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PHGPx Phospholipid Hydroperoxid Glutathion Peroxidase  
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ROS  Reaktive Sauerstoffspezies (reactive oxygen species) 

TAM  Tamoxifen ((Z)-1-(p-Dimethylaminoethoxyphenyl)-1,2-diphenyl-1-butene 

trans-2-[4-(1,2-Diphenyl-1-butenyl)phenoxy]-N,N-dimethylethylamine) 

TROLOX 6-Hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carbonsäure 

VEGF-A Vascular Endothelial Growth Factor A 

αSMA  Alpha Smooth Muscle Actin 
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1 Einleitung 

 

1.1 Die Familie der Glutathion Peroxidasen 

Die Familie der Glutathion Peroxidasen (Gpx) umfasst bei Säugetieren insgesamt 8 

verschiedene Enzyme. Die Glutathion Peroxidasen 1-4 und 6 sind durch ein 

konserviertes, aktives Zentrum mit der Aminosäurekombination Selenocystein, 

Glutamin, Tryptophan und Asparagin [4] charakterisiert. Bei Gpx5, 7 und 8 ist das 

Selenocystein durch Cystein, bei Gpx8 zusätzlich das Glutamin durch Serin ersetzt [5].  

Genetische Mutanten, bei denen einzelne Aminosäuren des aktiven Zentrums 

ausgetauscht wurden, verdeutlichen, dass eine Veränderung des aktiven Zentrums zu 

einer deutlichen Verringerung der enzymatischen Aktivität der Glutathion Peroxidasen 

führt. Allein der Austausch von Selenocystein gegen Cystein verringert bei der Gpx4 

die Reaktionsrate um drei Potenzstufen [6].  

 

Die Hauptaufgabe der Glutathion Peroxidasen besteht in der Reduktion von H2O2 und 

Hydroperoxiden [1]. Hierbei reagiert das Selenocystein des aktiven Zentrums mit dem 

zu reduzierenden Molekül zu Selensäure und wird anschließend mittels zweier 

Moleküle Glutathion (GSH) wieder reduziert. Das Glutathion wird dabei zu Glutathion 

Disulfid (GSSG) umgesetzt (Abbildung 1) [1].  

Abbildung 1: Funktionsweise der Glutathion Peroxidasen. 

Das Selen (Se) im aktiven Zentrum der Glutathion Peroxidase reduziert das Hydroperoxid (ROOH) und wird 
dabei zur Selensäure (SeOH) umgesetzt. In zwei Reaktionsschritten unter Verbrauch jeweils eines Moleküls 
GSH wird die Selensäure wieder reduziert. Dabei entsteht im ersten Zwischenschritt ein Molekül H20, im 
zweiten Zwischenschritt ein Molekül GSSG (Graphik adaptiert aus [1, 2]).  
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Neben dieser antioxidativen Funktion konnten den einzelnen Mitgliedern der 

Glutathion Peroxidase Familie in den letzten Jahren auch zell- und organspezifische 

Funktionen zugeordnet werden. 

 

So führt zum Beispiel eine Überexpression von Gpx1 in einer Kreuzung aus 129/SVJ 

und C57BL/6 Mäusen zu einer erhöhten Insulinsekretion mit nachfolgendem 

Übergewicht und reduzierter Insulinsensitivität im Sinne eines Diabetes mellitus [7].  

 

Gpx2 ist in mehreren humanen Tumorzelllinien, unter anderem bei 

Kolonkarzinomzellen [8] und Adenokarzinomzellen der Lunge [9], vermehrt exprimiert. 

Ein Gpx2-Knockdown in der humanen Kolon-Tumorzelllinie HT-29 führt zu einem 

verringerten Tumorwachstum, jedoch auch zu einer Erhöhung der Invasivität und 

Migrationsfähigkeit in entsprechenden in vitro Assays [10]. Somit ist letztendlich die 

Rolle der Gpx2 bei der Tumorinduktion, –progression und Metastasierung noch nicht 

vollständig geklärt.  

 

Die Gpx3 ist die einzig bekannte Glutathion Peroxidase, die sezerniert wird [11]. 

Hauptsächlich wird die Gpx3 in Zellen der proximalen Nierentubuli gebildet und ins 

Blut abgegeben. Von dort aus bindet es extrazellulär vor allem an die Basalmembran 

der Nierentubuli in der Nierenrinde sowie an große Teile der Basalmembran der 

Epithelzellen des gesamten Gastrointestinaltraktes, beginnend im Magen und endend 

im Kolon [12, 13]. Gpx3 Knockout Mäuse haben keinen eindeutigen Phänotyp [13], 

jedoch wird der Gpx3 eine Rolle bei inflammatorischen Erkrankungen und Fettsucht 

zugeschrieben. Die genaue Funktion ist jedoch bislang unklar [1].  

 

Die Gpx5 ist bei Mäusen nur im Nebenhoden exprimiert und schützt dort unter anderen 

die DNA vor einer Schädigung durch H2O2 [14].  

 

Die physiologische Bedeutung der Gpx6 ist bislang unklar, jedoch wird eine Beteiligung 

an der Verarbeitung von Geruchsreizen vermutet [1]. Zudem wurde eine vermehrte 

Gpx6-Expression in der Kochlea in einem Tiermodell für Altersschwerhörigkeit [15] und 

in Toxoplasmose gondii-infizierten Zellen gefunden [16].    
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Ob auch die Gpx7 und 8 spezifische Zellfunktionen beeinflussen, ist bislang 

weitestgehend unklar. Sie scheinen aber bei der Faltung von Proteinen beteiligt zu 

sein. Die genaue Rolle dieser beiden Enzyme muss jedoch in Zukunft noch weiter 

spezifiziert werden [17]. 

  

 

1.2 Die Glutathion Peroxidase 4 (Gpx4) 

Die Gpx4 wurde erstmalig 1982 durch Ursini et al. isoliert und als Enzym beschrieben, 

das biologische Membranen vor Peroxidation schützt. Daher rührt auch der alternative 

Name Phospholipid Hydroperoxid Glutathion Peroxidase (PHGPx) [18]. Gpx4 ist das 

einzige bekannte Enzym, das komplexe Biomoleküle wie oxidierte Phospholipide oder 

Cholesterine reduzieren kann [19, 20]. Dies gilt vor allem dann, wenn diese in 

Makromolekülen wie Lipoproteinen oder biologische Membranen integriert sind.  

Gpx4 ist ein Monomer mit einer molekularen Masse von 20-22 kDa. Damit 

unterscheidet es sich von den meisten anderen Glutathion Peroxidasen, die entweder 

Dimere oder Tetramere bilden [21]. 

 

Ein weiterer Unterschied zu den anderen Mitgliedern der Gpx-Familie ist, dass die 

Gpx4 nicht nur auf Glutathion (GSH) als reduzierenden Kofaktor angewiesen ist. Auch 

Thiol-Gruppen von Proteinen, Dithiothreitol und Mercaptoethanol können als 

Kosubstrat fungieren (Abbildung 2) [1, 22].  

 

 

Insgesamt gibt es drei Isoformen der Gpx4, eine mitochondriale, eine nukleäre und 

eine zytosolische. Diese werden alle vom selben Gen kodiert [23]. Während die 

Abbildung 2: Funktionsweise der Gpx4. 

Analog zu Abbildung 1 kann die Gpx4 auch oxidierte Phospholipide (PLOOH) und Lipide (LOOH) reduzieren. 
Als Kofaktor kommen neben GSH auch Proteine mit Thiol-Gruppen (P-SH) in Frage (Graphik adaptiert aus [1, 
2]).  
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zytosolische Form annähernd ubiquitär exprimiert wird, findet man die mitochondriale 

und nukleäre Form überwiegend im Hoden [24, 25]. Ein Knockout der mitochondrialen 

Gpx4-Isoform führt zur Unfruchtbarkeit durch eine veränderte Spermatozoen-Struktur 

[26]. Die nukleäre Form der Gpx4 ist mitverantwortlich für die Kondensation des 

Chromatins in den Spermatozoen [27, 28]. Allerdings führt ein Knockout der nukleären 

Gpx4 zu keiner Unfruchtbarkeit [29]. Der Grund hierfür ist noch nicht vollkommen klar, 

jedoch wird zumindest teilweise ein kompensierender Effekt der Gpx5 vermutet [1]. 

Geringe Konzentrationen an nukleärer Gpx4 sind auch in den Zellkernen von 

Nierenzellen nachweisbar, allerdings mit bislang unbekannter Funktion und Relevanz 

[30]. 

 

In diversen Studien mit Knockout-Mäusen, bei denen ein einzelnes antioxidatives 

Enzym ausgeknockt wurde, konnte gezeigt werden, dass das Fehlen einzelner Redox-

Enzyme unter Basalbedingungen oft durch die Funktion anderer Enzyme kompensiert 

werden kann. Mäuse mit einem Gpx1-Knockout entwickeln sich zum Beispiel 

vollkommen normal und zeigen keine Anzeichen für Unfruchtbarkeit [31]. Selbes gilt 

für Mäuse mit einem ubiquitären Katalase-Knockout [32]. Auch ein Knockout von xCT, 

einer speziellen Untereinheit des Cystin/Glutathion-Antiporters, der für die 

intrazelluläre Bereitstellung von Glutathion verantwortlich ist und somit regulatorische 

Einflüsse bei der Redox-Regulation besitzt, hat keinen Effekt in einem in vivo 

Mausmodell, während Fibroblasten mit einem xCT-Knockout in vitro nicht 

überlebensfähig sind [33]. Die Gpx4 hingegen ist für die embryonale Entwicklung 

unentbehrlich. Ein Knockout des Enzyms resultiert in einer frühen embryonalen 

Letalität an Embryonaltag 7,5 [34].  

Wird der Gpx4-Knockout erst in der adulten Maus induziert, führt dies innerhalb von 2 

Wochen zum Tod der Tiere. Dabei konnte insbesondere eine Malfunktion der 

Mitochondrien der Leber sowie eine erhöhte Rate an apoptotischen Zellen der Leber 

und ein Verlust hippokampaler Neuronen nachgewiesen werden [35].  

Mittels Zellkulturexperimenten gelang der Nachweis des entsprechenden 

Signalweges, der bei einem Verlust der Gpx4 zum Zelltod führt:  

Ein Mangel an Gpx4 oder seines Hauptmetaboliten GSH führt zu einer gesteigerten 

Aktivität der 12/15-Lipoxygenase. Die daraus resultierende Lipidperoxidation führt 

über die Aktivierung des „Apoptosis-Inducing Factor“ (AIF) und dessen Translokation 

in den Zellkern zum Zelltod (Abbildung 3) [3]. Wichtig hierbei ist, dass dieser 
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Signalweg spezifisch über Lipidperoxidation wirkt. So kann der Zelltod durch lipophile 

Antioxidantien wie Vitamin E, seinem Isomer, α-Tocopherol oder dem 

wasserlöslichen Vitamin E Derivat 6-Hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-

carbonsäure (TROLOX), effektiv verhindert werden [3]. Hydrophile Antioxidantien 

haben jedoch keinen Effekt. 

 

Neben dem Schutz vor diesem Lipidperoxidation-abhängigen Weg der Apoptose hat 

die Gpx4 aber auch eine wichtige Regulatorfunktion in der Zellphysiologie. Unter 

anderem wird die Aktivität verschiedener Lipoxygenasen mit Funktionen im 

Arachidonsäurestoffwechsel direkt durch die Gpx4 kontrolliert. Zu nennen sind hier 

unter anderem die 5-, 12- und 15- Lipoxygenase [36, 37]. Die Gpx4 übt hierbei keine 

direkte hemmende Wirkung auf die untergeordneten Lipoxygenasen aus. Vielmehr 

führt eine regelrechte Funktion der Gpx4 zu einer reduzierten Konzentration an 

Hydroperoxyeicosatetraen- und Hydroxyeicosatetraensäuren, die wiederum als 

Substrat für die Lipoxygenasen dienen. Im Falle einer durch Selenmangel reduzierten 

Gpx4 Aktivität kann es in Leukozyten (RBL-1 Zellen) zu einer 8-fach erhöhten 

Freisetzung von LOX Metaboliten, wie Leukotrien B4 oder HETEs, kommen [36]. Eine 

Überexpression von Gpx4 führt konsekutiv zu einer erniedrigten Leukotrien Produktion 

[38].  

Auch die Aktivität von Rezeptor Tyrosinkinasen, die wichtige transmembranöse 

Signalwege wie den des Platelet Derived Growth Factor β (PDGF-β) – Rezeptors 

vermitteln, wird durch Lipidperoxide und somit durch die Gpx4-Aktivität moduliert [39]. 

Abbildung 3: AIF vermittelte Apoptose durch erhöhte Lipidperoxidation. 

Ein Gpx4 Knockout führt zu einem erhöhten Substratangebot für die 12/15 LOX. Konsekutiv steigt hierdurch 
die Lipidperoxidation in der Zelle. Dies löst eine vermehrte Translokation des AIF in den Zellkern aus. Hierdurch 
wird die Apoptose der Zelle induziert (Graphik adaptiert aus [3]). 
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So führt die erhöhte Konzentration an Lipidperoxiden in Folge einer reduzierten Gpx4-

Aktivität zu einer Oxidation von Tyrosin-Phosphatasen, die wiederum die Aktivität der 

Rezeptor-Tyrosinkinasen verringern. 

In der humanen Endothelzelllinie ECV 304 konnte zudem gezeigt werden, dass eine 

Überexpression von Gpx4 die NFкB Induktion durch Interleukin-1, und somit einen der 

wichtigsten Signalwege in der Antwort auf inflammatorische Stimuli, komplett 

unterbindet [40]. 

 

Somit hat die Gpx4 neben ihrer einzigartigen Rolle als protektives Enzym gegen 

Membran-Lipidperoxidation eine Vielzahl von physiologischen Aufgaben. Diese 

umfassen eine regulatorische Funktion im Arachidonsäurestoffwechsel und bei 

zentralen inflammatorischen Signalwegen, sowie eine Interaktion mit Rezeptor- 

Tyrosinkinasen. Letzteres wiederum bedeutet auch einen direkten Einfluss der Gpx4 

auf die Migrations- und Wachstumsfähigkeit von Zellen.  

 

 

1.3 Die Bedeutung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) und Gpx4 im 

Gefäßsystem 

Nur ein intaktes Endothel ermöglicht auch eine regelrechte Gefäßfunktion. Durch 

multiple Interaktionen mit intraluminalen Zellen sowie Zellen der Gefäßwand reguliert 

das Endothel u.a. den Gefäßtonus, Thrombogenität, inflammatorische Prozesse, 

verschiedene Signalwege und die Gefäßpermeabilität [41]. 

 

Eine Dysfunktion des Endothels kann beispielsweise zur Entstehung von 

atherosklerotischen Läsionen, Vasospasmus, erhöhter Thrombogenität, Proliferation, 

„Remodelling“ der Gefäßwand sowie zu einer erhöhten Expression inflammatorischer 

Marker beitragen [41].  

Eine vermehrte Konzentration von Sauerstoffradikalen (ROS) gilt als eine der 

Hauptursachen für endotheliale Dysfunktion [42, 43]. 

 

Unter bestimmten Formen der mechanischen Aktivierung, z.B. niedrigem 

oszillatorischem Shear Stress, können Endothelzellen dauerhaft NADPH Oxidase 

abhängig vermehrt Superoxidanionen produzieren [44]. Auch andere Enzyme wie die 

Xanthin Oxidase, verschiedene mitochondriale Enzyme der Atmungskette, die 
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endotheliale NO-Synthase und verschiedene Lipoxygenasen [45, 46] können zur ROS 

Produktion in Endothelzellen beitragen. Hierzu zählt auch die 12/15-LOX, die durch 

Gpx4 kontrolliert wird und eine hohe Expression im Endothel aufweist.  

  

Außerdem trägt die Aktivierung des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems, das eines 

der wichtigsten klinischen Ziele der antihypertensiven Therapie darstellt, zu einer 

Erhöhung des oxidativen Stresses bei. Eine Angiotensin-II Applikation über mehrere 

Tage führt bei Ratten nicht nur zu einer deutlichen Erhöhung des Blutdruckes, sondern 

auch zu einer vermehrten Bildung von Sauerstoffradikalen in der Gefäßwand sowie zu 

mangelnder Gefäßdilatation nach Acetylcholin Stimulation [47]. Dieser Effekt wird 

maßgeblich durch die Stimulation und erhöhte Expression der NADH/NADPH Oxidase 

vermittelt. Zellkulturexperimente haben ergeben, dass diese Induktion in sämtlichen 

Zellen der Gefäßwand, unter anderem auch in den Endothelzellen, erfolgt [48]. Eine 

Therapie mit Angiotensin-II führt jedoch nur zu einem geringen Blutdruckanstieg, wenn 

gleichzeitig die NADH/NADPH Oxidase gehemmt wird [49]. Dies verdeutlicht die 

Bedeutung der ROS Induktion durch das Renin-Angiotensin-Aldosteron System. 

 

Klinisch gesehen kann bei Patienten mit arterieller Hypertonie ein erhöhtes Maß an 

oxidativem Stress anhand zirkulierender Biomarker nachgewiesen werden [50].  

 

Trotz dieser experimentellen Ergebnisse, die eine pathophysiologische Rolle von ROS 

bei Gefäßerkrankungen wahrscheinlich machen, haben klinische Studien mit 

Antioxidantien bislang nur zu enttäuschenden Ergebnissen in der Primär- und 

Sekundärprävention kardiovaskulärer Ereignisse geführt [46, 51]. Dies mag unter 

anderem daran liegen, dass entweder die falschen Patienten, die falschen 

Antioxidantien oder die falsche Dosierung gewählt wurden [52].  

 

Während ROS früher nur eine toxische Wirkung zugeschrieben wurde, haben sie in 

den letzten Jahren vermehrt Bedeutung als Signalmoleküle und somit auch für die 

physiologische Funktion der Zellen der Gefäßwand gewonnen [53, 54]. Heute werden 

ROS als wichtige Signalmoleküle in der Feinabstimmung der zellulären Reaktion auf 

unterschiedliche Stimuli betrachtet. Toxisch wirken sie nur, wenn ihre Konzentration zu 

hoch ist [54]. Wie bereits beschrieben werden zum Beispiel Rezeptor Tyrosinkinasen 

direkt durch die Lipidperoxidkonzentration reguliert [39]. Auch die Oxidation von 
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Cystein zu Cystin dient bei vielen Transkriptionsfaktoren, wie NF-кB und Egr-1, der 

Redox-abhängigen Regulation [17]. Selbiges gilt auch für die Oxidation von Fe2+ zu 

Fe3+ bei HIF-Prolyl-Hydroxylasen, die zu einer Aktivierung von HIF-1α führt [55]. Diese 

Signalwege sind für eine regelrechte Zellphysiologie unerlässlich. Somit kann ein 

ungezielter Einsatz von Antioxidantien bei manchen Patienten sogar schädlich sein 

[46].  

 

Aus diesem Grund ist es von großer Bedeutung, die genaue Funktion der einzelnen 

Enzyme, die an der Regulation des oxidativen Stresses beteiligt sind, genauer zu 

verstehen. Dies soll in Zukunft neue, möglichst gezielte antioxidative Therapieansätze 

ermöglichen.  

 

Die Untersuchung der funktionellen Bedeutung von Redoxenzymen gestaltet sich 

jedoch oftmals schwierig, da ein Knockout eines einzelnen Enzyms durch die 

verstärkte Expression und/ oder gesteigerte Aktivität eines anderen Enzyms 

kompensiert werden kann. Die beteiligten Radikale sind zudem oft kurzlebig und 

instabil, so dass deren Nachweis technisch aufwendig ist.  

 

Wie bereits beschrieben schützt die Gpx4, sowohl in vivo als auch in vitro, vor einem 

durch erhöhte Lipidperoxidation induzierten Zelltod und hat multiple Interaktionen mit 

verschiedenen zellulären Signalkaskaden.  

 

Ob die Gpx4 jedoch auch direkt in Zellen des Gefäßsystems, vor allem im 

Gefäßendothel mit seiner zentralen Bedeutung für die Gefäßfunktion, eine Rolle spielt, 

ist bislang unklar. Weiterhin bleibt unklar, ob eine Störung der Gpx4-Funktion in Zellen, 

die durch die Freisetzung von Wachstumsfaktoren die Angiogenese stimulieren, einen 

Einfluss auf diese Angiogeneseprozesse hat.  

 

Aus diesem Grunde wurden im ersten Teil dieser Arbeit transformierte Fibroblasten mit 

einem Gpx4-Knockout generiert und diese in Mäuse implantiert. Ziel war es zu 

untersuchen, ob eine veränderte Sekretion an angiogenen Faktoren der Fibroblasten, 

verursacht durch den Gpx4-Knockout und nachgeschaltete Signalwege, zu einer 

Veränderung der Tumorvaskularisation führt.  

 



1 Einleitung 

9 

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurden Mäuse mit einem induzierbaren, 

endothelspezifischen Gpx4-Knockout generiert, anhand derer der Einfluss des Gpx4-

Knockouts mit nachfolgender erhöhter Lipidperoxidation im Endothel selbst in vivo 

untersucht werden sollte. Hierbei wurde, analog zu dem in Vorarbeiten beschriebenen 

Phänotyp in vitro, ein Untergang der Endothelzellen sowie eine Veränderung der 

Antithrombogenität der Endothelzellen durch den Einfluss der erhöhten 

Lipidperoxidation erwartet.  
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2 Eigene Arbeiten 

 

2.1 Absence of Glutathione Peroxidase 4 Affects Tumor Angiogenesis 

through Increased 12/15-Lipoxygenase Activity 

Manuela Schneider, Markus Wortmann, Pankaj Kumar Mandal, Warangkana 

Arpornchayanon, Katharina Jannasch, Frauke Alves, Sebastian Strieth, Marcus 

Conrad and Heike Beck 

Neoplasia. 2010 Mar;12(3):254-63. 

 

Da in kultivierten Zellen ein Gpx4-Knockout ohne Substitution von lipophilen 

Antioxidantien zum Zelltod führt, sind Gpx4-Knockout Zellen nur begrenzt zur Analyse 

des Einflusses der Gpx4 auf ROS-abhängige Zellfunktionen geeignet. Dies gilt vor 

allem für länger andauernde Prozesse wie Tumorentwicklung und -wachstum. 

 

Um dieses Problem zu lösen und eine Differenzierung der Gpx4-Funktion in zeitlich 

verschiedenen Stadien untersuchen zu können, wurden Zellen mit einem 

induzierbaren Gpx4-Knockout mittels eines sogenannten „Cre/loxP-

Rekombinationssystems“ generiert. Die letzten 3 Exons des Gpx4 Gens wurden mit 

zwei loxP-Sequenzen flankiert, die später als Schnittstellen für das Restriktionsenzym 

Cre-Rekombinase dienten. Diese Zellen werden auch als „gefloxte“ Zellen bezeichnet. 

Wenn diese Zellen mit Cre-Rekombinase transfiziert werden, schneidet diese an den 

entsprechenden loxP-Sequenzen. Die dazwischen liegende DNA-Sequenz wird 

entfernt und kann nicht mehr abgelesen werden. Das Enzym wird nicht mehr in einer 

funktionellen Form exprimiert.  

 

Um eine gezielte Induktion des Knockouts zu bestimmten Zeitpunkten zu ermöglichen, 

wird die Cre-Rekombinase in Form eines MerCreMer Proteinkomplexes in 

Fibroblasten transfiziert, die das gefloxte Gpx4 Gen enthalten. Dabei wir ein Vektor 

verwendet, auf dem die Sequenz der Cre-Rekombinase durch die Sequenz zweier 

MER-Proteine (mutated murine estrogen receptor ligand-binding domain) flankiert 

wird. Durch dieses genetische Konstrukt wird ein Fusionsprotein aus der Cre-

Rekombinase und zwei MER-Proteinen synthetisiert. Ein Übertritt in den Zellkern und 

eine Induktion des Knockouts ist somit nicht möglich. Erst nach Zugabe von Tamoxifen 

dissoziiert dieser Proteinkomplex aufgrund der Rezeptoreigenschaften der MER-

Proteine. Die Cre-Rekombinase kann nun in den Zellkern übertreten und der Knockout 
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wird induziert (Abbildung 4) [56].  

  

Auf diese Weise stand ein induzierbares Knockout-Modell zur Verfügung, das eine 

Kultivierung der Zellen unter Standard Zellkultur Bedingungen ermöglicht, bei denen 

ein Gpx4 Knockout jederzeit durch die Zugabe von Tamoxifen induziert werden kann.  

Die entsprechenden Fibroblasten wurden in einem weiteren Schritt mit dem 

Protoonkogen c-Myc und  dem Onkogen Ha-rasV12 transfiziert, um ihnen 

Tumorzelleigenschaften zu verleihen. Trotz dieser erneuten Transfektion verhielten 

sich die Zellen genauso wie die nicht transfizierten Zellen. Genetische Schäden, die 

zu einem funktionellen Phänotyp führen, wurden durch die Transfektion also nicht 

induziert.  

 

Vergleichbar mit ähnlichen Befunden an anderen Zelllinien [3], starben diese 

transfomierten Fibroblasten unter normalen Zellkulturbedingungen ohne Zugabe von 

lipophilen Antioxidantien innerhalb von 48 Stunden nach Induktion des Gpx4-

Knockouts ab. Wie erwartet konnte dieser Zelltod durch die Zugabe von lipophilen 

Antioxidantien oder durch eine Hemmung der 12/15-LOX verhindert werden. 

Hydrophile Antioxidantien zeigten jedoch keinen rettenden Effekt. Die Transfektion der 

Onkogene hatte keinen Effekt auf die Knockout Induktion. Die transformierten Zellen 

verhielten sich diesbezüglich also genauso wie die nicht transformierten.  

 

Um die Auswirkung des Gpx4-Knockouts auf die Interaktion der transformierten 

Fibroblasten mit Proteinen der extrazellulären Matrix zu überprüfen, wurden sie 

anschließend in Matrigel eingebettet. Matrigel ist eine Mixtur aus verschiedenen 

Komponenten der extrazellulären Matrix, die aus Engelbreth-Holm-Swarm Sarkomen 

Abbildung 4: Knockout Strategie. 

Die gefloxten Fibroblasten wurden mit dem MERCreMER tragenden Plasmid transfiziert. Durch die Zugabe 
von Tamoxifen wird der Gpx4-Knockout durch die Deletion der mit loxP-Sequenzen flankierten Exons induziert. 
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isoliert wird. Verwendung findet Matrigel vor allem in in vitro Experimenten, bei denen 

eine Interaktion von Zellen mit einer extrazellulären Matrix untersucht werden soll  [57].  

 

Obwohl die Gpx4-/--Fibroblasten unter Zellkulturbedingungen nur mit Zugabe 

entsprechender protektiver Antioxidantien überleben, bilden sie in Matrigel auch ohne 

Zugabe lipophiler Antioxidantien Tumorzellspheroide. Weder in Bezug auf die Größe 

noch auf die Anzahl der Tumorspheroide war ein signifikanter Effekt des Gpx4-

Knockouts nachweisbar.  

Der genaue Grund hierfür ist bislang unbekannt. Jedoch zeigte sich auch unter 

Zellkulturbedingungen, dass Zellen die Induktion des Knockouts überlebten, wenn sie 

konfluent waren und somit einen engen Zell-Zell Kontakt zueinander hatten.  

 

Auch in vivo, nach subkutaner Implantation in C57Bl/6 Mäuse, überlebten die 

transformierten Gpx4-/--Fibroblasten und formten Tumore.  

Diese waren 16 Tage nach Implantation sowohl in Größe und Volumen vergleichbar 

mit den entsprechenden Wildtyptumoren (Abbildung 5). 

 

Ein wichtiger Unterschied war jedoch ein erhöhter Anteil an mitotisch aktiven Zellen. 

Dieser wurde durch einen höheren Anteil an apoptotischen, TUNEL positiven-Zellen 

kompensiert, so dass es insgesamt nicht zu einem vermehrten Tumorwachstum kam. 

Der genaue Grund hierfür bleibt jedoch bislang unklar. 

 

Abbildung 5: Tumorexperimente mit transformierten Gpx4-/--Fibroblasten. 

Die transformierten Fibroblasten bilden Tumore, wenn sie subkutan in C57/Bl6 Mäuse implantiert werden, 
unabhängig davon ob sie mit Tamoxifen behandelt werden (B und D) oder nicht (A und C). Ebenso verursacht 
die Induktion eines Gpx4-Knockouts keinen Unterschied in Bezug auf das Tumorvolumen (E) oder die 
Tumormasse (F). 
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Histologische Analysen des Tumorgefäßsystems mittels eines gegen Endothelzellen 

gerichteten Antikörpers (anti-CD31), zeigten jedoch einen deutlichen vaskulären 

Phänotyp. In den Gpx4-/--Tumoren fehlten weitestgehend Gefäße mit größerem 

Lumen. Dafür war das Netzwerk aus Kapillaren und kleinen Gefäßen signifikant 

dichter. Zusätzliche Analysen mit einem gegen alpha Smooth Muscle Actin (αSMA) 

gerichteten Antikörper erbrachten einen signifikant geringeren Anteil an vollständig 

ausgebildeten, mit αSMA-positiven Zellen (glatte Gefäßmuskelzellen oder Perizyten) 

umgebenen Gefäßen (Abbildung 6). 

 

Um den Grund der veränderten Morphologie der Tumorgefäße in den Gpx4-/--Tumoren 

zu untersuchen, wurde die Konzentration mehrerer endothelialer Wachstumsfaktoren 

(Vascular Endothelial Growth Factor A (VEGF-A), Placental Growth Factor (PIGF) und 

basic Fibroblast Growth Factor (bFGF)) in Tumorgewebs-Lysaten bestimmt. Die 

Proben zeigten jedoch keine signifikanten Konzentrationsunterschiede. Dieses 

Negativergebnis war vermutlich durch die Heterogenität des Tumorgewebes zu 

erklären. 

 

Im Überstand der transformierten Gpx4-/-- Fibroblasten unter in vitro Bedingungen war 

die Konzentration von bFGF jedoch signifikant erhöht, die von VEGF-A signifikant 

erniedrigt.  

Abbildung 6: Reduzierte Dichte an αSMA-positiven Zellen bei den Gpx4-/--Tumoren. 

Die Gpx4-/--Tumore (B) zeigen in der Doppelfärbung gegen CD31 (rot) als Endothelzellmarker sowie gegen 
αSMA (grün) als Marker für glatte Muskelzellen und Perizyten eine deutlich verminderte Dichte an αSMA-
positiven Zellen. Als Vergleich dienten Tumore derselben transformierten Fibroblasten, bei denen jedoch der  
Gpx4-Knockout nicht induziert worden war (B). 
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Dieser Konzentrationsanstieg von bFGF kann beispielsweise durch eine vermehrte 

Aktivität der 12/15-LOX erklärt werden [58].  

In der Literatur ist beschrieben, dass eine verringerte bFGF-Produktion mit einem 

Rückgang der Dichte der Blutgefäße einhergeht, wobei in diesem Fall auch eine 

Abnahme des Gefäßdurchmessers beschrieben ist [59, 60]. Eine direkte Inhibition von 

bFGF führt zu einer reduzierten Neovaskularisation und wird aktuell als antiangiogene 

Therapie bei verschiedenen Tumorerkrankungen evaluiert [61].  

Dies ist insofern kongruent zu den oben genannten Daten, da bei Gpx4-/--Tumoren 

genau das Gegenteil, also eine erhöhte bFGF Konzentration mit höherer Dichte an 

Tumorgefäßen, auftritt. 

 

Erfolgte während des subkutanen Wachstums der Gpx4-/--Tumore eine systemische 

Therapie der Mäuse mit Baicalein, einem spezifischen Inhibitor der 12/15-

Lipoxygenase, waren diese Veränderungen am Tumorgefäßsystem deutlich geringer 

ausgeprägt. So konnte eine deutliche Abnahme der Kapillardichte, eine signifikante 

Zunahme der Tumorgefäßdurchmesser sowie eine Zunahme der αSMA- positiven 

Zellen beobachtet werden (Abbildung 7).  

 

Zusammenfassend führt ein Gpx4-Knockout in transformierten Fibroblasten unter 

Zellkulturbedingungen zum Zelltod. Wenn diese Zellen jedoch in Matrigel als 

extrazelluläre Matrix implantiert werden, überleben sie trotz des induzierten Gpx4 

Abbildung 7: Baicalein Therapie. 

Während Gp4-/--Tumore ohne Baicalein Behandlung eine deutlichen vaskulären Phänotyp zeigen (A), führt eine 
Therapie mit Baicalein zu einer Normalisierung des Tumor Gefäßsystems sowohl in Bezug auf die Gefäßdichte 
als auch in Bezug auf die mit αSMA-positiven Zellen umgebenen Gefäße (B-D). 
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Knockouts, wobei der Grund hierfür bislang unklar bleibt. 

Werden transformierte Gpx4-/--Fibroblasten subkutan in Mäuse implantiert, bilden sie 

im Vergleich zu Wildtyptumoren Tumoren gleicher Größe. Diese unterscheiden sich 

jedoch in der Morphologie des Tumorgefäßsystems deutlich. Der Gpx4-Knockout führt 

über einen 12/15-Lipoxygenase vermittelten Signalweg zu einem Anstieg der bFGF 

Freisetzung. Dies wiederum führt zu einer reduzierten Bildung von großen 

Tumorgefäßen und einer höheren Dichte an kleinen Mikrogefäßen, die wiederum 

weniger αSMA-positiven Zellen aufweisen. Durch eine Behandlung mit einem Inhibitor 

der 12/15-Lipoxygenase kann dieser Phänotyp rückgängig gemacht werden. Es bilden 

sich, vergleichbar mit den Kontrolltumoren, wieder größere Gefäße mit geringerer 

Dichte, die zudem eine erhöhte Anzahl an αSMA-positiven Zellen besitzen.   
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2.2 Combined Deficiency in Glutathione Peroxidase 4 (Gpx4) and Vitamin E 

Causes Multi-Organ Thrombus Formation and Early Death in Mice 

Markus Wortmann*, Manuela Schneider*, Joachim Pircher, Juliane Hellfritsch, 

Michaela Aichler, Naidu Vegi, Pirkko Koelle, Peter Kuhlencordt, Axel Walch, Ulrich 

Pohl, Georg W. Bornkamm, Marcus Conrad and Heike Beck 

Circ Res. 2013 Aug 2;113(4):408-17. Epub 2013 Jun 14. (* equal contribution) 

 

Zur Analyse der bisher weitgehend unbekannten Funktion der Gpx4 im Endothel 

wurden transgene Mäusen mit einem endothelspezifischen, induzierbaren Gpx4-

Knockout (Gpx4iECKO) generiert. Dieses Mausmodell basiert auf dem bereits 

beschriebenen „cre-loxP“-Modell. Die letzten drei Exons des Gpx4-Gens werden 

hierbei durch zwei „loxP“-Sequenzen flankiert, die durch die Cre-Rekombinase 

ausgeschnitten werden. Somit wird der Knockout induziert. In diesem speziellen 

Modell wurde die Cre-Rekombinase unter die Kontrolle des Cdh5-Promoters gestellt, 

der in der adulten Maus nur im Endothel aktiv ist [62]. Dadurch wird auch die Cre-

Rekombinase nur im Endothel transkribiert. Für einen induzierbaren Knockout wird die 

Cre-Rekombinase wiederum durch MER-Proteine (mutated murine estrogen receptor 

ligand-binding domain) blockiert. Durch die Gabe von Tamoxifen dissoziieren diese 

MER-Proteine, der Knockout wird induziert (Abbildung 8) [62].  

 

Abbildung 8: Knockout Strategie der induzierbaren, endothelspezifischen Gpx4-Knockout Mäuse.      

Die Exons 5-7 des Gpx4 Gens sind mit sogenannten „loxP“-Sequenzen flankiert. Durch Zugabe von Tamoxifen 

kann die Cre-Rekombinase, die vorher durch die MER-Proteine blockiert und somit im Zytosol gehalten wird, 

in den Zellkern übertreten und den Knockout induzieren. Durch den Cdh-5 Promoter wird erreicht, dass die 

Cre-Rekombinase nur in Endothelzellen expremiert wird.  
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Um die Effektivität des Knockout Modells zu quantifizieren wurden Endothelzellen aus 

Herz und Lunge isoliert und mittels Western Blot die Gpx4-Proteinmenge bestimmt.  

Der endothelspezifische Knockout führt zu einer circa 75%igen Reduktion der Gpx4-

Expression. Dass keine komplette Reduktion der Proteinmenge erreicht werden 

konnte, liegt daran, dass die Knockout-Induktion durch das „cre-loxP“-System nicht zu 

einem vollkommenen Knockout führt [62, 63]. Zudem gelingt die Isolierung der 

Endothelzellen mit dem auf magnetischer Wirkung basierenden „MACS Cell 

Separation“ System nicht in absoluter Reinheit.  

  

Da für verschiedene Zelllinien in vitro bereits gezeigt werden konnte, dass ein Gpx4-

Knockout zum Zelltod führt [3, 64], wurde primär ein starker Effekt des endothelialen 

Gpx4-Knockouts im Gefäßsystem der Tiere in vivo erwartet. Andererseits könnte man 

auch in Analogie zu den Gpx4-defizienten Tumorzellen mit ihrer erhöhten bFGF- 

Sezernierung vermuten, dass es auch in Endothelzellen zu einer verstärkten bFGF-

Sekretion kommt und dadurch angiogene Prozesse stimuliert werden [65].   

 

Überraschenderweise zeigten die Gpx4iECKO-Mäuse nach Tamoxifen-induzierter Gpx4-

Deletion über einen Beobachtungszeitraum von insgesamt 6 Monaten keinen 

offensichtlichen Phänotyp, weder in Hinsicht auf das Überleben noch in Bezug auf die 

Morphologie der Blutgefäße. Letzteres wurde mittels verschiedener histologischer und 

immunhistochemischer Färbungen analysiert. Explantierte und in Matrigel 

eingebettete Ringe der thorakalen Aorta aus den Gpx4iECKO-Mäusen bildeten jedoch 

weniger und kürzere Gefäßaussprossungen im sogenannten ex vivo „Aortic 

Ring“ Modell (Abbildung 9). Dies wurde als Hinweis auf einen endothelialen 

Funktionsdefekt gedeutet. 
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Um diese divergente Situation mit dem fehlenden Phänotyp in vivo und endothelialer 

Funktionseinschränkung ex vivo näher zu analysieren, wurden aus Mausembryonen 

„embryonale endotheliale Vorläuferzellen (embryonic Endothelial Progenitor Cells, 

eEPCs)“ isoliert und als Ersatz für die nur in begrenztem Ausmaß gewinn- und 

kultivierbaren Gefäß-Endothelzellen in Zellkultur weiter untersucht. Wie auch in 

verschiedenen anderen Zelllinien starben die eEPCs, sobald der Gpx4-Knockout in 

Kultur induziert wurde. Dieser Zelltod konnte durch eine Substitution des 

Zellkulturmediums mit TROLOX, einem wasserlöslichen Derivat von Vitamin E, effektiv 

verhindert werden. Somit verhielten sich die endothelialen Progenitorzellen unter in 

vitro Bedingungen idem zu anderen Zelllinien mit Gpx4-Knockout [3, 64].  

 

In diesem Kontext ist es von Bedeutung, dass die Mausdiät, die zur Aufzucht und 

Fütterung der Versuchstiere verwendet wurde, hochgradig mit verschiedenen 

Vitaminen, unter anderem auch Vitamin E, angereichert war. 

 

Mit der Hypothese, dass der hohe Vitamin E Gehalt in der Standarddiät die Mäuse vor 

Abbildung 9: Aortic Rings als ex vivo Modell für Angiogenese.  

Ringe aus der thorakalen Aorta werden explantiert und in Matrigel eingebettet (A). Die Ringe aus Gpx4 iECKO- 

Mäusen bilden zwar dieselbe Anzahl an Aussprossungen, diese sind aber signifikant kürzer (D) und bilden 

weniger Verzweigungen (C). 
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dem Effekt des endothelialen Gpx4-Knockout schützt, wurden Gpx4iECKO-Mäuse für 

mehrere Monate auf eine Vitamin E-Mangeldiät gesetzt, bevor der Knockout induziert 

wurde.  

 

Unter diesen Bedingungen konnten nun, analog zur Vitamin E-Mangel Situation in den 

in vitro Experimenten, deutliche Effekte beobachtet werden. Im Gegensatz zu den 

Kontroll-Knockout-Tieren starben circa 80% der Gpx4iECKO-Mäuse unter Vitamin E-

Mangeldiät innerhalb der ersten beiden Wochen nach Knockout-Induktion (Abbildung 

10).  

 

Die histologischen Analysen zeigten Thromben in multiplen Organen, die dann 

wiederum zu makroskopisch sichtbaren Infarkten führten. Mittels einer sogenannten 

TUNEL-Färbung konnten lokal auftretende, einzelne apoptotische Endothelzellen als 

mögliche Ursache der Thromben ausgemacht werden. Anhand 

elektronenmikroskopischer Aufnahmen der Aorta sowie der Nierenglomeruli konnte 

gezeigt werden, dass der endothelzellspezifische Gpx4-Knockout zu einem partiellen 

Ablösen einzelner Endothelzellen von der Basalmembran führt (Abbildung 11). 

Apoptotische Endothelzellen wiederum sind pro-thrombogen, nicht nur weil durch ihre 

Ablösung die Basalmembran freiliegt und dort lokal Thromben entstehen können, 

sondern auch, weil in situ befindliche, apoptotosische Endothelzellen weniger 

Abbildung 10: Die Induktion des endothelspezifischen Gpx4-Knockouts unter Vitamin E-Mangel führt zum Tod.  

Im Vergleich zu den Kontrollgruppen (Gpx4lox/lox, Gpx4wt/lox und Gpx4lox/wt) führt die Induktion des 

endothelspezifischen Knockouts (Gpx4iECKO) innerhalb von 2 Wochen bei circa 80% der Knockout-Mäuse zum 

Tod.  
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antithrombogene Moleküle exprimieren [66]. 

Durch die Verwendung von Knockout-Systemen, die auf der Verwendung der Cre-

Rekombinase basieren, können jedoch auch unspezifische, teilweise letale Schäden 

verursacht werden [67]. 

Um auszuschließen, dass der letale Phänotyp des endothelzellspezifischen Gpx4-

Knockouts unter Vitamin E-Mangel nicht auf einem Nebeneffekt der Cre-Rekombinase 

beruht, wurde ein zusätzliches Langzeit-Experiment durchgeführt. Hierbei wurde 

zuerst unter normaler, Vitamin E reicher Diät der Knockout induziert. Nach 6 Wochen 

Wartezeit, in denen sich die Mäuse von möglichen unspezifischen Effekten der Cre-

Rekombinase-Induktion erholen konnten, erfolgte das Umsetzen auf eine Vitamin E-

Mangeldiät. Hierbei starben während der Beobachtungszeit von 12 Wochen insgesamt 

40% der Tiere (Abbildung 12).  

 

Für diesen abgeschwächten Phänotyp gibt es zwei mögliche Erklärungen. Einerseits 

könnten sich die Mäuse während der Zeit unter der protektiven Vitamin E reichen Diät 

potentiell an den endothelspezifischen Gpx4-Knockout partiell adaptiert haben, da der 

akute oxidative Stress in der Phase der Induktion des Gpx4-Knockouts möglicherweise 

durch Vitamin E abgefangen wurde. Andererseits wäre es möglich, dass die hohe 

Letalität bei einer Induktion des Knockouts unter einer bereits bestehenden Vitamin E-

Mangeldiät eine Kombination des Schadens durch den Gpx4-Knockout und die  

Abbildung 11: Elektronenmikroskopische Aufnahmen der Aorta und der Nieren.  

In den Aorten und Nierenglomeruli der Gpx4iECKO-Mäuse zeigte sich ein partielles Ablösen der Endothelzellen.  
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unspezifischen Nebenwirkungen der Cre-Rekombinase ist. Diese Frage lässt sich 

jedoch im Rahmen dieser Experimente nicht eindeutig beantworten.  

 

Auf eine genaue Quantifizierung des Vitamin E-Spiegels unter der verwendeten 

Vitamin E-Mangeldiät musste in diesem Projekt verzichtet werden, da dies technisch 

sehr aufwendig ist und zudem eine ungleiche Verteilung von Vitamin-E in 

verschiedenen Organen vorliegt. Aus Studien ist jedoch bekannt, dass eine Vitamin E-

Mangeldiät für 14 Wochen zu einer circa 70%igen Reduktion des Vitamin-E Spiegels 

im Blut [68] beziehungsweise zu einer circa 80%igen Reduktion in Lysaten der Haut 

führt [69]. Limitierend muss hier jedoch angemerkt werden, dass es keine 

standardisierte Vitamin E-Mangeldiät gibt und der Vitamin E-Gehalt der verwendeten 

Spezialdiäten oftmals nur unzureichend bekannt ist und sich somit von Studie zu 

Studie auch unterscheiden kann.    

 

Zusammenfassend führte der endothelzellspezifische Gpx4-Knockout bei Mäusen 

unter Vitamin E-Mangeldiät zu einer vermehrten Apoptose von Endothelzellen und 

somit zumindest fokal zu einem direkten Kontakt des Blutes mit der stark 

thrombogenen Basalmembran. Durch die sich entwickelnden Thromben entstanden 

multiple Infarkte in verschiedenen Organen, die zu unterschiedlichen Krankheitsbildern 

(wie Lähmungserscheinungen und Niereninfarkten) oder zum Tod der Mäuse führten. 

Abbildung 12: Die Adaptation an den Knockout führt zu einem abgeschwächten Phänotyp.  

Wird der endothelspezifische Gpx4-Knockout unter einer Vitamin E reichen Diät induziert und die Mäuse 
sekundär auf eine Vitamin E-Mangeldiät umgesetzt, sterben deutlich weniger Gpx4iECKO-Mäuse als bei 
Knockout-Induktion unter Vitamin E-Mangeldiät. 



2 Eigene Arbeiten 

22 

Unter einer Diät mit hohem Vitamin E-Gehalt zeigen dieselben Mäuse dagegen keinen 

nachweisbaren Phänotyp. Ein hoher Vitamin E-Spiegel kann also den 

endothelzellschädigenden Effekt des endothelialen Gpx4-Knockouts verhindern.  

Somit konnte erstmals gezeigt werden, dass bei einem endothelialem Gpx4-Mangel 

ein ausreichender Vitamin E-Spiegel vonnöten ist, um die Endothelfunktion aufrecht 

zu erhalten und lebensbedrohliche thromboembolische Krankheitsbilder zu 

verhindern. 
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3 Zusammenfassung 

 

Während Sauerstoffradikalen früher lediglich eine toxische Funktion zugeschrieben 

wurde, ist inzwischen bekannt, dass sie auch eine wichtige physiologische Bedeutung 

haben. In eng regulierten Konzentrationsbereichen kontrollieren sie nicht nur die 

Differenzierung von Zellen, sondern auch deren Proliferation, Seneszenz und 

Apoptose [17, 53]. 

  

Vermehrtem oxidativen Stress, im Sinne einer erhöhten Konzentration an 

Sauerstoffradikalen, sei es durch eine vermehrte Bildung oder eine verringerte 

Reduktion durch antioxidative Enzyme, wird jedoch pathophysiologisch eine kausale 

Rolle bei vielen verschiedenen, meist chronisch inflammatorischen Erkrankungen 

beigemessen. Als Beispiele sind hier Krebserkrankungen [70], Diabetes mellitus [71] 

und neurodegenerative Erkrankungen [72] aufzuführen. Auch die Zellalterung wird zu 

großen Teilen einer chronischen Schädigung durch Sauerstoffradikale zugeschrieben 

[73].  

 

Des Weiteren werden auch eine Reihe kardiovaskulärer Erkrankungen, wie zum 

Beispiel arterieller Hypertonus und Atherosklerose, mit einem erhöhten oxidativen 

Stress in Zusammenhang gebracht. 

 

Dennoch haben klinische Studien mit Antioxidantien zur Therapie von 

kardiovaskulären Erkrankungen bislang keinen Vorteil erbracht [51], in einigen Studien 

haben sich sogar nachteilige Effekte gezeigt. Eine mögliche Erklärung wäre, dass 

durch eine ungezielte Therapie die Konzentration unterschiedlicher ROS so verändert 

wird, dass auch deren physiologische Funktion als kurzlebige Signalmoleküle gestört 

wird. 

 

Aus diesem Grund ist eine differenzierte Erforschung der spezifischen Funktionen 

einzelner Redox-Enzyme notwendig. Dies dient sowohl dem Verständnis ihrer 

physiologischen Bedeutung als auch der Rolle, die sie in der Pathophysiologie 

verschiedener Erkrankungen spielen. Eine gezieltere antioxidative Therapie könnte 

dann in Zukunft auch bessere Ergebnisse bei der Primär- und Sekundärprophylaxe 

verschiedener Krankheitsbilder ermöglichen.  



3 Zusammenfassung 

24 

Die Gpx4 unterscheidet sich von anderen antioxidativen Enzymen insbesondere 

dadurch, dass sie das einzige bekannte Enzym ist, welches oxidierte Phospholipide 

oder Cholesterine reduzieren kann, selbst wenn diese in komplexen Makromolekülen 

integriert sind. Zudem hat die Gpx4 einen regulierenden Einfluss auf den 

Arachidonsäurestoffwechsel und verschiedene physiologische Signalwege, wie zum 

Beispiel Rezeptor-Tyrosinkinasen oder die AIF-vermittelte Apoptose.  

Über die Rolle der Gpx4 im Gefäßsystem liegen jedoch nur wenige Informationen vor.  

 

Im ersten Teilprojekt wurde der Effekt eines Gpx4-Knockouts in transformierten 

Fibroblasten auf die Tumorangiogenese untersucht. Hierbei kommt es über einen 

12/15-Lipoxygenase vermittelten Signalweg zu einer verringerte Sekretion von VEGF-

A in Kombination mit einer erhöhten Sekretion von bFGF. Dies führt zwar zu keiner 

Änderung der Tumorgröße im Vergleich zu Kontrolltumoren; jedoch hat der Gpx4- 

Knockout einen Einfluss auf die Tumorgefäße. Diese weisen eine veränderte 

Morphologie mit kleineren Gefäßlumina sowie einer reduzierten Anzahl an αSMA-

positiven Zellen auf.  

 

Im Allgemeinen zeigt das durch solide Tumore zur Blutversorgung akquirierte 

Tumorgefäßnetzwerk im Vergleich zu normalen Gefäßen eine Vielzahl von 

Unterschieden. Unter anderem sind die Tumorgefäße oft dilatiert und korkenzieherartig 

gewunden, zeigen eine höhere Permeabilität und auch die Endothelzellen und glatten 

Muskelzellen weisen deutliche morphologische Unterschiede auf [74]. Der 

Normalisierung des Tumorgefäßnetzwerkes wird in der modernen Tumortherapie eine 

steigende Bedeutung zugerechnet, weil durch eine Reduktion der unphysiologisch 

hohen Permeabilität eine Reduktion der Metastasierung erreicht werden kann. Ebenso 

verbessert sich die Anflutung und Verteilung von systemisch verabreichten 

Chemotherapeutika und somit deren Wirksamkeit [75].  

 

In diesem Kontext konnte gezeigt werden, dass die Gpx4 zu einer partiellen 

Normalisierung der Tumorgefäße beiträgt.  

 

Eine Erklärung für dieselbe Tumorgröße trotz des durch den Gpx4-Knockout 

veränderten Gefäßsystems könnte sein, dass Gpx4 auch in den Tumorzellen selbst 

wichtige Signalwege steuert und somit das Tumorwachstum beeinflusst [76]. Die 
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genaue Rolle der Gpx4 in der Tumorprogression ist bislang unbekannt, wobei 

vorwiegend ein inhibitorischer Effekt auf das Tumorwachstum postuliert wird [77]. 

Erschwerend kommt hinzu, dass die Gpx4 in verschiedenen Tumorzelllinien 

unterschiedlichen Einfluss auf das Tumorwachstum hat [76] und dieser zusätzlich von 

der Phase des Tumorwachstums abhängig ist [77].  

 

Im zweiten Teilprojekt konnte gezeigt werden, dass eine Kombination aus einem 

endothelzellspezifischen Knockout von Gpx4 und Vitamin E-Mangel zu 

lebensbedrohlichen Thrombosen im Mausmodell führt. Durch eine ausreichende 

Vitamin E-Gabe kann dieser Phänotyp komplett verhindert werden.  

 

Obwohl mehrere Studien keine eindeutigen Effekte einer Vitamin E-Therapie auf die 

Inzidenz von kardiovaskulären Erkrankungen gezeigt haben [51, 78], konnte in der 

„Women’s Health Study“ ein protektiver Effekt einer Vitamin E-Supplementierung 

bezüglich venöser Thrombosen nachgewiesen werden. Dies war vor allem bei Frauen 

relevant, die in der Vorgeschichte bereits eine Thrombose erlitten hatten [79]. 

In diesem Zusammenhang wären weitere umfangreiche klinische Studien notwendig, 

um Patienten mit Funktionseinschränkungen der Gpx4 zu selektieren und zu 

verifizieren, ob diese wirklich von einer Vitamin E-Gabe profitieren.   

 

Da Mäuse mit einem endothelzellspezifischen Gpx4-Knockout eine endotheliale 

Dysfunktion aufweisen und dies einer der Hauptursachen für die Entstehung von 

Plaques ist, liegt eine Beteiligung der Gpx4 an der Entstehung von Atherosklerose 

nahe. Eine Überexpression von Gpx4 im Mausmodell reduziert wie erwartet die 

Bildung von atherosklerotischen Läsionen [80]. Auch in der Pathophysiologie der 

Atherosklerose spielt die Angiogenese eine wichtige Rolle [81]; die letztendliche 

Bedeutung der Gefäßneubildung bei dieser Erkrankung bleibt jedoch unklar. So kann 

ein positiver Effekt denkbar sein, wenn zum Beispiel hochgradige Stenosen durch die 

Ausbildung von Kollateralkreisläufen kompensiert werden. Andererseits führt das 

vermehrte Einwachsen von Gefäßen in atherosklerotische Plaques zu einer erhöhten 

Rupturgefahr [81].  

Obwohl der Effekt des Gpx4-Knockouts in den transformierten Fibroblasten auf die 

Tumorangiogenese nicht direkt auf die Angiogenese im Zuge atherosklerotische 

Prozesse übertragen werden kann, ist eine Rolle der Gpx4 in diesem Kontext absolut 
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denkbar.  

So geht zum Beispiel die Sekretion von bFGF durch Mastzellen mit einer erhöhten 

Angiogenese in atherosklerotischen Plaques einher [82]. Auch hier könnte die Gpx4 

einen regulatorischen Einfluss haben.  

Sollten sich die Erkenntnisse der bFGF-Regulation durch Gpx4 auch bei 

kardiovaskulären Erkrankungen bestätigen, würde dies unter Umständen eine 

doppelte Bedeutung der Gpx4 bei diesen Erkrankungen nahelegen: Einerseits spielt 

die Gpx4 eine Rolle bei der endothelialen Dysfunktion, andererseits wäre eine 

Regulation der Angiogenese durch Gpx4 denkbar. Um die genaue Funktion der Gpx4 

in diesem Rahmen weiter zu spezifizieren sind jedoch weitere Studien notwendig.  

 

Zusammenfassend wurden im Rahmen dieser Dissertationsarbeit sowohl der direkte 

Effekt eines Gpx4-Knockouts im adulten Endothel selbst, als auch der Effekt eines 

Gpx4-Knockouts in transformierten Fibroblasten auf das proliferierende 

Tumorgefäßsystem untersucht. 

Dies trägt zum weiteren Verständnis der komplexen pathophysiologischen Einflüsse 

einer mangelnden Gpx4-Aktivität und der damit einhergehenden erhöhten 

Lipidperoxidation auf das Gefäßsystem bei.  

Da die Gpx4 neben der antioxidative Funktion auch eine Vielzahl spezifischer 

Funktionen hat, ist ein genaues Verständnis der Funktion der Gpx4 in einzelnen 

Zelltypen notwendig, um neue, antioxidative Therapieformen für Gefäßerkrankungen 

zu entwickeln.  
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