Effekt aufweist, obwohl der stimulierende Effekt auf dessen

Signalwege sowie Proliferation und Uberleben noch gegeben sind.
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Abbildung 24. ULK1/Beclin1-siRNA hemmt VEGF-induzierte in vitro-Angiogenese.
Zellen wurden mit Kontroll-siRNA bzw. ULK1- und Beclin1-siRNA transfiziert. Spharoide wurden

generiert, eingebettet und fir 48 h mit 10 ng/ml bzw. 50 ng/ml VEGF stimuliert. Anschlie3end wurden
die Spharoide fixiert und die Anzahl und Lange der Aussprossungen ausgewertet. Dargestellt sind die
Mittelwerte der Daten mit entsprechendem SEM. n=5, * p<0,05 gegen unstimulierte Kontrolle,
# p<0,05 gegen gleich stimulierte Kontroll-siRNA-behandelte Probe.
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3.2.5 Angiogenese nach pharmakologischer Hemmung der Autophagie

Nachdem durch den Einsatz von ULK1/Beclin1-siRNA zur Hemmung der Autophagie
prinzipiell ein Einfluss von Autophagie auf angiogene Prozesse gezeigt werden konnte, sollte
dieses Ergebnis durch einen zweiten methodischen Zugang bestatigt werden. Dabei wurde
Bafilomycin A1, ein lysosomaler Inhibitor, eingesetzt, obwohl dies ein weniger spezifisches
Werkzeug zur Hemmung der Autophagie ist als die erwahnten siRNAs. Der Vorteil von
Bafilomycin A1 liegt darin, dass es akut eingesetzt werden kann und so ermdglicht, dass sich
die Zellen im Gegensatz zur ULK1/Beclin1-siRNA-Behandlung zum Zeitpunkt der
Angiogenese-Stimulation in einem guten Ausgangszustand befinden. Dadurch lasst sich die
Rolle der Autophagie bei der Angiogenese zuverlassiger untersuchen. Da in den geplanten
Experimenten 24 h-Inkubationen notwendig waren, wurden die Zellen mit niedrigeren
Bafilomycin A1-Konzentrationen (5 und 10 nM) inkubiert als in den Experimenten zur Flux-
Messung, um mogliche zytotoxische Effekte zu reduzieren. Zudem wurden deshalb auch die
Aussprossungen bereits 24 h nach Stimulierung quantifiziert im Gegensatz zu den Spharoid-
Analysen nach 48 h bei den zuvor gezeigten Experimenten. Wie in Abbildung 25 zu sehen
ist, fuhrt Bafilomycin A1 unter den gewahlten Bedingungen zu einer Hemmung der
Autophagie. Alle eingesetzten Bafilomycin A1-Konzentrationen fihren zu einer zuverlassigen
Akkumulation von LC3B-positiven Puncta, was auf den verminderten Abbau von
autophagosomalen Strukturen schlielen Iasst (Abbildung 25A). Auch in Western-Blot-
Analysen ist eine Akkumulation von konjugiertem LC3B zu erkennen (Abbildung 25B).
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Abbildung 25. Niedrige Bafilomycin A1-Konzentrationen hemmen Autophagie.

Zellen wurden fir 24 h (A) oder fur die angegebenen Zeiten (B) mit 5 nM, 10 nM oder 50 nM
Bafilomycin A1 (Baf A1) behandelt. A. Zellen wurden fixiert und mit einem Antikérper gegen LC3B
sowie mit DAPI angefarbt und am Fluoreszenzmikroskop analysiert. Dargestellt ist jeweils ein
reprasentatives Bild. n=2. B. Zelllysate wurden hergestellt und im Western-Blot mit Antikérpern gegen
LC3B und B-Aktin angefarbt. Dargestellt ist ein reprasentativer Blot. n=3.
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Abbildung 26 zeigt, dass VEGF zu einem Anstieg der Anzahl der Aussprossungen fiihrt und
dieser durch Vorinkubation mit Bafilomycin A1 signifikant gehemmt wird. Die Hemmung ist
auch bei Einsatz von 5 nM Bafilomycin A1 deutlich zu sehen. Nach 24 h ist die mittlere
Sprosslange durch VEGF in Kontrollzellen noch nicht beeinflusst. Bafilomycin A1 hemmt die
basale Lange der Sprosse konzentrationsabhangig. Die Sprosslange in Gegenwart von
VEGF ist durch 10 nM Bafilomycin A1 ebenfalls vermindert. Bei Zusatz von 5 nM Bafilomycin
A1 ist dagegen keine Hemmwirkung in VEGF-behandelten Proben zu sehen. Moglicherweise

wirken VEGF-induzierte Signalprozesse dem Bafilomycin A1-Effekt entgegen.
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Abbildung 26. Bafilomycin A1 hemmt VEGF-stimulierte in vitro-Angiogenese.

Spharoide wurden generiert, eingebettet, fir 30 min mit 5 nM bzw. 10 nM Bafilomycin A1 (Baf A1)
vorinkubiert und anschlieBend mit 50 ng/ml VEGF stimuliert. Nach 24 h wurden die Spharoide fixiert
und die Anzahl und Lange der Aussprossungen ausgewertet. Dargestellt sind ein reprasentatives Bild
sowie die Mittelwerte der Daten mit entsprechendem SEM. n=5, * p<0,05 gegen unstimulierte
Kontrolle der gleichen Baf A1-Behandlung, # p<0,05 gegen VEGF-stimulierte Probe ohne Baf A1,
+ p<0,05 gegen unstimulierte Kontrolle ohne Baf A1.

Parallel zu den Angiogenese-Experimenten wurde die Uberlebensfahigkeit der Zellen
gemessen. Wie in Abbildung 27 dargestellt, fihren auch niedrige Bafilomycin A1-
Konzentrationen (10 nM) bei langer Inkubationszeit zu einem leichten Anstieg des Zelltodes.
Nach 5 nM Bafilomycin A1 ist jedoch kaum ein Anstieg der Anzahl von toten Zellen und
Zellfragmenten zu erkennen. Auch der Uberlebenssteigernde Effekt von VEGF wird hier nicht
beeinflusst. Die verminderte Angiogenese-Kapazitdt nach Bafilomycin A1-induzierter
Hemmung der Autophagie kann daher nur begrenzt durch eine verminderte

Uberlebensfahigkeit der Zellen erklart werden.
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Die Ergebnisse dieses Kapitels zeigen, dass VEGF-induzierte Zellantworten wie
Signalkaskaden, Proliferation und Uberleben in Autophagie-defizienten Zellen erhalten sind,
obwohl Proliferation und Uberleben basal gehemmt sind. Dagegen ist die VEGF-stimulierte
Angiogenese deutlich vermindert. Letzteres tritt auch auf, wenn Autophagie durch
Bafilomycin A1-Zusatz akut inhibiert ist. Dabei ist eine deutliche Hemmung der
Sprossbildung zu sehen, auch wenn das Uberleben der Zellen kaum eingeschrankt ist. Diese
Daten deuten darauf hin, dass Autophagie nicht nur Uber Stressreduktion, sondern auch

Uber spezifische Mechanismen in die Regulierung der Angiogenese eingreift.

3.3 AMPK aktiviert Autophagie in Endothelzellen

Ahnlich wie Autophagie wird auch AMPK durch verschiedene Stressoren aktiviert und erfillt
eine Zellschutzfunktion. In den folgenden Abschnitten sollte nun untersucht werden, ob und
wie AMPK auch Autophagie in Endothelzellen beeinflussen kann und welche Auswirkungen
dies fUr die Endothelzellfunktion hat. Obwohl in verschiedenen Zelltypen eine Aktivierung der

Autophagie durch AMPK gezeigt wurde, gibt es fur Endothelzellen kaum Daten dazu.

3.3.1 Metabolischer Stress, AMPK und Autophagie

Die AMPK ist als Energiesensor der Zelle bekannt und wird durch Energiemangel aktiviert.
Energiemangel fuhrt auch zur Aktivierung der Autophagie. In den folgenden Versuchen sollte
daher ein Zusammenhang zwischen AMPK-Aktivierung und Autophagie nach Auslésen von
metabolischem Stress durch 2-DG untersucht werden.

Die zeitabhangige Stimulierung von Endothelzellen mit 2-DG flhrt zu einer schnellen und
anhaltenden AMPK-Phosphorylierung am Aminosaurerest T172 (Abbildung 28) und damit
zur Aktivierung des Enzyms. Parallel dazu ist eine Stimulierung der Phosphorylierung von

ULK1 am Serinrest 555 zu beobachten. Diese fuhrt zur Aktivierung von ULK1 und ermdglicht



ERGEBNISSE 61

die ULK1-abhangige Initiierung der Autophagie. 2-DG verursacht aulierdem eine Hemmung
der p70 ribosomal protein S6 kinase (p70S6K)-Phosphorylierung, was auf eine Inhibierung
der mTOR-Aktivitdt schlieen lasst. Die Hemmung von mTOR verhindert die mTOR-
vermittelte inhibierende Phosphorylierung von ULK1 (nicht wuntersucht) und st
moglicherweise wichtig, um eine vollstandige Initiierung der Autophagie zu gewahrleisten.
Betrachtet man den Autophagie-Flux nach Zusatz von 2-DG anhand der LC3B-Konjugation,
so ist ein leichter, transienter Anstieg von LC3B-II nach 5 min Stimulationszeit zu erkennen.
Nach 30 min 2-DG-Behandlung sind die LC3B-II-Spiegel wieder deutlich reduziert und
sinken sogar unter das Basalniveau ab (Abbildung 28). Dieser Abfall wird durch Zusatz von
Bafilomycin A1 verhindert, was darauf hinweist, dass LC3B aufgrund des hohen Autophagie-

Fluxes nach 2-DG schnell verbraucht wird.
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Abbildung 28. Metabolischer Stress induziert Autophagie in HUVEC.

HUVEC wurden fur 30 min mit 50 nM Bafilomycin A1 (Baf A1) vorbehandelt (fir LC3B-Analyse) und
anschlieffend mit 20 mM 2-Deoxyglukose (2-DG) stimuliert und lysiert. Zelllysate wurden nach SDS-
PAGE im Western-Blot mit spezifischen Antikbrpern gegen die dargestellten Proteine angefarbt und
die Signale densitometrisch ausgewertet. Gezeigt sind ein reprasentativer Blot und die Mittelwerte der
Daten mit entsprechendem SEM. n=4 (n=2 fir p-AMPK (T172)), * p<0,05 gegen unstimulierte
Kontrolle, # p<0,05 gegen zeitgleich stimulierte Probe ohne Baf A1.

Abbildung 29 zeigt, dass die 2-DG-stimulierte ULK1-Phosphorylierung durch AMPKa1

vermittelt wird. Nach siRNA-vermittelter Herunterregulierung von AMPKa1 oder kombinierter
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Herunterregulierung von AMPKa1 und AMPKa2 ist sie signifikant vermindert, wahrend
AMPKa2-siRNA allein keinen Effekt hat. Dagegen ist die 2-DG-induzierte Hemmung der
p70S6K-Phosphorylierung nicht AMPK-abhangig, da sie durch Herunterregulierung der

AMPK-Isoformen nicht verandert wird.
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Abbildung 29. 2-DG stimuliert Autophagie AMPKa1-abhangig.

Zellen wurden mit Kontroll-siRNA bzw. AMPKa1- und/oder AMPKa2-siRNA transfiziert, fur die
angegebenen Zeiten mit 20 mM 2-Deoxyglukose (2-DG) stimuliert und lysiert. Zelllysate wurden nach
SDS-PAGE im Western-Blot gegen die dargestellten Proteine angefarbt und die Proteinbanden
densitometrisch ausgewertet. Dargestellt sind reprasentative Blots und die Mittelwerte der Daten mit
SEM. n=3, * p<0,05 gegen unstimulierte Kontrolle der gleichen siRNA-Behandlung, # p<0,05 gegen
zeitgleich stimulierte Kontroll-siRNA-behandelte Probe.

3.3.2 Pharmakologische AMPK-Aktivierung und Autophagie

Die mit 2-DG erhobenen Daten legen einen Zusammenhang zwischen AMPK-Aktivierung
und Autophagie-Stimulierung nahe. Um diesen Zusammenhang zu untermauern, wurden die
unter 3.3.1 beschriebenen Experimente mit zwei spezifischen Aktivatoren der AMPK,
A769662 und AICAR wiederholt. Diese Aktivatoren induzieren die AMPK-Stimulierung durch

Verhinderung der Dephosphorylierung von T172 bzw. wirken allosterisch.
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Die durch die Aktivatoren induzierte AMPK-Phosphorylierung ist in Abbildung 30 zu sehen.
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Abbildung 30. AMPK stimuliert Autophagie.
Zellen wurden fur 30 min mit Bafilomycin A1 (Baf A1) vorinkubiert (fir LC3B-Analyse) und

anschlieBend mit 200 uM A769662 (A) oder 2 mM AICAR (B) stimuliert und lysiert. Zelllysate wurden
in Western-Blot-Analysen mit spezifischen Antikorpern gegen die dargestellten Proteine untersucht
und die Proteinbanden densitometrisch ausgewertet. Gezeigt sind ein reprasentativer Blot und die
Mittelwerte der Daten mit entsprechendem SEM. A. n=4, B. n=5 (n=2 fiir p-AMPK (T172)), * p<0,05
gegen unstimulierte Kontrolle, # p<0,05 gegen zeitgleich stimulierte Probe ohne Baf A1.
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Ahnlich wie 2-DG filhren auch A769662 und AICAR zu einem Anstieg der ULK1-
Phosphorylierung am Serinrest 555 und einer gleichzeitigen Hemmung der p70S6K-
Phosphorylierung als Indikator einer verminderten mTOR-AKktivitat. Diese beiden Parameter,
ebenso wie der Zeitverlauf der LC3B-Konjugation in An- und Abwesenheit von
Bafilomycin A1 weisen auf eine Aktivierung der Autophagie hin (Abbildung 30).

Abbildung 31 zeigt, dass die A769662-induzierte ULK1-Phosphorylierung AMPKa1-abhangig
ist. Die Herunterregulierung der AMPKa1 oder beider Isoformen a1 und a2 fuhrt zu einem
signifikanten Rickgang der A769662-stimulierten ULK1-Phosphorylierung. Dagegen hat die
Herunterregulierung der AMPKa2 keinen Effekt.
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Abbildung 31. A769662-induzierte Autophagie ist AMPKa1-abhangig.

Zellen wurden mit Kontroll-siRNA bzw. AMPKa1 und/oder AMPKa2-siRNA transfiziert, anschliel3end
fur die angegebenen Zeiten mit 200 yM A769662 stimuliert und lysiert. Zelllysate wurden in Western-
Blot-Analysen mit spezifischen Antikérpern gegen die dargestellten Proteine untersucht und die
Signale densitometrisch ausgewertet. Gezeigt sind ein reprasentativer Blot und die Mittelwerte der
Daten mit entsprechendem SEM. n=4, * p<0,05 gegen unstimulierte Kontrolle der gleichen siRNA-
Behandlung, # p<0,05 gegen zeitgleich stimulierte Kontroll-siRNA-behandelte Probe.
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Die basale Phosphorylierung der p70S6K ist in Abwesenheit von AMPKa1 und AMPKa1/a2
signifikant erhdht (Abbildung 31). Auch die A769662-vermittelte Hemmung der p70S6K-
Phosphorylierung wird durch die Herunterregulierung von AMPKa1 leicht vermindert, bleibt

jedoch in Abwesenheit von AMPKa2 oder beiden Isoformen nahezu bestehen.

Zusammenfassend konnte anhand der drei in diesem Kapitel eingesetzten methodischen
Zugange festgestellt werden, dass AMPK-Aktivierung die Stimulierung der Autophagie in
Endothelzellen initiiert. Die Vermittlung von Autophagie kann damit zu den protektiven

Funktionen der AMPK in Endothelzellen gezahlt werden.

3.4 AMPK-stimulierte Angiogenese und Autophagie

Nachdem gezeigt werden konnte, dass AMPK Autophagie in Endothelzellen aktivieren kann,
soll nun die Bedeutung der AMPK/Autophagie-Achse fir die Funktion von Endothelzellen
gepruft werden. Von besonderem Interesse ist dabei die Untersuchung der Angiogenese, da
in einer frlheren Arbeit der Gruppe bereits gezeigt wurde, dass AMPKa1 fir die VEGF-
induzierte Angiogenese essentiell ist [21]. Welcher Signalweg oder Mechanismus dem
zugrunde liegt, und ob Autophagie bei diesem Prozess beteiligt ist, ist jedoch unklar und soll
hier weiter aufgeklart werden. Um den Zusammenhang in einem einfachen Modellsystem
untersuchen zu kénnen, wurde zunachst Uberprift, ob eine spezifische Aktivierung von
AMPK durch A769662 in der Lage ist, Angiogenese zu induzieren und ob Autophagie dabei

eine Rolle spielt.

3.4.1 Stimulierung der Angiogenese durch AMPK-Aktivator

Der Einfluss des spezifischen AMPK-Aktivators A769662 auf die Angiogenese wurde in dem
Spharoid-Assay getestet. Abbildung 32 (oberer Teil) zeigt, dass A769962
konzentrationsabhangig zu einer starken Aussprossung aus Spharoiden fuhrt. Dieser Effekt
war nach Herunterregulation der Isoformen der katalytischen AMPK-Untereinheit a1 und a2
mittels siRNA fast vollstandig gehemmt (Abbildung 32, unterer Teil). Die geringe
verbleibende Sprossbildung kann durch Restaktivititen von AMPKa1/a2 erklart werden.
Geringe AMPK-unabhangige Effekte von A769662 sind aufgrund des Wirkungsmechanismus
der Substanz als spezifischer AMPK-Aktivator dagegen eher unwahrscheinlich. In den
nachfolgenden Angiogenese-Experimenten wurden 50 pM A769662 eingesetzt, da die
Aussprossungen bei 200 uM so stark sind, dass sie nur unzuverlassig quantifizieren werden

konnten.
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Abbildung 32. A769662-induzierte Angiogenese ist AMPK-abhéngig.

Zellen wurden mit Kontroll-siRNA bzw. AMPKa1- und AMPKa2-siRNA transfiziert. Spharoide wurden
generiert, fur 48 h mit den angegebenen A769662-Konzentrationen inkubiert und fixiert. Dargestellt
sind reprasentative Bilder. n=4.

3.4.2 AMPK-Aktivierung durch VEGF und A769662

Abbildung 32 zeigt, dass Endothelzellen nach A769662-Behandlung deutlich mehr
Aussprossungen bilden als nach VEGF-Stimulation (Vergleich Abbildung 24). Dariber
hinaus unterscheiden sich die durch A769662 induzierten Sprosse hinsichtlich ihrer
Morphologie deutlich von den VEGF-stimulierten Sprossen, was ein Hinweis auf
unterschiedliche Signalmuster nach A769662 und VEGF sein kann. Diese Vermutung wurde
anhand einer Langzeitstimulation von HUVEC mit beiden Stimuli Gberpruft. In Abbildung 33
ist zu sehen, dass 48 h nach VEGF-Stimulation keine verstarkte AMPK-Phosphorylierung an
T172 im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle auftritt. AMPK ist demnach zu diesem
Zeitpunkt nicht mehr aktiv. Dagegen ist ein deutliches Phosphorylierungssignal durch
A769662 zu sehen. Dies spricht fir eine langanhaltende AMPK-Aktivierung durch A769662,
die nicht gegenreguliert zu sein scheint und die starke, unkontrollierte Bildung

kapillarahnlicher Strukturen erklaren kann.
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3.4.3 AMPK und angiogene Signalwege

Nachdem gezeigt wurde, dass A769662 Angiogenese stimuliert, sollte nun untersucht
werden, welche angiogenen Signalwege dafur verantwortlich sind. Insbesondere wurde eine
mogliche Rolle der Kinasen Akt und ERK1/2, die angiogene Prozesse wie Uberleben,
Migration, Permeabilitdt und Proliferation regulieren, uberpruft. Wie in Abbildung 34
dargestellt, fuhrt A769662 zu einer zeitabhangigen Phosphorylierung von Akt und ERK1/2
und damit zur Aktivierung der jeweiligen Kinasen. Akt und ERK1/2 sind Signalproteine, die
auch durch den wichtigen angiogenen Stimulus VEGF aktiviert werden. Eine
Transaktivierung des VEGFR2 durch A769662 scheint jedoch nicht vorzuliegen, da im

Gegensatz zur Stimulierung mit VEGF keine Phosphorylierung des Rezeptors zu sehen war.
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Abbildung 34. A769662 stimuliert angiogene Signalwege.
Zellen wurden fur die angegebenen Zeiten mit 200 yM A769662 bzw. fur 5 min mit 50 ng/ml VEGF

stimuliert und lysiert. Die Zelllysate wurden in Western-Blot-Analysen mit spezifischen Antikdrpern
gegen die dargestellten Proteine untersucht und die erhaltenen Signale densitometrisch ausgewertet.
Gezeigt sind ein reprasentativer Blot und die Mittelwerte der Daten mit entsprechendem SEM. n=3
(n=2 fur p-VEGFR2 (Y1175)). * p<0,05 gegen unstimulierte Kontrolle.

Die angiogene Wirkung von A769662 ist vor allem auf die Aktivierung von Akt
zuruckzufuhren. Die Vorbehandlung der Endothelzellen mit einem spezifischen Inhibitor (Akt-
Inhibitor VIII) fuhrt zu einer signifikanten Verminderung der A769662-stimulierten
Aussprossung, was sowohl in der Anzahl als auch der mittleren Lange der kapillarahnlichen
Strukturen zum Ausdruck kommt (Abbildung 35A). Auch die Hemmung von ERK1/2 durch
PD98059, einen MAPK/ERK1/2-Kinase (MEK)-Inhibitor vermindert die A769662-stimulierte
Angiogenese, wobei der Effekt im Vergleich zum Akt-Inhibitor deutlich geringer ausfallt, aber

dennoch signifikant ist. Sunitinib, ein Inhibitor des VEGFR2, hat dagegen keinen Einfluss auf
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die A769662-induzierte Angiogenese, hemmt aber die VEGF-induzierte Sprossbildung
deutlich (Abbildung 35B). Damit kann eine Beteiligung des VEGFR2 an den von A769662-

initiierten angiogenen Signalwegen ausgeschlossen werden.
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Abbildung 35. Akt und ERK1/2 vermitteln A769662-induzierte Angiogenese.
Spharoide wurden generiert, eingebettet und fir 30 min mit 10 yM Akt-Inhibitor VIII oder 20 uM

PD98059 (ERK1/2-Inhibitor)

(A) bzw.

10 nM Sunitinib (VEGFR-Inhibitor) (B) vorinkubiert.

AnschlielRend erfolgte die Stimulierung mit 50 yM A769662 oder 50 ng/ml VEGF. Nach 48 h wurden
die Spharoide fixiert und die Anzahl und Lange der Aussprossungen ausgewertet. Dargestellt sind ein
reprasentatives Bild sowie die Mittelwerte der Daten mit entsprechendem SEM. n=4 (A), n=3 (B),
* p<0,05 gegen unstimulierte Kontrolle der gleichen Inhibitor-Behandlung, # p<0,05 gegen stimulierte

Probe ohne Inhibitor.
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3.4.4 AMPK-induzierte Angiogenese und Autophagie

Im Modell der A769662-stimulierten Angiogenese sollte nun untersucht werden, welche
Bedeutung die durch A769662 stimulierte Autophagie fur angiogene Prozesse hat. Dazu
wurde Autophagie mittels Bafilomycin A1-Behandlung gehemmt und die A769662-stimulierte
Angiogenese in diesen Zellen mit Kontrollzellen verglichen. Der Vorteil der Bafilomycin A1-
Behandlung ist, dass sie kurz vor der Stimulierung mit VEGF eingesetzt wird und dadurch
keine Vorschadigungen der Zellen wie nach Herunterregulierung von Autophagieproteinen
mittels siRNA auftreten. Wie in Kapitel 3.2.5 beschrieben, wurden niedrige Bafilomycin A1-
Konzentrationen (10 nM) eingesetzt, um zytotoxische Effekte zu vermeiden. Zudem erfolgte
die Bewertung der Spharoide 24 h nach A769662-Stimulierung. A769662 fuhrt bei intakter
Autophagie zu einem Anstieg der Aussprossung aus Spharoiden. Dabei ist, wie bereits in
Abbildung 35 gezeigt, vor allem die Anzahl der kapillarahnlichen Strukturen und weniger
deren Lange verandert (Abbildung 36). Nach Hemmung der Autophagie durch
Bafilomycin A1 ist eine signifikante Hemmung der Anzahl der Sprosse erkennbar. Die Lange
der Aussprossungen ist durch Bafilomycin A1 ebenfalls vermindert. Die Aktivierung der

Autophagie durch A769662 ist demnach wichtig, um die Angiogenese zu gewahrleisten.
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Abbildung 36. Bafilomycin A1 hemmt A769662-induzierte in vitro-Angiogenese.

Spharoide wurden generiert, eingebettet, fir 30 min mit 10 nM Bafilomycin A1 (Baf A1) vorinkubiert
und anschlieBend mit 50 pM A769662 stimuliert. Nach 24 h wurden die Sphéaroide fixiert und die
Anzahl und Lange der Aussprossungen ausgewertet. Dargestellt sind ein reprasentatives Bild sowie
die Mittelwerte der Daten mit entsprechendem SEM. n=3, * p<0,05 gegen unstimulierte Kontrolle,
# p<0,05 gegen A769662-stimulierte Probe ohne Baf A1.
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3.5 Regulierung der endothelialen Autophagie durch oxidativen Stress

In den vorangegangenen Abschnitten konnte die Bedeutung der basalen Autophagie und die
Rolle der AMPK-stimulierten Autophagie fur Endothelzellen charakterisiert werden.
Endothelzellen sind durch den direkten Kontakt zum Blut verschiedenen Stressoren
ausgesetzt. Im folgenden Abschnitt sollte nun untersucht werden, wie sich oxidativer Stress
auf Autophagie in Endothelzellen auswirkt. Dies ist von pathophysiologischer Relevanz, da
Zellen des Gefallsystems wie Leukozyten oder glatte Muskelzellen, aber auch
Endothelzellen selbst, ROS bilden und dadurch oxidativer Stress entstehen kann. Des
Weiteren wurde untersucht, wie Hypoxie die Autophagie in Endothelzellen beeinflusst, da es
nach vaskularen Komplikationen, wie zum Beispiel einem GefalRverschluss, zu einer
unzureichenden Sauerstoffversorgung der Endothelzellen und des umliegenden Gewebes

kommen kann.

3.5.1 H,0;-induzierte Autophagie

Die zeitabhangige Behandlung von HUVEC mit 100 uM H,0, fihrte zu einem transienten
Anstieg der LC3B-Konjugation nach 1 h (Abbildung 37A), was auf eine Aktivierung der
Autophagie schlieRen Iasst. Nach Zusatz von Bafilomycin A1 verlauft die LC3B-Konjugation
nicht mehr transient, sondern steigt stetig an. Dies weist auf einen erhdhten Autophagie-Flux
hin. Werden Endothelzellen durch Zusatz von 1 mM H,O, sehr hohem oxidativen Stress
ausgesetzt, so verlauft die LC3B-Konjugation selbst unter Zusatz von Bafilomycin A1
transient (Abbildung 37B). Dies bedeutet, dass nach initialer Stimulierung der Autophagie
durch 1 mM H,0O, eine Hemmung des Prozesses einsetzt. Wie in Abbildung 37B zu sehen,
liegt dies vermutlich am Abbau der wichtigen Autophagieproteine ULK1 und Beclin1 unter
diesen Bedingungen. Im Gegensatz dazu bleibt die Expression dieser beiden Proteine nach
Einsatz von 100 uM H,O, unverandert (Abbildung 37A). Die Auswirkungen von oxidativem
Stress auf die endotheliale Autophagie sind demzufolge dosisabhangig. Wahrend geringer
oxidativer Stress Autophagie stimuliert und dadurch eventuelle Schadigungen ausgleicht,
kommt es nach anhaltendem hohen oxidativen Stress zum Abbau von Autophagie-Proteinen
und zum Rickgang des Fluxes. Die Zellen kdnnen den hohen oxidativen Stress nicht mehr
kompensieren und schalten vermutlich von Autophagie auf Apoptose um. Der Zelltod unter

diesen Bedingungen wurde jedoch nicht untersucht.



ERGEBNISSE 71

L AR, P ———— —15k0a  ULK1 o s s o — 1400

LC3B-Il - \ ¥
-— —
- rw ._ B-Aktin —— w2 2
1,4
B-Aktin b-———-—,_ S0 kDa 5 12
@ g8
0,6
0,4
0,2 D D

18

ULKA1
normierte
Intensitat

1,6 7
1,4 7

# #
#
H,0, [h] 01 2 3 4 5
12 # #
10 . — 70 kDa
X Beclin1 ..-- —_—— —
0.8 B-Aktin - — 50 kDa
06 7 * 1,2
0,4 = 10
' = 08
0,2 1 5 0,6
‘1alonng o
0 2 34501 2 3 45
+ + + + + +

LC3B
normierte Intensitat

Beclin1
normierte
Intensitat

0,
H,0. [h]

Baf A1 C oL 00

T
N
(@)
N
=

01 2 3 4 5

B LC3B-l —»

- —— o —-—— = - ULK1 — 140 kD
LC3B-Il - = T skos -a. a
,"' ..n' B-AKtin  ————— 20 D2
1,2
[ I PP ——— L © = 10 *
T % o8
5=
1,29 X -= 2 06
5 g‘é o ¥ *
10 =202 i i
H,0,[h] 2 3 4 5

LC3B
normierte Intensitat

o o o

> ()] [e-]

k=
N
1

Beclin1
normierte
Intensitat

0,0
0 1
Beclin1 ————, T 70kDa
B-Aktin - ——— 20 KD3
l 08
T o6
S 0,4
” s
l___r_l

X 0,2
H,0, [h] 0 2 3450 2 34 5 00
Baf A1 - - - - - -+ 4+ + o+ o+ o+ ’

T
N
(@]
N
=

0 2 3 4 5

Abbildung 37. H,0, beeinflusst Autophagie konzentrationsabhangig.

Zellen wurden fur 30 min mit 50 nM Bafilomycin A1 (Baf A1) vorinkubiert (fir LC3B-Analysen) und fir
die angegebenen Zeiten mit 100 yM (A) oder 1 mM (B) H,O, stimuliert. Zelllysate wurden im
Western-Blot mit Antikbrpern gegen die dargestellten Proteine angefarbt und densitometrisch
ausgewertet. Dargestellt sind ein reprasentativer Blot und die Mittelwerte der Daten mit
entsprechendem SEM. n=3 (A), n=4 (B), * p<0,05 gegen unbehandelte Kontrolle, # p<0,05 gegen
H,O,-behandelte Probe ohne Baf A1.

3.5.2 Hypoxie-induzierte Autophagie

Zur Untersuchung des Einflusses von Hypoxie auf die endotheliale Autophagie wurden
HUVEC fur 24 h bei 1 % O, inkubiert. Unter diesen Bedingungen ist ein Abfall von LC3B-Il im
Vergleich zu Zellen, die unter normoxischen Bedingungen (20 % O,) inkubiert wurden, zu
beobachten. Die Vorbehandlung mit Bafilomycin A1 fuhrt zu einem Anstieg beider Signale
(Abbildung 38). Auch die p62-Expression als zweiter Marker des Autophagie-Fluxes ist durch
Hypoxie deutlich verringert, was fir eine Aktivierung der Autophagie unter diesen
Bedingungen spricht.
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Abbildung 38. Hypoxie stimuliert Autophagie.
HUVEC wurden fur 30 min mit 50 nM Bafilomycin A1 (Baf A1) vorinkubiert und anschlieRend fur 24 h

in Normoxie oder Hypoxie inkubiert. Zelllysate wurden in Western-Blot-Analysen mit Antikérpern
gegen LC3B, p62 und B-Aktin angefarbt und densitometrisch ausgewertet. Fir die Auswertung der
Bafilomycin A1-behandelten Proben wurden die Blots mit kirzeren Entwicklungszeiten
herangezogen. Dargestellt sind ein reprasentativer Blot und die Mittelwerte der Daten mit
entsprechendem SEM. n=5, * p<0,05 gegen Normoxie-Kontrolle, # p<0,05 gegen gleich behandelte
Probe ohne Baf A1.

Dieses Kapitel zeigt, dass oxidativer Stress in der Lage ist, Autophagie zu stimulieren,
vermutlich um eine Akkumulation Stress-bedingter Zellschadigungen zu reduzieren. In
Abhangigkeit vom Ausmal’ kann oxidativer Stress aber auch zur Hemmung der Autophagie
und zum Zelltod fuhren. Auch unter hypoxischen Bedingungen kann Autophagie zum Schutz

der Endothelzellen beitragen.

3.6 Regulierung der endothelialen Autophagie durch VEGF

3.6.1 VEGF-induzierte Autophagie

Endotheliale Funktionen und Angiogenese werden durch vaskulare Mediatoren und
Wachstumsfaktoren reguliert. Bisher ist nicht bekannt, inwieweit diese Faktoren endotheliale
Autophagie beeinflussen und somit zum Schutz der Endothelzellen und zur
Aufrechterhaltung ihrer Funktion beitragen. Hier sollte deshalb untersucht werden, ob
Autophagie durch Wachstumsfaktoren beeinflusst werden kann und dadurch eventuell
optimale Bedingungen fiir Proliferation und Angiogenese geschaffen werden. Insbesondere
wurden Effekte von VEGF auf die endotheliale Autophagie untersucht, da dieser Faktor als
wichtiger angiogener Wachstumsfaktor unter physiologischen und pathophysiologischen

Bedingungen angesehen wird.
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Endothelzellen wurden mit VEGF stimuliert und die ULK1-Phosphorylierung und p62-
Expression als Autophagiemarker analysiert. Wie in Abbildung 39 zu sehen ist, induziert
VEGF eine zeitabhangige Phosphorylierung und damit die Aktivierung von ULK1, was auf
eine Initiierung der Autophagie durch VEGF schlieRen lasst. Zusatzlich ist ein deutlicher
Abfall des p62-Signals nach 48 h VEGF-Stimulierung zu sehen. Da p62 spezifisch durch
Autophagie abgebaut wird, spricht dieser Befund flr eine langanhaltende Aktivierung der
Autophagie durch VEGF.
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Abbildung 39. VEGF stimuliert Autophagie in Endothelzellen.
HUVEC wurden fir die angegebenen Zeiten mit 50 ng/ml VEGF stimuliert. Zelllysate wurden in

Western-Blot-Analysen mit Antikorpern gegen p-ULK1 (S555), ULK1, p62 und -Aktin untersucht und
die Signale densitometrisch ausgewertet. Dargestellt sind ein reprasentativer Blot und die Mittelwerte
der Daten mit SEM. n=3 (A), n=6 (B). * p<0,05 gegen unstimulierte Kontrolle.

3.6.2 Beteiligung der AMPK an VEGF-induzierter Autophagie

Nachdem gezeigt werden konnte, dass Autophagie durch VEGF stimuliert werden kann,
sollte nun die Frage geklart werden, ob dies durch AMPK vermittelt wird. In frGheren Arbeiten
war bereits beobachtet worden, dass VEGF AMPK aktiviert und dass dieser Prozess flir den
Ablauf der Angiogenese essentiell ist [21]. Ein Zusammenhang zwischen AMPK-Aktivierung
und Stimulierung der Autophagie konnte bereits in Kapitel 3.3 fur 2-DG und A769662 gezeigt
werden.

Um zu Uberprifen, ob die VEGF-induzierte Autophagie durch AMPK vermittelt wird, wurden
die beiden Isoformen der katalytischen Untereinheit der AMPK a1 und o2 allein oder
kombiniert mittels siRNA herunterreguliert. Abbildung 40 zeigt, dass AMPKa1-siRNA die
VEGF-induzierte ULK1-Phosphorylierung signifikant hemmt und unterstreicht damit die
Bedeutung der AMPKa1 fur die Stimulierung der Autophagie durch VEGF. Die
Herunterregulierung beider AMPK-Isoformen a1 und a2 flihrt ebenfalls zu einer deutlichen
Reduktion der VEGF-Antwort. Im Gegensatz dazu hat AMPKa2-siRNA keinen Einfluss auf
die VEGF-vermittelte ULK1-Phosphorylierung, was fur einen Isoform-spezifischen Effekt

spricht.
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Abbildung 40. VEGF-stimulierte Autophagie ist AMPKa1-vermittelt.
HUVEC wurden mit Kontroll-siRNA bzw. AMPKa1- und/oder AMPKa2-siRNA transfiziert und fiir die

angegebenen Zeiten mit 50 ng/ml VEGF stimuliert. Zelllysate wurden in Western-Blot-Analysen mit
Antikdrpern gegen p-ULK1 (S555), ULK1, AMPKa1 und AMPKa2 angefarbt und densitometrisch
ausgewertet. Dargestellt sind ein reprasentativer Blot und die Mittelwerte der Daten mit SEM. n=5,
* p<0,05 gegen unstimulierte Kontrolle der gleichen siRNA-Behandlung, # p <0,05 gegen zeitgleich
stimulierte Kontroll-siRNA-behandelte Probe.

Diese Daten beschreiben einen bisher nicht bekannten VEGF/AMPK/Autophagie-Signalweg,
der die angiogene Wirkung von VEGF unterstitzt. Sie charakterisieren damit einen
Mechanismus, der die essentielle Bedeutung der AMPK fir die VEGF-induzierte

Angiogenese, die in friheren Arbeiten der Arbeitsgruppe publiziert wurde, erklaren kann.
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4 DISKUSSION

4.1 Beeinflussung der Autophagie in Endothelzellen

Die vorgelegte Arbeit hatte das Ziel, die Regulierung und Funktion der Autophagie in
humanen Endothelzellen zu charakterisieren. Ein wichtiger methodischer Zugang war dabei
die Herunterregulierung der beiden Autophagie-Initiatoren ULK1 und Beclin1 mittels siRNA.
Die Herunterregulierung von jeweils einem der beiden Proteine flihrte bereits zu einer
Hemmung der basalen und Hunger-induzierten Autophagie, wobei der Effekt von ULK1-
siRNA deutlich starker ausgepragt war und Beclin1-siRNA nur einen schwachen Hemmeffekt
zeigte. Der kombinierte Einsatz von ULK1- und Beclin1-siRNA bewirkte eine nahezu kom-
plette Hemmung der Autophagie, wie anhand von LC3B- und p62-Analysen gezeigt wurde.
Beclin1 gehort zu den essentiellen Regulatoren der Autophagie. Der systemische Knockout
von Beclin1 in Mausen fihrt zu friher embryonaler Letalitat [109], was daflr spricht, dass
Beclin1-abhangige Autophagie fir die embryonale Entwicklung von grof3er Bedeutung ist.
Die in vitro-Beobachtungen zum Beclin1-Knockdown sind widerspruchlich und scheinen von
Zellkultur- und Stimulationsbedingungen abzuhangen. Fir HUVEC wurde bereits
beschrieben, dass, ahnlich wie in der vorliegenden Arbeit, eine Herunterregulierung von
Beclin1 kaum einen Effekt auf Autophagiemarker hat [110]. Andererseits konnte gezeigt
werden, dass Autophagie in Endothelzellen ebenfalls ber Veranderungen der Beclin1-
Expression reguliert werden kann, wie im Falle der Stimulierung mit VEGF-A, Decorin [111]
oder Endostatin [112] beobachtet wurde. Die alleinige Herunterregulierung von ULK1 fuhrt in
Ubereinstimmung mit Literaturdaten [70, 113] zu einer starken Hemmung der Autophagie,
allerdings wurden auch ULK1-unabhangige Effekte beschrieben [114, 115]. Welche
Mechanismen dabei eine Rolle spielen und ob dies auch fur Endothelzellen zutrifft, ist jedoch
unklar. Die vorliegenden Daten zeigen aber, dass die gleichzeitige Herunterregulierung von
ULK1 und Beclin1 zu einer zuverlassigen Hemmung der basalen und Hunger-induzierten
Autophagie fuhrt, die den alleinigen Effekt einer ULK1-Depletion Ubersteigt.

Neben ULK1 ist auch fir die Isoform ULK2 eine Rolle bei der Regulierung der Autophagie
beschrieben [116]. Es wird diskutiert, dass ULK2 nicht essentiell ist, um Autophagie zu
induzieren, aber dass ULK2 einen Verlust von ULK1 kompensieren kann. Beide Kinasen
zeigen redundante, aber auch nicht-redundante Funktionen. Diese Aussage wird dadurch
unterstiitzt, dass ULK1"- bzw. ULK2"-Méuse lebensféhig sind. Wahrend ULK1"-Mé&use nur
einen leichten Phanotyp in der Mitochondrienhomdostase aufweisen [117], zeigen ULK2"-
Mause dagegen keinen Autophagie-relevanten Phanotyp [114]. Der Knockout beider
Proteine gleichzeitig ist jedoch neonatal letal [118]. Uber die Expression von ULK2 in
Endothelzellen ist nichts bekannt. Da jedoch die Herunterregulation von ULK1 zu einer sehr
starken Hemmung der Autophagie fiihrt, scheint die Bedeutung von ULK2 in Endothelzellen

eher gering zu sein.
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4.2 Autophagie ist fur den Erhalt der Endothelzellfunktion wichtig

4.2.1 Endothelzellen verfiigen liber eine aktive basale Autophagie

Die Daten der vorliegenden Arbeit zeigen, dass Autophagie eine entscheidende Rolle bei der
Aufrechterhaltung der intrazellularen Homoostase in Endothelzellen spielt. Wie in Kapitel
3.1.1 beschrieben, zeigen HUVEC eine hohe Autophagie-Aktivitdt unter nahrstoffreichen
Bedingungen. Letztere wurde im Vergleich mit Nierenkarzinomzellen 786-O und primaren
Maus-Kardiomyozyten charakterisiert, wobei die Akkumulation von konjugiertem LC3B nach
Bafilomycin A1-Behandlung als Mal} fur die Starke des Autophagie-Fluxes diente. Diese
Methode gibt jedoch keinen Aufschluss dartiber, ob es sich um nicht-selektive oder selektive
Formen der Autophagie, wie z. B. Mitophagie handelt. Von Tumorzellen ist bekannt, dass ihr
Uberleben stark von Autophagie abhéngt. Sie weisen einen hohen Autophagie-Flux auf, um
die durch schnelles Wachstum bedingten erhéhten metabolischen Anforderungen erfiillen zu
kénnen und Stress durch Chemotherapeutika zu minimieren [106]. Die Experimente der
vorliegenden Arbeit zeigen, dass der Autophagie-Flux in Endothelzellen sogar starker
ausgepragt war als in 786-O-Nierenkarzinomzellen. Die ebenfalls in den Experimenten
eingesetzten Kardiomyozyten dienten hier als Negativkontrolle, da bekannt ist, dass sie
einen sehr geringen Autophagie-Flux unter basalen Bedingungen aufweisen [107].
Tatsachlich fuhrt Bafilomycin A1-Behandlung hier zu keiner Akkumulation von LC3B-II.
Basale Autophagie wird als homdostatischer Prozess angesehen, der das Uberleben von
Zellen sichert und Zellfunktionen aufrechterhalt, indem fehlerhafte Proteine und Organellen
abgebaut und recycelt werden, wie es unter anderem in Neuronen [119, 120] und
Hepatozyten [121] beschrieben ist. Mizushima et al. konnten zeigen, dass das Ausmal}
basaler Autophagie zelltypabhangig ist [107]. Die Daten der vorliegenden Arbeit zeigen, dass
Endothelzellen zu den Zellen mit hoher basaler Autophagie zahlen, was mit ihrer Lokalisation
und ihrer besonderen Belastung durch mechanische, oxidative und inflammatorische
Stressfaktoren zusammenhangen koénnte. Endothelzellen gehéren zu den langsam
proliferierenden Zellen und teilen sich in vivo nur etwa einmal alle 6 Monate [122]. Ohne den
Prozess der Autophagie wirden Schaden starker als in schnell proliferierenden Zellen
akkumulieren. In Ubereinstimmung mit den vorliegenden Daten wird berichtet, dass die
basale Autophagie fur die zellulare Homdostase im GefalRsystem von grof3er Bedeutung ist
[123], obwohl es in diesem Zusammenhang kaum Daten zu Endothelzellen gibt. In
atherosklerotischen Lasionen sowie in ApoE"'-Méusen, die als Modell fur Atherogenese
dienen, kommt es zu einer Verminderung der Autophagie-Aktivitat, was die wichtige Rolle

der basalen Autophagie im vaskularen System unterstreicht.
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4.2.2 Autophagie hat wenig Bedeutung fiir die Energiehomoéostase in Endothelzellen

Die hier vorliegenden Daten lassen vermuten, dass der Beitrag der Autophagie zum
Energiegleichgewicht in Endothelzellen gering ist. Die Hemmung der Autophagie bewirkt
weder eine deutliche Veranderung der basalen ATP-Spiegel noch eine Aktivierung des
Energiesensors AMPK (Abbildung 23). Ebenso wenig ist die Oxidation intrazellularer
Fettsauren durch Hemmung der Autophagie beeinflusst, was daflr spricht, dass Autophagie
keine Fettsduren als Substrate liefert. In Autophagie-defizienten Zellen kommt es jedoch zu
einem leichten Anstieg der Fettsaureoxidation aus extrazellularen Quellen, was bedeuten
konnte, dass eine eventuell auftretende Verminderung basaler ATP-Spiegel durch andere
Energie-generierende Wege kompensiert wird. Autophagie scheint auch nach Einwirkung
von metabolischem Stress nicht an der Wiederherstellung des Energiegleichgewichtes
beteiligt zu sein, obwohl sie unter diesen Bedingungen aktiviert wird. Dies zeigen die in
dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente mit Einsatz des Glykolyse-Inhibitors 2-DG. Der
ausgepragte glykolytische Metabolismus der Endothelzellen [124] macht sie anfallig
gegenuber 2-DG und fihrt zu einem starken Abfall von intrazellularen ATP-Spiegeln. Der
Abfall ist jedoch nicht komplett, was ein Hinweis darauf ist, dass auch andere
Stoffwechselwege zur Energiegewinnung aktiv sind [3]. Letztere tragen vermutlich auch zur
teilweisen Wiederherstellung der ATP-Spiegel nach einem Zeitraum von 16 h bei. Eine
Hemmung der Autophagie durch ULK1/Beclin1-siRNA fiihrt weder zu einem starkeren Abfall
noch zu einer Beeintrachtigung der Wiederherstellung der ATP-Spiegel. Nach diesen Daten
scheint Autophagie als Energiequelle in Endothelzellen, zumindest unter den hier
untersuchten Bedingungen, nur eine untergeordnete Rolle zu spielen. Endothelzellen
verfugen Uber eine Vielzahl anderer Stoffwechselwege, die unter Stressbedingungen
hochreguliert werden kénnen [3]. Daten aus der Arbeitsgruppe zeigen, dass die Oxidation
von Fettsduren durch 2-DG stimuliert wird [125, 126]. Allerdings scheint auch die
Fettsaureoxidation nicht fiir die Wiederherstellung der ATP-Spiegel bei blockierter Glykolyse
verantwortlich zu sein, da eine Erholung auch dann erfolgt, wenn der Fettsauretransport in
die Mitochondrien durch Etomoxir blockiert und damit die Fettsaureoxidation inhibiert wird.
Es ist mdglich, dass die Endothelzellen nach Hemmung der Glykolyse ihren Stoffwechsel auf
Glukoseoxidation umstellen [127] oder ihre Energie aus Glutamin gewinnen, welches in den
Trikarbonsaurezyklus eingespeist werden kann [128]. Diese Wege der Energiegewinnung
sind zwar durch die damit verbundene ROS-Produktion weniger schonend fur die Zelle als
die Glykolyse, jedoch notwendig, um den Energiemangel zu Uberwinden. Eine Abhangigkeit
der intrazellularen Energiehomoostase von der Autophagie wurde dagegen unter anderem
fur T-Zellen [129], Trophoblasten [130] und hamatopoetische Zellen des Knochenmarks [131]
beschrieben. Die Hauptfunktionen der Autophagie kénnen jedoch abhangig von Zelltyp und

Metabolismus variieren.
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4.2.3 Autophagie ist ein wichtiger Mechanismus zur Stressprotektion

Literaturdaten lassen vermuten, dass Endothelzellen eine hohe Rate an Mitophagie haben,
um die Anzahl der Mitochondrien gering zu halten. Tatsachlich machen Mitochondrien nur
5 % des Endothelzellvolumens aus [132]. Dagegen weisen zum Beispiel Hepatozyten eine
Mitochondrienmasse von 28 % auf. Durch eine geringe Anzahl von Mitochondrien wird
vermutlich ein niedriger Sauerstoffverbrauch sichergestellt und ermdglicht, dass ein hoher
Anteil des aufgenommenen Sauerstoffs in das umliegende Gewebe diffundiert [3].
Gleichzeitig wird eine Ubermafliige ROS-Produktion in der Atmungskette verhindert [133]. Um
trotzdem ausreichend Energie produzieren zu kénnen, haben Endothelzellen einen hohen
aeroben glykolytischen Metabolismus. Diese Literaturdaten lassen vermuten, dass eine
Hemmung der Mitophagie eine verstarkte ROS-Produktion in Endothelzellen bewirken kann.
Tatsachlich fihrt die Hemmung der Autophagie durch ULK1/Beclin1-siRNA in den hier
gezeigten Experimenten zu Proteinkarbonylierung und GSH-Verbrauch, was auf einen
Anstieg der ROS-Produktion schlieRen lasst und damit diese Vermutung unterstlitzt. Die
Quelle des oxidativen Stresses wurde in der vorliegenden Arbeit jedoch nicht untersucht.
ROS kénnten durch defekte Mitochondrien entstehen, die durch Hemmung der Mitophagie,
welche ebenfalls durch ULK1 reguliert wird [134], akkumulieren. Durch eine Hemmung der
Mitophagie und der damit verbundenen Erhéhung der Mitochondrienanzahl kann es zudem
zu einem Anstieg des oxidativen Metabolismus kommen, wie zum Beispiel der Glukose- oder
Fettsiureoxidation. In Ubereinstimmung damit war ein moderater Anstieg der
Fettsaureoxidation nach ULK1/Beclin1-siRNA zu beobachten, was darauf hinweist, dass der
vorwiegend nicht-oxidative Metabolismus der Endothelzellen moglicherweise in Richtung
oxidativer Zustand verschoben wurde. Autophagie kénnte den Redoxzustand der Zelle auch
durch Beeinflussung des antioxidativen Systems kontrollieren. Die Expression von
Peroxiredoxin1, einem wichtigen Enzym zur ROS-Abwehr in Endothelzellen [135], wird durch
ULK1/Beclin1-siRNA jedoch nicht verandert. Diese Beobachtung schliefl3t eine Regulierung
anderer antioxidativer Proteine jedoch nicht aus. Fir eine konkretere Aussage Uber das
antioxidative System sind daher weitere Untersuchungen notwendig.

Zusatzlich zu oxidativem Stress konnte in Endothelzellen mit gehemmter Autophagie
erhohter inflammatorischer Stress beobachtet werden. In Experimenten, in denen die basale
Zytokin-Bildung zwischen Kontrollzellen und ULK1/Beclin1-siRNA-behandelten Zellen
verglichen wurde, war eine erhdhte Sekretion der proinflammatorischen Zytokine TNFa,
IL1B, MCP1, IL8 und IL6 nach Autophagie-Hemmung zu sehen. In Ubereinstimmung damit
zeigen auch Literaturdaten, dass Autophagie die Bildung und Sekretion proinflammatorischer
Zytokine in verschiedenen Zellen hemmt [123, 136-138]. So konnten Wechselwirkungen
zwischen Autophagie und dem Inflammasom, das fir die Prozessierung von IL1(3 wichtig ist,

beschrieben werden [139]. Dies kodnnte im Zusammenhang mit dem nach Autophagie-
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Hemmung beobachteten Anstieg von ROS stehen, da ROS zu einer Aktivierung des NLRP3-
Inflammasoms und damit zu einer gesteigerten IL1B-Produktion und -Sekretion fuhren
konnen [140]. Der groRte Anstieg war in der vorliegenden Arbeit jedoch bei TNFa zu sehen.
TNFa ist eines der wichtigsten Zytokine, das Endothelzellfunktionen beeinflusst. Es fuhrt zum
Anstieg von ROS, zur Senkung der NO-Bioverfugbarkeit und zur Expression von
Adhasionsmolekuilen und induziert damit einen inflammatorischen Phanotyp, der mit einer
Endotheldysfunktion einhergeht [141]. Die Regulation der TNFa-Sekretion durch Autophagie
ist bisher kaum untersucht, nur aus Immunzellen gibt es Hinweise auf eine allerdings
unterstitzende Rolle der Autophagie in diesem Prozess [142].

Zusammenfassend zeigen die diskutierten Daten, dass Endothelzellen durch eine hohe
basale Autophagie-Aktivitdt gekennzeichnet sind und dass die Autophagie zur
Aufrechterhaltung der Homoéostase in Endothelzellen unter Ruhebedingungen von grofRer
Bedeutung ist. Autophagie scheint in Endothelzellen kaum eine Rolle bei der Regulierung
des Energiegleichgewichtes zu spielen. Jedoch fuhrt der Verlust der Autophagie-Leistung zu
einem Anstieg von oxidativem und inflammatorischem Stress, was die Ausbildung einer
Endotheldysfunktion begulnstigen kann (Abbildung 41).
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Abbildung 41. Funktion der basalen Autophagie in Endothelzellen.
Hemmung der Autophagie durch ULK1/Beclin1-siRNA fihrt zu einem Anstieg von oxidativen

Zellschadigungen wie Proteinkarbonylierung und einer erhdhten Sekretion von Zytokinen, was zur
Auspragung eines inflammatorischen Phanotypes mit einer erhdhter Expression von
Adhasionsmolekiilen und einer verminderten NO-Bioverfigbarkeit fiihren kann. Erhéhte ROS- und
Zytokin-Spiegel koénnen sich zudem gegenseitig beeinflussen. Demnach schutzt Autophagie
Endothelzellen unter basalen Bedingungen vor oxidativem und inflammatorischem Stress und einer
damit verbundenen Akkumulation von Zellschadigungen und -veranderungen. Dagegen hat die

Hemmung dieses Prozesses keinen Einfluss auf intrazellulare ATP-Spiegel und Energiehomdostase.
NO: Stickstoffmonoxid, ROS: reaktive Sauerstoffspezies
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4.2.4 Autophagie sichert Wachstum und Uberleben der Endothelzellen

Die Daten dieser Arbeit zeigen, dass die Hemmung der Autophagie in Endothelzellen nicht
nur zu erhdhtem oxidativen und inflammatorischen Stress fiihrt, sondern auch mit einer
Beeintrachtigung von Endothelzellfunktionen einhergeht (Abbildung 42A). Eine Hemmung
der Autophagie durch ULK1/Beclin1-siRNA fuhrt sowohl zu einem Anstieg des Zelltodes als
auch zu einem Verlust der Kapazitat zur Proliferation. In Ubereinstimmung damit zeigen
Weikel et al., dass eine gestorte Autophagie in humanen Aorten-Endothelzellen mit einem
Anstieg apoptotischer Zellen assoziiert ist [143]. Weiterhin verstarkt eine Hemmung der
endothelialen Autophagie die proapoptotischen Eigenschaften von Chemotherapeutika [112,
144, 145]. All diese Daten unterstreichen die Rolle der Autophagie als einen
Uberlebensmechanismus fiir Endothelzellen. Daneben sind auch Auswirkungen einer
gehemmten Autophagie auf die Proliferation der Endothelzellen zu beobachten.

Die Zellzyklusuntersuchungen zeigen eine Verminderung der Zahl proliferierender Zellen 24
und 48 h nach Transfektion mit ULK1/Beclin1-siRNA. In Ubereinstimmung damit war die
Zellzahl bei manueller Auszahlung nach 72 h deutlich reduziert, wobei hier ein kombinierter
Effekt aus Hemmung von Proliferation und Uberleben beurteilt wird, da nur adharente
lebende Zellen bei der Zellzahlung erfasst wurden. Die Tatsache, dass Hemmung von
Proliferation und Uberleben nach Herunterregulierung von ULK1/Beclin1 zeitabhéngig
zunimmt, legt nahe, dass es nach Inhibierung der Autophagie zu einer schrittweisen

Akkumulation von Zellschadigungen kommt, die die Zellfunktion beeintrachtigen.

4.2.5 Autophagie reguliert die VEGF-induzierte Angiogenese

Die hier gezeigten Daten demonstrieren, dass die Hemmung der Autophagie auch eine
weitere bedeutende Endothelzellfunktion beeinflusst, die VEGF-induzierte Angiogenese
(Abbildung 42A). VEGF stellt den wichtigsten angiogenen Wachstumsfaktor dar und
stimuliert die Aussprossungen von kapillardhnlichen Strukturen im Sphéaroid-Assay. Nach
Hemmung der Autophagie durch ULK1/Beclin1-siRNA ist VEGF jedoch kaum noch in der
Lage, die Kapillarbildung zu induzieren. Diese Einschrankung beruht jedoch nicht auf einer
Beeinflussung der VEGF-induzierten Signalwege in Autophagie-defizienten Zellen. Die
vorliegenden Daten zeigen, dass weder die VEGFR2-Phosphorylierung noch die VEGF-
induzierten Phosphorylierungen der untersuchten Signalproteine (PLCy, eNOS, ERK1/2,
AMPK und ACC) nach Herunterregulierung von ULK1/Beclin1 wesentlich verandert sind.
Auch die fur die Angiogenese essentiellen Zellfunktionen, die durch die genannten
Signalwege induziert werden, wie Proliferation (ERK1/2-vermittelt) und Uberleben der Zellen
(Akt-vermittelt), bleiben durch VEGF stimulierbar, obwohl die jeweiligen basalen Werte aus
Autophagie-defizienten Zellen im Vergleich zu intakten Kontrollzellen deutlich verringert sind.

Die VEGF-induzierten Antworten finden in Autophagie-defizienten Zellen sozusagen auf
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einem niedrigeren Niveau statt, wobei die jeweiligen prozentualen Anstiege von Proliferation
und Uberleben nach VEGF-Behandlung mit denen in Autophagie-kompetenten Zellen
durchaus vergleichbar sind. Die Beeintrachtigung von basaler Proliferation und Uberleben
ist, wie oben diskutiert, vermutlich auf den schlechten Grundzustand der Autophagie-
defizienten Zellen zurlGckzufihren. Der Uberlebenssteigernde Effekt von VEGF bleibt
allerdings erhalten und wird daher vermutlich nicht durch Autophagie vermittelt. Er beruht
vermutlich auf der Aktivierung des Akt-Signalweges, der fir das Uberleben von
Endothelzellen wichtig ist [146]. Eine Hemmung der VEGF-induzierten Angiogenese durch
Hemmung der Autophagie wurde bereits in bovinen Aorten-Endothelzellen beobachtet,
obwohl dabei keine Angaben zur Uberlebensfahigkeit der Zellen gemacht wurden [147].

Um die proangiogene Funktion der Autophagie in Zellen zu untersuchen, ohne dass diese zu
Beginn des Experiments bereits durch erhéhten zellularen Stress gekennzeichnet sind,
wurden Experimente mit dem Autophagie-Inhibitor Bafilomycin A1 durchgefiihrt. Dabei wurde
eine Bafilomycin A1-Konzentration gewahlt, die Autophagie signifikant hemmt, im gewahlten
Zeitraum aber nur geringe zytotoxische Wirkungen aufweist. Auch die Hemmung der
Autophagie durch Bafilomycin A1-Zusatz verminderte die Angiogenese im Spharoid-Assay
nach VEGF-Zusatz signifikant. Dies kann jedoch nur zu einem geringen Teil auf erhdhten
zellularen Stress zurickgefuhrt werden, da es unter diesen Bedingungen kaum zu einem
Anstieg des Zelltodes kommt. Diese Daten sprechen fur eine spezifische Beeinflussung der
Angiogenese durch Autophagie. Vorstellbar ware zum Beispiel, dass Autophagie zum Abbau
von Signalmolekuilen beitragt, die die Angiogenese inhibieren. Ein mdglicher Mechanismus
kénnte die Interaktion mit dem Notch-Signalweg sein (Abbildung 42B). Dieser Signalweg ist
unter normalen Bedingungen fur die Hemmung der Migration in den stalk-Zellen
verantwortlich und wird nach Aktivierung der tip-Zellen durch VEGF induziert. Eine
Aktivierung des Notch-Rezeptors flhrt zur Abspaltung seiner intrazellularen Doméane (notch
intracelluar domain, NICD). Diese agiert als Transkriptionsfaktor, der durch
Herunterregulierung des VEGFR2 eine Hemmung der Migration der betroffenen Zellen
bewirkt und dadurch antiangiogene Eigenschaften aufweist [148]. Kurzlich wurde berichtet,
dass NICD durch Autophagie abgebaut werden kann [149]. Nach Hemmung der Autophagie
kdonnte es daher zu einer Akkumulation von NICD kommen, wodurch VEGF nicht mehr in der
Lage ware, die Aktivierung und Migration von Zellen zu bewirken und Angiogenese zu
induzieren.

Zusammenfassend konnte durch die in Kapitel 4.2. diskutierten Daten gezeigt werden, dass
Endothelzellen einen ausgepragten Autophagie-Flux unter basalen Bedingungen aufweisen.
Dies ist wichtig, um die zellulare Homdostase aufrecht zu erhalten und einem Anstieg von
oxidativem und inflammatorischem Stress entgegen zu wirken. Dadurch kdnnen

Endothelzellfunktionen, wie das Uberleben der Zellen sowie Proliferation und Angiogenese
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gewahrleistet werden. Eine Hemmung der Autophagie fihrt zu zellularem Stress und
Einschrankung der Funktion. Autophagie scheint zudem auch spezifische Effekte auf die
Regulation der Angiogenese zu haben, da eine Hemmung der Angiogenese in vitro auch
dann beobachtet wird, wenn Autophagie gehemmt ist, ohne dass das Uberleben der Zellen
wesentlich beeintrachtigt wird. Diese Schlussfolgerungen sind in Abbildung 42

zusammengefasst.
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Abbildung 42. Bedeutung der Autophagie fur die Endothelzellfunktion.
A. Uber die Reduktion von intrazelluldarem Stress gewahrleistet Autophagie die Aufrechterhaltung der

intrazellularen Homoostase. Dies ist wichtig, um Proliferation und das Uberleben der Zellen unter
basalen Bedingungen sicherzustellen, aber auch um VEGF-stimulierte Angiogenese zu gewahrleisten.
Zudem scheint Autophagie Uber einen oder mehrere spezifische Mechanismen Angiogenese
spezifisch zu beeinflussen. B. Hypothese zur spezifischen, proangiogenen Wirkung von Autophagie.
Unter normalen Bedingungen (links) fuhrt VEGF Uber Stimulation von angiogenen Signalwegen zur
Aktivierung der Migration als einen initialen Schritt fir die Induktion der Angiogenese. In diesen Zellen
wird durch autophagosomalen Abbau die Konzentration des antiangiogenen NICD gering gehalten.
Bei Hemmung der Autophagie (rechts) kommt es zur Akkumulation des NICD, welches die Expression
des VEGFR2 herunterreguliert und dadurch die Effekte von VEGF, wie Aktivierung von angiogenen

Signalwegen, Migration und Angiogenese unterdriickt.
NICD: notch intracellular domain, VEGF: vascular endothelial growth factor, VEGFR2: VEGF-Rezeptor 2

Das Verstandnis Uber die Aufrechterhaltung der Endothelzell-Homdostase und -Funktion ist
von groRem medizinischem Interesse, da eine Endotheldysfunktion das Risiko von
kardiovaskularen Ereignissen stark erhoht. Zudem ist Angiogenese ein Prozess, der sowohl
unter pathophysiologischen als auch unter pharmakologischen Gesichtspunkten von grofer

Bedeutung ist.
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4.3 AMPK aktiviert endotheliale Autophagie

Autophagie gehort zu den adaptiven Stressantworten und muss an einen erhdéhten Bedarf
angepasst werden. Dies kann Uber verschiedene Signalwege erfolgen. Eine Kinase, die
durch verschiedene Stressoren wie Energiemangel oder ROS aktiviert werden kann und zur
Erhdhung der Autophagie beitragt, ist AMPK. Die vorliegenden Daten zeigen, dass die
AMPK-Aktivatoren 2-DG, A769662 und AICAR zu einer Aktivierung der Autophagie in
Endothelzellen flihren. Dies wurde anhand der Phosphorylierung des Autophagie-Initiators
ULK1, der Verminderung der mTOR-Aktivitat und der LC3B-Konjugation nachgewiesen.
A769662 und AICAR aktivieren AMPK direkt, wahrend 2-DG auf einem indirekten Weg zur
AMPK-Aktivierung fuhrt, da durch Hemmung der Glykolyse zellulare ATP-Spiegel gesenkt
werden und AMP ansteigt [21]. Weiterhin wurde eine ROS-abhangige AMPK-Aktivierung
nach 2-DG beobachtet [55].

Die Daten der vorliegenden Arbeit zeigen, dass die eingesetzten AMPK-Aktivatoren eine
Phosphorylierung von ULK1 an S555 bewirken (Abbildung 43). Dieser Rest wird spezifisch
durch AMPK phosphoryliert und spielt eine entscheidende Rolle fiir die Funktion von ULK1
bei der Initiierung der Autophagie [150]. Eine Herunterregulierung der katalytischen AMPK-
Untereinheiten a1 und a2 bestatigt, dass die 2-DG-, A769662- und AICAR-induzierte ULK1-
Phosphorylierung durch AMPKa1 vermittelt wird (Daten fur AICAR nicht gezeigt). AMPKa2
ist hingegen nicht fir die ULK1-Phosphorylierung in Endothelzellen verantwortlich. Die
Regulierung und Phosphorylierung von ULK1 an verschiedenen Resten durch AMPK konnte
bereits in mehreren Zelltypen gezeigt werden [150-153]. In Endothelzellen gibt es bislang 2
Arbeiten, die eine ULK1-Phosphorylierung an S555 nach AMPK-Stimulierung demonstrieren
[143, 154]. Uber die spezifische Beteiligung verschiedener AMPK-Isoformen an der ULK1-
Phosphorylierung ist hingegen kaum etwas bekannt. Zwar konnte gezeigt werden, dass
AMPKa1 ULK1 in Erythrozyten phosphoryliert [155], wahrend dies in Skelettmuskelzellen
durch AMPKa2 vermittelt wird [156], jedoch fehlt in beiden Studien der Vergleich zur jeweils
anderen Isoform. Die Expression und Funktion der AMPK-Isoformen kdnnen zelltypabhangig
variieren [19, 45]. Der fehlende Einfluss der AMPKa2-lsoform auf den Prozess der
Autophagie, der in der vorliegenden Arbeit beobachtet wurde, hangt eventuell damit
zusammen, dass sich ein groRer Teil von AMPKao2 im Nukleus befindet [17], wahrend
AMPKa1 sowie die Substrate ULK1 und mTOR im Zytoplasma bzw. an der
Lysosomenmembran lokalisiert sind [17, 70, 157].

Parallel zu einer Aktivierung von ULK1 fuhrt die AMPK-Aktivierung durch 2-DG, A769662
und AICAR in der vorliegenden Arbeit zu einer Hemmung der p70S6K-Phosphorylierung.
Dies ist ein Indikator fir eine reduzierte mTOR-Aktivitdt. mTOR ist ein wichtiger Regulator
der Autophagie in Endothelzellen und anderen Zelltypen. AMPK, mTOR und ULK1 werden

als ,Triade* bezeichnet, die gegenseitig in komplexer Wechselwirkung zueinander stehen
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[158]. Unter basalen Bedingungen hemmt mTOR die Aktivitat des ULK-Komplexes durch
inhibitorische Phosphorylierungen von ULK1/2 und ATG13, einem Regulator von ULK1/2
[69]. Die Inhibierung von mTOR nach AMPK-Stimulierung und die damit verbundene
Aufhebung der ULK1-Hemmung werden neben der AMPK-vermittelten ULK1-
Phosphorylierung als ein weiterer Mechanismus gesehen, um eine volle Aktivierung des
ULK-Komplexes zu erreichen und Autophagie zu initiieren (Abbildung 43). mTOR-Hemmung
durch AMPK und dadurch initiilerte Aktivierung der Autophagie wurde in Endothelzellen
bereits beobachtet [55, 136, 159-161], wobei die genauen molekularen Zusammenhange
jedoch nicht untersucht wurden. Eine Vielzahl von Studien in anderen Zelltypen zeigt jedoch,
dass AMPK mTOR auf verschiedene Weisen inhibieren kann. AMPK fihrt zum einen zu
einer Phosphorylierung und damit Aktivierung von TSC2 [36], einem negativen Regulator von
MmTOR. Des Weiteren wurde gezeigt, dass AMPK den mTOR-Komplexpartner Raptor
phosphoryliert und inhibiert [37] oder zu einer direkten Phosphorylierung von mTOR flhrt
[162].

Obwohl in der vorliegenden Arbeit eine mTOR-Hemmung nach AMPK-Aktivierung
nachweisbar war, konnte die AMPK-Abhangigkeit dieses Prozesses nicht eindeutig gezeigt
werden. Die Herunterregulierung von AMPKa1 und/oder AMPKa2 hatte keine Auswirkung
auf die Hemmung der p70S6K-Phosphorylierung nach 2-DG und nur einen kleinen Effekt
nach A769662-Stimulation. Andererseits war die basale Phosphorylierung der p70S6K durch
Fehlen von AMPKa1 und AMPKa1/a2 erhdht, was fur eine negative Regulierung der mTOR-
Aktivitdt durch AMPK spricht. Diese Ergebnisse bedlrfen weiterer Klarung. Die fehlende
AMPK-Abhangigkeit der mTOR-Hemmung nach 2-DG-Behandlung koénnte mit einem
veranderten Energie- und Aminosaurestatus der Zelle zusammenhangen. Durch 2-DG wird
die Glykolyse als Hauptenergiequelle unterdrickt, so dass der Energiestoffwechsel auch aus
dem Aminosaurestoffwechsel, zum Beispiel Uber Glutamin oder Glukoneogenese gespeist
werden muss. In der Folge kénnte es zu einer Verringerung der Aminosaurespiegel und
einer dadurch bedingten mTOR-Hemmung kommen. Ahnliche Prozesse wurden in
AMPKa1/a2"-mouse embryonic fibroblasts (MEF's) beschrieben [163].

Neben der Initiilerung der Autophagie durch Aktivierung von ULK1 konnte auch die Bildung
von Autophagosomen nach Einwirkung von AMPK-Aktivatoren nachgewiesen werden. Dazu
wurde die Konjugation von LC3B, einem Markerprotein von Autophagosomen, untersucht.
2-DG, A769662 und AICAR induzierten einen moderaten Anstieg der LC3B-Konjugation
nach kurzen Stimulationszeiten. Danach war ein Absinken der LC3B-Konjugation unter das
Basalniveau zu sehen. Dies konnte auf einen gesteigerten Verbrauch zuriickgefuhrt werden,

da es durch den lysosomalen Inhibitor Bafilomycin A1 verhindert wurde.
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Abbildung 43. AMPK-regulierte Autophagie.
AMPK-Aktivierung durch 2-Deoxyglukose (2-DG), A769662 oder AICAR fihrt zu einer AMPKa1-

vermittelten Phosphorylierung von ULK1 an S555, woraufhin der ULK1/2-Komplex aktiviert wird.
Gleichzeitig kommt es zu einer Hemmung von mTOR, was die volle Aktivierung des ULK1/2-
Komplexes unterstitzt. Die Stimulierung des ULK1/2-Komplexes flhrt zur Initierung der Autophagie
in deren weiteren Verlauf es zur Konjugation von LC3B kommt, um die Membran des sich bildenden

Autophagosoms zu verlangern. Das gezeigte Schema ist nicht in allen Teilen mit Daten belegt.

2-DG: 2-Deoxyglukose, ATG13/101: autophagy-related protein 13/101, FIP200: 200 kDa focal adhesion kinase familiy-
interacting protein, LC3B: microtubule-associated protein light chain 3B, mTOR: mechanistic target of rapamycin,
P: Phosphorylierung (rot — inhibierend, griin — aktivierend), ULK1/2: uncoordinated 51-like kinase 1/2

Die hier gezeigten Daten lassen eine AMPK-vermittelte Aktivierung der Autophagie vermuten
(Abbildung 43), obwohl noch einige Fragen offen bleiben. Die AMPKa1-Isoform nimmt
hierbei eine dominante Rolle ein, was deren Bedeutung flir den Schutz vor Stress in
Endothelzellen unterstreicht. Maoglicherweise ist AMPKa1 in die Regulierung der
Mitochondrien-Homdostase einbezogen, um die Bildung von ROS zu minimieren. In
Ubereinstimmung damit wurde gezeigt, dass Mitophagie durch den AMPK/ULK1-Signalweg
aktiviert wird [150] und alte und dysfunktionale Mitochondrien abgebaut werden. Gleichzeitig
wird die Bildung neuer Mitochondrien durch den AMPK/PGC1a-Signalweg induziert [35].
Auch bei oxLDL-induzierten Schadigungen nimmt der AMPK/Autophagie-Signalweg eine
schitzende Rolle ein [164]. Die AMPKa2, die vor allem den Energiemetabolismus zu
regulieren scheint, spielt bei der Regulierung der Autophagie keine Rolle. In Uberstimmung
damit ist die Autophagie auch kaum an der Regulierung der Energiehomoostase in
Endothelzellen beteiligt.
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4.4 Mechanismen der AMPK-stimulierten Angiogenese

Die Daten der vorliegenden Arbeit zeigen, dass A769662 als Aktivator der AMPK zu starken
Aussprossungen von Spharoiden fuhrt und damit als angiogener Faktor zu betrachten ist.
Diese Experimente wurden als Modell genutzt, um die Bedeutung der AMPK-aktivierten
Autophagie fur die Angiogenese zu untersuchen. Sie zeigen, dass hier tatsachlich ein
Zusammenhang zwischen AMPK-abhangiger Autophagie und Angiogenese besteht.

Die starke angiogene Wirkung von A769662 war ein eher unerwartetes Ergebnis, das bisher
nicht mit Literaturdaten zu belegen ist. Die durch A769662 induzierten Aussprossungen
waren durch spezifische morphologische Charakteristika gekennzeichnet (Vergleich
Abbildung 24 (VEGF) und Abbildung 32 (A769662)). Wahrend VEGF eine geringere Anzahl
an gut ausgebildeten kraftigen Aussprossungen induzierte, bewirkte A769662 die Bildung
sehr vieler Sprosse mit einer Haar-ahnlichen Morphologie. Dies ist vermutlich auf
unterschiedliche angiogene Signalwege zurickzufihren, wobei vor allem das
unterschiedliche Aktivierungsmuster der AMPK nach beiden Agonisten eine Rolle spielen
konnte. VEGF fuhrt Uber den VEGFR/PLCy/CaMKKp-Signalweg zu einer transienten
Aktivierung der AMPK, die nach etwa 30 min wieder das Basalniveau erreicht [21]. Diese
Aktivierung hatte sich als essentiell fur angiogene Prozesse erwiesen [21]. 48 h nach VEGF-
Stimulierung, also zu einem Zeitpunkt, zu dem das Aussprossen der Spharoide beurteilt
wurde, war keine AMPK-Phosphorylierung mehr zu erkennen. Dagegen fihrte A769662 zu
einer langanhaltenden AMPK-Phosphorylierung bis zu 48 h. Offensichtlich unterliegt die
pharmakologische Aktivierung der AMPK durch A769662 keinen ausreichenden
Kontrolimechanismen. Fir die Angiogenese und die Ausbildung funktionsfahiger Kapillaren
ist jedoch eine feine Kontrolle der Signalwege notwendig, um die verschiedenen Prozesse
wie Auswahl der tip-Zellen durch den Notch-Signalweg, Proliferation und Migration gut
koordinieren zu kénnen. Bei einer unkontrollierten AMPK-Aktivierung durch A769662 ist dies
vermutlich nicht gewahrleistet.

Neben der Aktivierung von AMPK flihrte A769662 zur Phosphorylierung von Akt und ERK1/2
(Abbildung 44). Die Aktivierung beider Kinasen war fur die angiogene Wirkung von A769662
essentiell, da eine Hemmung beider Wege das Aussprossen von Spharoiden verhinderte. Da
in fruheren Untersuchungen VEGF eine Stimulation von AMPK bewirkte, die Aktivierung von
Signalproteinen wie Akt aber unabhangig von AMPK erfolgte [21], sollte hier die Mdglichkeit
gepruft werden, dass die angiogene Wirkung von A769662 durch Transaktivierung des
VEGFR2 hervorgerufen wird. Denkbar ware zum Beispiel, dass AMPK-Aktivierung zu einer
verstarkten Bildung von VEGF in Endothelzellen fuhrt. Ouchi et al. konnten zeigen, dass eine
AMPK-Stimulierung die VEGF-mRNA stabilisiert und damit VEGF-Expression in
Skelettmuskelzellen fordert [165]. A769662 fuhrte in den hier gezeigten Experimenten jedoch
weder zu einer Phosphorylierung des VEGFR2 noch beeinflusste die Hemmung des VEGFR
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durch Sunitinib die A769662-vermittelten Effekte auf die Angiogenese. Die Stimulierung der
VEGF-Expression durch AMPK verlauft daher eventuell zelltypabhdngig. Genauso kann
auch der Effekt von A769662 auf Signalproteine je nach Zelltyp variieren. In Mausneuronen
wurde flir A769662 zum Beispiel eine negative Regulierung von Akt und ERK1/2 gezeigt
[166]. Bemerkenswert ist, dass A769662 in unseren Experimenten nicht in der Lage war,
Proliferation zu stimulieren (Daten nicht gezeigt), obwohl ERK1/2 als Mediator mitogener
Signalwege aktiviert wurde. Dies konnte eventuell die spezifische Morphologie der
Aussprossungen nach Einwirkung von A769662 erklaren und vermuten lassen, dass
A769662 vor allem migratorische Prozesse beeinflusst. Dass eine reine AMPK-Stimulierung
in Abwesenheit von VEGF nicht in der Lage ist, Proliferation zu stimulieren, wurde bereits
beschrieben [167]. Des Weiteren wurden aber auch negative Einflisse von AMPK auf den
Zellzyklus und die Proliferation in HUVEC beobachtet [168]. Interessanterweise war fir
AICAR, einen anderen AMPK-Aktivator, keine Beeinflussung von Akt und ERK1/2
nachweisbar [167], was eventuell auf Isoform-spezifische Effekte schlieRen lasst, die hier
aber nicht weiter untersucht wurden.

Die hier erhobenen Daten zeigen, dass die Initierung der Autophagie durch A769662 fir
dessen angiogene Wirkung essentiell ist (Abbildung 44). Eine akute Hemmung der
Autophagie durch Zusatz von Bafilomycin A1 unterdriickt die Stimulierung der Angiogenese
durch A769662 und spricht fir die Notwendigkeit der Autophagie-Aktivierung wahrend der
Angiogenese. Bei Inhibierung der Autophagie ist vor allem die Anzahl der Aussprossungen
stark reduziert, was dafur spricht, dass ein friher Schritt der Angiogenese, zum Beispiel die
Aktivierung und Migration von tip-Zellen, beeinflusst wird. Dies lasst auf eine modgliche
Beteiligung des Notch-Signalweges wie in Kapitel 4.2.5 beschrieben, schlieRen. Kann die
Sprossbildung dennoch induziert werden, sind die Sprosse nur wenig kirzer als in
Autophagie-kompetenten Zellen, was darauf hinweist, dass die Reifung der Sprosse nur
wenig von Autophagie abhangig zu sein scheint. Im Gegensatz zur Verwendung von
ULK1/Beclin1-siRNA wird durch den Zusatz von Bafilomycin A1 verhindert, dass sich die
Zellen zum Zeitpunkt der Stimulation bereits in einem schlechteren Ausgangszustand
befinden, der selbst die Angiogenese beeintrachtigen kann. Die akute Hemmung der
Autophagie erlaubt eine zuverlassigere Aussage uber den Einfluss dieses Prozesses auf die
Angiogenese. Spezifische Inhibitoren der Autophagie, wie zum Beispiel ein ULK-Inhibitor,
sind noch nicht verfugbar.

Zusammenfassend konnte in diesem Kapitel demonstriert werden, dass die
pharmakologische Aktivierung der AMPK durch A769662 Angiogenese induziert und dabei
sowohl die Aktivierung proangiogener Signalproteine wie Akt und ERK1/2 als auf der
AMPKa1/Autophagie-Weg von Bedeutung sind.
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Abbildung 44. A769662-regulierte
A769662 Angiogenese

VEGFR?2 A769662 aktiviert AMPK, was zur
Stimulierung von Akt und ERK1/2 fiihrt

)I( und Angiogenese induziert.

Gleichzeitig wird die  zellulare
Homoostase durch Aktivierung der

Autophagie sichergestellt.

Akt: Proteinkinase B, ERK1/2: extracellular
signal-requlated kinase 1/2, LC3B: microtubule-
associated protein light chain 3B, mTOR:
mechanistic target of rapamycin, NICD: notch
intracellular domain, ULK1: uncoordinated 51-
like kinase 1
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4.5 Stress-induzierte Autophagie

Die Daten der vorgelegten Arbeit zeigen, dass Autophagie wichtig ist, um das zellulare
Gleichgewicht in Endothelzellen unter basalen Bedingungen aufrechtzuerhalten. Dartber
hinaus wurde nachgewiesen, dass AMPK als einer der zelluldren Stresssensoren, in der
Lage ist, die Autophagie zu stimulieren. Dies legt nahe, dass Autophagie als adaptive
Stressantwort Endothelzellen auch vor unterschiedlichen schadigenden Einflissen schutzt.
Endothelzellen sind unter physiologischen Bedingungen durch den Kontakt zum Blut standig
verschiedenen Stressoren ausgesetzt. Dazu zahlt vor allem mechanischer Scherstress.
Nach pathophysiologischen Ereignissen, wie zum Beispiel einer Gefallverengung oder
einem Verschluss kommt es zudem zum Mangel an Sauerstoff und Nahrstoffen. Dabei ist es
wichtig, die Zellfunktion bestmdglich zu erhalten, um Schadigungen des umliegenden
Gewebes zu reduzieren. Die Daten dieser Arbeit zeigen, dass ein Energiemangel,
hervorgerufen durch Behandlung der Zellen mit 2-DG, zu einer Stimulierung der Autophagie
fuhrt. Letzteres diente jedoch nicht der Wiederherstellung des Energiegleichgewichtes,
sondern vermutlich vielmehr der Verhinderung von Zellschadigungen. Nahrstoffmangel

(Serum- und Aminosaureentzug) sowie hypoxische Bedingungen (1 % O;) induzieren
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ebenfalls Autophagie in Endothelzellen. Die Konsequenzen dieser Aktivierung sind noch
nicht vollstandig untersucht. Nach Literaturdaten soll Autophagie bei Hypoxie das Wachstum
und Uberleben von Endothelzellen bis zu einem gewissen Zeitraum sichern [169]. Es ist
denkbar, dass die Aktivierung der Autophagie wichtig ist, um Mitochondrien abzubauen und
so zum einen die ROS-Produktion zu limitieren [170] und zum anderen Substrate und
Bausteine zu gewinnen, die das Uberleben férdern.

Besonders unter inflammatorischen Bedingungen wirkt auf Endothelzellen ein hoher
oxidativer Stress ein, der durch die verstarkte ROS-Produktion von Leukozyten
hervorgerufen wird. Wie die Daten der vorliegenden Arbeit zeigen, beeinflusst oxidativer
Stress Autophagie. Dazu wurde die Behandlung von HUVEC mit H,O, als Modell gewahlt.
Die Beeinflussung der endothelialen Autophagie zeigte dabei einen hormetischen Verlauf.
Wahrend bei einer relativ niedrigen H,O,-Konzentration von 100 yM Autophagie aktiviert
wird, um die Zelle zu schitzen, fihrt hoher Stress durch 1 mM H,O, nach kurzer transienter
Stimulierung der Autophagie zu einem Abbau von Autophagieproteinen (LC3B, ULK1,
Beclin1) und damit zu einer Senkung des Autophagie-Fluxes. Obwohl es viele Arbeiten gibt,
die eine Induktion der Autophagie durch H,O, und andere Sauerstoffspezies zeigen, sind die
zugrundeliegenden Mechanismen noch unzureichend untersucht. Erste Studien zeigen, dass
ROS zum einen zu einer Aktivierung von AMPK fiihren kénnen und auf diese Weise
Autophagie aktivieren [55], zum anderen aber auch spezifisch mit dem Autophagieprotein
ATG4 reagieren kénnen [171]. Das Einwirken von H,O, flhrt zu einer Oxidation von ATG4,
woraufhin GATE16, ein LC3-Homolog, am Ort der Autophagosomenbildung nicht mehr
delipidiert werden kann und Autophagie somit verstarkt wird. Wahrend die genannten
Mechanismen eine Aktivierung der Autophagie durch ROS erklaren kdnnen, fihren hohe
ROS-Spiegel zu Hemmung der Autophagie und Zelltod. Die in den hier gezeigten
Experimenten verwendete hohe H,O,-Konzentration von 1 mM wird mit der Induktion von
Zelltod assoziiert [172]. Es ist schwer abzuschatzen, welche H,O,-Konzentration bei Zusatz
von 1 mM tatsachlich auf die Zellen einwirkt, da ein Teil bereits im Medium deaktiviert wird.
Im Gefalisystem kdnnen lokale H,O,-Konzentrationen von bis zu 300 uM erreicht werden
[173]. Bei anhaltendem Einwirken von hohen ROS-Konzentrationen von mehr als 2 h
versagen die Schutzmechanismen der Zelle, sodass Apoptose induziert wird. Die
Wechselwirkungen zwischen Autophagie und Apoptose sind sehr komplex, sie kdénnen
gegeneinander, aber auch miteinander wirken [174]. Es ist denkbar, dass bei Aktivierung von
Apoptose Autophagie unterdriickt wird, um einen kontrollierten Zelltod zu gewahrleisten und
umliegende Zellen zu schutzen. Der Zelltod wurde in der vorliegenden Arbeit jedoch nicht

untersucht.
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4.6 VEGF-stimuliert AMPK-abhangig Autophagie und Angiogenese

Neben verschiedenen Stressoren sind Endothelzellen auch vaskularen Mediatoren und
Wachstumsfaktoren ausgesetzt, die die Funktion der Zellen den jeweiligen Bedurfnissen
anpassen. Die Daten der vorliegenden Arbeit zeigen, dass VEGF als der wichtigste
Wachstumsfaktor fur Endothelzellen zu einer Aktivierung der Autophagie fuhrt. Da
Autophagie fur eine funktionsfahige Angiogenese essentiell ist, kann die Stimulierung dieses
Weges zu den proangiogenen Wirkungsmechanismen von VEGF gezahlt werden.

VEGEF scheint Autophagie moderat, aber langanhaltend zu stimulieren. VEGF induziert eine
gemaligte, aber signifikante ULK1-Phosphorylierung und fiihrt zu einem deutlichen Abfall
der p62-Expression nach 48 h. Letzteres zeigt eine Stimulierung der Autophagie Uber einen
langeren Zeitraum an, da eine gleichzeitige Unterdrickung der p62-Transkription eher
unwahrscheinlich ist. Die Expression von p62 wird durch den Transkriptionsfaktor nuclear
factor (erythroid-derived 2)-like 2 (Nrf2) reguliert [175], der durch VEGF stimuliert und nicht
inhibiert wird [176]. Da VEGF AMPK aktivieren kann und in der vorliegenden Arbeit AMPK-
Aktivatoren Autophagie induzierten (Kapitel 3.3), wurde nun die Frage gestellt, ob VEGF
uber den AMPK-Signalweg zur Stimulierung der Autophagie fuhrt. Die vorliegenden Daten
zeigen, dass die VEGF-induzierte ULK1-Phosphorylierung AMPKa1-abhangig verlauft,
wahrend AMPKa2 nicht involviert ist. Damit wurde der VEGF/AMPKa1/ULK1-Signalweg als
neuer proangiogener Signalweg identifiziert, der Uber die Auslésung von Autophagie
Angiogenese fordert und feinreguliert. Diese Daten erklaren, zumindest zum Teil, die
essentielle Rolle der AMPKa1-Isoform bei der Vermittlung der VEGF-induzierten
Angiogenese, die in friheren Arbeiten der Gruppe beschrieben wurde [21].

Die meisten Studien, die sich mit der Regulierung der Autophagie durch Wachstumsfaktoren
befassen, beschreiben einen negativen Einfluss von Wachstumsfaktoren wie epidermal
growth factor (EGF) oder transforming growth factor 8 (TGFB) auf die Autophagie-Aktivitat,
wurden jedoch nicht in Endothelzellen durchgefihrt [177-179]. Fur VEGF und basic fibroblast
growth factor (bFGF) konnte gezeigt werden, dass sie den Autophagie-Flux nach
Behandlung von Epithelzellen mit Extrakt von Zigarettenrauch verstarken, allein Autophagie
jedoch nicht beeinflussen [180]. Der Einfluss eines Stimulus kann zwischen verschiedenen
Zelltypen variieren. So aktiviert TGF Autophagie in Tumorzellen [181], unterdrickt sie aber
in Fibroblasten [182]. Eine Wachstumsfaktor-vermittelte Hemmung der Autophagie scheint
besonders bei der Zellteilung wichtig zu sein, damit genligend Organellen und
Makromolekile fir die Tochterzellen verbleiben [180]. Da Wachstumsfaktoren die
Nahrstoffaufnahme stimulieren, besteht zudem kein Grund, intrazellulare Ressourcen durch
Autophagie zu nutzen [183].

Wachstumsfaktoren stimulieren den PI3K/Akt-Signalweg, der durch Aktivierung von mTOR
zur Unterdrickungen der Autophagie flhrt. Auch VEGF aktiviert mTOR in Endothelzellen,
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was fur Proliferation und Wachstum wichtig ist. Parallel dazu stimuliert VEGF in
Endothelzellen aber auch AMPK Uber den VEGFR/PLCy/CaMKK-Signalweg [21]. Dieser
Weg ist auf die wenigen Zelltypen beschrankt, die CaMKKp als Calcium-abhangige AMPK-
Kinase exprimieren, darunter Endothelzellen [184]. VEGF stimuliert in diesen Zellen somit
gleichzeitig  Autophagie-aktivierende (AMPK/ULK1) und  Autophagie-hemmende
(PIBK/AKt/mTOR) Signalwege. Der Netto-Effekt ist eine vermutlich prazise regulierte
Aktivierung der Autophagie, die an die wachstumsférdernden Signalwege angepasst ist.
VEGF initiiert damit eine Feinregulierung angiogener Signalwege, mit der Schutz, Uberleben
und Wachstum aufeinander abgestimmt werden. Da nur funktionell intakte Endothelzellen die
Bildung funktionsfahiger neuer Blutgefa3e gewahrleisten kdnnen, ist die Aufrechterhaltung
der endothelialen Homoéostase vermutlich von besonderer Bedeutung fur Angiogenese
(Abbildung 45). VEGF konnte auch Formen der selektiven Autophagie, zum Beispiel
Mitophagie, induzieren, um Stressfaktoren wie ROS-Bildung wahrend der Angiogenese
gering zu halten. Zudem ist es mdglich, dass spezifische antiangiogene Mechanismen uber
Autophagie reguliert und an proangiogene Prozesse angepasst werden, was in
weiterflihrenden Untersuchungen geklart werden muss. Denkbar ware, dass die Stimulierung
der Autophagie den Abbau von NICD beeinflusst, was die Aktivierung und Migration von
tip-Zellen durch VEGF begunstigen wirde (Abbildung 45). Die Regulierung der
Energiehombostase durch Autophagie unter angiogenen Bedingungen ist unwahrscheinlich,
da selbst nach starkem metabolischem Stress durch 2-DG keine Regulierung der ATP-
Spiegel durch Autophagie zu sehen war. Auch AMPK scheint den Energiemetabolismus in
Endothelzellen nur wenig zu beeinflussen [126], obwohl sie in anderen Zelltypen als
Energiesensor und -regulator angesehen wird [185].

Die hier vorliegenden Daten erganzen frUhere Untersuchungen der Gruppe, in denen die
essentielle Rolle der AMPKa1 bei der Vermittiung der VEGF-stimulierten Angiogenese
beschrieben wurde [21] und lassen den AMPKa1/Autophagie-Weg als einen der
zugrundeliegenden proangiogenen Signalwege vermuten. Zusammen zeigen diese Daten,
dass (i) VEGF AMPK, Autophagie und Angiogenese stimuliert, (ii) VEGF-induzierte
Autophagie und Angiogenese AMPKa1-abhangig verlaufen und (iii) Autophagie fir den
Ablauf der Angiogenese essentiell ist (Abbildung 45). Dabei lassen die Experimente zur
relativ selektiven Hemmung der Autophagie durch Bafilomycin A1-Zusatz, die eine deutliche
Hemmung der Angiogenese bei gering erhdhtem Zelltod demonstrieren, sogar auf eine
spezifische angiogene Funktion der Autophagie schlielRen. Besonders hervorzuheben ist die
Rolle der AMPKa1-Isoform als die Isoform, die VEGF-Effekte vermittelt, wahrend AMPKa2
nicht beteiligt ist. Die Isoform-spezifische Rolle der AMPK in diesem Prozess wird dadurch
gestutzt, dass der Knockout von AMPKa1 in Mausen anders als der von AMPKa2 einen

Defekt in der VEGF-stimulierten in vivo Angiogenese bewirkt [21, 43]. Die hier vorgelegten
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Daten tragen zu einem besseren Verstandnis der Regulierung der Angiogenese bei. Dies
kann langfristig dazu flhren, Therapieansatze zur Beeinflussung der Angiogenese, wie zum
Beispiel proangiogene Therapien zur Verbesserung der Vaskularisierung oder die

antiangiogene Tumortherapie, zu verbessern und neue Strategien zu entwickeln.

VEGF

andere @

Induktion von proangiogenen Signalwegen
sajyaimabyola|o uadeln||9z sap Bunjj@)siayols

Proliferation spezifischer
Migrafion —— angiogener
Permeabilitat Mechanismus
Uberleben (NICD {?)
Homoostase
Ang.fogenese

Abbildung 45. Beteiligung des AMPK/Autophagie-Signalweges an der VEGF-induzierten
Angiogenese.

VEGF aktiviert angiogene Signalproteine, u. a. Akt, mTOR, ERK1/2 und eNOS und stimuliert dadurch
Angiogenese. Durch die parallele Aktivierung des AMPKa1/ULK1/Autophagie-Signalweges wird die
zelluldare Homdostase aufrechterhalten, um Angiogenese zu gewahrleisten. DarlUber hinaus scheint

Autophagie Uber spezifische Mechanismen in die Regulierung der Angiogenese einzugreifen.

Akt: Proteinkinase B, eNOS: endotheliale NO-Synthase, ERK1/2: extracellular signal-regulated kinase 1/2, LC3B: microtubule-
associated protein light chain 3B, mTOR: mechanistic target of rapamycin, NICD: notch intracellular domain, ULK1:
uncoordinated 51-like kinase 1, VEGF: vascular endothelial growth factor
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5 SCHLUSSFOLGERUNG

Die vorgelegte Arbeit befasste sich mit der Bedeutung und der Regulierung der Autophagie
in Endothelzellen, worlber bisher nur wenige Studien existieren. Die generelle Homobostase-
Funktion der Autophagie konnte in Endothelzellen bestatigt und naher charakterisiert
werden. Eine neue Erkenntnis ist, dass Endothelzellen unter basalen Bedingungen einen
hohen Autophagie-Flux aufweisen, welcher oxidativem und inflammatorischem Stress
entgegenwirkt und damit Proliferation und Uberleben sicherstellt, ohne den
Energiestoffwechsel der Zellen wesentlich zu beeinflussen. Ein weiteres wichtiges Ergebnis
ist, dass Autophagie durch VEGF, einen essentiellen angiogenen Wachstumsfaktor,
stimuliert wird. Die Stimulation der Autophagie durch VEGF wird spezifisch durch die Isoform
AMPKa1 vermittelt. Diese wird, wie in friheren Arbeiten gezeigt, durch VEGF aktiviert und ist
fur die VEGF-induzierte Angiogenese essentiell [21]. Die hier vorgestellten Daten
charakterisieren die VEGF/AMPKa1/Autophagie-Achse als einen bisher nicht bekannten
proangiogenen Signalweg, der Einblicke in die Feinregulierung der VEGF-induzierten
Angiogenese gibt. SchlieRlich zeigen die Daten dieser Arbeit auch, dass Autophagie fur eine
funktionierende VEGF-induzierte Angiogenese von Bedeutung ist. Autophagie dient zum
einen der Aufrechterhaltung der intrazellularen Homdostase wahrend der Angiogenese,
scheint diesen Prozess aber auch durch einen oder mehrere spezifische Mechanismen zu
regulieren. In Zukunft bedarf es weiterer Untersuchungen, um diese spezifischen
Mechanismen zu identifizieren. Die hier vorgestellten Daten kdnnen als Ansatzpunkte
dienen, praventive oder therapeutische Strategien zu entwickeln, um Endotheldysfunktion zu

verhindern und pro- und antiangiogene Therapieansatze zu verbessern.
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7 ANHANG
7.1 Abkirzungsverzeichnis
2DG................ 2-Deoxyglukose FOXO1............ forkhead box protein O1
3-MA................ 3-Methyladenin G6P................. Glukose-6-Phosphatase
ACC1/2............ Acetyl-Coenzym A-Carboxylase GABARAP ...... gamma-aminobutyric acid
AICAR .......... 5-Aminoimidazol-4- receptor-associated protein
Carboxamid-Ribonukleotid GATE16........... golgi-associated ATPase
AlS............. autoinhibitorische Sequenz enhancer of 16 kDa
AMP................ Adenosinmonophosphat GBD.....oocco Glykogenbindedomane
Akt oo Proteinkinase B (PKB) GLUT1/4......... Glukosetransporter 1/4
AMBRA1 ......... activating molecule in Beclin1- R Glykogensynthase
regulated autophagy GSH ............... Glutathion
AMPK .............. 5’AMP-aktivierte Proteinkinase GSSG.............. Glutathiondisulfid
APP ... amyloid precursor protein HEXKII ............ Hexokinase I
ATG................. autophagy-related HMGR............. 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-
ATG14L.......... ATG14-like Coenzym A-Reduktase
ATP. Adenosintriphosphat HSA................. humanes Serumalbumin
Bel2 B-cell lymphoma 2 HSL................. hormonsensitive Lipase
Beclin1............ Bcl2-interacting protein 1 HUVEC........... Zggoé:‘ZeL;glb élg;;l vein
BrdU ............... Bromdesoxyuridin IL1B/6IS........... Interleukin 1B/6/8
BSA ... bovines Serumalbumin KM Kardiomyozyten
BFGF ......ovvvvee basic fibroblast growth factor LC3B.............. microtubule-associated protein
BSO............ Buthionin-Sulfoximin light chain 3B
CaMKKB.......... Calcium/Calmodulin- LKB1............... liver kinase B1
i?::snsi[ge Proteinkinase- MAPK.............. mitogen-activated protein
kinase
CBS.......... Cystathionin-B-Synthase-Motiv MCP1 . . monocyte chemotactic protein 1
CMA.... chaperone-mediated MEF................ mouse embryonic fibroblast
autophagy
CTD ....coeeeeee C-terminale Doméne MEK...ccoovern MAPK/ERK1/2-Kinase
cYP2C. Cytochrom P450 2C MLCK.............. myosin light chain kinase
DAG................. Diacylglycerol MTOR -..cvvveo. g;:l;f;é%ic target of
DLL4............ Delta-like ligand 4 mTORC1 .. mTOR-Komplex1
CEF2 i Efg:gg%gi‘;?:&g?zns'ations‘ NADPH .......... Nicotinamidadenindinukleotid-
phosphat
EGF .o epidermal growth factor NICD ............... notch intracellular domain
eNOS.............. endotheliale NO-Synthase NFKB .. nuclear factor 'kappa-light-
ERK1/2 ............ extracellular signal-regulated chain-enhancer’ of activated
kinase 1/2 B-cells
FAK ................. focal adhesion kinase nuclear factor (erythroid-
FIP200 ............. 200 kDa focal adhesion kinase derived 2)-like 2

family-interacting protein

FKS.................. fotales Kalberserum

NADPH-Oxidase

N-terminale Domane



ANHANG 105

P, phospho S Serin
p70S6K............ p70 ribosomal protein S6 SERCA............ sarcoplasmic/endoplasmic
kinase reticulum calcium ATPase
PE............. Phosphatidylethanolamin SIRT1 .............. Sirtuin1
PEPCK ............ Phosphoenolpyruvat- SOD ................ Superoxiddismutase
Carboxykinase I
Sre .o sarcom-family kinase
PFK2................ 6-Phosphofrukto-2-Kinase :
T Threonin
PGCla............. peroxisome p roliferator- TGFB............... transforming growth factor 8
activated receptor gamma
coactivator 1a TNFa............... Tumornekrosefaktor a
PI(3)P.............. Phosphatidylinositol-3- TRX......cccuvne Thioredoxin
Phosphat TSC2............... tuberous sclerosis complex 2
PIBK Phosphoinositid-3-Kinase ULK1/2........... uncoordinated 51-like kinase
PKC ................ Proteinkinase C 1/2
PLCBly ............ Phospholipase C B/y UVRAG ........... UV-irradiation resistance-
PP2Ca............. Proteinphosphatase 2Ca associated gene
PRX1 . Peroxiredoxin 1 VEGF .............. vascular endothelial growth
factor
Rac.................. ras-related C3 botulinum toxin VEGFR1/2/3.... VEGF-Rezeptor 1/2/3
substrate
Raf . rapidly accelerated VPS34............. vacuolar protein sorting 34
fibrosarcoma WIPI ................ WD-repeat protein interacting
ROS................ reaktive Sauerstoffspezies with phosphoinositides
Rubicon ..........RUN domain Beclin1- Vi Tyrosin

interacting and cysteine-rich-
containing protein
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