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Abstract

Carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule 1 (CEACAM1) promotes
hepatic insulin clearance and endothelial survival. However, its role in the morphology of
macrovessels remains unknown. Mice lacking Ceacaml (Ccl(-/-)) exhibit
hyperinsulinemia, which causes insulin resistance and fatty liver. With increasing evidence
of an association among hyperinsulinemia, fatty liver disease, and atherosclerosis, we
investigated whether Ccl1(-/-) exhibited vascular lesions in atherogenic-prone aortae.
Histological analysis revealed impaired endothelial integrity with restricted fat deposition
and aortic plaque-like lesions in Ccl(-/-) aortae, likely owing to their limited lipidemia.
Immunohistochemical analysis indicated macrophage deposition, and in vitro studies
showed increased leukocyte adhesion to aortic wall, mediated in part by elevation in
vascular cell adhesion molecule 1 levels. Basal aortic eNOS protein and NO content were
reduced, in parallel with reduced Akt/eNOS and Akt/Foxol phosphorylation. Ligand-
induced vasorelaxation was compromised in aortic rings. Increased NADPH oxidase
activity and plasma 8-isoprostane levels revealed oxidative stress and lipid peroxidation in
Cc1(-/-) aortae. siRNA-mediated CEACAML1 knockdown in bovine aortic endothelial cells
adversely affected insulin's stimulation of IRS-1/PI 3-kinase/Akt/eNOS activation by
increasing IRS-1 binding to SHP2 phosphatase. This demonstrates that CEACAM1
regulates both endothelial cell autonomous and nonautonomous mechanisms involved in
vascular morphology and NO production in aortae. Systemic factors such as
hyperinsulinemia could contribute to the pathogenesis of these vascular abnormalities.
Ccl(-/-) mice provide a first in vivo demonstration of distinct CEACAM1-dependent

hepatic insulin clearance linking hepatic to macrovascular abnormalities.
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1 Einleitung

1.1. CEACAM1

CEACAML1 steht fiur das Carcinoembryonic antigen-related Cell Adhesion Molecule 1 und
ist ein hochglykosyliertes, transmembrandses Glykoprotein der CEA-Genfamilie innerhalb
der Immunglobulinsuperfamilie (Beauchemin et al., 1999; Obrink, 1997). Ceacam1 wird in
Epithelien vieler Organe, wie z.B. der Leber, der Nieren, des Kolons und der Prostata, in
angiogenetisch aktivierten Endothelzellen, in Leukozyten und in aktivierten T-
Lymphozyten exprimiert und hat je nach Grad der Glykosylierung ein Molekulargewicht
von 120 kDa (Leber), 140 kDa (Endothel) oder 180 kDa (Granulozyten) (Singer and
Lucka, 2005). Das Ceacam1-Gen ist beim Menschen auf dem Chromosom 19 und bei der
Maus auf dem Chromosom 7 lokalisiert und codiert fir ein zellmembrangebundenes Mo-
lekdl mit einer extrazellularen, einer transmembrandsen und einer zytoplasmatischen
Domane (Izzi et al., 1999). Bei bisweilen mindestens 11 verschiedenen Splei3varianten
bestehen die beiden am haufigsten exprimierten Isoformen von Ceacaml in der extrazel-
lularen Domane aus vier Immunglobulin(lg)-ahnlichen und entweder einer kurzen aus 10
Aminosauren (Ceacaml1-4S) oder einer langen aus 73 Aminosauren (Ceacaml-4L) be-
stehenden zytoplasmatischen Doméane. Die Ig-ahnlichen Doméanen lassen sich des Weite-
ren unterteilen in drei sog. IgC-Doménen bzw. eine am N-Terminus gelegene IgV-
Doméne, die Homologien zu den konstanten bzw. den variablen Domé&nen von Antikor-
pern aufweisen. Ceacaml erscheint an der Zelloberflache in Abhangigkeit von der intra-
zellularen Kalziumkonzentration als Monomer oder als Dimer (Obrink, 1997). Die Dimeri-
sierung zweier Ceacaml-Molekile erfolgt vorzugsweise als Homodimer, d.h. Ceacam1l-
4L mit Ceacaml-4L oder Ceacaml1-4S mit Ceacam1-4S, wobei dimerisiertes Ceacaml
fur die Rekrutierung intrazellularer Signalmolekiile von Bedeutung ist (Gray-Owen and
Blumberg, 2006). Die Formierung von Heterodimeren, d.h. Ceacam1-4L mit Ceacam1-4S,
ist analog zum interzellularen Zelladhasionsmolekil-1 (ICAM1) der Immunglobulinsuper-
familie potentiell an das Vorhandensein von Glyzinresten in der Transmembrandoméne
gebunden (Hunter et al., 1996). Unter Beteiligung des Proteinanteils der IgV-Domane
vermag Ceacaml als Monomer sowohl homophile als auch heterophile Bindungen zu an-
deren CEA-Familienmitgliedern auszubilden. N-glykosidisch verknlpfte Sialyl-Lewis*-
oder Lewis*-Reste der Extrazellulardomane auf z.B. Granulozyten vermitteln vermutlich
die heterophile Bindung an E-Selektin mit nachfolgender intergrinvermittelter Aggregation
der Leukozyten am vaskularen Endothel.

Ceacam1-4S weist an der Position 449 einen Serinrest auf, der von der Proteinkinase-C
phosphoryliert werden kann und zu einer Einschrankung der Anlagerung des kalziumbin-
denden Proteins Calmodulin fihrt (Edlund et al., 1998). Der zytoplasmatische Abschnitt

von Ceacaml-4L hingegen besitzt mehrere potentielle Phosphorylierungsstellen in Form



von Hydroxylgruppen an Serin- und Threoninresten sowie an zwei Tyrosinresten. Das
membranproximale Tyrosin an der Position 488 von Ceacam1-4L liegt in einem sog. ITIM
und bildet zusammen mit dem membrandistalen Tyrosin an der Position 513 ein sog.
ITAM aus. Beim Ceacaml handelt es sich jedoch um ein modifiziertes ITAM, da der Ab-
stand zwischen den beiden Tyrosinresten mehr als doppelt so grof ist wie es bei einem
klassischen ITAM der Fall ist. Nach Phosphorylierung bindet das ITIM Protein-Tyrosin-
Phosphatasen (PTPs) und das ITAM Protein-Tyrosin-Kinasen (PTKs), deren Aktivierung
zur Termination bzw. Stimulation von Signaltransduktionskaskaden fuhrt (Obrink, 1997).
So vermag, im Rahmen einer Immunantwort, die MHC-Klasse-Il-vermittelte Antigenpra-
sentation an den T-Zell-Rezeptor-CD3-Komplex nicht nur die Aktivierung des Helfer-
Lymphozyten, sondern dartber hinaus auch die Translokation von Ceacam1l aus intrazel-
lularen Kompartimenten an die Zelloberflache des T-Lymphozyten zu veranlassen (Gray-
Owen and Blumberg, 2006). Diese Zellantwort ist abhangig von der CD4-assoziierten
Signal-Erkennungs-Tyrosinkinase LCK, die die Phosphorylierung von CD3 und die Anla-
gerung sowie Aktivierung einer 70kDA-Proteinkinase (ZAP70) zur Folge hat. ZAP70 ver-
mittelt sodann die Rekrutierung von Ceacaml in Lipidinseln (lipid rafts) der
Plasmamembran, einen Anstieg der intrazellularen Kalziumkonzentration, die Phosphory-
lierung von Serinresten des Ceacaml und die Aktivierung der mitogen-aktivierten Protein-
kinasen (MAPKSs). Der Phosphorylierung des ITIM durch die LCK und der homophilen In-
teraktion mit Ceacaml der antigenprasentierenden Zelle schlief3t sich die Assoziation des
Ceacaml mit dem T-Zell-Rezeptor-CD3-Komplex und die Rekrutierung der SH2-positiven
Protein-Tyrosin-Phosphatase-1 (SHP-1) an. SHP-1 bewirkt sodann die Dephosphorylie-
rung von ZAP70 und von Ceacaml. Die verminderte katalytische Aktivitdt von ZAP70 ist
anschliel3end fur die Inhibition der T-Helfer-Zellaktivierung verantwortlich. Dephosphory-
liertes Ceacaml wird vom sog. Adapter-Protein-2 gebunden und in Endosomen aufge-
nommen, mit konsekutivem Verlust seiner membranstandigen inhibitorischen Wirkung
(Gray-Owen and Blumberg, 2006).

Durch die Interaktion mit Ceacaml filhren septische Erreger dartiberhinaus zu einer Ab-
schwachung der Immunantwort (Slevogt et al., 2008). Mikrobielle Oberflachenproteine
von Bakterien der Gattung Moraxella catarrhalis oder Neisseria meningitidis fiihren auf
humanen Bronchialepithelzellen zu einer Aktivierung des ITIMs von Ceacaml durch Tyro-
sinphosphorylierung. Die konsekutive Rekrutierung der SHP-1 mit Hemmung der Phos-
phorylierung der p85-Untereinheit der PI-3-Kinase fihrt zu einer Hemmung der TLR-2-
vermittelten Expression proinflammatorischer Gene durch Aktivierung des NF-kB (Slevogt
et al., 2008).

Des Weiteren ist die insulinunabhéngige Phosphorylierung eines Serinrestes an der Posi-

tion 503, ebenso wie die insulinabhangige Phosphorylierung des membranproximalen Ty-



rosinrestes 488 von Ceacaml-4L, fur die rezeptorvermittelte Endozytose und die Degra-
dation von Insulin in Hepatozyten von Bedeutung (Najjar, 2002). Zudem vermag Ceacaml
bei diesem Vorgang gleichzeitig die durch Insulin stimulierte Fettsauresynthese durch
Bindung und Inhibition der Malonyl-CoA-abhangigen Fettsduresynthase zu limitieren und
somit die Bildung von Lipoproteinen einzuschranken (Najjar et al., 2005).
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Insulinabbau der Leber. Aktivierung der zytoplasmatischen Rezeptortyrosinkinasen (TK)
nach Bindung von Insulin an Hepatozyten fihrt zur Phosphorylierung u.a. von Tyrosin-
resten in der Juxtamembrandoméane (Tyr960) und des C-Terminus (Tyr 1316) der B-
Untereinheit des Insulinrezeptors (IR). Auf die insulinunabhéngige Phosphorylierung des
Serinrestes 503 erfolgt die insulinabhangige Phosphorylierung des Tyrosins an der
Position 488 des Ceacaml-4L durch das phosphorylierte Tyr 1316 des IR. Nach
Anlagerung eines intrazellularen Molekils (X1) bzw. Molekilkomplexes (X,) an das
membranproximale Tyrosin von Ceacaml kann nun unter Beteiligung des Tyr960 des IR,
sowie des phosphorylierten distalen Tyrosins von Ceacaml die Endozytose des
Insulinrezeptorkomplexes durch Interaktion mit dem Adapterprotein AP2 eingeleitet
werden (Najjar, 2002).

Ebenfalls abhéngig von der Phosphorylierung des Serins 503 und des Tyrosins 488 von
Ceacaml-4L ist die ATP-abhangige Taurocholséuresekretion in die von zwei benachbar-
ten Hepatozyten gebildeten Gallenkanalikuli.

Ceacaml wird bereits wahrend der pranatalen BlutgefalRentwicklung auf Endothelzellen
exprimiert (Sawa et al., 1994). Da diese Blutgefa3zellen aus undifferenzierten Vorlaufer-

zellen, den sog. Angioblasten hervorgehen, wird dieser Prozess unter dem Begriff Vas-



kulogenese zusammengefasst (Carmeliet, 2000). Zudem spielt Ceacam1 eine bedeuten-
de Rolle bei der Angiogenese (Ergun et al., 2000), die definiert ist als das Auswachsen
neuer Gefal3e aus den bereits existierenden BlutgefaRen (Carmeliet, 2000; Hallmann et
al., 2005; Folkman, 2007). Mit der Identifizierung von im Blut zirkulierenden endothelialen
Vorlauferzellen (Asahara et al., 1997), die offensichtlich in die Formierung neuer Blutge-
falke, z.B. an den Stellen der aktiven Angiogenese, einbezogen werden, wurde deutlich,
dass beim adulten Menschen Gefal3neubildung nicht nur durch klassische Angiogenese
herbeigefiihrt wird, sondern auch durch postnatale Vaskulogenese, namlich durch en-
dotheliale Progenitorzellen. Spater konnte nachgewiesen werden, dass auch in den Wan-
den adulter menschlicher Arterien und Venen endotheliale Progenitorzellen anséassig sind
(Zengin et al., 2006; Ergun et al., 2007), die ebenfalls zur Gefal3neubildung beitragen. Un-
terschieden wird dabei jedoch grundsatzlich zwischen der physiologischen Blutgefal3neu-
bildung im Rahmen der Wundheilung oder dem weiblichen Reproduktionszyklus und der
dysregulierten pathologischen Blutgefaneubildung, z.B. im Rahmen der Tumorigenese
oder der diabetischen Retinopathie. Da die Angiogenese durch GefalZneubildung eine lo-
kale Erweiterung des systemischen Gefal3systems herbeifiihrt, wird sie zwangslaufig von
samtlichen Eigenschaften des Blutkreislaufs, wie z.B. den Blutgaspartialdriicken, dem
Blutdruck oder der Blutplasmazusammensetzung beeinflusst. So ist beispielsweise die
Hypoxie ein wesentlicher Ausldser fur die Angiogenese (Liekens et al., 2001). Die Angio-
genese wird u.a. initiiert durch den permeabilitatssteigernden vaskuldren endothelialen
Wachstumsfaktor-A (VEGF-A) und im unmittelbaren Zusammenhang durch das vaso-
relaxiernde Stickstoffmonoxid (NO). Die Extravasation von Plasmaproteinen, wie z.B. Fi-
brinogen oder Fibronektin, dient als migratorische Leitstruktur fur Endothelzellen. Da-
raufhin wird die Destabilisierung des Gefal3es, d.h. die Losung interzellularer Verbindun-
gen und fokaler Adhéasionen der Endothelzellen, unter Mitbeteilung des Angiopoeitin 2,
einen kompetitiven Antagonisten von Angiopoeitin 1 an dem Tyrosinkinaserezeptor Tie2,
eingeleitet. Weiterhin werden die Extrazellularmatrix durch proteolytische Enzyme degra-
diert und Wachstumsfaktoren freigesetzt. Bindung des VEGF-A an den vaskularen en-
dothelialen Wachstumsfaktorrezeptor-2 (VEGFR-2) fuhrt zur Expression des Ceacaml
auf Endothelzellen, ein Vorgang, der die endotheliale Motiliat reguliert und im Zusammen-
spiel mit dem VEGF zur Formierung neuer Blutgefal3e fuhrt (Ergun et al., 2000; Wagener
and Ergun, 2000). In diesem Zusammenhang fihrt Ceacaml zu einer Veranderung der
Morphologie der Endothelzellen, die an die Aktivitat der kleinen GTPasen der Rho-Familie
gebunden ist (Muller et al., 2005). Zudem kann Ceacaml nach Phosphorylierung des Ty-
rosins 488 das interginassoziierte Adapterprotein Paxillin binden (Ebrahimnejad et al.,
2000) und dadurch die Bildung und Stabilisierung fokaler Adhéasionen beeinflussen. Unter

Beteiligung des avp3- und des pro-angiogenetischen a5p1-Integrin sowie in Abh&ngigkeit



von NO (Goligorsky et al., 1999) migrieren proliferierte Endothelzellen und bilden réhren-
formige Netzwerke aus, die letztlich wieder Anschluss an den Blutkreislauf erlangen.
Balanciert wird dieser Prozess durch diverse endogene Angiogeneseinhibitoren, wie z.B.
Thrombospondin (Hynes, 2002) oder proteolytische Fragmente, wie z.B. Angiostatin,
Tumstatin, PEX oder Endostatin (Skovseth et al., 2005). Die Interaktion des VEGFR-2 mit
B-Catenin und dem vaskulédren endothelialen Cadherin (VE-Cadherin) ist dabei fur das
Uberleben der Endothelzellen von Bedeutung. Die Stabilisierung und Reifung dieser kapil-
laren Plexus erfolgt durch Interaktion mit Perizyten, Bildung einer Basalmembran und
Rekrutierung glatter Muskelzellen. Auch dieser Prozess scheint durch das Ceacaml be-
einflusst zu werden, wie Untersuchungen der Gefalneubildung bei Tumormodellen erga-
ben (Gerstel et al., 2011).

In Epithelzellen vermag Ceacaml durch Sequestrierung des Adapterproteins Shc die
Proliferation zu reprimieren (Poy et al., 2002). Die Expression von Ceacaml ist vermindert
auf frihen Tumorepithelien zahlreicher Organe, wie z.B. des Kolons (Leung et al., 2006),
der Prostata (Kleinerman et al., 1995; Tilki et al., 2006) und der Harnblase (Oliveira-Ferrer
et al., 2004), wobei die tumorsuppressiven Eigenschaften von Ceacaml an das Vorhan-
densein der langen Isoform (Ceacaml1-4L) gebunden sind. Dabei spielt jedoch weniger
die absolute Menge als das exprimierte Verhaltnis zur kurzen Isoform eine wichtige Rolle.
Hingegen kann, abhangig von der Konzentration von Ceacaml, das ebenfalls auf Kolon-
epithelzellen exprimierte GPI-verankerte Ceacam5 (CEA) zur Apoptose fihren (Nittka et
al., 2008). Tumore der Prostata werden neben der herabgesetzten epithelialen Expres-
sion von einer Neovaskularisation mit Ceacaml1-Expression auf angiogenetisch aktivierten
Endothelzellen begleitet (Tilki et al., 2006). In humanen Lungenadenokarzinomzellen er-
folgte die Ceacaml-4L-Expression abhangig von der Zellkonfluenz und erwies sich durch
sein ITIM als Kontaktinhibitor der Proliferation (Singer et al., 2010).

1.2. Das Blutgefal3endothel

Das BlutgefalRendothel ist ein homogener Zellverband mesodermalen Ursprungs. Ar-
terien, Venen und Kapillaren sind blutfilhrende Leitungsbahnen und werden als Blutge-
falle bezeichnet. Zusammen mit dem Herz stellen sie einheitlich das Blutkreislaufsystem
dar. Kapillaren bestehen aus Endothelrohren, die von Perizyten unvollstdndig ummantelt
und in den Organen an Austauschprozessen zwischen Blut und Gewebe beteiligt sind.
Der Bautyp der Kapillaren kann hinsichtlich ihrer Durchlassigkeit variieren. Arterien und
Venen hingegen sind Blutleiter und bestehen aus drei Wandschichten, der Intima, der
Media und der Adventitia. Dieser gemeinsame Bauplan jedoch ist in Anpassung an unter-
schiedliche Aufgaben der verschiedenen GefaRabschnitte modifiziert. Bei den Arterien

lassen sich nach Wandbau, Funktion und Lage herznahe Arterien vom elastischen Typ,



wie beispielsweise die Aorta, und organnahe Arterien vom muskuldren Typ unterschei-
den. Die Aorta, als groldte Arterie vom elastischen Typ wird luminal von einer liickenlosen
einlagigen Endothelzellschicht ausgekleidet, die einer rings geschlossenen Basalmem-
bran aufsitzt, an deren Aufbau das Endothel durch Synthese von Proteinen wie z.B. La-
minin 8 oder Typ-1V-Kollagen maf3geblich beteiligt ist (Hallmann et al., 2005). In Abgren-
zung zur Tunica media folgen ein bindegewebiges Spatium subendotheliale und die
Membrana elastica interna. Diese, wie auch die nachfolgenden konzentrischen elas-
tischen Lamellen, besitzen eine porenartige Fensterung fir einen erleichterten Stoff-
austausch in der GefaBwand. Transmembrandse Zelladh&sionsmolekile verbinden die
Endothelzellen mit der Basalmembran (z.B. Integrine), bilden interzellulare Kontakte aus
(z.B. Cadherine), vermitteln den Kontakt zu unpolaren Zellen des Blutes (z.B. Selektine)
und sind intrazellular dynamisch mit dem Zytoskelett verbunden (Shyy and Chien, 2002;
Mehta and Malik, 2006; Ley, 2003; Yoshida et al., 1996). Somit sind Endothelzellen polare
Zellen mit einer definierten apikalen, lateralen und basalen Oberflache. Die Aorta, als
grof3tes blutleitendes Gefal3, ist dem Herzen unmittelbar nachgeschaltet und durch ihren
Reichtum an elastischen Fasern fir eine 6konomische Herzarbeit unerlasslich, da sie das
systolisch, pulsatil ausgetriebene Blut als eine Art Windkessel ,zwischenspeichert” und
dem Blutstrom diastolisch wieder zufiihrt, so dass ein kontinuierlicher Blutfluss gewéhr-
leistet wird. Ihre Elastizitat bestimmt die Hohe des diastolischen Blutdrucks und ist fur die
Perfusion des Herzens wahrend der Diastole wichtig. Aortale Endothelzellen sind flache
(2-2 pum Dicke), spindelformige Zellen, die sich parallel zum Blutstrom und zum Herzen
hin ausrichten. Die fluide Membranoberflache ihres Zellverbands sowie der intrazellulare
dynamische Umbau des Zytoskeletts minimieren den Widerstand gegen bzw. die Druck-
einwirkungen durch den Blutstrom. Auflerdem synthetisieren Endothelzellen vasoaktive
Stoffe, wie z.B. NO, die einen regulatorischen Einfluss auf den Blutdruck, die Blutgerin-
nung, das Entziindungsgeschehen sowie das Wachstum und Uberleben von Zellen ausii-
ben (Cooke and Dzau, 1997; Li and Forstermann, 2000). Des Weiteren hat das aortale
Endothel stetigen Kontakt mit allen Blutzellen und dem Blutplasma. Diese Kontaktzone an
der endothelialen Oberflache ist gekennzeichnet durch ein negativ geladenes, gelartiges
Netzwerk aus Polysacchariden und Proteoglykanen, der sog. Glykokalyx (Nieuwdorp et
al., 2005), sowie Mikroinvaginationen der Zellmembran, die sog. Caveolae (Frank et al.,
2003). Diese Strukturen sind u.a. bedeutsam fir die Signaltransduktion, die Aufnahme
und den Transport von Lipiden in und durch die Endothelzellen, die Regulation der NO-
Freisetzung oder die Hamostase. Dariiber hinaus stehen fir den Glukosestoffwechsel in-
sulinunabhéngige, transmembrandse Transportproteine (GLUT-1) zur Verfligung (Galley
and Webster, 2004).
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1.3. Endotheliale Dysfunktion

Der Begriff ,endotheliale Dysfunktion“ wurde erstmals im Jahre 1990 von Panza (Panza
et al., 1990) verwendet. In einer Studie konnte bei Patienten mit essentieller Hypertonie
mittels pletysmographischer Messung am Unterarm eine reduzierte Vasorelaxation nach
intraarterieller Infusion von Acetylcholin in die Arteria brachialis beobachtet werden. Als
Ursache daflr wurde bereits damals eine verminderte Bioverfiigbarkeit von NO durch den
Neurotransmitter angenommen. Ursachlich dafir ist der auf molekularer Ebene als oxida-
tiver Stress bezeichnete Anstieg reaktiver Sauerstoffspezies in den Gefal3wandzellen, der
zur Inaktivierung des diffusiblen NO fuhrt und seine zellularen Wirkungen aufhebt. In die-
sem Zusammenhang zahlen neben der eingeschrankten Vasodilatation, eine Zunahme
der Thromboseneigung, eine Erh6hung der endothelialen Permeabilitat, die Expression
inflammatorischer Gene und ein vermehrter Zellumsatz zu den weiteren Charakteristika
einer endothelialen Dysfunktion (Esper et al., 2006; Feletou and Vanhoutte, 2006).
Obgleich die endotheliale Dysfunktion eine zunachst reversible Funktionsstérung be-
schreibt, ist sie hinsichtlich ihrer Genese mit den gleichen kardiovaskularen Risikofaktoren
wie der Atherosklerose assoziiert und stellt somit lediglich ein Vorlauferstadium dar. In
Abgrenzung dazu stellt die vaskulare endotheliale Seneszenz einen Zustand dar, der sich
durch einen irreversiblen Funktionsverlust und pathomorphologischem Korrelat in Form
abgeflachter und vergroRerter Endothelzellen auszeichnet (Erusalimsky, 2009; Minamino
et al., 2004). Zu den makroangiopathischen Préadilektionsstellen der endothelialen Dys-
funktion gehdren in Anlehnung an die Atherosklerose der Aortenbogen, arterielle Gefal3-
abgange und —bifurkationen (Davies et al., 1995; Traub and Berk, 1998; Cunningham and
Gotlieb, 2005). Die aus der Herzleistung stammende mechanische Energie des Blutflus-
ses wird pulsatil in Form von Reibung in Strdomungsrichtung und einem senkrecht dazu
gerichteten hydrostatischen Druck auf die durch interzellulare Zell-Zell-Kontakte verbun-
dene Endothelzellen der GefaBwand lbertragen. Im Falle der Endothelzellen dienen die
Integrine (Shyy and Chien, 2002), Caveolae, Glykokalyx, lonenkandle und G-Proteine
sowie zuweilen ein mechanosensitiver Komplex, bestehend aus dem VEGFR-2, VE-
Cadherin und dem thrombozytar-endothelialen Zelladhasionsmolekiil-1 (Pecaml) (Hahn
et al., 2009) als physikalische Adaptoren zur Umsetzung in ein biologisches Signal. In je-
nen pradilektiven Regionen des Gefal3systems, in denen durch Oszillationen niedrige Ge-
samtscherspannungen des Blutflusses auftreten, weist das Endothel sdmtliche Merkmale
der Endothelzelldysfunktion und zytoskelettale Verdnderungen auf (Traub and Berk, 1998;
Cunningham and Gotlieb, 2005; Gimbrone, 2010).

Unabhangig von dem Einfluss atherosklerotischer Risikofaktoren, wie beispielsweise ar-
terieller Hypertonie, Hypercholesterindmie oder Diabetes mellitus, ist die Initiierung dieser

fokalen vaskularen Funktionsstérung auf die Bioverfiigbarkeit des in den Endothelzellen
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synthetisierten NO zurlckzufihren. Neben der Interaktion mit diversen aktivitdtsmodulie-
renden Proteinen steht die Bildung des NO unter der Kontrolle der Kalzium-Calmodulin-
abhangigen Dissoziation der endothelialen Stickstoffmonoxidsynthase (e-NOS) von
Caveolin-1, der Phosphorylierung des Enzyms an Serin- und Threoninresten oder auf der
Ebene der Transkription und Translation des Enzyms. Ersteres wird durch die Glykokalyx
besorgt und ist vom Membranpotenzial der Endothelzelle abhéngig (Noble et al., 2008)
oder erfolgt z.B. nach Ligandenaktivierung von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren durch
Inositoltriphosphat. Daneben kann der Elektronenfluss und somit die NO-Produktion durch
Ubertragung von Phosphatgruppen sowohl gesteigert als auch inhibiert werden. So ver-
mdgen die Proteinkinase-A (PKA) und Proteinkinase-B/Akt (PKB/Akt) bei laminaren
Wandschubspannungen die e-NOS zu aktivieren. Bei kontinuierlichen Scherspannungen
im positiven Bereich ist sowohl der Kalziumeinstrom durch Transkription kalziumabhéangi-
ger Kaliumkanale, wie auch der Phosphorylierungsgrad der e-NOS verbessert. In diesem
Zusammenhang wird die Genexpression des Enzyms wandschubspannungsabhangig
durch einen Signalweg vermittelt, in die die zellulare Signal-Erkennungs-Tyrosinkinase
(c-Src) und die extrazellular Signal-regulierte Kinase (ERK) involviert sind (Davis et al.,
2004) sowie durch Aktivierung des redoxsensitiven NF-kB. Im Sinne eines Ruckkopp-
lungsmechanismus fihrt das in der Folge gebildete NO nicht nur zu einer adaptiven Ge-
falRwandrelaxation, sondern hemmt die Aktivierung des NF-kB durch vermehrte Genex-
pression der inhibitorischen Untereinheit IkB und Nitrosylierung der Untereinheit p50.
Folglich wird die Enzymexpression durch die NO-Bioverfiigbarkeit limitiert. Obgleich die in
atherosklerotischen Pradilektionsstellen auftretenden flukturienden Scherkréfte nur
schwache Induktoren der e-NOS sind (Malek et al., 1999), ist in jenen GeféRRarealen je-
doch zumindest die Proteinexpression durch redoxbedingte Aktiverung des NF-kB erhoht.
In Abhangigkeit vom Ausmal} des ,oxidativen Stresses*, der eine durch zunehmende Ge-
nerierung reaktiver Sauerstoffspezies verursachte Affektion struktureller und funktioneller
Zelleigenschaften beschreibt, kommt es zu einer Inaktivierung von NO. Wahrend Wasser-
stoffperoxid die Transkription der e-NOS durch Aktivierung des NF-kB steigern kann, hat
die rasche Reaktion des NO mit dem Sauerstoffradikal Superoxidanion nicht nur seinen
potentiellen Verlust zur Folge, sondern generiert mit Peroxynitrit eine weitere reaktionsfa-
hige Sauerstoffspezies (Patel et al., 2000). Des Weiteren ist die Umsetzung von Wasser-
stoffperoxid zum Hydroxylradikal in Gegenwart von Eisen- oder Kupferionen méglich, was
als Fenton-Reaktion bezeichnet wird. Mit Ausnahme ionisierender Strahlung oder der
exogenen Zufuhr durch Inhalation, von z.B. Tabakrauch, entstehen diese Molekile bei
enzymatischen Reaktionen als Haupt- oder Nebenprodukte in den GefalRwandzellen
selbst, wie z.B. den Endothelzellen oder glatten Muskelzellen. Hauptenzyme, die zur Ge-

nerierung dieser Molekdle beitragen, sind die NADH- bzw. NADPH-Oxidase (Griendling et
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al., 2000; Dworakowski et al., 2006), die mitochondrialen Atmungskettenenzymkomplexe,
die Cyclooxygenasen oder Cytochrom-P450-Oxidasen. Demgegentiber vermégen zellei-
gene Enzyme, wie die Superoxiddismutasen, die Katalase, die Glutathionperoxidase oder
Thioredoxin sowie externe ,Radikalfanger”, wie Ascorbinsdure oder Tocopherole reaktive
Sauerstoffspezies zu neutralisieren. Erst bei Auslastung dieser protektiven Antioxidantien
hat die als ,oxidativer Stress” bezeichnete Redoxdysbalance Auswirkungen auf zellulare
Reaktionen. Diese gasformigen Molekile kdnnen durch Oxidation zu strukturellen und
funktionellen Modifizierungen der DNA (z.B. Telomere), der RNA, der Proteine (z.B. p53)
bzw. Enzyme (z.B. Phosphatasen) oder der ungesattigten Fettsduren (z.B. Membranlipi-
den) fuhren. Dies kann entweder den Funktionsverlust bedeuten, wie es bei den Protein-
Tyrosin-Phosphatasen der Fall ist, oder aber eine Aktivierung zur Folge haben wie im Fall
des Tumorsuppressorproteins p53. Zudem ist die Formierung von Intermedidrprodukten,
wie z.B. den Isoprostanen aus Arachidonsdure mdglich, die durch weitere enzymatische
Umsetzung modulierenden Einfluss auf Gbergeordnete Zellprozesse austiben (Benndorf
et al., 2008). Durch Reaktion mit kritischen Cysteinresten und durch Veranderung des
Phosphorylierungsstatus sind reaktive Sauerstoffspezies in der Lage, das kleine GTP-
Bindeprotein Ras, die c-Src oder MAPKSs, wie z.B. die stress-aktivierte Serin-/Threonin-
Proteinkinase SAPK/JNK zu aktivieren. Daruber hinaus kdnnen in analoger Weise re-
doxsensitive Transkriptionsfaktoren, wie der NF-kB oder das Aktivator-Protein-1 (AP-1), in
ihrer Aktivitat moduliert werden (Frey et al., 2009; Griendling et al., 2000). Oxidativer
Stress mit verminderter NO-Bioverfluigbarkeit fihrt im Zuge dessen zur Expression in-
flammatorischer Gene, wie z.B. des Monozyten-chemotaktischen Protein-1 (MCP-1), des
vaskularen Zelladhasionsmolekil-1 (VCAM-1) oder vasoaktiver Substanzen, wie z.B. En-
dothelin-1. Die NO-abhéngige Synthese des Glutathions wird eingeschrankt, wahrend die
Expression der Superoxiddismutasen durch Wasserstoffperoxid gesteigert wird.

Der dynamische Umbau des endothelialen Zytoskeletts erfolgt durch die kleinen GTPasen
der Rho-Familie, zu denen u.a. RhoA, Racl und Cdc42 gehéren. In ihrem GTP-
beladenen aktiven Zustand sind sie u.a. fur die Reorientierung des Mikrotubulus-
Organisationszentrums mit Ausrichtung des Endothelzellverbands parallel zur Blutstro-
mung, des Weiteren fir die Bildung von Aktinstressfasern, die Zellkontraktilitdt und die
Reifung fokaler Adhasionen zustandig (Schwartz and Shattil, 2000). Endothelzellen in je-
nen Gefal3regionen mit oszillierenden Niedrigscherspannungen weisen eine ungeordnete
Ausrichtung und eine herabgesetzte mechanische Haftung der Endothelzellen bei ver-
minderter Aktinstressfaserbildung auf. Des Weiteren kommt es zur Ausbildung eines dich-
ten peripheren Aktinbandes (Ogunrinade et al., 2002), das der Restriktion der parazellula-
ren Permeabilitat dient, wahrenddessen die transzellulare Permeabilitat fir Makromoleki-
le, wie z.B. LDL, Albumin und Fibronektin erhéht ist (Fry et al., 1993). Die fur die endothe-
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liale Dysfunktion charakteristischen zytoskelettalen Veranderungen kénnen insofern durch
eine Redoxdysbalance erklart werden, als dass die Rho-GTPasen einerseits selbst zur
Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies beitragen, z.B. durch Racl und die NADPH-
Oxidase (Tzima et al., 2002; Mehta and Malik, 2006), oder aber ihre Aktivitat durch oxida-
tiven Stress reduziert wird, wie z.B. fir RhoA durch gesteigerte Phosphorylierungsre-
aktionen durch die c-src, sowie durch Inhibition redoxsensitiver, niedrigmolekularer Phos-
phatasen mit konsekutiver Aktivierung des RhoA-Inhibitors p190RhoGAP und des p120-
Catenins (Jaffer and Chernoff, 2004). Ferner kommt das kleine GTP-Bindeprotein Ras
zum Tragen, da es redoxsensitiv ist und Racl zu aktivieren vermag. Durch zeitlich gemit-
telte Niedrigschersspannungen in Stromungsrichtung und in Abhangigkeit von der sub-
endothelialen Extrazellularmatrix, wie z.B. Fibronektin, fihrt auch die konformative Aktivie-
rung der heterodimeren Integrine Uber Ras und GTP-Racl durch Aktivierung der
NADPH-Oxidase zur Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (Tzima et al., 2002; Tzima et al.,
2005, Shyy and Chien, 2002). Zusammengenommen sprechen die gestérte Endothel-
zellausrichtung, die Bildung eines dichten peripheren Aktinbandes, die verminderte Matu-
ration fokaler Adhasionen und Stressfaserbildung fur ein Uberwiegen der Aktivitat von
Racl gegenuber RhoA und kénnen von dem verédnderten Redoxstatus abgeleitet werden.
Im arteriellen Hochdrucksystem sind die Blutstromungsprofile in Regionen mit komplexer
GefalRgeometrie ausreichend, um eine endotheliale Dysfunktion zu provozieren. Diese
haben die Erh6hung der Permeabilitat, die Expression inflammatorischer Gene sowie die
Zunahme von Zellproliferation und Apoptose zur Folge. Daneben wird die Blutkoagulation
angeregt und extraendothelial der Tonus und das Wachstum glatter Muskelzellen gestei-
gert.

1.4. Atherosklerose

Die makroangiopathische Atherosklerose ist eine der Haupttodesursachen der westlichen
Welt und stellt eine chronische, aseptische Entziindung dar, die primar das arterielle
Hochdrucksystem betrifft. Das Endstadium dieser chronischen Erkrankung ist durch eine
Ischamie lebensnotwendiger Organe gekennzeichnet. Als Ursachen fir die Minderdurch-
blutung und Infarktierung gelten das kritische Plaquewachstum, die Plaqueruptur, die
Thrombusformation, die Verschleppung von Plaque- oder Thrombusmaterial sowie St6-
rungen der Vasomotion im Falle der Arteriolosklerose (van der Wald and Becker, 1999;
Lutgens et al., 2003; Agius, 2007). Zu den Risikofaktoren in der Genese der Atherosklero-
se zahlen neben Alter und Geschlecht im Wesentlichen die arterielle Hypertonie, die Dys-
lipoproteindmie, der Diabetes mellitus, das Tabakrauchen und die Hyperhomocysteina-
mie.

Der arteriellen Hypertonie liegt die weitaus am haufigsten (>90%) vorkommende polyéatio-
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logische, primar essentielle Hypertonie zugrunde. Damit assoziiert wurden Verédnderun-
gen des Angiotensinogen-Gens, der Gene fur Adrenorezeptoren und von Signalproteinen
wie den Gi-Proteinen. Daneben existieren die seltenen Formen der sekundaren arteriellen
Hypertonie bei renoparenchymattsen Schadigungen, endokrinen Stérungen oder als Ne-
benwirkung von Medikamenteneinnahme (Philipp, 1999). Ebenfalls fuhrt jede Atheroskle-
rose nicht-hypertoner Genese sekundér zu einer arteriellen Hypertonie. Die Genese der
essentiellen Hypertonie beruht auf Veranderungen des Renin-Angiotensin-Aldosteron-
Systems (RAAS) bzw. des sympathischen, vegetativen Nervensystems. Da beide Syste-
me durch die sympathomimetische Wirkung des Angiotensin-2, als auch mit der kate-
cholaminabhéngigen Freisetzung des renalen Renins miteinander verbunden sind, fuhrt
die essentielle Hypertonie auch zur Freisetzung des suprarenalen Mineralkortikoids Al-
dosteron und des neurohypophyséaren Oktapeptids ADH bzw. Vasopressin. Somit ist die
essentielle Hypertonie sowohl ein Widerstands- als auch ein Volumenhochdruck mit arte-
riolarer Vasokonstriktion und Blutvolumenanstieg. Die Abnahme der Windkesselfunktion
elastischer Arterien und der pulsatilen Blutstromung sowie die Erh6hung der systolischen
Scherkréfte und die Verminderung des diastolischen Blutflusses resultieren in transienten
turbulenten Stromungen und vermehrten oszillierenden Wandspannungen an Endothel-
zellen. Dies hat in atherosklerotischen Pradilektionsstellen eine Aggravierung der en-
dothelialen Dysfunktion zur Folge, da die Abnahme der diastolischen Strémung in Kombi-
nation mit einem Anstieg der auf das Endothel einwirkenden physikalischen Kréafte zu ei-
ner Erhéhung der endothelialen Permeabilitat und lber gesteigerte intergrinvermittelte
Ras-Aktivierung zu vermehrtem oxidativen Stress fuhrt (Shyy and Chien, 2002; Tzima et
al., 2002). Jene Endothelzellfunktionsstérungen konnen u.a. durch zunehmende Storun-
gen im Aufbau des endothelialen Zytoskeletts sowie durch blutstromungsbedingte Ab-
nahme der Stabilitat des Transkriptionsfaktor KLF-2 erklart werden (Atkins and Jain,
2007). Auch hypertonieassoziierte Mediatoren, wie z.B. das vasokonstriktorische Peptid
Angiotensin-2, fuhren tber die Aktivierung von reaktiven Sauerstoffspezies-generierenden
Enzymen zu vermehrtem oxidativen Stress der GefalRwand (Griendling et al., 2000). Die
verminderte NO-Bioverfiigbarkeit bei Erh6hungen des Blutdrucks fiihrt zu einer vermehr-
ten Synthese des Endothelin-1, als auch zu einer Disinhibition des NF-kB. Obgleich kom-
pensatorisch eine wandschubspannungsabhangige und redoxbedingte Steigerung der e-
NOS-Expression erfolgt, fihren dauerhaft erhdhte Blutscherkrafte zu einer Abnahme des
endothelialen Membranpotenzials und der kalziumabhéngigen Akivierbarkeit der e-NOS,
deren Aktivitdt zunehmend vom Phosphorylierungsgrad abhéngig wird. Auch wird das
Genexpressionsmuster fur Wachstumsfaktoren verandert. Die Bildung des transformie-
renden Wachstumsfaktor-g (TGF-B) ist vermindert und die des Thrombozytenwachstums-

faktor (PDGF) ist erhoht (Davies, 1995), was die glatte Gefamuskulatur zur Proliferation
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angeregt.

Unter den Stdrungen des Lipidstoffwechsels z&hlt in erster Linie eine Erhdhung des
Plasmacholesterinspiegels zu den disponierenden Faktoren fur eine Atherosklerose. Da
das LDL hauptséachlich fir den Transport des Cholesterins zustandig ist, liegt der isolier-
ten primaren Hypercholesterinamie eine Dysfunktion des LDL-Rezeptors zugrunde. We-
sentlich haufiger aber tritt die Dyslipidamie kombiniert mit einem Diabetes mellitus Typ 2,
Adipositas, arterieller Hypertonie und Hyperurikamie im Rahmen des sog. metabolischen
Syndroms auf. In diesen Fallen ist der Plasmaspiegel des atheroprotektiven HDL vermin-
dert, wahrend der von triglyzeridreichen Lipoproteinen erhdht ist. Die Atherosklerose wird
initiiert durch die subendotheliale Deposition von Cholesterin. Dieser Prozess ist abhangig
von der Plasmakonzentration des Steroids, der Permeabilitéat und dem blutdruckbedingten
Filtrationsdruck. Zum einen gelangen LDL-Partikel passiv durch interendotheliale Diffusion
dorthin, wo sie durch membrangéngige reaktive Sauerstoffspezies, wie protoniertes Per-
oxynitrit oder Wasserstoffperoxid, chemisch modifiziert werden kénnen. Andererseits wer-
den sie Uber endotheliale LDL-Rezeptoren an der Membranoberflache endozytotisch auf-
genommen. Letzteres bewirkt die Freisetzung von Arachidonséure und Aktivierung der
Phospholipase A2 mit konsekutiver Produktion von Superoxidanionen durch die NADPH-
Oxidase. Superoxidanionen fuhren nicht nur zu oxidativen Veranderungen des LDL (ox-
LDL), sondern provozieren auch die transendothelialen Passage (Meyer and Schmitt,
2000). Ox-LDL, Angiotensin-2 und Endothelin-1 sind dariiber hinaus potente Induktoren
fur den sog. endothelialen, lektinartigen, oxidierten LDL-Rezeptor-1 (LOX-1), der &hnlich
den Scavenger-Rezeptoren der Monozyten/Makrophagen nicht einer negativen Ruck-
kopplung unterliegt. Die Aufnahme des ox-LDL fuhrt Uber diesen Rezeptor zu einer ver-
minderten Expression der e-NOS sowie zu einer vermehrten Expression inflammatori-
scher Adhasionsmolekiile. Des Weiteren finden sich im Plasma von Patienten mit Hyper-
cholesterindmie erhthte Werte des asymmetrischen Dimethylarginins (ADMA), das ein
kompetitiver Inhibitor der e-NOS ist (Boger et al., 1998). Eine vermehrte Exposition der
Endothelzelle mit LDL-Partikeln steigert sowohl die Akkumulation, als auch die Aktivierung
von Ras in den Caveolae, das die Signaltransduktionsfortleitung Uber MAPKs zur Folge
hat, so dass ein Anstieg der LDL-Plasmakonzentration zudem als ein Proliferationssignal
verstanden werden kann (Zhu et al., 2000; Frank et al., 2003). Des Weiteren ist ox-LDL in
der Lage, die endotheliale Permeabilitdt durch Verminderung des VE-Cadherins in inter-
endothelialen Junktionen zu erhéhen (Hashimoto et al., 2007).

Diabetes mellitus beschreibt eine Glukosestoffwechselstérung, die an das Peptidhormon
Insulin gebunden und in bisweilen drei verschiedene Typen unterteilbar ist. Typ 1 ist durch
einen autoimmunologischen Untergang der insulinproduzierenden Zellen des Pankreas

gekennzeichnet, wird auch als juveniler Typ bezeichnet und fihrt zu einem absoluten In-
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sulinmangel. Beim Diabetes Typ 3 kommt es ebenfalls zu einer Reduktion des funktions-
tichtigen endokrinen Gewebes in der Bauchspeicheldrise, jedoch nicht primar genetisch
bedingt, sondern im Rahmen von Begleiterkrankungen, wie z.B. Entzindungen oder Tu-
moren des Organs. Im Gegensatz dazu ist bei dem auch als Altersdiabetes bezeichneten
Typ 2 Diabetes kein Insulinmangel, sondern eine Hormonresistenz bzw. eine Herunterre-
gulation von Insulinrezeptoren, verbunden mit einer Hyperinsulindmie, ursachlich. Dieser
Diabetestyp tritt zudem im Rahmen des metabolischen Syndroms auf und ist mit falscher
Ernahrung und Bewegungsmangel verknipft. Obgleich der Diabetes mellitus in erster Li-
nie zu mikroangiopathischen Veréanderungen, insbesondere der Nieren und Augen, fihrt,
besteht zugleich ein erhdhtes Risiko fur eine beschleunigte Entwicklung der Atherosklero-
se. Im kardiovaskularen System sind insbesondere diejenigen Zellen in ihrer Funktion
eingeschrankt, die mit insulinunabhangigen Glukosetransportsystemen der Zellmembran
ausgestattet sind, wie z.B. Endothelzellen, kapillare Perizyten oder zirkulierende Blutzel-
len, wie z.B. die Leukozyten (Bdcker et al., 2001). In diesen Zellen bewirkt die berschis-
sige Glukose Uber Sorbitol und Fruktose einen Anstieg der intrazellularen Osmolariat und
damit der Wasseraufnahme, was mit einer Zellschwellung und Funktionseinschrankung,
z.B. von ATPasen, einhergeht. Des Weiteren werden extra- und intrazellulare Glykoprote-
ine durch nicht-enzymatische Glykosylierung strukturell und funktionell modifiziert. LDL-
Partikel in der Intima muskuléarer Arterien verbinden sich irreversibel mit derart veréander-
ten Glykoproteinen, was deren Ablagerung und somit die Entwicklung der Atherosklerose
beschleunigt. Die persistierende Hyperglykadmie ist weiterhin assoziiert mit hoher intrazel-
lularer Diacylglycerolkonzentration und Aktivitdt der Proteinkinase-C sowie vermehrter
Expression der NADPH-Oxidase. Eine positive Verstarkerschleife fir reaktive Sauer-
stoffspezies kann durch Schadigung mitochondrialer Atmungskettenenzymkomplexe, wie
den eisen-schwefelreichen Komplexen | und IlI, erfolgen, was folglich den Elektronen-
transport behindert und die Produktion von Sauerstoffradikalen erhéht (Ballinger et al.,
2002). Der oxidative Stress mit vermehrter Lipidperoxidation hat die Bildung von sog. fort-
geschrittenen Glykosylierungsendprodukten (AGEs) zur Folge. Zum einen sind AGEs in
der Lage NO zu inaktivieren, zum anderen binden sie an spezifische Zelloberflachenre-
zeptoren der Immunglobulinsuperfamilie (RAGE), was die Aktivierung der MAPKSs, des
NF-kB und des AP-1 zur Folge hat (Frey et al., 2009). Eine Hyperinsulinamie, wie sie
beim haufigen Diabetes mellitus Typ 2 auftritt, steigert tiber MAPKs die Expression des
Typl-Rezeptors fur Angiotensin 2 an der glatten GefaRmuskulatur (Samuelsson et al.,
2006; Nickenig et al., 1998), was eine vermehrte Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies,
eine erhohte Zellteilungsrate sowie die Entwicklung einer arteriellen Hypertonie zur Folge
hat. Des Weiteren férdert eine anhaltende Hyperinsulinamie die Lipoproteinsynthese und

Glukosefreisetzung der Leber, einhergehend mit einem relativen Uberwiegen der kate-
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cholaminergen Glykogenolyse und Lipolyse im insulinresistenten Fettgewebe oder in der
Skelettmuskulatur. Somit sind sowohl die Hyperglykamie als auch die Hyperinsulinamie
proatherogene Faktoren des Diabetes mellitus.

Das Tabakrauchen erhdht nicht nur das Tumorwachstum exponierten Gewebes durch
Mutationen im Genom der Zellen, sondern birgt auch, durch chronische Zufuhr von exo-
genen Radikalen und des Alkaloids Nikotin, Gefahren fur das kardiovaskulare System.
Das reversibel an Thiolgruppen, bevorzugt des oxygenierten Hamoglobins der Erythrozy-
ten oder des Albumins, gebundene NO aus pulmonalen GeféalRen kann in die systemische
Blutzirkulation transportiert werden und zur dortigen NO-Bioverfligbarkeit beitragen
(Cooke and Dzau, 1997; Lima et al., 2010). Durch Inhalation von Tabakrauch wird diese
Fraktion inaktiviert und dem nachgeschalteten GefaRRbett entzogen. Zusammen mit der
Freisetzung von Katecholaminen aus dem Nebennierenmark durch Nikotin stellt sich bei
chronischem Tabakrauchen eine arterielle Hypertonie ein. Dartiber hinaus wird auch die
Glykolyse und Lipolyse durch katecholaminerge Aktivierung von B>-Adrenorezeptoren ge-
steigert. Weiterhin steigert Nikotin die endotheliale Permeabilitat, fihrt zu einer Erhéhung
der Blutviskositat durch Anstieg des Plasmafibrinogens und wirkt zudem proaggregato-
risch auf die Blutgerinnung (Alexander, 1999).

Bei der Hyperhomocysteindmie kommt es vor allem durch hepatische Akkumulation zu
abnorm hohen Plasmawerten der nicht-proteinogenen Aminosaure Homocystein. Hinter-
grundig liegen entweder ein genetisch bedingter Enzymmangel oder eine Hypovitaminose
vor. Der Enzymmangel kann entweder den Abbau der Aminosaure oder die Wiederein-
schleusung in den Methioninstoffwechsel betreffen. Gleiches kann auch durch einen
Mangel der Vitamine Folsdure, Pyridoxin oder Cobalamin hervorgerufen werden (Herr-
mann and Knapp, 2002). Eine Hyperhomocysteinamie fiihrt einerseits zu einer Akkumula-
tion von ADMA und verminderter NO-Synthese, andererseits zu einer vermehrten Bildung
reaktiver Sauerstoffspezies, wie z.B. dem Homocystein-Thiolacton. Zudem ist Homocys-
tein mit einer Einschrankung der endothelialen Thrombomodulinsynthese assoziiert. Zu-
sammengenommen tragt diese Stoffwechselstérung insbesondere durch Erhéhung des
oxidativen Stresses zur Pathogenese der Atherosklerose bei.

Das aktivierte Endothel férdert mit der Expression von inflammatorischen Adhasionsmole-
kilen und der Sekretion von Zytokinen und chemotaktischen Proteinen die Migration von
Monozyten in die GefalRwand, die das intimal deponierte Cholesterin rezeptorvermittelt
internalisieren und Uber Reesterfizierung zusammen mit Apolipoprotein-E in das Blut se-
zernieren. Mittels Bindung an HDL kann es dann zur Leber zurtcktransportiert werden.
Bei Auslastung dieses ,reversen Cholesteroltransports” jedoch transformieren die Mo-
nozyten/Makrophagen in sogenannte Schaumzellen, ein Prozess der durch inflammato-

rische Zytokine, wie z.B. Interferon-y aus Thl-Lymphozyten, geférdert wird. Aktivierte Mo-
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nozyten/Makrophagen synthetisieren sodann vermehrt vasoaktive Substanzen, reaktive
Sauerstoffspezies und proteolytische Enzyme. Die Aktivierung jener Leukozyten kann
weiterhin bereits nach Bindung von ox-LDL an sog. Toll-like-Rezeptoren oder rezeptor-
vermittelt durch AGEs erfolgen (Hansson et al., 2006). Die Freisetzung von Zytokinen, wie
z.B. des TNF-a, fuhrt zu einer Steigerung der endothelialen Expression inflammatorischer
Adhasionsmolekile und der endothelialen Permeabilitét durch SAPK/INK-vermittelte
Phosphorylierung von VE-Cadherin (Nwariaku et al., 2004; Dworakowski et al., 2006).
AuRerdem foérdert TNF-a extraendothelial die Thrombozytenaggregation und kann in glat-
ten GefalRmuskelzellen die Expression der induzierbaren Form der Stickstoffmonoxidsyn-
thase (i-NOS) zur Folge haben. Aktivierte Makrophagen und Thrombozyten sezernieren
des Weiteren den PDGF, der eine Induktion der NADH- bzw. NADPH-Oxidase in der glat-
ten GefalBmuskulatur bewirkt (Marumo et al., 1997). Die resultierenden Peroxynitrite for-
dern mit der Formation von Nitrotyrosinen die Migration der glatten Gefalimuskelzellen
sowie die Bildung von Matrixmetalloproteinasen und die Generierung reaktiver Sauer-
stoffspezies in diesen Zellen (Mu et al., 2008). Die Transformation von glatten Muskelzel-
len in einen sekretorischen Phanotyp erfolgt nach Internalisierung von ox-LDL uber
Scavenger-Rezeptoren. In der Folge verlieren die Zellen ihr Reaktionsvermégen auf NO
durch Herunterregulation der PKG und bilden proinflammatorische Substanzen, wie z.B.
MCP-1 sowie vermehrt Extrazellularmatrix. In Abhangigkeit von blutstromungsbedingten
Wandschubspannungen und der Aktivitdt des RhoA-Inhibitors p190Rho-GAP (Urbich et
al., 2003; Abumiya et al., 2002; Liu and Agarwal, 2010), vom Redoxstatus (Nespereira et
al., 2003; Gonzalez-Pacheco et al., 2006) sowie dem Einfluss von Wachstumsfaktoren
und Zytokinen (Giraudo et al., 1998; Hoeben et al., 2004; Atkins and Jain, 2007) steigert
das Endothel die Expression des VEGFR-2. Bindung des VEGF an den VEGFR-2 fihrt
zur Expression von Ceacaml und aktiviert Uberlebensférdernde, antiapoptotische Signal-
wege in den Endothelzellen. Zu diesen Signalwegen zahlen die Phosphorylierung des
Adapterproteins Paxillin und der fokalen Adhasionskinase (FAK) (Zachary and Gliki, 2001;
Zachary et al., 2000), mit integrinvermittelter Zellzyklusprogression (Schwartz and
Assoian, 2001). In Anwesenheit von VE-Cadherin bewirkt die Ligandenaktivierung des
VEGFR-2 zusatzlich durch Aktivierung der PI-3-Kinase eine Hochregulierung des wachs-
tumsspezifischen Gens Gasl (Wallez et al., 2006), die Phosphorylierung und Inaktivie-
rung der proapoptotischen Glykogensynthase-Kinase-33 (GSK-3p3) durch die PKB/Akt (Liu
and Agarwal, 2010) sowie die Inhibition des proapoptotischen Bad und der Caspase-9.
Auch die gesteigerte NO-Synthese vermag, z.B. durch reversible S-Nitrosylierung der
proapoptotischen Caspase-3 Uberlebensférdernde Wirkung auszuiben (Hoffmann et al.,
2003). Die entziindungsbedingte Exsudation von Plasmabestandteilen in die vaskulare

Intima, die Invasion von Leukozyten sowie die Proliferation und Migration von glatten
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Muskelzellen fuhrt zur Formation einer verbreiterten sog. Neointima. Als pathomorpholo-
gisches Korrelat einer Fremdkorperreaktion auf Cholesterin liefern degradierte Schaum-
zellen das zuweilen reversible pathomorphologische Korrelat in Form von sog. Fettstreifen
(fatty streaks). Bei Persistenz der Risikofaktoren besteht die Mdglichkeit der Progression
dieser Lasionen in atherosklerotische Plaques, wobei neben immunpathologischen Me-
chanismen, wie z.B. die Bildung von Autoantikbrpern gegen ox-LDL oder das Hitze-
schockprotein 60 (Hsp60), die Verschlechterung des Redoxstatus ausschlaggebend ist
(Hansson et al., 2006). Durch Inaktivierung des Cofaktors Tetrahydrobiopterin flihren re-
aktive Sauerstoffspezies zu einer ,Entkopplung“ der e-NOS, was seinerseits zur Folge
hat, dass das Enzym dazu beitragt, reaktive Sauerstoffspezies zu bilden (Endemann and
Schiffrin, 2004). Hinzu kommt der Verlust der antiinflammatorischen, -oxidativen und
-apoptotischen Wirkung des NO. Obwohl der immunologischen Reaktion durch Antikor-
perbildung gegen diverse Antigene die Stimulation von B-Lymphozyten durch CD4-
positive T-Helfer-Zellen vom Subtyp 2 (Th2) zu Grunde liegt, ist dennoch der die Aktivitét
der Makrophagen kontrollierende Subtyp 1 (Thl) dominierend in atherosklerotischen
Plagues. Grundsatzlich werden Atherome luminal von Endothelzellen bedeckt. Sie enthal-
ten einen Lipidkern, glatte Muskelzellen und Extrazellularmatrix sowie in unterschied-
lichem Ausmald Entziindungszellen und kapillare Blutgefal3e. Diese Kriterien erlauben des
Weiteren eine grobe Unterteilung hinsichtlich der Stabilitdt bzw. Rupturgefahr von athero-
sklerotischen Plaques. Instabile Plagues sind nicht selten kleiner als stabile Plaques, be-
sitzen jedoch einen groRen Lipdkern, viele Entzindungszellen und wenig Ex-
trazellularmatrix (Krone und Miller-Wieland, 1999). Aus dieser fokalen Verbreiterung der
GefalRwand resultiert eine Einengung des GefalR3lumens, die zusammen mit der gestorten
Vasorelaxation einen Anstieg der auf das Endothel wirkenden Scherkréfte zur Folge hat.
DarlUber hinaus geht mit der Entstehung turbulenter Stromungen die induktive Wirkung
auf die e-NOS-Expression verloren. Unter dem intensivierten Einfluss von Risikofaktoren
unterbleibt die Stabilisierung eines Plaques, der ein Ungleichgewicht zwischen pro- und
antiinflammatorischer Immunantwort zugrunde liegt. Die verminderte Bildung, u.a. des
TGF-B aus regulatorischen T-Zellen und Endothelzellen, sowie die vermehrte Produktion
von z.B. Interferon-y aus Thl-Lymphozyten vermodgen eine Reduktion der Extrazellular-
matrix des Plaques zu bewirken. Dies geschieht einerseits durch Hemmung der Ma-
trixsynthese in glatten Muskelzellen oder durch Stimulation des enzymatischen Abbaus
durch Matrixmetalloproteinasen, Cystein-Proteasen oder Chymasen. Letzteres wird durch
oxidativen Stress begunstigt, da reaktive Sauerstoffspezies die inaktive Sekretionsform,
z.B. der Matrixmetalloproteinasen, in die proteolytisch-enzymatische Wirkform tberfiihren.
Die Ausdiinnung einer aus Kollagen und glatten Muskelzellen bestehenden, den Lipidkern

bedeckenden, fibrésen Kappe birgt zusammen mit der Entwicklung kritischer Stromungs-
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verhéltnisse die Gefahr der Plagueruptur (van der Wald and Becker, 1999; Lutgens et al.,
2003; Agius, 2007), die gewohnlich im Bereich der sog. ,Schulter” des Plaques auftritt.
Der Verlust des protektiven Endothels hat den sofortigen Einsatz der Bluthdmostase,
Thrombusformation und Ischdmie nachgeschalteter Organe, u.a. des Gehirns oder des
Herzens, zur Folge (Hansson et al., 2006).

1.5. Vaskuléarer endothelialer Wachstumfaktorrezeptor-2

Der vaskulare endotheliale Wachstumsfaktor-A (VEGF, VEGF-A) ist ein glykosyliertes Po-
lypeptid, von dem durch alternatives ,Splicing“ der m-RNA bisweilen finf verschiedene
Isoformen existieren (Zachary and Gliki, 2001; Zachary et al., 2000). Das Gen fur den
VEGF befindet sich beim Menschen auf dem Chromosom 6 und bei der Maus auf dem
Chromosom 17. Obgleich alle Isoformen eine homologe Doméane der Cysteinknotenfami-
lie aufweisen, unterscheiden sie sich hinsichtlich der Anzahl ihrer Aminosauren (VEGFi21,
VEGFi45, VEGF165, VEGF139, VEGF206) sowie der Affinitat zu extrazellularen Matrixkom-
ponenten, wie z.B. Heparansulfat-Proteoglykanen (Petrova et al., 1999). Mit Aushahme
der frei I6slichen, kleinsten Isoform, dem VEGF121, kdnnen alle Ubrigen Isoformen, insbe-
sondere der VEGFig9 und der VEGF206 vOn extrazellularen Heparinresten gebunden und
sequestriert werden (Liekens et al., 2001). Die haufigste Isoform des Menschen ist der
VEGFu4s, der ein durch Disulfidbriicken verbundenes, homodimeres Glykopeptid mit ei-
nem Molekulargewicht von 46 kDa, darstellt. Der VEGF wird u.a. gebildet in glatten Ge-
faBmuskelzellen (Stavri et al., 1995), Thrombozyten (Blann, 2004), Makrophagen, Perizy-
ten (Hall, 2006) und Endothelzellen. Dabei wird die Synthese des VEGF in der glatten Ge-
faBmuskulatur u.a. gesteigert durch Wachstumsfaktoren, wie z.B. den PDGF und den ba-
sischen Fibroblastenwachstumsfaktor (bFGF) (Stavri et al., 1995), sowie durch vasoaktive
Peptide, wie z.B. das Angiotensin 2 (Williams et al., 1995). Weiterhin wird die Produktion
des VEGF in Makrophagen durch ox-LDL (Riazy et al., 2009), in Thrombozyten durch
Thrombin und in Endothelzellen durch H.O., TNF-a und hypoxie-induzierbare Faktoren
erhdht (Gonzalez-Pacheco et al., 2006; Yoshida et al., 1997; Hoeben et al., 2004; Ryu et
al., 2008). In die VEGF-Familie eng verwandter Wachstumsfaktoren gehoéren dartber hi-
naus der VEGF-B, der plazentare Wachstumsfaktor (PIGF), der VEGF-C, der VEGF-D
und der VEGF-E. Fur jene Liganden stehen in erster Linie drei Wachstumsfaktorrezepto-
ren, der VEGFR-1, der VEGFR-2 und der VEGFR-3, zur Verfigung (Zachary and Gliki,
2001). Obgleich der VEGF eine héhere Bindungsaffinitat zum VEGFR-1 als zum VEGFR-
2 besitzt und der VEGFR-1 antagonistisch am VEGFR-2 des Endothels zu wirken scheint,
ist im Rahmen der physiologischen und pathologischen BlutgefaRneubildung die Interak-
tion des VEGF mit dem VEGFR-2 vordergriindig (Ferrara and Davis-Smyth, 1997; Veikko-

la and Alitalo, 1999). In diesem Zusammenhang verbessert die simultane Expression des
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transmembrantsen Neuropilin-1 die Anlagerung des VEGF an jene Rezeptoren um das
Vierfache und erh6ht die rezeptorvermittelte, zellulare Signaltransduktion. Dartiber hinaus
besitzen der VEGF-C und der VEGF-D eine vergleichsweise geringere Affinitat, der vom
DNA-Doppelstrang-Virus Orf der Gattung Parapoxviridae codierte VEGF-E hingegen eine
ahnlich hohe Affinitdt zum VEGFR-2 (Lenton, 2002). Aktivierung des VEGFR-2 durch den
VEGF hat mitunter die Erhohung der endothelialen Permeabilitat, die Inhibition der
Apoptose von Endothelzellen, die Synthese von NO, Prostazyklin und Angiopoeitin-2 so-
wie die Expression von Ceacaml zur Folge. Weiterhin wird die Extrazellularmatrix durch
Matrixmetalloproteinasen und Plasminogenaktivatoren degradiert und die Proliferation

und Migration der Endothelzellen angeregt (Zachary and Gliki, 2001).
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steigert die kurz- und langfristige NO-Synthese durch Erhdhung der intrazellularen

Kalziumkonzentration sowie durch Transkription und Phosphorylierung der e-NOS.
Zudem wird durch Phosphorylierung der Phospholipase A; und Anstieg des Kalziums die
Bildung und Exozytose von PGI, gesteigert. NO und PGI: sind vaskuloprotektive
Mediatoren und weisen antithrombogene, antiinflammatorische, vasorelaxierende und

wachstumsmodulierende Eigenschaften auf (Zachary and Gliki, 2001).

Der VEGFR-2 besitzt eine N-terminale, extrazellulare Ligandenbindungsregion mit sieben
Ig-ahnlichen Doméanen, einen transmembrandsen Abschnitt und einen intrazelluaren C-
Terminus fur die Bindung von Rezeptortyrosinkinasen und -phosphatasen. Das Gen des
VEGFR-2 befindet sich auf dem humanen Chromosom 4 bzw. murinen Chromosom 5,

codiert fur ein einziges Protein mit einem Molekulargewicht von 230 kDa im voll glykosy-
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lierten Zustand (Petrova et al., 1999; Lenton, 2002). Der VEGFR-2 wird bereits préanatal
auf Vorlauferzellen mesodermaler Blutinseln und diese umgebenden Angioblasten, dem
Endokard, sowie Endothelzellen groRer und kleiner Gefalie exprimiert (Lenton, 2002).
Postnatal wird der Rezeptor auf vaskularen Endothelzellen sowie auf Thrombozyten, glat-
ten GefalBmuskelzellen, Megakaryozyten, hamatopoetischen Stammzellen des Knochen-
marks und pankreatischen Gangepithelzellen exprimiert. Ligandenbindung hat die Dimeri-
sierung des Rezeptors mit anschlieRender Autophosphorylierung intrazelluérer Tyrosyl-
reste und Anlagerung von Adapterproteinen mit SH2-Doméne, wie z.B. Shc, Grb2, SHP-1
und SHP-2, der Phospholipase Cy, der PI-3-Kinase oder dem GTPase-aktivierenden Pro-
tein zur Folge (Loffler, 2000). In Endothelzellen folgen dieser Initierung der Rezeptorakti-
vierung der Anstieg der intrazellularen Kalziumkonzentration durch Inositoltriphosphat
(IP3), die Aktivierung nachgeschalteter Kinasen, wie z.B. der Proteinkinase-C durch Di-
acylglycerin (DAG), die Phosphorylierung und Aktivierung der ERK, der FAK und der Pro-
teinkinase-B (PKB/Akt), sowie die Phosphorylierung der zytosolischen, kalziumabhéngi-
gen Phospholipase A; durch die ERK. Die endotheliale Aktivierung des Rezeptorgens
steht unter dem Einfluss einiger Transkriptionsfaktoren (Meadows et al., 2009). So wird
die Expression bzw. die Aktivitat des VEGFR-2 u.a. gesteigert durch den bFGF, TNF-q,
Hypoxie und Blutscherspannungen bzw. Neuropilin-1 (Urbich et al., 2003; Hoeben et al.,
2004; Abumiya et al., 2002; Zachary and Gliki, 2001). Weiterhin ist die Expression des
Rezeptors von der Aktivierung des NF-kB abhangig, da NO und H»O; die Transkription
gegensinnig zu regulieren vermégen (Shen et al., 1998; Nespereira et al., 2003; Gonza-
lez-Pacheco et al., 2006). Auch die Anlagerung seines Hauptbindungspartners, dem
VEGF, fuhrt zur Expressionssteigerung des VEGFR-2, zum einen durch eine Caveolae-
assoziierte und Mikrotubulus-abhéngige nukleare Translokation des Rezeptors mit an-
schlieBender Transkriptionssteigerung (Domingues et al., 2011), andererseits durch einen
c-Src-abhangigen Transport des VEGFR-2 aus endosomalen Speichervesikeln zur Plas-
mamembran (Gampel et al., 2006). Hingegen hemmen u.a. der TGF-f und der RhoA-
Inhibitor p190Rho-GAP (Liu and Agarwal, 2010) bzw. die Proteintyrosinphosphatase
HCPTPA und der VEGFR-1 seine Expression bzw. Signalwirkung.

1.6. Endotheliale Stickstoffmonoxidsynthase

Die endotheliale Stickstoffmonoxidsynthase (e-NOS) ist ein NO-generierendes Enzym,
das in Endothel- und endothelialen Progenitorzellen (Qiao et al., 2010), in Thrombozyten,
im Myokard, im respiratorischen Epithel der Bronchien und Bronchiolen der Lunge und im
Tubulusepithel der Nieren exprimiert wird. Die aktive Form des Enzyms besteht aus ei-
nem Dimer zweier e-NOS-Monomere und zwei angelagerten Kalzium-Calmodulin-

Komplexen. In Gegenwart der Cofaktoren Flavinadenindinucleotid (FAD), Flavinmononu-
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cleotid (FMN), Eisen-Protoporphyrin IX (Ha&m) und Tetrahydrobiopterin (BH4) katalysiert
es, ausgehend von den Substraten L-Arginin, molekularem Sauerstoff und Reduktions-
aquivalenten des NADPH, die Bildung von NO, Citrullin und reoxidiertem NADP~* (Alderton
et al., 2001). Bei dieser Reaktion erfolgen in beiden Monomeren je funf Elektronentrans-
fers von der C-terminalen Reduktasen- zur N-terminalen Oxygenasendomane. Die e-NOS
ist beim Menschen auf dem Chromosom 7 und bei der Maus auf dem Chromosom 5 loka-
lisiert und weist ein Molekulargewicht von etwa 130 kDa auf. Die zellulare Lokalisation des
Enzyms wird durch co-translationale, irreversible Acylierung mit Myristinsdure sowie durch
posttranslationale, reversible Acylierung mit Palmitinsaure determiniert. Fur die Asso-
Ziation der e-NOS mit der Zellmembran ist die duale Acylierung notwendig, wohingegen
die alleinige Anheftung von Myristinsaure eine bevorzugte Anreicherung der e-NOS in in-
trazellularen Kompartimenten, wie z.B. dem Golgi-Apparat zur Folge hat (Shaul, 2002;
Fulton et al., 2002). AuRerdem erfolgt im Gegensatz zu statischen Endothelzellkulturen
erst beim Auftreten von lamindren Blutscherkréften die Translokation des e-NOS-
Inhibitors Caveolin-1 vom Golgi-Komplex in die Caveolae der Plasmamembran, einherge-
hend mit einer Aktivitaitsabnahme der ERK und einer -zunahme der PKB/Akt (Boyd et al.,
2003).

Arginine
02

Citrulline
NO (or NO")

Katalytische Gesamtreaktion eines e-NOS-Monomers. Die Bindung von Kalzium-
Calmodulin ist erforderlich fir den Elektronentransport in der Reduktasendoméane der
e-NOS ausgehend von Reduktionséaquivalenten des NAPDH. Fir die Bildung des NO ist
ferner die freie Verfugbarkeit der basischen Aminoséure Arginin von Bedeutung (Alderton
et al., 2001).

Obgleich NO mit unterschiedlicher Aktivitat in beiden e-NOS-Fraktionen synthetisiert wird
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(Fulton et al., 2004; Qian et al., 2010), stellen blutstromungsbedingte Wandschubspan-
nungen einen wesentlichen Faktor fur diese unterschiedliche Verteilung dar. Neben der
Regulation der Expression der e-NOS haben Verénderungen der physikalischen Kréfte
der Blutstromung nicht nur Einfluss auf die H6he der Plasmamembranfraktion, sondern
auch auf die Konzentration des Golgi-Komplexes in der Zelle. In vivo fihren ansteigende
Blutscherspannungen, wie sie z.B. unmittelbar vor Gefalistenosen auftreten, ebenso wie
oszillierende Stromungsverhaltnisse, wie sie z.B. hinter jenen Stenosen auftreten, neben
der gesteigerten Enzymexpression auch zu einer relativen Zunahme des Golgi-
Komplexes (Cheng et al., 2005). Hohe Blutscherspannungen gehen im Gegensatz zu os-
Zillierenden Strémungsverhaltnissen jedoch sowohl mit einem starkeren Anstieg der
e-NOS-Expression als auch mit einer geringfiigigeren Zunahme des Golgi-Komplexes und
mit der dortigen Assoziation des Enzyms einher. Eine Umverteilung der e-NOS von der
Plasmamembran in intrazellulare Kompartimente kann zudem durch ox-LDL und Depleti-
on caveolaren Cholesterols erfolgen (Blair et al., 1999). Als weitere Zellmembranlokalisa-
tionen der e-NOS gelten die ,lipid rafts* und die interendothelialen Junktionen, in denen,
wie auch im Golgi-Apparat, keine direkte Assoziation mit dem negativen Regulatorprotein
Caveolin-1 besteht (Sowa et al., 2001; Heijnen et al., 2004). Lediglich in den Caveolae
wird die Oxygenasendoméne des Enzyms unmittelbar durch N- und C-terminale Doma-
nen des Caveolin-1 inhibiert, mit konsekutiver Kalzium-Calmodulin abh&ngiger NO-
Produktion (Ju et al., 1997). Die intraendotheliale Verteilung der e-NOS wird auch von
cAMP insofern beeinflusst, als dass erhohte Konzentrationen dieses ,second messen-
gers” den Transport vom Golgi-Apparat zur Plasmamembran vermindern. Zudem kann die
enzymatische Aktivitat, abhangig vom Phosphorylierungsstatus einiger Serin- und Thre-
oninreste, durch Modulation des Elektronenflusses verédndert werden. So vermag unter
Beteiligung des Chaperons Hitzeschockprotein 90 (Hsp90) die Phosphorylierung des Se-
rins 1179 durch die PKB/Akt die kalziumabhangige und die Phosphorylierung des Serins
635 durch die PKA die kalziumunabhéngige NO-Produktion zu steigern (Boo and Jo,
2003; Boo et al., 2003). Die Biosynthese der e-NOS kann auf transkriptioneller Ebene und
durch posttranskriptionelle Prozessierung und Stabilitat der e-NOS-mRNA gesteuert wer-
den (Searles, 2006). So kann die Transkription des Enzyms direkt durch Sexualsteroid-
hormone sowie rezeptorvermittelt durch die Wachstumsfaktoren VEGF-A (via PKC) und
den TGF-B oder NF-kB-vermittelt durch Blutscherspannungen (via ERK) oder durch Was-
serstoffperoxid erfolgen. Des Weiteren korreliert die Hohe der zellularen Enzymexpressi-
on mit der Konzentration globuléren p-Aktins. Die Bindung von ox-LDL and den LOX-1
fuhrt zu einer transkriptionellen Repression des Enzyms und einer Destabilisierung der e-
NOS-mRNA (Liao et al., 1995; Mehta et al., 2001). Letzteres kann zudem durch das Zyto-
kin TNF-a (Alonso et al., 1997) und die kleine GTPase RhoA (Yao et al., 2010) erfolgen.
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Die Bildung der e-NOS wird zudem durch die Bioverfiigbarkeit des NO mit Inhibition des
NF-kB kontrolliert.

1.7. Vaskuléares endotheliales Cadherin

Das vaskulare endotheliale Cadherin (VE-Cadherin), Cadherin-5 oder CD144 z&hlt zu den
klassischen Cadherinen der Cadherin-Superfamilie und ist ein transmembrandéses, inter-
endotheliales Zelladhasionsmolekiil. Extrazellular besteht VE-Cadherin aus funf repetiti-
ven Domanen, die sich einzig durch die Anzahl der Tryptophanreste am N-Terminus un-
terscheiden (Vestweber, 2008). VE-Cadherin vermittelt sowohl als Monomer als auch als
Dimer unter Beteilung von Kalziumionen homophile Bindungen zu benachbarten Zellen,
wobei auch heterophile Interaktionen mit z.B. N-Cadherin mdglich sind (Shapiro and
Weis, 2009; Vincent et al., 2004). Einer Transmembrandomane schlie3t sich der intrazel-
luldre C-terminale Rest an, der mit den Cateninen Proteine der Armadillofamilie zu binden
vermag. Wahrend - und y-Catenin (Plakoglobin) tGiber a-Catenin mit dem Aktinzytoskelett
verbunden sind, kann das p120-Catenin sich an VE-Cadherin anlagern, ohne mit dem Ak-
tinzytoskelett assoziiert zu sein. y-Catenin und Plakophilin-4 (p0071) ermdglichen des
Weiteren Uber Desmoplakin eine Adaption an das Vimentinzytoskelett (Vincent et al.,
2004).

VE-cadherin VE-cadherin

T RN R AR R SRR EROAERABARRSAtAtSAN AR

p120 p0071

p-catenin Plakoglobin

o~-catenin Desmoplakin

Actin
Vimentin

Verbindung des VE-Cadherin mit dem Zytoskelett. VE-Cadherin ist mit f-Catenin bzw.
Plakoglobin (y-Catenin) tber a-Catenin mit Mikrofilamenten (Aktin) oder alternativ mit Pla-
koglobin (y-Catenin) bzw. p0071 tGber Desmoplakin mit Intermediarfilamenten (Vimentin)
verbunden (Vincent et al., 2004).
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Neben der Anbindung des VE-Cadherin-Catenin-Komplexes an das Zytoskelett interagie-
ren die Catenine mit aktinpolymerisierenden Proteinen, Tyrosinkinasen und -
phosphatasen oder dem Gerustprotein IQRas GTPase-aktivierendes Protein-1 (IQGAP-1)
(Mehta and Malik, 2006). Das Gen fur VE-Cadherin befindet sich beim Menschen auf dem
Chromosom 18, bei der Maus auf dem Chromosom 8 und weist ein Molekulargewicht von
etwa 130 kDa auf. Das interendotheliale Adh&asionsmolekiil ist sowohl an der Restriktion
des parazellularen Durchtritts flr geloste Blutplasmabestandteile, wie z.B. Albumin, als
auch an der Transmigration zirkulierender Blutzellen, wie z.B. Leukozyten, beteiligt. Die
interendotheliale GefaRdurchlassigkeit ist an die kalziumabhéngige IQGAP-1-vermittelte
Aktivitat der kleinen GTPasen der Rho-Familie und den Phosphorylierungsgrad des Cad-
herin-Catenin-Komplexes gebunden (Vestweber, 2008). So geht die Phosphorylierung
des B- und y-Catenins mit nachfolgender Dissoziation vom a-Catenin und dem Ak-
tinzytoskelett einher mit einer Zunahme der Permeabilitat. Ebenso hat die phosphorylie-
rungsabhangige nukledre Translokation des B-Catenins eine Affektion der Genexpression
von Proteinen der sog. ,tight junctions® zur Folge (Gavard and Gutkind, 2008). Die Src-
abhangige Phosphorylierung am Serinrest 665 des VE-Cadherins durch die p21-aktivierte
Kinase (PAK) hat nach Anlagerung von B-Arrestin-2 die Clathrin-ummantelte Endozytose
und Degradation zur Folge. Phosphorylierung des p120-Catenins und des p190Rho-GAP
hingegen vermindern die GefalRpermeabilitdt durch Inhibition von RhoA, da letzteres
durch Aktivierung der Calmodulin-Kinase-2 (CaMK-2) mit Phosphorylierung des Gerist-
proteins Filamin A sowie durch Aktivierung der Myosin-Leichtketten-Kinase (MLCK) mit
Steigerung der Aktomyosinkontraktilidt die Permeabilitat zu erhdhen vermag. In diesem
Zusammenhang spielt auch zyklisches Adenosinmonophosphat (CAMP) eine Rolle in der
Regulation der Permeabilitat, da es via PKA die Phosphorylierung und Inaktivierung von
RhoA bewirkt und des Weiteren Uber den Guanin-Nukleotid-Austauschfaktor Epacl mit
Aktivierung der kleinen GTPase der Ras-Familie Rapl die Stabilitdt adharenter Junktio-
nen verbessert. Zudem ist VE-Cadherin in die Regulation der endothelialen
Zellproliferation und Apoptose sowie in die Modulation der Rezeptorfunktionen von
Wachstumsfaktoren, wie z.B. des VEGF oder des TGF-g, involviert (Rudini et al., 2008).
Indem VE-Cadherin die Signalwirkung des VEGF limitiert und zugleich die des TGF-$
amplifiziert, fuhrt es zu einer Einschrdnkung der endothelialen Proliferation und Migration
und somit zu einer Gefalistabilisierung. Im Falle des VEGEF ist beispielsweise die Hem-
mung des MAPK-Signalwegs durch junktionale Phosphatasen oder die Sequestrierung
der C-terminalen Src-Kinasen (Csk), im Falle des TGF-p die vermehrte Phosphorylierung
von SMAD-Proteinen von Bedeutung. Daneben konkurriert VE-Cadherin durch Bindung

des B-Catenins mit dem sog. kanonischen WNT-Signalweg und hemmt dadurch u.a. die
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Zellproliferation. Die Assoziation des VE-Cadherins mit dem VEGFR-2 weist im Zuge der
Limitierung des Zellwachstums durch Aktivierung der PI-3-Kinase und der PKB/Akt auch
diverse antiapoptotische Wirkungen auf, wie z.B. die Inaktivierung der GSK-3p oder die
Genexpression von Gasl (Spagnuolo et al., 2004). Die endotheliale Expression des VE-
Cadherin wird u.a. kontrolliert durch den kanonischen WNT-Signhalweg und den Transkrip-
tionsfaktor KLF-4 (Cowan et al., 2010), die p38-MAPK und den Transkriptionsfaktor Ets-1
(Tanaka et al., 1998; Lelievre et al., 2001) sowie hypoxieunabhé&ngig durch den HIF-2a
(Le Bras et al., 2007). Weiterhin spielt das an VE-Cadherin gebundene p120-Catenin eine
wichtige Rolle, da es mit der Expression des ebenfalls zu den klassischen Cadherinen
gehdrende N-Cadherins im Zusammenhang steht und den endosomal-lysosomalen Ab-
bau von VE-Cadherin verhindert (Luo and Radice, 2005).
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1.8. Zielsetzung

Ceacaml-defiziente M&use sind Uberlebensfahig, zeigen eine unauffallige vaskulogeneti-
sche Entwicklung und sind fortpflanzungsféhig (Horst et al., 2006). Trotzdem beeintrach-
tigt das Fehlen von Ceacaml die Formierung endothelialer GeféalRrohre in in vitro- und
in vivo-Experimenten, die arteriogenetische Kollateralisation in vivo nach experimenteller
Ischédmie (Horst et al., 2006) und die mikrovaskulare, pulmonale Permeabilitdt in vivo
(Nouvion et al., 2010). Eine weitere, hintergrindig fir diese Arbeit bedeutende Rolle spielt
Ceacaml im Rahmen des Insulinmetabolismus und nimmt demnach eine praventive Stel-
lung in der Atiologie der Atherosklerose ein. Fiir die insulinrezeptorvermittelte Internalisie-
rung des pankreatischen Insulins mit nachfolgender lysosomaler Degradation und Rezep-
torrezyklierung ist die epitheliale Expression des Ceacaml in der Leber unerlasslich
(Najjar, 2002). Somit war in dem fur diese Arbeit verwendeten Maus-Modell mit ubiquita-
rer Ceacaml-Defizienz eine Stdrung des hepatischen Insulinabbaus anzunehmen. Kon-
sekutiv entwickelt sich eine Hyperinsulinamie mit extrahepatischer Insulinresistenz im in-
sulinabhéngigen Fett- und Muskelgewebe. Weiterhin war auszugehen von einer Steige-
rung der hepatischen Lipoproteinsynthese, der Entwicklung einer Fettleber und viszeraler
Adipositas, einer gestorten Glukosetoleranz sowie von einem Anstieg freier Fettsduren im
Blutplasma (DeAngelis et al., 2008). Ferner kommt es in Ceacaml1”’-Mausen zu einem
Anstieg des systolischen Blutdrucks, u.a. durch vermehrte Reninaktivierung (Huang et al.,
2013). Im Zuge dessen geht die persistierende Hyperinsulinamie zudem, wie von anderen
Arbeitsgruppen bereits gezeigt, einher mit einer Steigerung der Expression vaskularer
Angiotensinrezeptoren (Samuelsson et al., 2006; Nickenig et al., 1998). Folglich kommt es
in Ceacaml1”-Mausen zur Einstellung systemischer atherosklerotischer Risikofaktoren.
Diese Befunde lieRen die Arbeitshypothese aufstellen, dass Ceacaml-Defizienz die Ent-
wicklung atherosklerotischer Lasionen beglinstigen kénnte. Tatsachlich zeigten erste vor-
laufige Analysen, dass Ceacaml-Knockout-Mause im fortgeschrittenen Alter, ab etwa
dem 6. Monat, kleine atherosklerotische Lasionen in ihrer Aorta entwickelten. Ziel dieser
Arbeit war daher, die Mechanismen der durch Ceacam1-Defizienz verursachten Athero-
sklerose zu untersuchen und aufzuklaren. Dabei sollte, im Vergleich zu altersbezogenen
Wildtypkontrollgruppen, die quantitative und qualitative Expression von pathogenetisch
relevanten Endothelzellmarkern, wie z.B. VEGFR-2, e-NOS und VE-Cadherin in den Aor-
ten der Ceacaml1-KO-Mause bestimmt werden, um Aussagen Uber den Gefal3status bei
Ceacaml-Defizienz treffen zu koénnen. Des Weiteren sollte am etablierten ApoE™-
Atherosklerosemodell die Expression des Ceacaml in atherosklerotischen Plaques unter-
sucht werden, um seine potentielle Rolle in der Pathogenese der Erkrankung besser ver-

stehen zu kénnen.
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2. Material und Methoden

2.1. Laborgerate

Binokular (Modell M5-81892), Wild - Heerbrugg, Schweiz
Chemilumineszenz-Detektions-System (LAS-3000mini), FujiFilm Holdings Corpora-
tion, Tokyo - Japan

Dispergiergeréat (T10 basic), IKA Werke GmbH & Co. KG - Staufen

Einbettautomat (Shandon Excelsior ES Tissue Processor), Thermo Fisher Scientific
GmbH - Dreieich

Flockeneisbereiter AF10, Scotsman Ice Systems - Vernon Hills (lllinois), USA

Fluoreszenzkamera + externe Lichtquelle (DFC340 FX + EL6000), Leica Microsys-
tems AG - Wetzlar

Gefrierschrank (Premium NoFrost), Liebherr GmbH - Ochsenhausen

Heizblock (Dry Block Heating System QBD1), Grant Instruments Ltd. - Cambridge,
England

Kleinschiittler (MS2minishaker), IKA Werke GmbH & Co. KG - Staufen

Kuhlschrank (FKS 3600 Profi Line), Liebherr GmbH - Ochsenhausen

Laborwaage (Galaxy 400), Ohaus Scale Corp. - Florham Park (New Jersey), USA
Lichtmikroskop + Kamera (DM 4000B + DFC290), Leica Microsystems AG - Wetzlar
Lichtmikroskop (Eclipse E200), Nikon Instruments Europe B.V - Kingston, England
Messkolben (Messzylinder Duran), Hirschmann Laborgerate - Eberstadt

Mikrotom (Reichert-Jung Biocut 2035), Leica Microsystems AG - Wetzlar

Mikrowelle (Lifetec LT 8023), MTC Medion Technologie Center - Muhlheim/Ruhr
Mikrozentrifuge (Centrifuge 5415 D), Eppendorf AG - Hamburg

Mikrozentrifuge (Mikro 200R), Andreas Hettich GmbH & Co. KG - Tuttlingen
Netzgerat (Power Pac HC), Bio-Rad Laboratories GmbH - Minchen
Paraffinausgiefl3station (Shandon Histocentre2), Thermo Fisher Scientific GmbH -
Dreieich

Pinzetten, A. Dumont & Fils - Montignez, Schweiz

Protein-Gelelektrophorese-System (mini-Protean Tetra System), Bio-Rad Labora-

tories GmbH - Mlnchen

Scheren, (Aesculap) B. Braun Melsungen AG

Schiittelgerat (Vortex Genie 2), Scientific Industries Inc. - Bohemia (New York), USA
Tank-Transfer-System (mini Trans-Blot Cell), Bio-Rad Laboratories GmbH - Miinchen

Taumel-Rollenmischer (RM5-40), Labortechnik Frébel GmbH - Lindau
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Thermo-Magnetriihrer (RCT basic Ikamag), IKA Werke GmbH & Co. KG - Staufen
Tiefkuhlschrank (Revco 1786er Serie), Thermo Electron LED GmbH - Langenselbold

Warmeschrank (Heraeus Kelvitron t), Kendro Laboratory Products GmbH - Langen-
selbold

Ultraschall-Homogenisator (Sonopuls HD2070), Bandelin Electronic GmbH & Co.KG -

Berlin
UV-/Vis-Photometer (BioPhotometer), Eppendorf AG - Hamburg
Wasserbad mit Streckplatte, Medax GmbH & Co.KG - Neumdiinster

. Kommerzielle Laborprodukte, Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

12-Well Kulturschalen (Zellkultur Testplatte 12), Techno Plastics Products AG - Tra-
sadingen, Schweiz

B-Mercaptoethanol, Sigma-Aldrich - Steinheim

Acrylamid / Bis - L6sung 37,5:1 (30% w/v), Serva Electrophoresis GmbH - Heidelberg
Aluminiumsulfat-Losung [5g Aluminiumsulfat-18-Hydrat (Merck KGaA - Darmstadt) in
100ml Agqua dest.]

Ammoniumchlorid-Lésung [9g Ammoniumchlorid (Merck KGaA - Darmstadt) in 50ml
Aqua dest.]

APS (Ammoniumperoxodisulfat), Merck KGaA - Darmstadt

Avidin-Biotin-Reagenzkomplex Vectastain Elite ABC-Kit, Vector Laboratories Inc. -
Burlingame (Kalifornien), USA

Azophloxin-Lésung [0,5g Azophloxin (Chroma-Gesellschaft, Kongen) in 100ml Aqua
dest. und 0,2ml Essigsaure]

Bromphenolblau (3’,3”,5’,5”-Tetrabromophenolsulfonephtalein), Sigma-Aldrich -

Steinheim

BSA (Bovines Serum Albumin), AppliChem GmbH - Darmstadt

DAB (3,3'-Diaminobenzidin-tetrahydrochlorid-dihydrat), Sigma-Aldrich - Steinheim
DAPI (4’,6-Diamidino-2-phenylindole), Serva Electrophoresis GmbH - Heidelberg

Deckglaser fur die Mikroskopie (24x60mm), Engelbrecht Medizin- und Labortechnik
GmbH - Edermiinde

D-Glukose-Lésung 10% [10g D-Glukose-Monohydrat (Merck KGaA - Darmstadt) in
100ml Aqua dest.]

DMSO (Dimethylsulfoxid), Carl Roth GmbH & Co. KG - Karlsruhe
EDTA (Ethylendiamin-Tetraessigsaure), Sigma-Aldrich — Steinheim

Eisenhamatoxylin-Gebrauchslésung [1g Hamatoxylin in 100ml 96%iger Ethanol-
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Losung + 1,16g Eisen-lll-chlorid (Merck KGaA — Darmstadt) in 98ml Aqua dest. und
1ml 25%iger HCI-Losung]

Einbettmedium (Shandon Histomount Xylene Substitute Mountant), Thermo Fisher
Scientific GmbH - Dreieich

Eosin Y, Riedel de Haén (Sigma Aldrich Laborchemikalien GmbH) - Seelze

Essigsauremin. 99,8%, Riedel de Haén (Sigma Aldrich Laborchemikalien GmbH) -
Seelze

Ethanol abs. puriss., Sigma-Aldrich - Steinheim
FCS (Fetales Kalber Serum), PAA Laboratories GmbH - Paschiing, Osterreich

Fluoreszenz-Einbettmedium (Vectashield Mounting Medium for Fluorescence with
DAPI), Vector Laboratories Inc - Burlingame (Kalifornien), USA
Fluoreszenz-Einbettmedium (Fluorescent Mounting Medium), Dako North Amercia
Inc. - Carpinteria (Kalifornien), USA

Glukose-Oxidase Typ VIl aus Aspergillus niger, Sigma-Aldrich - Steinheim

Glycerin, AppliChem GmbH - Darmstadt

Glycin, Carl Roth GmbH & Co. KG - Karlsruhe

Hamatoxylin nach Shandon (Shandon Instant Hematoxylin), Thermo Fisher Scientific
Inc. - Kalamazoo (Michigan), USA

Handschuhe (Peha-soft), Paul Hartmann AG - Heidenheim

HCI (Salzsaure), Carl Roth GmbH & Co. KG - Karlsruhe

Isofluran (Forene 100%), Abbott GmbH & Co. KG - Wiesbaden

Isopropanol (2’-Propanol 99,5%), Avantor Performance Materials B.V. - Deventer,
Niederlande

Kapillarspitzen (200ul), Biozym Scientific GmbH - Hessisch Oldendorf
Kernechtrot-Losung [0,1g Kernechtrot (Merck KGaA - Darmstadt) in erhitzte Alumini-

umsulfat-Losung]

KH2PO4 (Kalium-Dihydrogenphosphat), Merck KGaA - Darmstadt

Lichtgrinlosung 0,1% [0,1g Lichtgriin, gelblich (Merck KGaA - Darmstadt) in
100ml Aqua dest. + 0,2ml Essigséaure]

Luminol (5-Amino-2,3-dihydro-1,4-phthalazinedione), Sigma-Aldrich (Fluka BioChe-
mika) - Steinheim

Magermilchpulver (Nonfat dried milk powder), AppliChem GmbH — Darmstadt
Methanol puriss., Sigma-Aldrich - Steinheim

Mikrotomklingen (Shandon MX35 Premier+), Richard Allan Scientific (Subsidiary of

Thermo Fisher Scientific Inc.) - Kalamazoo (Michigan), USA
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Mowiol-Einbettmedium [12g Mowiol 4-88 (Polysciences GmbH - Eppelheim) in
30 ml Aqua dest. + 100 ml 0,1 M Tris-HCI (pH 8,5) + 30 ml Glycerin]

NazHPO. x 2 H,O (Dinatrium-hydrogenphosphat-dihydrat), Merck KGaA - Darmstadt
NaCl (Natriumchlorid), Merck KGaA - Darmstadt

NaNs (Natriumazid), Merck KGaA - Darmstadt

Naphtol AS-BI phosphate - Sigma-Aldrich (Fluka BioChemika) - Steinheim

NaOH (Natriumhydroxid), Carl Roth GmbH & Co. KG - Karlsruhe
Natriumdeoxycholate, Sigma-Aldrich - Steinheim

Natriumfluorid, Merck KGaA - Darmstadt

Natriumnitrit, Sigma-Aldrich (Fluka BioChemika) - Steinheim

Neufuchsin-Stammldsung [5g Neufuchsin (Merck KGaA — Darmstadt) in 100ml
2 N HCI]

Nickelsulfat-Loésung [3,7g Nickel(ll)-sulfat-Hexahydrat (Merck KGaA - Darmstadt) in
100ml Agqua dest.]

Nitrozellulose-Transfer-Membran (Protran), Whatman GmbH — Dassel
N,N-Dimethylformamid - Merck KGaA - Darmstadt

Normales Kaninchen-Serum, Sigma-Aldrich - St. Louis (Missouri), USA

Normales Schweine-Serum, Dako Cytomation Denmark A/S - Glostrup, Danemark
Normales Ziegen-Serum, SouthernBiotech - Birmingham (Alabama), USA
Objekttrager fir die Mikroskopie (SuperFrost Plus), R.Langenbrinck Labor- und Medi-
zintechnik - Emmendingen

Original-Perfusor-Spritze OPS 50ml, B.Braun Melsungen AG

PAP der Maus (Peroxidase-anti-Peroxidase-Komplex, monoklonal), Dako Cytomation
Denmark A/S - Glostrup, Danemark

PAP des Kaninchen (Peroxidase-anti-Peroxidase-Komplex, polyklonal), Dako Cyto-

mation Denmark A/S - Glostrup, Ddnemark

PAP der Ziege (Peroxidase-anti-Peroxidase-Komplex, polyklonal), Chemicon Interna-

tional Inc. - Temecula (Kalifornien), USA

Paraformaldehyd-Lésung 4% [4g Paraformaldehyd zur Synthese (Merck KGaA -
Darmstadt) in 100ml Aqua dest., pH 7,4]

PBS (1M phosphatgepufferte Salzldsung), Biochrom AG - Berlin
PBS (Gibco DPBS), Invitrogen GmbH - Karlsruhe
p-Coumarsaure, Sigma-Aldrich - Steinheim

Petrischalen (Cellstar tissue culture dishes), Greiner Bio-One GmbH - Frickenhausen
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Phosphormolybdan-Orange G-Ldsung [4g Molybdatophosphorsaure (Merck KGaA -
Darmstadt) + 1,5g Orange G (Sigma-Aldrich (Fluka BioChemika) - Steinheim) in
100ml Agqua dest.]

Pipetten (0,5-10ul, 10-100pl, 100-1000ul), Eppendorf AG - Hamburg

Pipettenspitzen (200ul, 1000ul), Sarstedt AG & Co. - NUmbrecht

Pipettenspitzen (20ul), Biozym Scientific GmbH - Hessisch Oldendorf

Plastikfolie, hochtransparent (Spez.-Vernichtungsbeutel), Nerbe Plus GmbH - Winsen
Ponceau-Saurefuchsin-Lésung [Ponceau de Xylidine (Chroma-Gesellschaft, Kéngen)
+ 0,1g Saurefuchsin (Merck KGaA -Darmstadt) in 300ml Aqua dest. und 0,6ml Es-
sigsaure]

Proteasen-Inhibitoren (Protease-Inhibitor Cocktail Set Ill), Merck KGaA - Darmstadt
Proteinbestimmungs-Kit (Pierce BCA Protein Assay Kit) - Pierce Protein Research
Products (Thermo Fisher Scientifiic Inc.) - Rockford (lllinois), USA

Protein Standard (Page Ruler, Prestained Protein Ladder), Fermentas GmbH -
St. Leon-Rot

Reaktionsrohrchen (Reaction Tubes, 2ml), Greiner Bio-One - Frickenhausen

SDS (Natriumdodezylsulfat), approx. 99%, Sigma-Aldrich - Steinheim

Temed (N,N,N’,N’-Tetramethylethylene-diamine, approx. 99%), Sigma-Aldrich -
Steinheim

Testrohrchen (Test Tubes Cellstar 50ml), Greiner Bio-One - Frickenhausen

Tris (Tris(hydroxymethyl)-aminomethan), AppliChem GmbH - Darmstadt

Triton x-100 (t-Octylphenoxypolyethoxyethanol), Sigma-Aldrich - Steinheim

Tween 20 (Polyoxyethylenesorbitan Mono-Laurate), Sigma-Aldrich - Steinheim
Wasserstoffperoxid 30%, AppliChem GmbH - Darmstadt

Wasserstoffperoxid (Perdrogen 30% H:O- puriss.), Riedel de Haén (Sigma Aldrich

Laborchemikalien GmbH) - Seelze

VE-HO - Vollentsalztes Wasser

Venepunktionsbesteck (1 Venofix), B.Braun Melsungen AG

Xylol Isomerengemisch puriss., Sigma-Aldrich - Steinheim

Xylolersatz-Lésung (Shandon Xylene Substitute), Thermo Fisher Scientific GmbH -
Dreieich

Zellulose-Filterpapier (Chromatography Paper), Whatman GmbH-Dassel
Zitratpuffer-Losung (Target Retrieval Solution, pH 6), Dako North America Inc. - Car-
pinteria (Kalifornien), USA
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2.3. Versuchstiere

Verwendet wurden C57BI/6J-Mause (Wildtyp), die aus dem hiesigen zentralen Tier-

laboratorium stammten, Ceacaml-Knockout-Mause, die freundlicherweise von Frau

Prof. Dr. N. Beauchemin (Department of Biochemistry, Rosalind and Morris Goodman

Cancer Centre, Montreal (Quebec), Kanada) und Apolipoprotein-E-Knockout-Mause, die

von Herrn Prof. Dr. med. Hermann (Neurologische Klinik und Poliklink, Universitatsklini-

kum Essen) zur Verfugung gestellt wurden. Beide Knockout-Stamme hatten einen

C57BI/6J Hintergrund. Innerhalb der Wildtyp- und Ceacam1”-Gruppe wurde eine Unter-

teilung hinsichtlich des Alters der Tiere vorgenommen. Fir junge Mause wurde ein Le-

bensalter von 10-25 Wochen, fur alte Mause 37-90 Wochen festgesetzt.

2.4. Primarantikorper

B-Aktin

Ceacaml

e-NOS (NOS 1)

VEGFR2 (FIk-1)

Pecaml

Pecaml

VE-Cadherin

Der (Meerrettich-) Peroxidase-gekoppelte monoklonale Antikdrper aus
der Maus gegen murines B-Aktin wurde kauflich erworben von Sigma
Aldrich - St. Louis (Missouri), USA

Der monoklonale Antikbrper aus der Maus gegen das murine
Ceacaml wurde von Kathryn Holmes, Ph. D. (Molecular Biology - Uni-
versity of Colorado School of Medicine, Denver) zur Verfigung gestellt
Der polyklonale Antikdrper aus der Ziege gegen die humane endo-
theliale Stickstoffmonoxidsynthase wurde kauflich erworben von R&D
Systems -Mineapolis (Minesota), USA

Der polyklonale Antikérper aus dem Kaninchen gegen den murinen
vaskularen endothelialen Wachstumsfaktorrezeptor 2 (CD309) wurde
kéauflich erworben von Santa Cruz Biotechnology - Santa Cruz (Kalifor-
nien), USA

Der polyklonale Antikdrper aus der Ziege gegen das murine throm-
bozytar-endotheliale Zelladhasionsmolekiil-1 (CD31) wurde kauflich
erworben von Santa Cruz Biotechnology - Santa Cruz (Kalifornien),
USA

Der polyklonale Antikérper aus dem Kaninchen gegen das murine und
humane thrombozytéar-endotheliale Zelladh&sionsmolekil-1 (CD31)
wurde kauflich erworben von Abcam plc - Cambridge, UK

Der polyklonale Antikdrper aus der Ziege gegen das murine vaskulare
endotheliale Cadherin (CD144) wurde kauflich erworben von San-

ta Cruz Biotechnology - Santa Cruz (Kalifornien), USA
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2.5. Sekundarantikorper

APAAP (Maus IgG gegen Alkalische Phosphatase vom Kalb, monoklonal), Dako
Cytomation Denmark A/S - Glostrup, Danemark

Esel IgG gegen Ziege (polyklonal, Alexa Fluor 488-gekoppelt), Life Technologies
Corp. - Camarillo (Kalifornien), USA

Kaninchen 1gG gegen Maus (polyklonal, biotinyliert), Dako Cytomation Denmark
A/S - Glostrup, Danemark

Kaninchen 1gG gegen Ziege (polyklonal, biotinyliert), Dako Cytomation Denmark
A/S - Glostrup, Danemark

Kaninchen IgG gegen Ziege (polyklonal, Meerrettich-Peroxidase-gekoppelt),
Pierce Protein Research Products (Thermo Fisher Scientifiic Inc.) - Rockford (llli-
nois), USA

Schwein 1gG gegen Kaninchen (polyklonal, biotinyliert), Dako Cytomation Den-
mark A/S - Glostrup, Déanemark

Ziege IgG gegen Maus (polyklonal, nicht-biotinyliert), Dako Cytomation Denmark
A/S - Glostrup, Danemark

Ziege 1gG gegen Maus (polyklonal, DyLlight™488-gekoppelt), Jackson Immu-
noResearch Laboratories Inc. - West Baltimore Pike West Grove (Pennsylvania),
USA

Ziege IgG gegen Kaninchen (polyklonal, DyLlight™549-gekoppelt), Jackson Im-
munoResearch Laboratories Inc. - West Baltimore Pike West Grove (Pennsylva-
nia), USA

Ziege 1gG gegen Kaninchen (polyklonal, Meerrettich-Peroxidase-gekoppelt), Jack-
son ImmunoResearch Laboratories Inc. - West Baltimore Pike West Grove (Penn-
sylvania), USA

Ziege IgG gegen Maus (polyklonal, Meerrettich-Peroxidase-gekoppelt), Jackson
ImmunoResearch Laboratories Inc. - West Baltimore Pike West Grove (Pennsyl-
vania), USA

2.6. Immunhistochemie

Gewebeisolierung und immunhistochemische Verfahren

Fur die immunhistochemischen Analysen der murinen Aorten wurden zwei unterschied-

liche Methoden herangezogen. Zum einen wurden Immunfarbungen an Querschnitten der

in Paraffin eingebetteten Gewebeblocke der Aorta beider Knockout-Modelle, namlich

Ceacam1-KO und ApoE-KO, im Vergleich zu WT durchgefihrt. Fir das Ceacamil™-

Modell kamen zudem Immunfluoreszenzfarbungen an langs aufgeschnittenen Aorten im
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Vergleich zu WT-Aorten zum Einsatz, wobei die Aorten ohne vorherige Sektionierung als
Totalpraparat (whole mount) direkt auf Objekttrager aufgezogen und gefarbt wurden.

Im Anschluss an eine letale Inhalationsnarkotisierung der Tiere mit Isofluran, mussten
Herz und Aorta freiprapariert werden. Nach Aufsuchen und Durchtrennen der Vena cava
inferior erfolgte ein Einstich in die linke Herzkammer und Spilung der Hauptschlagader
mit 10ml PBS. Jetzt konnte die Aorta mit der thorakal absteigenden und abdominellen
Aorta mobilisiert werden.

Fur die Einbettung in Paraffin wurde unter dem Binokular in Petrischalen und eisgekuihl-
tem PBS Uberschissiges periadventitielles Fettgewebe geldst und alle Arterienaste abge-
trennt. Sodann wurde die Aorta in GefalRabschnitte zerteilt und fir etwa 12 h in 4%iger
Paraformaldehyd-L6sung fixiert. Nach maximal 24 h musste das Gewebe in eine 70%ige
Ethanol-Losung Uberfiihrt werden und diese im zweistlindigen Wechsel mehrmals erneu-
ert werden. Danach wurde das Gewebe im Einbettautomaten in Paraffin eingebettet.
Nach der Aushartung des Gewebeblocks auf einer Kihlplatte konnten nun 6um dicke
Querschnitte der Aorta am Mikrotom angefertigt werden. Nach dem Einbringen der
Schnitte in ein 37° Celsius warmes Wasserbad, wurden sie auf mikroskopische Objekttra-
ger aufgezogen und anschlieRend auf einer Warmeplatte zum Trocknen gebracht. Um die
Haftung der Schnitte an dem Objekttrager zu erhéhen, konnten diese wahlweise fur einige
Stunden in einem Warmeschrank auf 50-60° Celsius erhitzt werden.

Die Vorbehandlung der Schnitte umfasste zunachst die Deparaffinierung in Xylolersatz-
Losung bzw. Xylol. Wahrend der nachfolgenden Rehydrierung in einer absteigenden
Ethanolreihe und VE-H,O, wurde die Schnitte in einem Zwischenschritt fir 30 min in eine
Losung aus 1,5% Wasserstoffperoxid in Methanol inkubiert, um mdgliche unspezifischen
Hintergrundfarbung durch die endogene Peroxidase, insbesondere bei Benutzung po-
lyklonaler Antikdrper, zu unterdriicken. Im Anschluss erfolgte eine 2 x 10-mindtige Anti-
gendemaskierung mit erhitzter Zitratpuffer-Losung. Nach der Waschung mit PBS flr
15 min wurden zur Blockierung unspezifischer Antigenbindungsstellen normales Schwei-
ne- oder Kaninchenserum (5% in PBS) auf die Schnitte pipettiert und die Anséatze fir
30 min bei Raumtemperatur belassen. AnschlieRend wurden die Schnitte mit Ausnahme
der Negativkontrollen mit den Primérantikérpern in Verdinnungspuffer-Losung
[0,1g NaNs, 0,2g BSA in 100ml 0,1M PBS (pH 7,4)] Uber Nacht bei etwa 4° Celsius in
Feuchtkammern im Kihlschrank inkubiert. Am zweiten Tag erfolgte zunachst eine 3 x 10-
minitige Waschung mit PBS, ehe die Schnitte mit den entsprechenden Sekundarantikér-
pern (1:250 in PBS) fir 60 min behandelt wurden. Nach erneutem Waschen fiir 3 x 10 min
in PBS wurden die jeweiligen PAP-Komplexe (1:200 in PBS) fur 30 min aufgetragen. Im
Gefolge einer weiteren Waschung fir 2 x 10 min mit PBS wurden die Schnitte fur weitere

30 min mit dem ABC-Komplex inkubiert. Die Uberleitung zur Entwicklungsreaktion wurde
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durch nochmaliges Waschen mit PBS fir 10 min mit nachfolgender 10-mindtiger Einwir-
kung von 0,1M Phosphatpuffer [4,9g KH2PO4, 29,2g Na:HPO4 x 2 H,O ad 2| VE- H>0 (pH
7,4)] eingeleitet.
Fur die Reaktion des farblosen Chromogens 3,3'-Diaminobenzidin Tetrahydrochlorid
Dihydrat (DAB) in sein braunlich gefarbtes Produkt durch die Umsetzung von Wasser-
stoffperoxid durch die Peroxidase (Davidoff and Schulze, 1990) sowie eine modifizierte
Signalverstarkung (Shu et al., 1988), mussten die Schnitte in folgenden Ansatz gebracht
werden:
180 ml 0,1M Phosphatpuffer
4 ml DAB

0,4 ml Ammoniumchlorid-Lésung

3,6 ml Nickelsulfat-Lésung

3,6 ml D-Glukose-L6sung 10%,

0,6 ml Glukose-Oxidase-Ldsung (1,2mg Enzym ad 1ml VE- H,0)
Die Entwicklung der Immunfarbung durch die Peroxidaseaktivitat wurde lichtmikrosko-
pisch abgewartet und nach maximal 30 min durch Aufnahme der Schnitte in PBS abge-
stoppt. Daraufhin erfolgte eine 20- bis 30-seklindige Farbung des Gewebes durch Ein-
bringen in Kernechtrot-Losung mit anschlieRender Dehydrierung in einer aufsteigenden
Ethanolreihe. Zuletzt wurden die Schnitte fir 3 x 5 min in Xylol bzw. Xylolersatz-L&sung
gegeben, bevor sie mit Einbettmedium unter mikroskopischen Deckglaschen eingedeckelt
wurden. Von den immungefarbten Gewebeschnitten wurden am Mikroskop mit Hilfe der
mitgelieferten Software Leica Application Suite LAS V2.7 digitale Aufnahmen angefertigt.
Fur die immunhistochemische Doppelfarbung mit DAB und alkalischer Phosphatase wur-
den die Gewebeschnitte nach der Entwicklung durch die Peroxidasaktivitat und Aufnahme
in PBS mit normalem Kaninchenserum (5% in PBS) flr 30 min behandelt. Im Anschluss
erfolgte die Inkubation mit dem zweiten Priméarantikérper aus der Ziege in Verdinnungs-
puffer-Losung tber Nacht im Kihlschrank. Am dritten Tag wurde nach einer Waschung
mit PBS der entsprechende Sekundarantikdrper aus dem Kaninchen (1:250 in PBS) fur
etwa 60 min aufgetragen. Auf eine erneute Waschung mit PBS flr 3 x 5 min wurde nun
ein zweiter nicht-biotinylierter Sekundarantikérper aus der Ziege fir weitere 60 min auf die
Schnitte gegeben. Im Gefolge einer letzten Spulung mit PBS erfolgte nun die Zugabe des
APAAP-Antikorpers aus der Maus fur eine Stunde. Anschliel3end wurden die Objekttrager
fur 10-15 min in kaltes Leitungswasser gestellt, ehe die Entwicklung in der Neufuchsin-
Gebrauchslosung fur 30 min in abgedunkelter Umgebung eingeleitet werden konnte.
Zusammensetzung letztgenannter Losung:

75 ml Tris-NaCl-Puffer (pH 8,3)
3,75 ml 4% Natriumnitrit (150mg Natriumnitrit + 3,75ml Aqua dest.) + 150ul Neufuchsin-
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Stammlésung

375 pl Naphtol AS-BI phosphate-Lésung (10mg Naphtol AS-BI phosphate + 375ul N,N-
Dimethylformamid)

Zuletzt wurde die Schnitte nochmals fir 10 min in kaltes Leitungswasser eingebracht, be-
vor sie mit Mowiol unter mikroskopischen Deckglaschen eingebettet wurden.

Die Vorbehandlung von Paraffinquerschnitten fir eine Immunfluoreszenzdoppelfarbung
erfolgte in analoger Weise zur Glukose-Peroxidase-Technik durch Deparaffinierung, Re-
hydration des Gewebe in einer absteigenden Alkoholreihe und VE- H,O sowie Antigen-
demaskierung in erhitzter Zitratpufferlésung. Im Gefolge einer Waschung mit PBS fur
15 min wurde normales Ziegenserum (5% in PBS) auf die Schnitte gegeben, um unspezi-
fische Hintergrundfarbungen durch den Sekundarantikérper zu minimieren. Dieser Ansatz
wurde fur mindestens 30 min bei Raumtemperatur in Feuchtkammern belassen. Nun wur-
den die Schnitte mit Ausnahme der Negativkontrollen mit den beiden Primarantikérpern in
Verdinnungspuffer-Losung [0,1g NaNs, 0,2g BSA in 100ml 0,1M PBS (pH 7,4)] uber
Nacht bei etwa 4° Celsius im Kuhlschrank inkubiert. Am nachsten Tag wurden die Gewe-
beschnitte zunachst einer 3 x 10-minutige Waschung mit PBS unterzogen, ehe die Inku-
bation mit den beiden entsprechenden Sekund&rantikorpern (1:500 in PBS) fur 60 min
behandelt wurde. Einer nachfolgenden letzten Waschung mit PBS fiir 3 x 10 min schloss
sich das Eindeckeln unter mikroskopischen Deckglaschen mit Fluoreszenz-
Einbettmedium an.

Fur die fluoreszierende Immunfarbung am Ganzpréparat der Mausaorta (whole mount)
wurde zundchst die entnommene Aorta Uber die gesamte Lange unter dem Binokular in
Petrischalen und eisgekihltem PBS schonend bis auf die glatte Muskelschicht (Tunica
media) freiprapariert. Jetzt konnte das Gefal? komplett langs aufgeschnitten werden, um
den luminalen Endothelverband offen flachig darzustellen. Von der Aorta wurde ein klei-
nes Stick fur die Negativkontrolle abgetrennt und dann separat in mit PBS gefiillte
12-Well Kulturschalen eingebracht. Schwache Agitation und Auffrischen des PBS diente
der weiteren Aufreinigung, wonach nun die Fixierung fir etwa 2 h durch Ersatz mit 4%iger
Paraformaldehyd-Lésung in PBS eingeleitet werden konnte. Im Anschluss wurde das
Gewebe fur 2 x 5 min mit frischem PBS gewaschen, bevor es fir etwa 90 min mit FCS
(4% in PBS) behandelt wurde, um unspezifische Hintergrundfarbungen zu vermeiden.
Dann erfolgte die Inkubation mit den Primé&rantikdrpern e-NOS und VE-Cadherin (1:100 in
Verdinnungspuffer-Losung) fur 4 h bei Raumtemperatur oder tber Nacht im Kihlschrank
bei etwa 4° Celsius, wobei die Kontrollen getrennt nur mit Verdinnungspuffer-Lésung ver-
setzt wurden. Vor und nach der Behandlung mit dem grin-fluoreszierenden Sekundéaran-
tikbrper Esel IgG gegen Ziege IgG (1:400 in PBS) fur etwa 60 min wurde das Gewebe fir

jeweils 3 x 5 min mit frischem PBS unter schwacher Agitation gewaschen. Eine Kernfar-
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bung wurde mit DAPI (1:200 in PBS) fur etwa 5 min vorgenommen, ehe eine letzte Wa-
schung mit PBS fir 2 x 5 min erfolgte. Nun konnten die Aorten mit der dem Endothel ab-
gewandten Seite auf einen Objekttrager aufgebracht werden und mit Fluoreszenz-
Einbettmedium eingedeckelt werden. Die digitalisierte Aufnahme der mikroskopischen
Bilder erfolgte mittels Fluoreszenzkamera und externer Lichtquelle mit dem Softwarepro-
gramm Leica Application Suite V2.7.

2.7. Histologische Farbungen

Histochemische Verfahren

Als konventielle histologische Farbeverfahren kamen die Hamatoxylin-Eosin-Farbung
(HE-Farbung) und die Trichromfarbung nach Masson-Goldner zum Einsatz, fir die in ana-
loger Weise zur Immunhistochemie das Gewebe isoliert, in Paraffin eingebettet und fur
die Farbung vorbereitet wurde. Auf eine 2 x 5-minttige Deparaffinierung in Xylolersatz-
Ldsung bzw. Xylol folgte die Rehydrierung des Gewebes in einer absteigenden Alkohol-
reihe.

Fur die HE-Farbung folgten sodann eine kurzzeitige Spilung mit Isopropanol und das
Einbringen der Gewebeschnitte fiir jeweils 3 min in 96%ige, dann in 70%ige Ethanol-
Losung und zuletzt in VE-H20. Anschlieend wurde das Gewebe fur 3-4 min in eine saure
Hamatoxylinldsung mit einem nicht auf Quecksilber basierenden Oxidiermittel gegeben.
Danach erfolgte die Differenzierung, d.h. die Entfernung unspezifischer Hintergrundfar-
bung, durch kurzfristiges Uberfuihren der Schnitte in eine 0,5% HCL enthaltende 70%ige
Ethanol-Losung. Sodann wurden fir 5-10 min die Fixierung der Farbung und die Blaufar-
bung der Zellkerne des Gewebes durch Ubertragen in eine alkalisch-wassrige Losung,
d.h. Leitungswasser, eingeleitet. Daran schloss sich fir weitere 5 min die Gegenfarbung
azidophiler, zytoplasmatischer Proteine in einer Eosin-Losung an, die sich aus 5 g Eo-
sin Y in 1 Liter 96%iger Ethanol-Lésung und Zusatz von 2ml Essigsaure zusammensetzte.
Die Entwasserung der Schnitte wurde flr kurze Zeit in 96%iger Ethanol-Lésung und
daraufhin fur 1 min in Isopropanol durchgefihrt, ehe sie fur zwei Mal 5 min in Xylolersatz-
Ldosung bzw. Xylol eingebracht werden konnten. Zuletzt erfolgte die Fixierung des
Gewebes in Einbettmedium unter mikroskopischen Deckglaschen.

Bei der Masson-Goldner-Farbung wurden die Schnitte im Anschluss an die Rehydrierung
in einer absteigenden Alkoholreihe fiir 2 min in eine Eisenhamatoxylin-Gebrauchslésung
eingebracht. Vor der mikroskopischen Kontrolle der Zellkernanfarbung wurde das Gewe-
be fir 10 min in warmes Leitungswasser eingebracht. Im Gefolge einer kurzen Spullung
mit Aqua dest. wurde das Gewebe fir die Zytoplasmafarbung flr etwa 7 min mit dem
Masson-Goldner-Gemisch (10ml Ponceau-Saurefuchsin-Lésung + 2ml Azophloxin-

Losung + 88ml 0,2%ige Essigsaure) inkubiert. Fur die Differenzierung der Farbung wur-
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den die Schnitte nach kurzzeitiger Behandlung mit 1%iger Essigsaure (1ml Essigsaure in
100ml Aqua dest.) fur 10 min in eine Phosphormolybdéan-Orange G-Ldsung gestellt. Nach
erneutem kurzzeitigem Einbringen in 1%iger Essigsaure und mikroskopischer Kontrolle
erfolgte eine 8 bis 10-minltige Bindegewebefarbung in Lichtgrin. Im Anschluss wurden
die Schnitte wieder kurz in 1%ige Essigsaure gegeben, mikroskopisch kontrolliert und zu-
letzt fir 3 x 1 min in Isopropanol und 2 x 5 min in Xylol bzw. Xylolersatz-Losung einge-
bracht. AbschlieRend erfolgte die Fixierung des Gewebes in Einbettmedium unter mikro-

skopischen Deckgléaschen.

2.8. Western Blotting
Proteinanalysen am Aortenlysat durch Chemilumineszens
Fur den quantitativen Proteinvergleich am Ceacaml-Knockout- versus Wildtyp-
Mausmodell wurden die Mause, wie bereits fir die immunhistochemischen Methoden be-
schrieben, getdtet. Nach Einschnitt in die untere Hohlvene und Durchsptllen der Aorta
Uber den linken Ventrikel mit 20ml PBS wurde diese nun vollstandig, d.h. von unmittelbar
oberhalb der Aortenklappe bis zur Bifurkation, entnommen. Periadventitielles Fettgewebe,
sowie alle Arterienabgange wurden in eisgekihltem PBS in Petrischalen unter dem Bin-
okular schonend entfernt. Sodann wurde das Gefal} in kleine Abschnitte zerschnitten und
in Reaktionsrohrchen mit jeweils 200 pl Ripa-Lysepuffer (1% Triton x-100, 1% Natrium-
deoxycholate, 0,1% SDS, 0,15M NaCl, 2mM EDTA, 50mM Natriumfluorid, 0,01M Phos-
phatpuffer) und 1-2% Proteasen-Inhibitoren eingebracht. Dieser Ansatz wurde fir 30 min
in Eiswasser belassen, ehe mit einem Dispergiergerat Giber 15 min ein Lysat angefertigt
wurde. Dieses wurde fur weitere 30 min in Eis stehen gelassen, bevor es bei 4° Celsius
und 14000 RPM fir 30 min zentrifugiert wurde. Im Anschluss konnte der Uberstand abge-
nommen, aliquotiert und bei -80° Celsius eingefroren werden.
Die Messung der Proteinkonzentrationen von Lysaten aus den unterschiedlichen Maus-
stammen erfolgte mittels eines Proteinbestimmungs-Kits am UV-/Vis-Photometer.
Fur die SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese mit 8%igen SDS-Sammelgelen mussten die
Komponenten fir einen Ansatz von 20ml zusammengefihrt werden:

9,3 ml VE- H.0

5,3 ml Acrylamid / Bis - Losung 37,5:1

50 ml 1,5M Tris (pH 8,8)

0,2 ml 10% SDS

0,2 ml 10% APS
0,012ml Temed
Mit dem Zusatz von APS und Temed wurde die Polymerisation eingeleitet, so dass nach

kurzem Vermischen aller Inhaltsstoffe auf einem Kleinschittler das noch flissige Gel bis
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zur Grenze des Trenngels zwischen die Glasplatten (Abstand 1 mm) des Protein-
Gelelektrophorese-Systems gegossen werden konnten. Nach dem Auffullen des Gelge-
mischs mit Aqua dest. musste nun etwa 30 min abgewartet werden. Inzwischen konnte
die Komposition des Trenngels erfolgen, das sich, fir einen Ansatz von 4ml, wie folgt zu-
sammensetzte:
2,7 mlVE- H,0O
0,67 ml Acrylamid / Bis - Lésung 37,5:1
0,5 ml 1M Tris (pH 6,8)
0,04 ml 10% SDS
0,04 ml 10% APS
0,004ml Temed
Nach der Durchmischung auf einem Kleinschuttler konnte nun, nach Abgiessen des Agqua
dest., das Trenngel auf das polymerisierte Sammelgel pipettiert werden. Im Anschluss
daran wurde ein 1 mm breiter 10-Taschen-Gel-Kamm eingesetzt und nochmals fir
ca. 30 min abgewartet.
Um eine vergleichende Beurteilung der vier verschiedenen Aortenlysate anstellen zu kdn-
nen, mussten deren Konzentrationen einander angeglichen werden. Durch Variierung der
Volumina der Lysate war es maoglich, fur alle Mausstamme einheitlich 30pg Protein in die
Geltaschen einzubringen. AufRerdem musste eine Verdunnung (1:5) mit La&mmli-Puffer
(5fach) erfolgen, der folgendermalRen angesetzt wurde:

50%  (v/v) Glycerin

10% (w/v) SDS

10% B-Mercaptoethanol
0,05% (w/v) Bromphenolblau

312mM Tris ad VE-H2O (pH 6,8)

Nach dem griindlichen Vermischen der vier Ansatze in Reaktionsrohrchen auf dem Klein-
schittler mussten die Lysate nun fir 10 min im Heizblock bei 95° Celsius erhitzt werden.
Unterdessen wurden die Gele in die Elektrophorese-Kammern des Protein-
Gelelektrophorese-Systems eingebracht, die Gel-Kamme vorsichtig aus dem Trenngel
entnommen und die Behdlter mit in Aqua dest. verdiinnter Laufpuffer-Lésung (1fach) auf-

gefullt.
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Laufpuffer (10fach):
1% (w/v) SDS
2M Glycin

250mM Tris ad 1 Liter VE- H>O (pH 8,8)
Nach dem Zentrifugieren der Proteinanséatze konnten diese jetzt Uber Kapillarspitzen ne-
ben dem Protein Standard in die Geltaschen pipettiert werden. Anschlieend wurde das
System an das Netzgerat angeschlossen. Fir das Durchlaufen des Trenngels wurde zu
Beginn eine Spannung von etwa 40 Volt gewahlt. Im Gefolge konnte diese spater dann
wahlweise auf 100-120 Volt erhéht werden. Mit dem Erreichen der Migrationsfront des
Lysates am Boden des Sammelgels wurde der Elektrophoreselauf durch Unterbrechung
der Stromzufuhr gestoppt. Jetzt musste das Gel auf einer Nitrozellulose-Transfer-
Membran, beidseits von Zellulose-Filterpapier und auRen einem Schwamm bedeckt, luft-
blasenfrei eingeklemmt und unmittelbar in ein mit Transferpuffer-Losung (1fach) gefllltes
Tank-Transfer-System uberfuhrt werden.
Transferpuffer (10fach):
133mM Glycin

12mM Tris ad 1 Liter VE- H20 (pH 8,4)
Mit Anschluss des Systems an das Netzgeréat wurde der Proteintransfer unter Kiihlung mit
Eis fir 60 min bei 135 Volt eingeleitet.
Fur die Reduzierung unspezifischer Hintergrundfarbungen durch den primaren bzw. se-
kundaren Antikorper diente die nachfolgende 90-minutige Inkubation der Nitrozellulose-
Transfer-Membran in einem Testrohrchen mit 5%iger Magermilchpulver-Lésung in TBS
(1fach) auf dem Taumel-Rollenmischer bei Raumtemperatur.
TBS (Tris-gepufferte Salzlésung, 10fach):

1,37M NaCl
200mM Tris ad VE- H2O (pH 7,6)
Daraufhin schloss sich die Inkubation mit dem Primarantikorper in 1,25%iger Magermilch-
pulver-Lésung mit 0,05% Tween 20 in TBS (1fach) in Testréhrchen auf dem Taumel-
Rollenmischer bei Raumtemperatur fir 3-4 h an. Anschlieend wurde die Membran fir
3 x5 min in TBS (1fach) gewaschen. Fir die unkonjugierten Primarantikorper sowie iso-
liert fur die Negativkontrollen, erfolgte die Inkubation mit den entsprechenden Sekun-
darantikérpern in 2,5%iger Magermilchpulver-Lésung mit 0,05% Tween 20 in TBS (1fach)
in Testréhrchen auf dem Taumel-Rollenmischer bei Raumtemperatur fiir etwa 1 h. Der
nachfolgenden erneuten Waschung fir 3 x 5 min in TBS (1fach) schloss sich die Visuali-
sierung der Proteine mittels Chemilumineszenz-Detektion an.
Der hierfur eingesetzte Entwicklungskomplex setzte sich aus der Komposition dreier Lo-

sungen wie folgt zusammen:
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15pl von A (6,8mM p-Coumarsédure ad 100ml DMSO)

1ml von B (1,25mM Luminol, 1,5M Tris (pH 8,5) ad 1 Liter VE- H,O)

3ul von C (10ul Wasserstoffperoxid ad 90ul VE- H20)
Nach dem Vermischen der 3 Anséatze in einem Reaktionsrohrchen auf dem Kleinschuttler
wurde die Reaktion durch Benetzung der Nitrozellulose-Transfer-Membran in
hochtransparenter Plastikfolie eingeleitet. Nach Entwicklung der photochemischen
Reaktion an den Blots erfolgte die digitalisierte Bildaufnahme und die anschlieRende
Quantifizierung mit Hilfe eines Chemilumineszenz-Detektions-System und der

mitgelieferten Software Image Reader LAS-3000 und MultiGauge V3.0.

3. Ergebnisse

3.1. Expression von Ceacaml in der Aorta Apolipoprotein-E-defizienter Mause

Dass Ceacaml in der Endothelzellbiologie und bei der Formierung neuer Blutgefal3e
durch Angiogenese oder durch Vaskulogenese eine wichtige Rolle spielt, war aus der Li-
teratur ausreichend bekannt (Ergun et al., 2000; Muller et al., 2005; Kilic et al., 2005; Tilki
et al., 2006; Horst et al., 2006; Gerstel et al., 2011). Um zu evaluieren, ob und tber wel-
che Mechanismen Ceacaml mdglicherweise bei der endothelialen Dysfunktion und somit
bei der Initiierung der Atherosklerose eine Rolle spielt, wurden zunachst Immunfarbungen
fur Ceacaml an Aortengeweben des bei der Atheroskleroseforschung bereits etablierten
Mausmodells der Apolipoprotein-E-Defizienz durchgefiihrt. Diese Analysen bestétigten die
friheren publizierten Ergebnisse dahingehend, dass Ceacaml in ruhenden Endothelzel-
len der Aorta nicht nachzuweisen ist (Kilic et al., 2005; Ergun et al., 2000). Demgegenuber
waren Endothelzellen, welche die atherosklerotischen Plaques der Aortenwand Apoli-
poprotein-E-defizienter Mause luminal bedeckten, stark positiv fir Ceacaml (Abb.1A -
Seite 75). Hohere VergroRerungen aus dem Plaquebereich zeigten weiterhin, dass auch
einzelne Zellen oder kleine Zellgruppen innerhalb der Plaguearea Ceacaml-
Immunfarbung aufwiesen (Abb.1B - Seite 75). Um den endothelialen Charakter dieser
Zellen bestatigen zu kénnen, wurde zudem an den gleichen Geweben eine Immunfarbung
fir Pecaml durchgefiihrt. Diese Untersuchungen zeigten eine Pecaml-Farbung sowohl
an den Zellen, die das Plaguegewebe luminal bedeckten, als auch an Endothelzellen, die
die restlichen Abschnitte des Aortenlumens auskleideten (Abb.1C,1D - Seite 75). Diese
Ergebnisse bestéatigten die Annahme, dass die Ceacaml-positiven Zellen, die das
Plaguegewebe luminal bedeckten, von endothelialem Charakter sind, nicht jedoch die
Ceacam-positiven Zellen innerhalb des Plaguegewebes.

Zudem war es maoglich, durch immunhistochemische Doppelfarbungen bzw. Fluoreszenz-
doppelfarbungen mit gleichzeitiger Immunfarbung fur Ceacaml und Pecaml diese Er-

gebnisse zu bestatigen. Die den atherosklerotischen Plaque von ApoE’-Mausaorten be-
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deckenden Endothelzellen wiesen in beiden Doppelféarbungstechniken sowohl eine positi-
ve Immunféarbung fur Ceacaml als auch fiir Pecaml auf (Abb.2A, 2C, 2D - Seite 76). Je-
doch gingen aus den Doppelfarbungen in Fluoreszenztechnik ferner hervor, dass die Ex-
pression von Ceacaml nicht grundsatzlich als eine geschlossene, den atherosklero-
tischen Plaque vom Lumen abgrenzende Endothelzellschicht aufgefasst werden konnte,
sondern daneben auch fokal akzentuiert war. Des Weiteren bestétigen die immunhisto-
chemischen Doppelfarbungen die Annahme, dass der Grof3teil der Ceacaml-positiven
Zellen innerhalb des Plagues nicht oder nur sehr gering auch gleichzeitig positiv flr Pe-
caml ist, d.h. nicht oder noch nicht von endothelialem Charakter ist (Abb.2C, 2D - Seite
76).

3.2. Histochemische Farbungen atherosklerotischer Plaques aus Aorten alter
Ceacaml-Knockout-Mause

Bei histochemischen HE-Anfarbungen von Serienquerschnitten des Aortenbogens zweier
6-9 Monate alter Ceacaml-Knockout-Mause (Abb.3A1-3B2 - Seite 77) zeigten sich mor-
phologisch deutlich von der GefaBwand abzeichnende, zellreiche kleine Plaques. Jene
pathologischen GefalBwandverdnderungen waren von arteriellen GefalRabgéngen abzu-
grenzen. In funf weiteren Aorten 6-9 Monate alter Ceacaml-Knockout-Mause hingegen
konnten keine derart ausgepragten Plaques nachgewiesen werden. Dafiir konnten kleine
atherosklerotischen L&sionen im Aortenbogen der alten Ceacaml1-KO-Mause regelhaft
ausfindig gemacht werden und exemplarisch in der Masson-Goldner-Farbung dargestellt
werden (Abb.4A-4C — Seite 78).

3.3. Expression von VEGFR-2, e-NOS und VE-Cadherin in den Aorten von Ceacam1-
Knockout- versus Wildtyp-Mausen

Dem Nachweis der Expression von Ceacaml im Bereich atherosklerotischer Plagues von
ApoE”-Mausen und von atherosklerotischen Plaques in den Aorten alter Ceacaml-
Knockout-Mause schlossen sich Analysen mit Hilfe geeigneter vaskularer Marker an, die
eine Aussage Uber den GefaRRstatus in den Ceacaml-Knockout-Mausen erlaubten. Hier-
fur sollte untersucht werden, inwiefern die Defizienz von Ceacaml im Ceacaml-
Knockout-Modell Einfluss austibt auf das Expressionsmuster wichtiger Endothelzellfunkti-
onsmarker, wie z.B. des VEGFR-2, der e-NOS und des VE-Cadherins. Gleichzeitige Ana-
lysen an alterskonformen Wildtypstammen dienten dem relativen Vergleich der erzielten

Ergebnisse zu einer Kontrollgruppe.
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3.3.1. VEGFR-2

In der Aorta der alten Wildtypmaus (Abb.5A, 5B - Seite 79) war die immunhistochemische
Rezeptorexpression weitestgehend am Endothel und stellenweise auf adventitiellen Zel-
len lokalisiert. In der alten Ceacaml-Knockout-Maus (Abb.5C, 5D - Seite 79) hingegen
konnte eine deutlich Abnahme VEGFR-2-positiver Endothelzellen mit einer Zunahme der
Anfarbung glatter Muskelzellen der Tunica media beobachtet werden. Zudem war in der
Ceacam1’-Maus auch eine schwachere Immunfarbung des Rezeptors auf Zellen der Ad-
ventitia im Vergleich zur Wildtypmaus erkennbar.

Weiterhin konnte im quantitativen Vergleich der VEGFR-2-Expression durch Western
Blotting (Abb.6A-C - Seite 80-82) in allen Aortenlysaten der alten Ceacaml-Knockout-
Mause eine verminderte Gesamtproteinkonzentration im Vergleich zu den Wildtyp-
Mausen herausgestellt werden. Die bereits anhand der Intensitat der schwarzen Banden
in Relation zur Aktin-Ladekontrolle erkennbaren Unterschiede zwischen den beiden
Gruppen konnten dartber hinaus durch Quantifizierungsmessungen absolut in Zahlen
sowie als Quotient des VEGFR2 zum Aktin bestatigt und im Saulendiagramm veran-

schaulicht werden.

3.3.2. e-NOS

Die immunhistochemische Expression der e-NOS zeigte in den Aorten von alten Wildtyp-
Mausen (Abb.7A, 7B - Seite 83) eine in Bezug auf die einzelne Endothelzelle kréftige und
fur den Endothelzellverband nahezu liickenlose Anfarbung. Hingegen wies das Aorten-
endothel alter Ceacam1”-Méause (Abb.7C, 7D - Seite 83) eine insgesamt schwachere und
diskontinuierliche Immunféarbung auf.

Eine unterschiedliche Expression fur die e-NOS konnte zudem mit quantitativen Messun-
gen auf Proteinebene mittels Western Blotting ermittelt werden (Abb.8A-C - Seite 84-86).
In Analogie zum VEGFR-2 war die Gesamtproteinmenge in allen Aortenlysaten von alten
Ceacam1-Knockout-Mausen reduziert gegentber den Wildtyp-Gruppen.

Bei der Analyse der immunhistochemischen Expression am fluoreszierenden Aorten-
endothel trat ein uneinheitliches zellulares Verteilungsmuster der e-NOS zu Tage. In Ab-
grenzung zu einer diffusen Expression der e-NOS in der &ufReren Zellmembran, erwies
sich ein ringférmiges Gebilde um den Zellkern als eine u.a. mit dem Golgi-Komplex asso-
ziierte intrazellulare Fraktion der e-NOS (Sessa et al., 1995; Cheng et al., 2005; Fulton
et al., 2004). Die Inkubation des Gewebes mit DAPI diente der Visualisierung der Zellker-
ne mit gleichzeitiger Zuordnung zu den immungefarbten Strukturen (Abb.9A-C - Seite 87).
Fur die Untersuchung dieses qualitativen Unterscheidungskriteriums wurden insgesamt
jeweils drei Aorten alter Wildtyp- bzw. Ceacam1”-Mause herangezogen und von jedem

Gefald am Lichtmikroskop insgesamt 8 Aufnahmen in 1000-facher Vergro3erung angefer-
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tigt. AnschlieRend wurde auf allen mikroskopischen Bildern die Anzahl ringférmig-
geschlossener, perinukledrer Gebilde bestimmt, die vollstandig innerhalb der Aufnahmen
erkennbar waren (Abb.10 und Abb.11 - Seite 88). Auf den 24 mikroskopischen Fluores-
zenzbildern der alten Wildtyp-Mausaorten wurden insgesamt 195 ringartige intrazellulare
Gebilde der Endothelzellen als Immunfarbung der e-NOS ausgezahlt. Im Gegensatz dazu
konnten in den Aufnahmen der Aorten alter Ceacaml1”-Mause 417 geschlossene Ring-

formen im Endothel ausgemacht werden (Tab.1 — Seite 88).

3.3.3. VE-Cadherin

In der alten Wildtypmaus war eine positive Immunreaktion fur das interzellulare Adhasi-
onsmolekil nahezu am gesamten Aortenendothel erkennbar (Abb.12A, 12B - Seite 89).
Hingegen konnte dieses kontinuierliche Expressionsmuster in den alterskonformen
Ceacam1-Knockout-Mausen nicht dargestellt werden (Abb. 12C, 12D - Seite 89). In der
Aorta jener Mause fehlte die endotheliale Anfarbung fir VE-Cadherin stellenweise und
war in der Gefal3wand fokal akzentuiert.

Die Proteinkonzentrationsmessungen in den Aortenlysaten mittels Western Blotting erga-
ben eine stetige Erhdhung des VE-Cadherins in den alten Wildtyp-Mausen gegenuber
den Ceacaml”-Mausen (Abb.13A-C - Seite 90-92). Das bereits qualitative Uberwiegen
der Intensitat der schwarzen Banden fir VE-Cadherin verdeutlichte sich durch die Relati-
on zur Aktin-Ladekontrolle und wurde ferner durch Quantifizierungsbestimmungen besta-
tigt.

Die Untersuchung des Expressionsmusters von VE-Cadherin erfolgte analog zur e-NOS,
zudem durch Immunfluoreszenzfarbung des Aortenendothels. So wurden von drei Aorten
alter Wildytyp- und alter Ceacaml1-Knockout-Mause jeweils 8 lichtmikroskopische Auf-
nahmen in 1000-facher VergréRerung angefertigt. Fur die Bestimmung der Zellzahl wur-
den diejenigen Zellen miteinbezogen, deren Zellgrenzen vollstéandig innerhalb der mikro-
skopischen Bilder erkennbar waren (Abb.14 - Seite 93). Auf den Fluoreszenzaufnahmen
variierten die Endothelzellgrenzen zwischen einem glattwandigen und einem gezackten
bzw. geschlangelten Verlauf. Diese unterschiedliche interendotheliale Immunfarbung fir
VE-Cadherin erlaubte Rickschliisse tber die Stabilitat der adharaten Junktionen bzw. die
phosphorylierungsabhangige Permeabilitat des Endothels (Esser et al., 1998). Zur quanti-
tativen Erfassung dieses Unterscheidungskriteriums wurden zahlenmafiig die Zellen be-
stimmt, die in allen Endothelkontaktzonen eine erkennbare Zick-Zack-Konformation und
gleichzeitig keinen glattwandigen Zellkontaktbereich aufwiesen (siehe Abb.15 - Seite 93).
Auf den mikroskopischen Aufnahmen der Aorten der alten Wildtyp-Gruppe wurden insge-
samt 250 Zellen ausgezahlt, bei den alten Ceacam1”-Mausen hingegen konnten 313 Zel-

len bestimmt werden. Weiterhin zeigten 88 der insgesamt 250 markierten aortalen En-
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dothelzellen der Wildtyp-Mause ein in allen Zellkontaktbereichen vorhandenes Zick-Zack-
Expressionsmuster fir VE-Cadherin auf. Demgegeniber wiesen 145 von 313 Endothel-
zellen der Ceacaml”-Mause jenes phanotypische Merkmal auf. Im Verhdltnis zur Ge-
samtzellzahl Gberwiegte dieser Phanotyp mit prozentual 46% in der Ceacaml1’- gegen-
tber 35% in der Wildtyp-Gruppe (Tab.2 — Seite 94).

4. Diskussion

Die in dieser Arbeit vorgelegten Daten belegen erstmalig, dass Ceacam-Defizienz bei der
Maus in einer spontanen Entwicklung von kleinen atherosklerotischen Lasionen resultiert.
Dies scheint mit einer erniedrigten Expression des Wachstumsfaktorrezeptors VEGFR-2,
des interendothelialen VE-Cadherins und der Stickstoffmonoxidsynthase e-NOS verge-
sellschaftet zu sein, die fir die strukturelle Integritdt und normale Funktion des
GefalRendothels von essentieller Bedeutung sind. Die Befunde sprechen eindeutig fur ei-
ne endotheliale Dysfunktion bei Ceacaml-Defizienz. Ferner konnte in dieser Arbeit
illustiert werden, dal3 die endotheliale Expression von Ceacaml auf atherosklerotischen
Plagues im etablierten Atherosklerosemodell bei Apolipoprotein-E-Defizienz eine duale
pathogenetischen Bedeutung fir diese GefalRerkrankung besitzt. Obgleich Ceacaml
einerseits zum Erhalt der funktionellen und strukturellen Endothelzellintegritat beitragen
kann, kann es durch Stimulation der Angionese auch das Plaquewachstum férdern.

Lipidmetabolische Effekte von Ceacaml und ihre Bedeutung fur Gefal3biologie

Die hepatische Expression des Ceacaml nimmt eine protektive Funktion in der Atiologie
der Atherosklerose ein. Im Ceacaml1’-Modell resultiert aus dem ausbleibenden Insu-
linabbau eine Hyperinsulindmie, eine vermehrte hepatische Triglyzeridsynthese sowie ei-
ne reduzierte Taurin-konjugierte Gallensauresekretion. Konsekutiv kommt es zur Entwick-
lung einer Leberverfettung mit Umverteilung von Lipiden zum weil3en Fettgewebe und
viszeraler Adipositas. Obgleich die Konzentrationen von Plasmatrigylceriden und -
cholesterol unverandert bleiben, hat die erhéhte Lipolyse einen Anstieg von im Plasma an
Albumin gebundenen unveresterten Fettsauren zur Folge (Najjar et al., 2013). Sowohl die
Hyperinsulindmie mit einer Steigerung der Expression vaskularer Angiotensinrezeptoren
(Samuelsson et al., 2006; Nickenig et al., 1998), als auch die Zunahme jener freier Fett-
sauren fuhrt, u.a. durch TLR-2- und TLR-4-vermittelte TNF-o-Transkription (Edirisinghe et
al., 2006), zur vermehrten Generierung von reaktiven Sauerstoffspezies, zur Inaktivierung
von NO und zu einer Einschrédnkung der e-NOS-Synthese. Das durch die verminderte
NO-Konzentration zunehmend sezernierte Endothelin tragt zur Steigerung des oxidativen
Stresses noch bei. Weiterhin wird TNF-a neben anderen proinflammatorischen Zytokinen

durch die vermehrte Hyperinsulinamie induzierte Fettdeposition in der Leber und im
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weil3en Fettgewebe mit Rekrutierung von Monozyten/Makrophagen freigesetzt. Ferner hat
bereits das Fehlen von Ceacaml am Aortenendothel von Ceacaml”-Mausen negative
Auswirkungen auf den Redoxstatus. Es stellte sich heraus, dass die Assoziation von
Ceacaml mit dem Insulinrezeptor sowie mit dem VEGFR-2, obligat ist fur die
ligandeninduzierte PKB/Akt-abhangige Aktivierung der e-NOS durch Phosphorylierung.
Die fehlende Interaktion von Ceacaml1 mit dem Insulinrezeptor beeintrachtigte zudem die
FoxO1 (Forkhead box protein O1)-Phosphorylierung durch die PKB/Akt und somit die
Transkription des Enzyms nach Insulinbindung (Nouvion et al., 2010; Najjar et al., 2013).
Die Transkriptionsrepression des KLF-2 durch den TNF-o, die PAK-vermittelte
Generierung von reaktiven Sauerstoffspezies sowie die ausbleibende Disinhibition des
NF-kB durch NO haben wiederum die Expression von inflammatorischen
Adhasionsmolekilen, wie z.B. des VCAM-1, zur Folge (Atkins and Jain, 2007; Nwariaku
et al., 2004), dessen Bindung an Integrine der Leukozyten zu einer Erhéhung der interen-
dothelialen Permeabilitat durch Phosphorylierung von VE-Cadherin fuhrt. Dem zugrunde
liegt die Racl-abhangige Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies, mit Aktivierung der c-
Src und der Pyk-2 (proline-rich tyrosine kinase-2) (Frey et al., 2009). Zudem vermag un-
phosphoryliertes FoxO1 zusammen mit B-Catenin bei vermehrtem oxidativen Stress die
Synthese von Proteinen, der sog. ,tight junctions®, zu reprimieren, ein Vorgang, der zur
Steigerung der interendothelialen Permeabilitat beitragt (Gavard und Gutkind, 2008). In
diesem Zusammenhang vermag auch TNF-a durch Aktivierung der SAPK/INK direkt die
parazellulare Permeabilitat durch Phosphorylierung von VE-Cadherin zu erhéhen (Dwora-
kowski et al., 2006; Nwariaku et al., 2004). In diesem Zusammenhang konnte demons-
triert werden, dass die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies in der Aorta von Ceacam1™-
Mausen auch auf eine gesteigerte Aktivitat der endotheliale NADPH-Oxidase (Nox4) zu-
rackzufiihren war und mit einer vermehrten Bildung von Markern der Lipidperoxidation,
den Isoprostanen aus Arachidonsaure, vergesellschaftet war (Najjar et al., 2013). Die Zu-
nahme des oxidativen Stresses, insbesondere im Bereich der Zytoplasmamembran der
Endothelzellen, birgt des Weiteren die Gefahr der Oxidation von LDL-Partikeln bei der re-
zeptorvermittelten Endozytose. Zum einen fordern Superoxidanionen der Nox4 die
transendotheliale Passage fur LDL (Meyer and Schmitt, 2000). Ferner tragt ox-LDL zu al-
len proatherogenen Veranderungen des Endothels bei, indem es die Permeabilitdt erhoht
(Hashimoto et al., 2007) sowie LOX-1-vermittelt die e-NOS-Expression zu unterdriicken
und die Bildung von inflammatorischen Adhéasionsmolekiilen zu steigern vermag (Ende-
mann und Schiffrin, 2004). Histologische Analysen in dieser Arbeit konnten illustrieren,
dass es in den Aorten von Ceacaml’-Mausen, trotz Fehlens klassischer
atherosklerotischer Risikofaktoren, wie z.B. der Hypercholesterindmie, zu einer spontanen

Entwicklung von kleinen atherosklerotischen Lasionen kommt. Die hierfur initiale sub-

49



endotheliale Deposition von Cholesterin wird durch die gleichen pathophysiologischen
Mechanismen provoziert, wie sie schon fiir die endotheliale Dysfunktion beschrieben wur-
den, namlich die gesteigerte Expression proinflammatorischer Zytokine und Adhéasions-
molekiile sowie die Erh6hung der endothelialen Permeabilitat. Dem zugrunde liegt der auf
molekularer Ebene stattfindende oxidative Stress. Zum einen ist die Ceacaml-Defizienz
daran mittelbar durch eine hyperinsulinamiebedingte Entziindungsreaktion in der Leber
und im weilRen Fettgewebe mit Freisetzung von proinflammatorischen Zytokinen und Er-
héhung von unveresterten Fettsauren beteiligt, zum anderen unmittelbar auf Endothelzel-
lebene durch die ausbleibende Interaktion mit ligandenaktivierten Tyrosin-
kinaserezeptoren, wie z.B. dem Insulinrezeptor oder dem VEGFR-2, und durch die Re-

pression der Transkription wichtiger vaskularer Endothelzellfunktionsmarker.

Ceacam1l und endotheliale Dysfunktion

Fur die endotheliale Grundfunktion ist sowohl die konstitutive als auch induzierte Expres-
sion des VEGFR-2 am Endothel von Bedeutung. Erstere spielt z.B. fir die wand-
schubspannungsabhangige, integrinvermittelte Mechanotransduktion eine wichtige Rolle
(Hahn et al., 2009), letztere vor allem fir Interaktion mit seinem Hauptbindungspartner,
dem VEGF. Ligandenbindung hat die Aktivierung von Signaltransduktionswegen zur Fol-
ge, die sowohl fiir die Synthese von vaskuloprotektiven Faktoren, das Uberleben und die
Antiapoptose als auch fir die Erneuerung von Endothelzellen und die adaptive Umgestal-
tung von BlutgefaRen (Remodeling) von Wichtigkeit ist. Durch immunhistochemische Un-
tersuchungen und insbesondere durch quantitative Messungen auf Protein- und DNA-
Ebene konnte herausgestellt werden, dass die aortale Expression in den alten Ceacam1-
KO-Mausen deutlich gegentber der Wildtypkontrollgruppe reduziert war. Als potente In-
duktoren des VEGFR-2 gelten, in Analogie zum VEGF, die gesteigerte Signalfortleitung
proinflammatorischer Zytokine, wie z.B. des TNF-o mit Transkriptionsrepression des
KLF-2 sowie der Anstieg des oxidativen Stresses mit Aktivierung des NF-kB (Atkins and
Jain, 2007; Hoeben et al., 2004; Gonzalez-Pacheco et al., 2006; Nespereira et al., 2003).
Da in den Aorten der Ceacam1”-Mause sowohl die NO-Konzentration erniedrigt, die Akti-
vitdt der NADPH-Oxidase Nox4 und des NF-kB-Signhalwegs gesteigert sowie die Bildung
des TNF-a deutlich erhoht war, sollte es erwartungsgemalf zu einer Zunahme der Ex-
pression des VEGFR-2 und des VEGF kommen. In jenem Falle wirde die vermehrte An-
lagerung des VEGF an den VEGFR-2 im Sinne einer positiven Verstarkerschleife die Re-
zeptorexpression noch weiter anheben. Dass die in den alten Ceacam1-KO-Mausen im
Vergleich zur Wildtypgruppe exprimierte Konzentration fur den VEGFR-2 und fur den
VEGF nicht erhoht, sondern merklich reduziert war, konnte in diesem Zusammenhang

nicht mit den reaktiven Signaltransduktionsprozessen in den Endothelzellen erklart wer-

50



den. Vielmehr scheint die Bildung oder der Abbau jener Molekiile unter der Kontrolle von
Ceacaml zu stehen. Da das Fehlen von Ceacaml Einfluss austbt auf die Signalfortlei-
tung des ligandenaktiverten VEGFR-2 (Najjar et al., 2013), ware es im Zuge dessen mog-
lich, dass z.B. die reduzierte Aktivitat der PKB/Akt fur die Abnahme der Synthese des
VEGF und des VEGFR-2 verantwortlich ist. Im Einklang dazu steht, dass die aortale Ex-
pression weiterer regulatorischer Angiogenesemarker, wie der Angiopoietine und des
VEGFR-1, in den alten Ceacaml1-KO-Mausen gegeniber den Wildtypmausen ebenfalls
herabgesetzt war (Najjar et al., 2013).

Sowohl die erniedrigte Expression der e-NOS im Aortenendothel alter Ceacaml-
defizienter Mause, die verminderte NO-Bioverfligbarkeit als auch die offensichtlich veréan-
derte subzellulare Verteilung des Enzyms im Vergleich zu den Wildtypméausen legte den
Schluss nahe, dass Ceacaml das e-NOS-NO-System in den Makroarterien, wie der Aor-
ta, und dadurch die endotheliale Funktion zu beeinflussen imstande war. Die konstitutive
Bildung des NO durch die e-NOS nimmt im kritischen AusmaR Einfluss zum einen extra-
endothelial auf die Hamostase, z.B. die Aggregationsbereitschaft der Thrombozyten, so-
wie den Tonus und das Wachstum glatter GefalBmuskelzellen. Durch cGMP-abhangige
Phosphorylierungsreaktionen fihrt NO zur Einschrankung der endothelialen Permeabilitat
in grofBen Arterien (van Hinsbergh and Amerongen, 2002). Weiterhin vermag NO Zell-
strukturen vor der Oxidation durch reaktive Sauerstoffradikale zu schiitzen und z.B. Prote-
ine durch reversible Nitrosylierung funktionell zu modifizieren. In diesem Zusammenhang
vermag NO Einfluss auf Signaltransduktionswege auszuliben, die den Zellzyklus regulie-
ren oder das Entziindungsgeschehen kontrollieren. Fir das Ceacam1”-Modell konnte zu-
nachst demonstriert werden, dass die NO-Konzentration durch gesteigerten oxidativen
Stress, wie auch durch verminderte Aktivierung des Enzyms durch Phosphorylierung
herabgesetzt war. Letzteres war bedingt durch die fehlende Interaktion von Ceacaml so-
wohl mit dem Insulinrezeptor als auch mit dem VEGFR-2, da Ceacaml nach Ligandenak-
tivierung jener Tyrosinkinaserezeptoren deren vorzeitige Terminierung des PKB/Akt-
Signalwegs durch Sequestrierung der SHP2 und SHP1 (Src-homology tyrosine phospha-
tase 2 und 1) zu verhindern vermag (Najjar et al., 2013; Nouvion et al., 2010). Da die
Phosphorylierung, z.B. des Serinrestes 1179 der e-NOS durch die PKB/Akt bedeutsam ist
fur die NO-Bildung und jener Signalweg in den alten Ceacam1-KO-Mausen abgeschwacht
war, konnte dadurch ferner die verminderte NO-Bioverfuigbarkeit erklart werden. Dazu
tragt die vermehrte Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies in den alten Ceacaml”’-
Mausen durch gesteigerte B-Oxidation unveresterter Fettsduren sowie oxidative Phos-
phorylierung (Edirisinghe et al., 2006) und Aktivitat der NADPH-Oxidase Nox4 bei (Najjar
et al.,, 2013). Auf immunhistochemischen Fluoreszenzaufnahmen in "whole mount"-
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zur Wildtypkontrollgruppe eine deutliche Zunahme der Assoziation der e-NOS mit dem
Golgi-Komplex gezeigt werden. Hintergriindig fir jenes verdnderte subzellulare Vertei-
lungsmuster sind ansteigende blutstromungsbedingte Wandschubspannungen, oszillie-
rende Stromungsverhéltnisse, Depletion caveolaren Cholesterols durch ox-LDL und aus-
bleibende reversible Acylierung des Enzyms mit Palmitinsdure. Obwohl NO durch die
e-NOS in beiden Zellkompartimenten, d.h. Plasmamembran und Golgi-Komplex, gebildet
werden kann, ist die kalziumabhangige, caveolare NO-Synthese effektiver als jene kalzi-
umunabhangige in der Golgi-Komplex-Fraktion (Qian et al., 2010). Zum einen kdnnte die
Zunahme des oxidativen Stresses in den Aorten der alten Ceacam1”-Mause die Umver-
teilung der e-NOS in den beiden Zellkompartimenten provozieren, andererseits konnte fir
das Ceacaml’-Modell auf DNA-Ebene eine sehr deutlich reduzierte Expression des
B-Catenins gegentber der Wildtypkontrollgruppe gemessen werden (Najjar et al., 2013).
Letzteres ist in dem Zusammenhang bedingt durch die reduzierte PKB/Akt-Aktivitat in den
alten Ceacaml”-Mausen sowie das potentielle Ausbleiben der Assoziation von Ceacml
mit B-Catenin (Jin et al., 2008). Da die Aktivitdt des kanonischen WNT-Signalwegs in ru-
henden Endothelzellen im Vergleich zu angiogenetisch aktivierten Endothelzellen verrin-
gert ist (Dejana, 2010), konnte die Abnahme der Konzentration jenes Proteins auf die feh-
lende angiogenetische Potenz des Ceacaml zurlckzuflihren sein. Da WNT-Proteine
ebenfalls palmitoyliert sind (Cong et al., 2004), kbnnte im Zuge dessen auch die Palmitoy-
lierung der e-NOS und somit die Plasmamembranfraktion in den Ceacam1”-Mausen ver-
ringert sein. Ferner ist jene Acylierungsreaktion fiir die Assoziation des Enzyms mit den
Caveolae notwendig und die dynamische Formierung jener Mikroinvaginationen der auf3e-
ren Zellmembran korreliert mit der angiogenetischen Aktivierung der Endothelzellen
(Frank et al., 2003). Zusammenfassend kann die verringerte NO-Bioverfligbarkeit in den
Aorten der alten Ceacam1”-Mause zuriickgefiihrt werden auf den vermehrten oxidativen
Stress, die erhdhte Assoziation der e-NOS mit dem Golgi-Komplex und die herabgesetzte
Phosphorylierung durch die PKB/Akt. Das Fehlen von Ceacaml kénnte ferner mit einer
herabgesetzten Aktivitat des WNT-Signalwegs einhergehen, assoziiert mit einer reduzier-
ten, palmitoylierungsabhangigen Assoziation der e-NOS mit den Caveolae. Durch im-
munhistochemische Farbungen und durch Proteinbestimmung mittels Western Blotting
konnte eine merklich reprimierte Expression fur die e-NOS in den Aorten der alten
Ceacaml”’-Mausen im Vergleich zur Wildtypkontroligruppe bestimmt werden. Die en-
dotheliale Synthese des Enzyms erfolgt konstitutiv und wird in erster Linie durch laminare
Scherkréfte der Blutstromung kontrolliert, wobei die Transkriptionsfaktoren NF-kB und
KLF-2 (Krippel-like factor-2) von Bedeutung sind (Searles, 2006). Anderungen des zellu-
laren Redoxstatus vermogen des Weiteren die Aktivitdt des NF-kB und somit die e-NOS-
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kinaserezeptoren, wie z.B. der VEGFR-2 und der Insulinrezeptor, in der Lage, einerseits
die Repression der e-NOS durch Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors FoxO1 zu
verhindern (Potente et al., 2005), zudem, wie im Falle des VEGFR-2, uber PKC-
abhangige Aktivierung des NF-kB die e-NOS-Synthese zu erhdéhen. Auf der anderen Seite
wird die Expression der e-NOS durch TNF-a und durch ox-LDL gehemmt. Die in den Aor-
ten der alten Ceacaml1-KO-Mausen gemessene reduzierte NO-Bioverfiigbarkeit und die
Zunahme des oxidativen Stresses, u.a. durch die NADPH-Oxidase Nox4 im Gegensatz zu
den Wildtypmausen, konnte nicht als Erklarung fir die herabgesetzte Expression der e-
NOS herangezogen werden, da es Uber den redoxsensitiven NF-kB kompensatorisch zu
einer Steigerung der e-NOS-Synthese kommen miusste. Allerdings im Einklang zu der
verminderten e-NOS-Konzentration in den alten Ceacam1”-Mausen steht die gegeniber
der Wildtypkontrollgruppe reduzierte Signaltransduktion durch den VEGFR-2 sowie die
mehr als vierfach erhdéhte TNF-o-Konzentration mit Transkriptionsrepression des KLF-2
und der e-NOS. Denkbar ware auch die verstarkte Bildung von ox-LDL durch reaktive
Sauerstoffspezies. Die Erniedrigung der e-NOS-Konzentration in den Ceacam1’-Mausen
kann ferner durch die Abwesenheit von Ceacaml insofern abgeleitet werden, als dass
seine fehlende Interaktion mit ligandenaktivierten Tyrosinkinaserezeptoren die verminder-
te Synthese des Enzyms durch den dephosphorylierten Transkriptionsfaktor FoxO1 zur
Folge hat (Najjar et al., 2013; Potente et al., 2005).

Ein weiterer fur die Endothelzellfunktion geeigneter Marker stellt das VE-Cadherin dar. Als
interendotheliales, kalziumabhangiges Adhéasionsmolekil ist es nicht nur an der Restrikti-
on der parazellularen Permeabilitat fir geldste Blutbestandteile beteiligt, sondern es kon-
trolliert zudem im Zusammenspiel mit inflammatorischen Oberflachenadhasionsmolekiilen
der Immunglobulinfamilie, wie z.B. ICAM-1 oder VCAM-1, die Transmigration von Leuko-
zyten (Vestweber, 2008). Ferner spielt VE-Cadherin fur das Endothel eine wichtige Rolle
durch Modulation der Funktionen von Wachstumsfaktoren. So inhibiert es durch
Sequestrierung des Adapterproteins Shc und durch junktionale Phosphatasen sowie Inak-
tivierung der c-Src durch die Csk (C-terminale Src-Kinase) den MAPK-Signalweg des
VEGFR-2 (Wallez et al., 2006). Indem es gleichzeitig die Signaltransduktion des TGF-$
durch Phosphorylierung von SMAD-Proteinen amplifiziert, fihrt VE-Cadherin zu einer Ge-
faRstabilisierung durch Einschrankung der Proliferation und Migration (Rudini et al., 2008).
In diesem Zusammenhang hat VE-Cadherin Uber Interaktion mit dem VEGFR-2 und die
Aktivierung der PKB/Akt zudem uberlebensfordernde und antiapoptotische Signalwirkung
auf die Endothelzellen, z.B. durch Inhibition der GSK-3p oder durch Expressionssteige-
rung von Gas-1 (Liu and Agarwal, 2010; Spagnuolo et al., 2004; Wallez et al., 2006). Die

zytoplasmatische Konzentration des mit VE-Cadherin assoziiertem B-Catenin hat des
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Weiteren regulatorischen Einfluss auf den kanonischen WNT-Signalweg, der wiederum
Uber den Transkriptionsfaktor KLF-4 (Krippel-like factor-4) die VE-Cadherin-Synthese
und damit den endothelialen Zellzyklus reguliert (Cowan et al., 2010; Wallez et al., 2006).
Im Komplex mit dem dephosphorylierten Transkriptionsfaktor FoxO1 kann B-Catenin im
Zellkern zudem die Transkription von Proteinen der "tight junctions" affektieren (Gavard
and Gutkind 2008). Das Catenin p120 schitzt nach Anlagerung an VE-Cadherin dessen
Internalisierung mit konsekutivem endosomal-lysosomalem bzw. proteasomalem Abbau
(Vincent et al., 2004). Ferner hat die c-Src-abhangige Phosphorylierung von p120 eine
Hemmung der Aktivitdt der kleinen GTP-Pase der Rho-Familie RhoA zur Folge. Zusam-
men mit dem VEGFR-2 und Pecam-1 ist VE-Cadherin letztlich Teil eines mechanosenso-
rischen Komplexes, der blutstrémungsbedingte Wandschubspannungen, in Abhangigkeit
von der Ex-trazellularmatrix, integrinvermittelt in ein zellulares Signal umzusetzen vermag
(Hahn et al., 2009). Fir die Beurteilung der Stabilitdt der adharenten Junktionen bzw. der
permeabilitétsrestringierenden Eigenschaften des VE-Cadherins diente die Quantifizie-
rung hinsichtlich eines qualitativen Merkmals auf immunhistochemischen Fluoreszenzauf-
nahmen in "whole mount"-Technik. In den Aorten der alten Ceacam1”-Mause konnte im
Vergleich zur  Wildtypkontroligruppe ein  merklich  gesteigertes  "Zick-Zack"-
Expressionsmuster in der Kontaktzone zwischen den Endothelzellen herausgestellt wer-
den. Jene Anfarbung fur VE-Cadherin in Form eines geschléngelten bzw. gezackten Ver-
lauf deutete auf einen Anstieg der parazellularen Permeabilitat in erster Linie durch Tyro-
sinphosphorylierung von VE-Cadherin und den Cateninen hin (Esser et al., 1998; Vest-
weber, 2008). So vermag die Aktivierung des VEGFR-2 durch den VEGF sowohl die Ty-
rosinphosphorylierung von VE-Cadherin, 3-Catenin, y-Catenin und p120-Catenin als auch
die Serinphosphorylierung an der Position 665 durch die p2l-aktivierte Proteinkinase
(PAK) mit nachfolgender B-Arrestin-2 bzw. Clathrin vermittelter Endozytose zu veranlas-
sen. Obwohl die in den Aorten der alten Ceacaml1”-Mause gemessenen Konzentrationen
fur den VEGF und den VEGFR-2 gegeniiber den Wildtypm&usen deutlich vermindert wa-
ren, konnte die daraus resultierende Ceacaml bedingte Reduktion der Aktivitat der
PKB/Akt als Erklarung fur die gesteigerte parazellulare Permeabilitat herangezogen wer-
den. Die herabgesetzte Phosphorylierung der GSK-3p durch die PKB-Akt hat, dartber
hinaus auch durch die fehlende Interaktion zwischen Ceacaml1 und dem Insulinrezeptor,
einen vermehrten proteasomalen Abbau von B-Catenin zur Folge (Najjar et al., 2013). Da
B-Catenin fur die Verbindung von VE-Cadherin mit o-Catenin und somit dem
Aktinzytoskelett nétig ist, kann die abgeschwéchte Aktivitat der PKB/Akt zu Einbul3ungen
der Stabilitat der adharenten Junktionen wesentlich beitragen und mit der Abwesenheit

von Ceacaml in den alten Ceacaml1”-Mausen erklart werden. Weiterhin ist denkbar, dass
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der in den alten Ceacam1-KO-Mausen gemessene Anstieg des oxidativen Stresses sowie
des TNF-a negative Auswirkungen auf die Reifung der adharenten Junktionen hat. Reak-
tive Sauerstoffradikale, wie z.B. H,O;, vermogen redoxsensitive lonenkanale, wie z.B. den
TRPM-2 (transient receptor potential melastatin-2), zu aktivieren, mit der Folge eines pro-
tahiertem Einstroms von Kalziumionen (Hecquet et al., 2008). Die dadurch gesteigerte
Aktivitdt der CaMK-2 mit konsekutiver Phosphorylierung des Geristproteins Filamin A
sowie der der MLCK mit Verstarkung der Aktomyosinkontraktiliat, kénnen zur Erhéhung
der interendothelialen Permeabilitdt beitragen (Mehta and Malik, 2006). Die Aktivierung
des NF-kB durch oxidativen Stress sowie die Signaltransduktion durch den TNF-a hat die
endotheliale Expres-sion von inflammatorischen Adhasionsmolekilen, wie z.B. dem
VCAM-1, zur Folge. Die integrinvermittelte Aggregation von Leukozyten an jenen Moleku-
len fuhrt Gber Racl und Aktivierung der NADPH-Oxidase zu einer c-Src- und Pyk-2-
vermittelten Phosphorylierung an den Tyrosinresten 658 und 731, mit nachfolgender In-
ternalisierung und Degradation von VE-Cadherin (Frey et al., 2009; Vestweber, 2008). Die
Stabilitat der adharenten Funktionen von VE-Cadherin kann ferner dadurch affektiert wer-
den, dass TNF-a Uber eine Aktivierung der p2l-aktivierten Proteinkinase (PAK) und der
SAPK/JINK die Phosphorylierung des a-Catenins bewirkt, das tber - und y-Catenin eine
Anbindung von VE-Cadherin an das Aktinzytoskelett ermdglicht (Nwariaku et al., 2004).
Letzteres ist auch durch blutstromungsbedingte Wandschubspannungen mit Integrinbin-
dung an Fibronektin oder Fi-brinogen moéglich (Hahn et al., 2009; Nwariaku et al., 2004).
Obgleich das verstarkte "Zick-Zack"-Expressionsmuster in den Aorten der alten
Ceacaml1-KO-Mause keine Aussage uber die absolute Konzentration von VE-Cadherin,
den Phosphorylierungsgrad oder die Anbindung an das Aktinzytoskelett machen, so kén-
nen die abgeschwachte Aktivitat der PKB/Akt, der Anstieg des oxidativen Stress und die
erhohte Konzentration des TNF-a fur die herabgesetzte Reifung und Stabilitdt der adha-
renten Junktionen und somit fir die erhéhte endotheliale Permeabilitdt gegentber der
Wildtypkontrollgruppe als Erklarung herangezogen werden. In Analogie zum VEGFR-2
und zur e-NOS konnte auch fiir VE-Cadherin in immunhistochemischen Farbungen sowie
durch Proteinmessungen durch Western Blotting eine deutlich reduzierte Expression des
Adhasionsmolekil im Aorten-endothel der alten Ceacam1”-Mause im Gegensatz zu den
Wildtypkontrollmausen herausgestellt werden. In diesem Zusammenhang konnte durch
Messungen auf DNA-Ebene auch eine herabgesetzte Konzentration der m-RNA fir -
Catenin bestimmt werden (Najjar et al., 2013). Die Synthese des VE-Cadherin steht u.a.
unter der Kontrolle der p38-MAPK und des Transkriptionsfaktors Ets-1 (Tanaka et al.,
1998; Lelievre et al., 2001) sowie des kanonischen WNT-Signalwegs und des Transkripti-
onsfaktors KLF-4 (Cowan et al., 2010). So hat die Aktivierung des VEGFR-2 durch den
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VEGF uber den MAPK-Signalweg, ebenso wie die damit verbundene Signaltransduktion
durch die PKB/Akt mit Hemmung der GSK-3B, eine Steigerung der VE-Cadherin-
Expression zur Folge. Obgleich oxidativer Stress und auch der TNF-a die p38-MAPK akti-
vieren kdnnen (Force et al., 1996; Nwariaku et al., 2004), scheint die gleichzeitige Aktivie-
rung des redoxsensitiven NF-kB mit der Genaktivierung zu interferieren (Dryden et al.,
2012). In den alten Ceacaml1-KO-Mausen ist die ligandeninduzierte PKB/Akt-Aktivierung
durch Tyrosinkinaserezeptoren, wie z.B. dem VEGFR-2 und dem Insulinrezeptor, durch
die Defizienz von Ceacaml abgeschwacht. Letzteres vermag durch Inhibition der GSK-3f
die zytosolische Konzentration von p-Catenin und letztlich die VE-Cadherin-Neusynthese
durch den kanonischen WNT-Signalweg zu beeintrachtigen. Ferner kann die reduzierte
Expression des VE-Cadherin in der Aorta der alten Ceacaml”’-Mause mit der herabge-
setzten Expression des VEGF und des VEGFR-2 mit konsekutiver Reduktion der Ets-1-
Transkription erklart werden. Ebenfalls vermag die phosphorylierungsabhangige Steige-
rung der parazellularen Permeabilitat zu einer subendothelialen Deposition von
Fibronektin oder Fibrinogen fiihren, mit der Folge der Integrin vermittelten Internalisierung
und Degradation von VE-Cadherin als Antwort auf blutstrémungsbedingte Scherspannun-
gen. Andererseits sollten sowohl die erhdhte TNF-a-Konzentration als auch der Anstieg
des oxidativen Stresses Uber die PAK und die p38-MAPK auch zur Transkriptionssteige-
rung des VE-Cadherins fihren. Dass jener Signaltransduktionsweg jedoch nicht zum Tra-
gen kommt, liegt offenbar an der parallen Aktivierung des NF-kB, der mit der durch die
Transkriptionsfaktoren der Ets-Familie vermittelten VE-Cadherin-Expression interferiert.

Dass Ceacaml zum einen das Entziindungsgeschehen zu beeinflussen vermag, zeigte
sich in der Erhdhung der Aktivitéat des NF-kB und in der Expression von inflammatorischen
Adhasionsmolekilen, wenn in Wildtypendothelzellen Ceacaml durch sog. ,silencer-
mMRNA® ausgeschaltet wird (Najjar et al., 2013). Die fehlende angiogenetische Potenz des
Ceacaml in den alten Ceacaml”-Mausen spiegelt sich in der verminderten Expression
von wichtigen Endothelzellfunktions- bzw. Angiogenesemarker, wie z.B. des VEGFR-2,
der e-NOS und des VE-Cadherins, sowie der Angiopoeitine und des VEGFR-1 wider
(Najjar et al., 2013). Die gegentber der Wildtypkontrollgruppe herabgesetzte Konzen-
tration des VEGFR-2 in den Aorten der alten Ceacam1’-Mause konnte nicht von den pa-
thophysiologischen Einflussfaktoren, wie dem Anstieg des oxidativen Stresses oder den
erhohten Werten fir den TNF-a, abgeleitet werden (Gonzalez-Pacheco et al.,, 2005;
Nespereira et al., 2003; Atkins and Jain, 2007; Hoeben et al., 2004). Vielmehr hat offen-
bar die Defizienz von Ceacaml1 Auswirkungen auf Signaltransduktionswege, die das Ent-
ziindungsgeschehen und die Zellproliferation regulieren, wie z.B. die Interaktion mit dem

kanonischen WNT-Signalweg und dem NF-kB. Dadurch scheint in erster Linie die Pra-
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senz von Ceacaml sowohl fur die Signalweiterleitung als auch fur die Expression des
VEGFR-2 unabdingbar zu sein. Die konsekutiv verminderte PKB/Akt-Aktivitat sowie die
abgeschwachte Expression des VEGFR-2 haben letztlich auch die Einschrankung der
Synthese von VE-Cadherin und der e-NOS zur Folge (Cowan et al., 2010; Lelievre et al.,
2001; Najjar et al., 2013; Zachary and Gliki; 2000). Daruber hinaus konnte Ceacaml wie-
derum die Bildung des VE-Cadherins und der e-NOS sowohl durch die Interaktion mit
dem NF-kB (Searles, 2006; Dryden et al., 2012) als auch mit dem kanonischen WNT-
Signalweg beeinflussen, da die Transkription der beiden Molekile unter der Kontrolle der
sog. ,Kruppel-like factors® (KLF) steht, die dem kanonischen WNT-Singalweg nachge-
schaltet sind und Ceacaml in jenen Signalweg durch die Aktivitat der PKB/Akt und die
Assoziation mit 3-Catenin involviert ist (Cowan et al., 2010; Atkins and Jain; 2007; Najjar
et al., 2013; Jin et al., 2008).

Ceacam1 und ApoE’-Modell

Diese Arbeit kann erstmalig zeigen, dass in dem etabliertem Atherosklerosemodell der
Maus mit Apolipoprotein-E-Defizienz Ceacaml fast ausschliel3lich im Bereich aortaler
Plagues, insbesondere in dem plaguebedeckenden Endothel hochreguliert nachzuweisen
ist. Dieser Nachweis impliziert eine pathogenetisch relevante Bedeutung des Ceacaml fur
diese GefalRerkrankung. Auf Paraffinquerschnitten der murinen Aorta war das den Plaque
vom Blutgefalllumen abgrenzende Endothel positiv fur Ceacaml. Die Tatsache, dass
Ceacaml nicht konstitutiv im Aortenendothel exprimiert wird, sondern auf angiogenetisch
aktivierten Endothelzellen, fihrt zu der Annahme, dass plagueassoziierte pathologische
Verhéltnisse hierflr ausschlaggebend sind. So sind zum einen kritische, blutstrémungs-
bedingte Wandschubspannungen sowohl fiir eine veranderte Endothelzellmorphologie
(Burrig, 1991; Walski et al., 2002) als auch fir ein verandertes endotheliales Genexpres-
sionsmuster verantwortlich (Hastings et al., 2007). Weiterhin fiihrt die persistierende Dys-
lipidamie Uber eine erhohte konzentrationsbedingte Transsudation triglyzeridreicher
Lipoproteine sowie den reduzierten Abtransport von Cholesterin Uber die Lipoproteine ho-
her Dichte (HDL) zu einer Akkumulation von Fettsduren und Cholesterin am Ge-
falRendothel. Der Anstieg des oxidativen Stresses geht einher mit der Expression von in-
flammatorischen Adhé&sionsmolekilen, der Freisetzung von Zytokinen, vasoaktiven Medi-
atoren und Wachstumsfaktoren sowie einer Zunahme der Proliferationstendenz (Griend-
ling et al., 2000; Griendling et al., 2000; Erusalimsky, 2009; Frey et al., 2009; Borradaile
and Pickering, 2010). Auf diesen veréanderten Aktivierungszustand folgt langfristig der als
Seneszenz bezeichnete, irreversible Wachstumsarrest und Funktionsverlust des En-
dothels. Neben der replikativen Telomer-abhangigen Alterung kann sich, vor allem bei

oxidativem Stress, durch vermehrte Signalfortleitung der PKB/Akt, von Ras und Racl
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bzw. verminderter Aktivitat der NO-abhangigen Proteindeacetylase SIRT-1 mit Akkumula-
tion von Zellzyklusinhibitoren eine Telomer-unabhé&ngige, vorzeitige Seneszenz einstellen
(Erusalimsky, 2009; Minamino et al., 2004). Die Aufhebung der funktionellen Endothel-
zellintegritat hat, insbesondere in dem den atherosklerotischen Plaque bedeckenden En-
dothel, Auswirkungen auf die Stabilitdt und Rupturgefahr. Ceacaml vermag in diesem
Zusammenhang, z.B. uber sein ITAM und ITIM, modulierenden Einfluss auf eine Reihe
von Signaltransduktionswegen in Endothelzellen auszutiben. Durch homophile Interaktion
ist Ceacaml in der Lage, in die antigenvermittelte Immunantwort der T-Helfer-
Lymphozyten einzugreifen (Gray-Owen and Blumberg, 2006; Kwak et al.,, 2002).
Ceacaml fordert durch die Expressionssteigerung des VEGFR-2 sowohl die Synthese
vaskuloprotektiver Mediatoren, wie NO und Prostazyklin, als auch zusammen mit VE-
Cadherin antiapoptotische, Uberlebensférdernde und proliferationsrestringierende Signal-
wege. Weiterhin stellt Ceacaml ein intrazellular mit dem Aktinzytoskelett verbundenes,
transmembranoses Zelladh&sionsmolekil dar, das durch die Assoziation mit 3-Catenin,
die Regulation der NF-kappaB-vermittelten Expression von Adhasionsmolekilen sowie
die VE-Cadherin-Synthese an der Restriktion der parazellularen Permeabilitét beteiligt ist
(Jin et al., 2008; Najjar et al., 2013). Die Interaktion des Ceacaml mit dem Kalzium bin-
denden Protein Calmodulin und die Ceacaml-vermittelte NO-abhangige Einschrankung
der intrazellularen Kalziumkonzentration kdnnen dariber hinaus durch Modulation der Ak-
tivitdt der CaMK-2 und der MLCK u.a. die Stabilitat interendothelialer Junktionen und die
endotheliale Permeabilitéat verbessern. Im Zuge dessen vermag Ceacaml Uber die NO-
abhangige cGMP-vermittelte Hemmung des Abbaus von cAMP (Van Hinsbergh and Ame-
rongen, 2002) und die potentielle Assoziation mit Calmodulin die Aktivitat von Ade-
nylatcyclasen in interendothelialen Junktionen zu beeinflussen (Heijnen et al., 2004;
Mehta and Malik, 2006). Der ,second messenger‘ cAMP kann wiederum zur Stabilisie-
rung des VE-Cadherin-Catenin-Komplexes beitragen (Vestweber, 2008), des Weiteren die
Permeabilitat durch Phosphorylierung von Filamin A durch die PKA einschranken und die
NO-Produktion durch die PKA steigern (Heijnen et al., 2004; Wang et al., 1996).

Zusammenfassend koénnen der endothelialen Expression des Ceacaml auf atherosklero-
tischen Plagues einige pathogenetisch bedeutsame, atheroprotektive Funktionen zuge-
schrieben werden. Durch die Modulation von Signaltransduktionswegen und die Regu-
lation der Transkription bedeutsamer Endothelzellfunktions- bzw. Angiogenesemarker,
wie dem VEGFR-2, dem VE-Cadherin und der e-NOS, hat Ceacam1 entscheidenden Ein-
fluss auf den Erhalt der funktionellen Integritat des Endothels und der GefalRmorphologie.
Durch die Steuerung des Entziindungsgeschehen, des Redoxstatus sowie der endothelia-
len Permeabilitat und Proliferation wirkt Ceacaml der Entwicklung einer vorzeigten Se-

neszenz entgegen und kann dadurch zur Plaquestabilitat beitragen. Letztlich kdnnte
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Ceacaml, wie kirzlich fur Tumorgefal3e gezeigt werden konnte, durch eine verbesserte
Integration der Perizyten und glatter Muskelzellen in die GefalRwand fir die Formierung
und Stabilitét neuer Blutgefal3e, z.B. in einem atherosklerotischen Plaque, von Bedeutung
sein (Gerstel et al., 2011). Allerdings vermag Ceacam1 unter bestimmten Umstanden eine
proangiogenetische Wirkung zu entfalten. Die Initiierung der kapillaren BlutgefaRbildung
ist abhangig vom Ausmal} des Entziindungsgeschehens, der Immunantwort und des
Sauerstoffpartialdrucks (Virmani et al., 2005). In diesem Sinne birgt die Formierung noch
unreifer und durchlassiger GefalRe zudem die Gefahr von Hamorrhagien, die zum
Plaguewachstum wund zur Plaqueinstabilitat beitragen, insbesondere unter dem

protahierten Einfluss von atherosklerotischen Risikofaktoren.
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5. Zusammenfassung

Die in dieser Arbeit prasentierten Ergebnisse fuhren zu der Annahme, dass der endothe-
lialen Expression des Carcinoembryonic antigen-related Cell Adhesion Molecule 1
(Ceacaml) auf aortalen atherosklerotischen Plaques Apolipoprotein-E-defizienter Mause
eine duale pathogenetische Bedeutung zugeschrieben werden kann. Ceacaml vermag
Signaltransduktionswege, wie z.B. die Aktivitat der Proteinkinase B (PKB/Akt), zu modu-
lieren und die Transkription bedeutsamer Endothelzellfunktionsmarker, wie z.B. des vas-
kularen endothelialen Wachstumsfaktor-Rezeptor-2 (VEGFR-2), der endothelialen Stick-
stoffmonoxidsynthase (e-NOS) und des vaskularen endothelialen Cadherins (VE-
Cadherin) zu regulieren. Dadurch erhalt Ceacaml Einfluss auf den Zellzyklus und die
Apoptose, den Redoxstatus, das Entziindungsgeschehen, die endotheliale Permeabilitét
und die Immunantwort. Somit kann Ceacaml einerseits zum zeitweiligen Erhalt der En-
dothelzellfunktion beitragen und somit der Progression der Atherosklerose entgegenwir-
ken. Andererseits kann das proangiogenetische Ceacaml unter der fortwdhrenden Ein-
wirkung atherosklerotischer Risikofaktoren durch die Bildung unreifer und durchlassiger
GefalRe das Plaquewachstum und die Plaqueinstabilitat provozieren und somit nachteilige
Auswirkungen auf die Pathogenese der Gefal3erkrankung haben.

Im Ceacaml-Knockout-Modell bestand hintergriindig ein &tiologischer Zusammenhang
zur Athersklerose. Der leberspezifische Ausfall von Ceacaml fiihrte zur Entstehung einer
Hyperinsulindmie, Leberverfettung, vizeraler Adipositas und zu einem Anstieg von freien
Fettsauren und proinflammatorischen Zytokinen im Blut. Das Fehlen von Ceacaml in der
Niere hatte zudem die Entwicklung einer arteriellen Hypertonie zur Folge. Obgleich es in
den Aorten der Ceacaml-Knockout-Mause im Vergleich zur Wildtypgruppe zur Entwick-
lung kleiner atherosklerotischer Lasionen kam, konnte die hierflr zugrunde liegende en-
dothelialen Dysfunktion nicht alleinig mit den hier auftretenden atherosklerotischen Risiko-
faktoren, wie z.B. dem Anstieg des oxidativen Stresses und des Tumornekrosefaktors-a,
erklart werden. Die deutlich verminderte Expression der drei endothelialen Funktionsmar-
ker VEGFR-2, e-NOS und VE-Cadherin in den Aorten der Ceacaml-Knockout-Mause im
Vergleich zur Wildtypkontrollgruppe, die eine endotheliale Dysfunktion hinreichend cha-
rakterisiert, musste auf die potentielle Abwesenheit des regulatorischen Ceacaml zurick-
gefuhrt werden. Das Fehlen von Ceacaml geht einher mit einer Modulation von Signal-
transduktionswegen, wie z.B. einer reduzierten Aktivitat der PKB/Akt, die in kritischem
Ausmass Einfluss auf die Expression jener Marker und die Kompensation der Endothel-
zellfunktion ausubt. Welche protektive Rolle Ceacaml dartberhinaus im Endothel grof3er
BlutgefalRe bei der Entstehung der Atherosklerose spielt, muss in zukunftigen Analysen

geklart werden.
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7. Anhang und Abklrzungsverzeichnis
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Abb.1A-D: Immunfarbungen (braun-schwarz) mit Ceacaml (A, B) und Pecaml (C)

an Folgeschnitten der Aorta von ApoE’-Mausen mit einem atherosklerotischen
Plaguebereich (markiert durch eine rote gestrichelte Linie) sowie eine
Negativkontrolle (D). Der der GefdBwand aufsitzende Plaque (rot-gestrichelte
Umrandung) wird von einer kontinuierlichen Schicht Ceacaml- und Pecaml-positiver
Zellen bedeckt (A, C). Die schwarzen Pfeile markieren das plaquededeckende Ceacam1-
gefarbte Endothel (B). Die positive Endothelfarbung fur Pecaml besteht dariber hinaus
auch fur das ubrige Aortenendothel (schwarzer Pfeil, C). Hingegen erscheinen Ceacam1-
positive, nicht jedoch Pecaml-positive Zellen auch innerhalb des Plaguegewebes (B).
n=3, VergrolRerung: 100x (A, C und D), 200x (B).
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(A) mit dazugehoriger Negativkontrolle (B) sowie immunhistochemische

Doppelfarbungen mit Ceacaml (braun-schwarz) und Pecam1 (rot) (C) und Pecaml
(braun-schwarz) und Ceacam1 (rot) (D) an aortalen Plagues von ApoE”-Mausen. Die
weillen Pfeile illustrieren die gleichzeitge Anfarbung des den Plaque bedeckenden
Endothels mit Ceacaml und Pecam1l (gelb), wahrend die weil3en Pfeilspitzen die alleinige
Farbung des lbrigen Aortenendothels nur mit Pecaml zeigen (rot) (A). Wahrend sich das
Aortenendothel in beiden Abbildungen (C, D) fir Ceacaml und Pecaml positiv farbt,
erweisen sich die Zellen innerhalb des Plaquegewebes uberwiegend positiv nur fir
Ceacaml, lediglich einige wenige (schwarze Pfeile) sind gleichzeitig positiv fir Pecaml
(C, D). n=3, Vergrofierung: 200x (A-D).
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B2

Abb.3A1-B2: Histologische Hamatoxylin-Eosin-Farbungen von jeweils zwei
Serienschnitten zweier atherosklerotischer Plaques (A, B) aus Aorten alter
Ceacaml-Knockout-Mause. Rot-gestrichelte Umrandung der Plaques in den
Abbildungen Al und B1. n=7, Vergroé3erung: 100x.
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Abb.4A-D: Histologische Masson-Goldner-Farbung einer Ceacaml1”-Aorta. Kleiner
atherosklerotischer Plaque (P) in der Aortenwand (A und B). Subendotheliale Ablagerung

fibrotischen Materials (*) in der h6heren mikroskopischen Auflésung erkennbar (C). Keine

solche Ablagerung sichtbar in den plaguefreien Arealen der Aortenwand (D). TM: Tunica
media. Weil3e gestrichelte Linie: Grenze zwischen der Tunica intima und der Tunica
media. Pfeile: Markierung des Endothels. n=7.
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Abb.5A-D: Immunfarbungen (braun-schwarz) mit dem vaskuléren endothelialen
Wachstumsfaktorrezeptor-2 (VEGFR-2) an Paraffinquerschnitten von Aorten aus
alten Wildtyp- (A, B) und alten Ceacaml-Knockout-Mausen (C, D). In der
Wildtypmaus weisen bevorzugt das Endothel und adventitielle Zellen eine positive
Immunfarbung auf (Pfeile), wahrend dies in der Knockout-Maus fur glatte Muskelzellen
der Tunica media zutrifft (Pfeile). n=3, Vergrofierung: 100x (A, C), 200x (B, D).
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C WTalt KO alt WT jung KO jung

250 kDa-

55 kD ———
- : Aktin
A 4

VEGFR-2

WT alt KO alt WT jung KO jung
VEGFR-2 2759439 1465806 1277545 1259755
Aktin 2782786 2691796 2009810 2374097
VEGFR-2
/ ~ 0,99 ~ 0,55 ~ 0,64 ~ 0,53
Aktin

VEGFR2 / Aktin

1,2

WT alt KO alt WT jung KO jung

Abb.6A-C: Quantitative Verteilung des VEGFR-2 innerhalb der vier Mausgruppen
und in Relation zur Ladekontrolle (Aktin). Von oben nach unten die relativen
Intensitaten der schwarzen Banden mit tabellarischer Ubersicht in Zahlen und
Quotientenbildung beider Werte sowie die Visualisierung jener Quotienten im
Saulendiagramm. n=4 (WT=Wildtyp; KO=Knockout).
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Abb.7A-D: Immunhistochemische Farbungen (braun-schwarz) mit der endothelialen
Stickstoffmonoxidsynthase (e-NOS) an Paraffinquerschnitten von Aorten alter
Wildtypmause (A, B) und alter Ceacaml-Knockout-Mause (C, D). Die Blockpfeile
deuten auf die intensive Immunfarbung der Endothelzellen in der Wildtypmaus. Hingegen
ist das Endothel in der Knockout-Maus nur stellenhaft und nicht Uber die gesamte
Zelloberflache positiv (Pfeile). n=3, VergréRerung: 100x (A, C), 200x (B, D).
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C WT alt KO alt WT jung KO jung
130 kDa ‘ L S R, -~ e-NOS
55 kD
E X e
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WT alt KO alt WT jung KO jung
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30
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5 -
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Abb.8A-C: Quantitative Verteilung der e-NOS innerhalb der vier Mausgruppen und
in Relation zur Ladekontrolle (Aktin). Von oben nach unten die relativen Intensitaten
der schwarzen Banden mit tabellarischer Ubersicht in Zahlen und Quotientenbildung

beider Werte sowie die Visualisierung jener Quotienten im Saulendiagramm. n=4

(WT=Wildtyp; KO=Knockout).
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Abb.9A-C: Aufsicht auf das murine Aortenendothel nach Immunfluoreszenzfarbung
mit e-NOS (A) und DAPI (B) sowie einer Uberlagerung der Aufnahmen A und B (C).
Die ringformigen Gebilde mit weiRem Sternchen (*) stellen eine zytoplasmatische Fraktion
der e-NOS (A) um die mit weiRen Pfeilen markierten Endothelzellkerne (B) dar. Die

Uberlagerung beider mikroskopischen Bilder (C) illustriert jene Immunfarbung als
perinukleare Anreicherung des Enzyms.
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Abb.10: E-NOS-Immunfluoreszenzfarbung einer alten Wildtyp-Mausaorta. Betonung
der zellmembrangebundenen Fraktion der e-NOS (weil3e Pfeile), wahrend intrazellulares
e-NOS in perinuklearer Ringform nur stellenhaft und teils andeutungsweise ausgepragt ist
(8 weil3e Sternchen (*)).

Abb.11: E-NOS-Immunfluoreszensfarbung einer alten Ceacaml1-Knockout-Maus-
aorta. Deutliche zytoplasmatische Anreicherung der e-NOS um die Zellkerne (16 weil3e
Sternchen (*)).

Tab.1: Quantitative Gegenuberstellung des Immunfarbemusters der e-NOS von
Wildtyp- und Ceacaml1-Knockout-Mausen.

Wildtyp (n=3) Knockout (n=3)
Anzahl der
mikroskopischen 24 24
Aufnahmen
ringférmig-
perinukleare 195 417
Gebilde
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Abb.12 A-D: Immungefarbte (braun-schwarz) Paraffinquerschnitte von Aorten alter
Wildtypmause (A, B) und alter Ceacam1-Knockout-Mause (C, D) mit dem vaskularen
endothelialen Cadherin (VE-Cadherin). Die Pfeile markieren exemplarisch positiv
gefarbte Endothelzellen der Wildtypmausaorta. In der Knockout-Maus dagegen ist die
Immunfarbung unregelhaft und teils subendothelial vorhanden (Pfeile). n=3,
VergroRerung: 100x (A, C), 200x (B, D).
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C WTalt KOalt WTjung KO jung
130 kDa  —— X VE-
, — ' p— Cadherin
55 kDa =
Aktin
WT alt KO alt WT jung KO jung
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VE-Cadherin
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Aktin
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Abb.13A-C: Quantitative Verteilung des VE-Cadherin innerhalb der vier
Mausgruppen und in Relation zur Ladekontrolle (Aktin). Von oben nach unten die
relativen Intensitaten der schwarzen Banden mit tabellarischer Ubersicht in Zahlen und
Quotientenbildung beider Werte sowie die Visualisierung

jener Quotienten im

Saulendiagramm. n=4 (WT=Wildtyp; KO=Knockout).
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Abb.14: Ansicht auf die aortale Endothelzellschicht einer alten Ceacam1-Knockout-
Maus. Die grun fluoreszierende Anfarbung entspricht der Kontaktzone zwischen den
Endothelzellen und stellt gleichzeitig die Expression des VE-Cadherins dar. Auf dieser
Aufnahme sind insgesamt 13 Endothelzellen mit ihren Zellgrenzen vollstdndig erkennbar
und mit einem weil3en ,x“ markiert.

Abb.15: Ansicht auf das aortale Endothel einer alten Wildtyp-Maus. Die beiden mit
einem weilken ,y“ markierten Zellen weisen in allen Zellkontaktbereichen eine VE-
Cadherin-Expression in  Form eines geschlangelten bzw. gezackten Verlaufs.
Demgegentber besitzen die beiden mit einem weil’en ,z markierten Zellen auch

glattwandige Junktionen.
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Tab.2: Quantitative Gegenuberstellung des Immunfarbemusters von VE-Cadherin in

Wildtyp- und Ceacaml1-Knockout-Mausen.

Wildtyp (n=3) Knockout (n=3)
Anzahl der
mikroskopische 24 24
Aufnahmen
Zellzahl 250 313
Zellzahl mit Zick-Zack- 88/250 = 0.35 145/313 = 0.46
Expressionsmuster

100



Abkirzungen

ADH
ADMA
AGEs
AP-1
ApoE™"
ATP
bFGF
CaMK-2
CD

CEA
Ceacaml
Ceacaml™”
cAMP
cGMP
c-Src
CoA
DNA
e-NOS
ERK
Ets-1
FAK
Gasl
G(i)-Protein
GPI
Grb2
GSK-3p
GTP
HCPTPA
HDL

HE

HIF

19G
IQGAP-1
ITAM
ITIM

Antidiuretisches Hormon

Asymmetrisches Dimethylarginin

Fortgeschrittene Glykosylierungsendprodukte
Aktivator-Protein-1

Apolipoprotein-E-Knockout

Adenosintriphosphat

Basischer Fibroblastenwachstumsfaktor
Calmodulin-Kinase-2

Differenzierungsantigene (Cluster of Differentiation)
Carcinoembryonales Antigen (Ceacamb)
Carcinoembryonic antigen-related Cell Adhesion Molecule 1
Ceacam1l-Knockout

Zyklisches Adenosinmonophosphat

Zyklisches Guanosinmonophosphat

Zellulare Signal-Erkennungs-Tyrosinkinase
Coenzym-A

Desoxyribonukleinséure

Endotheliale Stickstoffmonoxidsynthase
Extrazellular-signalregulierte Kinase
Transformationsspezifische Sequenz des Vogelerythroblastosevirus E26
Fokale Adh&sionskinase
Wachstumsarrest-spezifisches Gen 1
inhibitorisches Guaninnukleotid-bindendes Protein
Glykosylphosphatidylinositol
Wachstumsfaktorrezeptor-gebundenes Protein 2
Glykogensynthase-33

Guanosintriphosphat

Humane zellulare Proteintyrosinphosphatase-A
Lipoprotein hoher Dichte

Hamatoxylin-Eosin

Hypoxieinduzierbarer Faktor

Immunglobulin G

IQRas GTPase-aktivierendes Protein-1
Tyrosinbasiertes Immunrezeptor-Aktivierungsmotiv

Tyrosinbasiertes Immunrezeptor-Inhibitonsmotiv
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KLF

KO

LCK

LDL
LOX-1
MAPK(s)
MCP-1
MLCK
NAD
NADP
NF-kB
NO
ox-LDL
PDGF
Pecaml
PKA
PI-3-Kinase
PKB/Akt
PKC
PKG
PTK(s)
PTP(s)
RNA
SAPK/INK
SH2

Shc
SHP-1/-2
SIRT-1
SMAD

TGF-B

Tie2

TLR

TNF-a
VCAM-1
VE-Cadherin
VEGF

Krippelprotein-ahnlicher Faktor

Knockout

CD4-assoziierte Signal-Erkennungs-Tyrosinkinase
Lipoprotein niedriger Dichte

Lektinartiger, oxidierter LDL-Rezeptor-1
Mitogenaktivierte Proteinkinase(n)
Monozyten-chemotaktisches Protein-1
Myosin-Leichtketten-Kinase
Nicotinsdureamid-Adenin-Dinukleotid
Nicotinsdureamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat
Nuklearer Faktor-kB

Stickstoffmonoxid

Oxidiertes Lipoprotein niedriger Dichte
Thrombozytenwachstumsfaktor
Thrombozytar-endotheliales Zelladhasionsmolekuil-1
Proteinkinase-A

Phosphatidylinositol-3-Kinase

Proteinkinase-B/Akt

Proteinkinase-C

Proteinkinase-G

Proteintyrosinkinase(n)

Proteintyrosinphosphatase(n)

Ribonukleinséure

Stressaktivierte Proteinkinase/c-Jun N-terminale Kinase
Src-Homologie-2

Adapterprotein mit SH2- und Phosphotyrosinbindungsdoméne
SH2-positive Proteintyrosinphosphatase-1/-2
NAD-abhangige Deacetylase Sirtuin 1

Humanes Proteinhomolog der Genprodukte Mad (Drosophila) und Sma
(C. elegans)

Transformierender Wachstumsfaktor-3
Angiopoietin-1-Rezeptor
Signaltransduktions-vermittelnder PRR (Pattern-Recognition Receptor)
Tumornekrosefaktor-a

vaskulares Zelladh&asionsmolekul-1

vaskulares endotheliales Cadherin

vaskularer endothelialer Wachstumsfaktor

102



VEGFR-1 vaskularer endothelialer Wachstumsfaktor-Rezeptor-1

VEGFR-2 vaskularer endothelialer Wachstumsfaktor-Rezeptor-2

VLDL Lipoprotein sehr niedriger Dichte

WNT Gengruppierung des Wg-Gens (Drosophila) und des murinen Int1l-Gen
WT Wildtyp

ZAP70 70 kDa-Proteinkinase
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