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EINLEITUNG

I.1. Kontext der Doktorarbeit

Herzinfarkt und Tumorerkrankungen gehoren zu dewfigpgten Todesursachen der
Menschen in westlichen Industrienationen

In den letzten Jahrzehnten wurden enorme finaezigtld personelle Anstrengungen
unternommen, um die Ursachen, die PathophysiologteRegulationsstérungen auf
allen mdglichen Ebenen der Erkrankungen zu erkerumash zu begreifen. Dabei
untersuchte man  makroskopisch  sichtbare Veranderungbis hin  zu
elektronenmikroskopisch nicht mehr wahrnehmbareng&agen in den beteiligten
Zellen selbst.

Man weil3 inzwischen, dass es innerhalb der Zellegnaiketten gibt, welche
Anpassungen an verdnderte &ufRere Umstdnde ern@iglidiine Moglichkeit der
Anpassung ist in diesem Zusammenhang die Apoptose.

Apoptose ist eine Art der Zellregulation, welchén@t bei der Embryogenese eine
wichtige Rolle in Bezug auf die Organentwicklungdunie Differenzierung der
einzelnen Korperstrukturen spielt. Wie man am Eigflz.B. des Alkohols, des
Zigarrettenrauchens, oder von viralen bzw. balktene Infekten wahrend der
Schwangerschaft auf den Embryo sieht, unterliegt Apoptose einem sensiblen
Gleichgewicht, welches bei Stérung mitunter zul&taFolgen fur das Leben fihren
kann.

Da die Apoptose nicht nur auf die Embryonalzeitcbesnkt ist, sondern auch im
weiteren Leben eine wichtige Rolle in der Beibalaitder Integritdt und Funktion aller
Organe spielt, unterliegt ihre Regulation auch stark den aufR3eren Einflissen, aber

auch genetisch programmierten individuellen Gegebiken.

Die Erforschung der Signalketten innerhalb der efeldient dem Verstandnis der
Regulationsmechanismen in den Zellen und wird elewi Laboratorien mit grof3em
Einsatz betrieben. Unser Ziel war es mit dieser efirbden Einflud der
Hypercholesterinamie auf die Endothelzellen deréGefdarzustellen, einen einzelnen

apoptoseregulierenden Faktor genauer unter die kzupeehmen und seinen Einfluf3



beziglich der Zellregulation in diesem Zusammenhgemauer zu untersuchen.
Diesbeziglich bot sich der in seiner Funktion nostht wenig durchleuchtete Faktor
A20 an, dem antiapoptotische Eigenschaften zugesehr werden, dessen Wirkung im
Zusammenhang mit der Hypercholesterindmie aber ndilg ungeklart ist. Bei
entsprechenden Ergebnissen ware dann eventuéWerkzeug zur EinfluBnahme auf
Prozesse gegeben, die durch oxidiertes low dehgitgprotein (ox-LDL) induziert

werden.

[.2.  Apoptose und Nekrose

In den letzten Jahrzehnten wurden zwei Formen @#todes, Nekrose und Apoptose,
unterschieden. Nekrose bezieht sich auf eine Reilomm morphologischen
Veranderungen, die durch enzymatische Verdauung delle, Platzen von
Zellmembranen und Denaturierung von Proteinen zuefitad fihren. Apoptose
dagegen ist eine programmierte, aktive und hocbksee Art des Zelltodes, durch
welche Zellen beseitigt werden kdnnen, die entwethkk geschadigt oder tberflissig
sind. Es gibt eine Reihe verschiedener Stimuli Auslésung von Apoptose. Zum
Beispiel Fehler in der DNA, intrazellulare Verédndaegen, Toxine und extrazellulare
Faktoren (79)(60). Apoptose spielt eine wichtigell®on der Organogenese und
Zellregulation (31). Stoérungen der Regulation vonpoptose kodnnen zu
Krebsgeschwiren oder Gewebsatrophien fihren (28yoBl GiberschieRende als auch
reduzierte Apoptose ist pathologisch, so dass dentrklle von Apoptose ein

therapeutischer Charakter zukommt.

Bei der Entstehung der koronaren Herzkrankheit hman Apoptose in

atherosklerotischen Veranderungen nachweisen korifenvird gesteigerte Apoptose
bei eingewanderten Makrophagen im lipidreichen Kdas Atheroms und bei den
glatten Muskelzellen in fibrotisch veranderten Regn gefunden. Den glatten
Muskelzellen kommt eine tragende Rolle bei der \&aehg der Intima zu (30)(9). In

atherosklerotischem Gewebe konnte eine gesteigeqpeession molekularer Marker
der Apoptose wie Cystein Protease (CPP 32) gefunaeden. CPP 32 ist ein sensitiver



Marker der Apoptose und eine wichtige Effektorpaste innerhalb der Signalkette der
Apoptose (44).

Dazu kommt eine Veranderung der Konzentration Jdsea Mediatoren, wie NO,
Angiotensin (AT) II, Endothelin, die bei der Apopder glatten Muskulatur und des
Endothels der Gefal3e eine Rolle spielen. So kormmin fir AT Il eine
Apoptosesteigerung bei human umbilical vein enda@thecells (HUVECS) durch
Aktivitatssteigerung der Caspase 3 nachweisen. eDiésrkung konnte durch NO-
Donoren bzw. durch AT I/ll-Blocker aufgehoben wardeEndothelin wirkt auf
autokrinem/parakrinem Weg Uber Endothelin-B Rezept@antiapoptotisch. NO wirkt
Uber eine Hochregulation von FAS (Tumor necrosistofa receptor superfamily
member 6) Rezeptoren bei glatten Muskelzellen aasteigernd (19)(63)(29).

Die Verbindung von kardiovaskularen Risikofaktorewie Hypertonie und
Hypercholesterindmie mit einer gesteigerten Apaptate legt die Beteiligung dieser
Faktoren an der Entstehung der Atherosklerose raigegenauen Mechanismen der
Entstehung atherosklerotischer Veranderungen sbed weiterhin nicht vollstandig

geklart.

[.3. Pathogenese der Atherosklerose

Hauptrisikofaktoren der Atherosklerose sind Hypetekterinamie, Bluthochdruck,
Rauchen, Diabetes mellitus und andere Faktorererdsiklerose entsteht insbesondere
an Stellen erh6hter Beanspruchung des Endothel§egif3e durch mechanische und
toxische Einflisse (56), z.B. an Aufzweigungen G&fale, bei denen der Blutstrom
mittels Verwirbelungen auf das Endothel der Bifdida trifft. Der Schadigung
entsprechen subendotheliale Ansammlungen von Lipeipen in den Arterien (50)
und die Expression von Adhasionsmolekilen an déolZflache. Monozyten und T-
Lymphozyten binden an diese Molekile und migriezenschen die Endothelzellen,
unter dem Einfluss von chemotaktisch wirksamen [sleden, welche durch die
veranderten Endothelzellen selbst und die daruegemden glatten Muskelzellen
sezerniert werden (51)(16). Die eingewanderten Mgtem wandeln sich in
Makrophagen um. Diese phagozytieren die vorhandeemde und werden zu

Schaumzellen. Mehrere Schichten dieser Schaumzdliglen zusammen mit den



Lymphozyten und glatten Muskelzellen (73) den sageten fatty streak. Durch
Zunahme der Verdnderungen und die ins Gefalllumenotrapierten
Oberflachenveranderungen, bilden sich Licken im ofmzellverband. Die
darunterliegenden Makrophagen und Wandbestandiigiieen zur Aggregation von
Thrombozyten. Auf diese Weise bildet sich der maufidirombus (25)(26)(45)(46).
Durch Sekretion einer Bindegewebsmatrix, bestela@isdKollagen und Proteoglykanen
durch die glatten Muskelzellen und die weitere Amsdung von Lipiden schreitet die

atherosklerotische Lasion fort (74) bis zur Bildwges fibrésen Plaques.

[.4. Lipoproteine und Atherosklerose

Lipoproteine:

Mit dem Nachweis von low density Lipoprotein (LDl) atherosklerotischen Plaques
1954 gab es schon erste Hinweise, dass erhohte#®la8L Spiegel ein entscheidender
Risikofaktor fur die Atherosklerose darstellen @gbtauer: 1992).

LDL gehort zur Stoffgruppe der Lipoproteine. Diaads Mikroemulsionen, die dem
Transport von Fetten und Cholesterin im wassriggheM des Koérpers dienen. Es
handelt sich um kugelige Strukturen mit lipophildtern und hydrophiler Schale.
Lipoproteine entstehen wahrend verschiedener PhadsgrStoffwechsels und werden
nach ihrer Dichte in Chylomikronen, very low degdipoprotein (VLDL), low density
lipoprotein (LDL), und high density lipoprotein (HIp eingeteilt. LDL wird als
atherogen und HDL als atheroskleroseprotektiv eitude

LDL:

Es entsteht durch intravasalen Abbau von VLDL. ddan Lipoproteinen enthélt es die
hdchste Konzentration an Cholesterin und dientdasen Transporter zu den Zellen.
Cholesterin ist ein essentieller Baustein flr Zelnbbranen und Steroidsynthese, sowie
fur die Bildung der Gallenséauren. LDL hat einen @umesser von 19-25 nm und ein
Molekulargewicht von 2,5 Millionen Dalton. Der Lgkern besteht aus mehreren
Hundert Cholesterinester- und Triglyceridmolekilgr wird von einer einschichtigen
hydrophilen Schale aus ca. 700 Phospholipid- und 668 Cholesterinmolekilen

umhdallt. Eingebettet in diese aulRerer Hille ist @as mehreren Tausend Aminoséauren



bestehende Apolipoprotein Apo B, das den LDL-Paltikmschlingt. Zuné&chst hielt
man LDL mit seiner Cholesterinmasse fir den Hauptgacher der Atherosklerose bis
in den 80er Jahren ox-LDL in atherosklerotischersid@en nachgewiesen werden
konnte. Seit diesem Zeitpunkt gilt ox-LDL als dastseheidende Molekil im

Pathomechanismus der Atherosklerose (Esterbau@g) 19

Atherogene Eigenschaften von ox-LDL:

Ox-LDL wird Uber scavanger Rezeptoren in die Zelefgenommen. Dort akkumuliert
es und bewirkt die Umwandlung dieser Zellen zu S8oieellen. Es besitzt
chemotaktische Eigenschaften fur Monozyten und agrmdie Gewebebeweglichkeit
von Makrophagen zu hemmen (Quinn: 1985). Es wiykdtpxisch in der Zellkutur und
inhibiert die NO vermittelte Vasodilatation (Kugiy@:1990). Ox-LDL besitzt
immunstimulatorische Eigenschaften. Insgesamt &@diologische Effekte von ox-
LDL beschrieben worden (Steinberg: 1997). Ox-LDLrdwifir die Abnahme der
Zellzahl und die Zunahme der Plaqueinstabilitaspéiten Stadien der Atherosklerose
verantwortlich gemacht (Bjorkerud: 1996). An vieleerschiedenen Zellen in Kultur

vermag ox-LDL Apoptose auszuldsen.

I.5.  Morphologische Anzeichen der Apoptose

Wahrend der Apoptose kommt es zur ZellschrumpfuBgs Chromatin wird

pyknotisch und kondensiert. Gleichzeitig kommt esr 2/olumenabnahme, die
cytoplasmatischen Organellen werden zusammengeduadglie Zelldichte nimmt zu.

Mikrovilli verschwinden, cytoplasmatische Einscldés formen sich an der
Zelloberflache und es bilden sich apoptotische Kfrpen durch Abschnirung von
Zellteilen ohne Erhohung der Zellpermeabilitat (7Beim Abbau der Zellen sind
kalziumabhangige Enzyme beteiligt, welche zur rsiblen Zerstérung von

Zellorganellen fuhren (27). Diese apoptotischenp&drwerden entweder phagozytiert
oder durchlaufen sekundare Nekrose. Dabei kannue®irzer lokal abgegrenzten
Entziindungsreaktion kommen, unter Beteiligung vakidphagen.

Im Gegensatz zur Apoptose kommt es bei der Nekzaseiner Volumenzunahme mit

frihzeitiger Zerstoérung der Plasmamembran, unkdmrem Abbau der DNA und



Platzen von Organellen. Durch diesen Verlust ddlirdegritat kommt es zu einer

ausgebreiteten entztindlichen Reaktion.

[.6.  Apoptose bei koronarer Herzkrankheit

Als das von den Apoptose induzierenden Faktoreerates betroffene Organ spielt das
Endothel der Gefal3e die entscheidende Rolle inAtleerogenese. Zunachst sah man
das GefalRendothel nur als eine semipermeable Men@raln den letzten beiden
Jahrzehnten hat man sehr viel tber die vielfaltigenktionen gelernt. Inzwischen kann
man das GefalRendothel als das grof3te endokrinenQiem Korpers bezeichnen, mit
endokrinen, parakrinen und autokrinen Funktioneies® Funktionen beinhalten die
Vasoregulation von Transport- und WiderstandsgefalReGefalRwachstum,
Aggregationshemmung von Thrombozyten, Hemmung d#réddion von Monozyten
und Thromboseinhibition (75). Die Vasoregulatiort tas Ergebnis der Balance
zwischen relaxierenden und kontrahierenden Faktdkenrelaxierender Faktor spielt
das NO eine entscheidende Rolle. Dieses wird ddielicndothelzelle selbst durch die
Aktivitat der NO-Synthetase produziert (49). NO ktiauf die umliegenden glatten
Muskelzellen ein. Die wichtigsten kontraktilen Fad@n sind Endothelin-1,
Thromboxan und Prostaglandin H2.

Zusatzlich besitzt das Endothel antiatherosklecb&sund antithrombotische Funktion.
Dagegen bildet das geschadigte Endothel chemathktisind adhasionsfordernde
Molekule fur Monozyten und T-Lymphozyten und fordelie Differenzierung der
Monozyten zu Makrophagen, welche sich zu Schauenzaelmwandeln konnen. Eine
erniedrigte NO-Konzentration fiihrt zur starkerendBng von Neointima, welche in
atherosklerotischen Plaques vermehrt nachgewiesaerdew kann (15). Ein
funktionstichtiges Endothel ist daher wichtig bei Bravention von Atherosklerose.
Faktoren, welche die Endothelfunktion beeintra@htigdie sogenannten koronaren
Risikofaktoren, sind mannigfaltig. Zu ihnen gehémegben Bluthochdruck, Rauchen,
Diabetes mellitus, fortgeschrittenem Alter, manméimm Geschlecht auch erhohte
Cholesterinspiegel im Blut. Insbesondere der oxidie Form des LDL konnte ein
atherogener Effekt nachgewiesen werden. Durch ok-Lierden unter anderem

Vasospasmen begunstigt, was evtl. mit der gesteigé&troduktion von Superoxid und



der damit verbundenen Inaktivierung des relaxieeendO zusammenhangt (65) (52).
Viele Studien konnten bereits Apoptose in atheersitisch veréanderten Koronarien,
Karotiden und Aorten nachweisen. Diese Studienterjglass Makrophagen und glatte
Muskelzellen, im intimalen Teil des atherosklerdtisn Plaques gelegen, eine
gesteigerte Apoptose aufweisen. Apoptose wird deihglatten Muskelzellen in der

unterhalb der Atherosklerose liegenden Media irieygsrter Zahl gefunden. Bisher ist
noch unklar, ob Apoptose nur in einem spaten Stadiar Atherosklerose auftritt, oder

bereits in frlhen Vorstufen.

[.7.  Biochemische und genetische Kontrolle der Agaiose

Apoptose kann durch eine Vielzahl von Stimuli alésfewerden. Zum Beispiel durch
Hitze, Toxine, Entzug von Wachstumsfaktoren, Zytekiwie transforming growth

factor (TGF)-R3, Glukokortikoide, Stickoxid (NO) urg&trahlung. Zum Beispiel kommt
es zu einem Anstieg der Apoptoserate von glattef@fpeuskelzellen bei Entzug von
Wachstumsfaktoren wie insulin like growth facto&H)-1 und platelet derived growth
factor (PDGF). Glatte Muskelzellen im Stadium degroftose durchlaufen diese weiter,
auch bei Zugabe der genannten WachstumsfaktoreiZélart und Grundzustand der
jeweiligen Zelle bestimmen in erheblichem Malie,enie Zelle Apoptose durchlauft

oder nicht.

Ein Oberflachenmolekiil, welches Apoptose induziest,das FAS-Protein. Es spielt
eine wichtige Rolle in der Immunregulation und d&elbsterkennung von
korpereigenem Gewebe (76)(70). FAS-induzierte Apspt konnte durch den
Sphingomyelin-Pathway vermittelt werden, welcher einer Akkumulation von

Ceramid fuhrt. Ceramid ist ein wichtiger Vermitttgr Apoptose (6).

Ein weiteres gut beschriebenes Beispiel fur die pipseregulation ist das
Protoonkogen c-myc, welches fir ein DNA-bindendean$skriptionsprotein kodiert.
Dadurch spielt es eine Rolle in der Proliferatiadeio Apoptose von Zellen (24). Die
Aktivitdt von c-myc ist abhangig von der zellulardmgebung, sprich Cytokinen oder

Onkogenen.



Caspasen sind eine Familie von Proteasen, diezeingale Rolle im Signalweg der
Apoptoseinduktion spielen (84). Durch Caspaseintiibn kdnnen Zellen gegentber
Apoptose unempfindlich werden (11)(72)(48). DieskkelBntnisse unterstiitzen die
Theorie, dass die Apoptose letztendlich in einerradenigen zentralen Signalwegen
mundet. Trotz einer zentralen Rolle der Caspasedein Apoptose, ist die genaue
Interaktion der einzelnen Glieder noch nicht véltstig geklart.

Das b-cell lymphoma(bcl)-2 Protein, ein membrardiges Protein der Mitochondrien,
der Kernmembran und des endoplasmatischen Retilsylisinein potenter Inhibitor des
apoptotischen Zelltodes (35). Uberexpression vaét2lic verschiedenen Experimenten
unterdriickte die Wirkung einer Reihe Apoptose inelender Stimuli, wie z.B.
Strahlung, bestimmte Chemotherapeutika, virale khideen, Entzug von
Wachstumsfaktoren und anderer (55).

Andere Mitglieder der bcl-Familie kdnnen Apoptorduzieren (5). Mitglieder der bcl-
2 Familie sind wichtige Regulatoren der Apoptoselem sie die Durchlassigkeit der
mitochondrialen Membran regulieren, je nachdem ab- ppder antiapoptotische
Proteine dieser Familie Uberwiegen. Es scheint dadtei um einen voltage-dependent
anion channel (VDAC) zu handeln, der durch die popaotischen bcl-2 associated
protein k (bak) und bcl-2 associated protein x [baedffnet und durch das
antiapoptotische bcl-x(L) geschlossen wird. Durdnén dieses Kanals kommt es zur
Freisetzung des apoptoseinduzierenden Cytochrom64). (Im Cytosol bindet
Cytochrom C wohl an apoptotic protease activatiagtdr (APAF)-1. Durch diese
Bindung kommt es ATP-abh&ngig zur Aktivierung ders@ase 9, welche in der Folge
die weiteren Caspasen aktiviert. Auch andere Plasmmn@ran-Rezeptoren wie FAS
haben Uber das FAS-associated protein with a Cieathain (FADD) Einflu auf die
Aktivierung der Effektor-Caspasen, wie zum Beisflakpase 3 (67)(68).

Hypercholesterindmie ist ein wichtiger Faktor dahekosklerose. Insbesondere den
oxidierten Formen von LDL wird eine hohe atherogBa¢enz zugesprochen. Ox-LDL
erhoht in in-vitro Versuchen dosisabhangig die Apeprate (42), verbunden mit einem
Anstieg der Caspase 3, welche Aktin spaltet (18)LDOL hat regulierenden Einflul3 auf

antiapoptotische und proapoptotische Faktoren. @onkt es zum Beispiel unter dem



Einfluss von ox-LDL zu einer Steigerung der Aktétitder Proteinkinase C und von
Protein Tyrosin Kinase, zu einer gesteigerten Esgom von FAS und zu einer

reduzierten bcl-2 Expression (41).

[.8.  A20-ein neuer Faktor zur Regulation der Apopbse

A20 wird durch ein tumor necrosis factor (TNFpduzierbares Gen kodiert, welches
zuerst in HUVECSs identifiziert wurde (20). Die Iridion ist transient, was vielleicht
dadurch zu erklaren ist, dass die 3 -nicht traiestat Region der A20-mRNA vier
Kopien der Sequenz ATTTA enthalt, welche bei eifeeihe von kurzlebigen
Transkripten fur die Instabilitat verantwortlichrgacht wird.

Dixit et al. fanden heraus, dass auch Interleukiit1 und Lipopolysaccharide (LPS)
zu einer Hochregulation von A20 fihren (20). Wditer konnten noch weitere
Stimulatoren der A20-Induktion gefunden werden, wiB. cluster of differentiation
(CD)40 (14), human t cell leukemia virus(HTLV)-tansactivator protein x (Tax) (37)
und epstein barr virus latent membrane protein (EBAP)1 (47)(38).

In Thymocyten und ruhenden peripheren T-Zellennkereine konstitutive Expression
von A20 nachgewiesen werden (71). A20 spielt ancer Entwicklung embryonaler
Organe eine Rolle, wie z.B. des Lymphsystems, dertldnd Hautanhangsgebilde (71).
Auch bei der Entwicklung verschiedener Tumoren sthA20 eine zentrale Rolle
zuzukommen. So konnte man A20 in hohen Konzentratioim undifferenzierten
Naso-Pharynx-Karzinom und im wenig differenziertdPlattenepithel-Karzinom
nachweisen (13).

Das A20 Gen kodiert fur ein 90 kDa-Protein, besteha&us 790 Aminoséauren (71)(53).
Die C-terminale Halfte beinhaltet sieben Cys2/C¥&zk-Finger. Diese bestehen aus
sechs Cys-X4-Cys-X11-Cys-X2-Cys Zink-Finger Motivemd einem Cys-X2-Cys-
X11-Cys-X2-Cys Motiv. Aufgrund dieser uniblichen &xdnung des Cysteins wurde

A20 als ein neuer Typ Zink-Finger Protein bezeithne

Primé&r wurde A20 als Inhibitor der TFHnduzierten Apoptose bezeichnet (54). Dies
konnte in einer Reihe von Zelllinien nachgewiesesrden. Diese Wirkung korreliert

mit der Blockade der Phospholipase A2 Aktivitatt mer verminderten Produktion



freier Sauerstoffradikale, einer erhohten Stabilithes Membranpotentials der
Mitochondrien und der geringeren Aktivierung vonsidase 3 (34)(78).

Neben der antiapoptotischen Funktion wirkt A20 aath Inhibitor der nuclear factor
kappa B (NFkappaB)-abhangigen Genexpression. Upagssion von A20 fiihrte zur
reduzierten Aktivierung von NFkappaB durch TNF, LF&-1, Phorbolester und

Hydrogenperoxid in verschiedenen Zelllinien (34)(83). Damit tbereinstimmend
verhindert A20 die TNF-induzierte Produktion NFkappabhangiger Proteine wie E-
Selektin, vasculara cell adhesion molecule (VCAMjhibitor of kappa B alpha

(IkappaB alpha), Interleukin (IL)-6, IL-8, granelie makrophage colony stimulating
factor (GMCSF) (28)(33). Die A20 Expression selststht unter NFkappaB-Kontrolle,
wobei dies durch einen negativen feedback von Np&B erfolgt (36). IkappaB alpha
halt durch Bindung von NFkappaB dieses in einektiman Form . Dieses Protein
beinhaltet mehrere kappaB Sequenzen in seiner ReorRegion, so dass NFkappaB
seine Synthese induziert. lkappaB alpha kann daenWirkung von NFkappaB

beenden, indem es in den Nukleus eindringt undakithge NFkappaB bindet und in das
Zytoplasma transportiert (1). Die Funktion weitei&appaB-Familienmitglieder ist

noch nicht geklart. Man geht jedoch davon aus, dassan der Regulation der
NFkappaB-Aktivitat beteiligt sind.
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Induktion der Apoptose durch TNF-, IL-1- und LPS-induzerte Signalwege

TNF IL-1 LPS

v v v

s \NF-Ripsmm 1L-1-R1/IL-1-RACPommm TLR4/CD14
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FADD «<— TRADD MyD88
RIP/TRAF2 TRAF6/IRAK
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L IKKaIphjbetWNEMO

| v

p50.p65.l1kappaB

'

p50.p65.lkappaB

Apoptose NFkappaB

v

Gen-Induktion

TNF-Bindung an TNF-R1 aktiviert den Kontakt von TRA (TNF-receptor-associated facor 2) und RIP
(receptor interacting protein) an TNF-R Uber Bingluan TRADD (TNF-receptor-associated death
domain), welches auch FADD (Fas associated prot#tim a death domain) bindet, das wiederum die
Kaspase Kaskade ausl6f3t und zur Apoptose filhrl bindet an den IL-1R (IL-1 receptor), was zum
Kontakt mit MyD88 (myeloid differentiation factor8) und zur Aktivierung von TRAF6/IRAK. Dieser
Signalweg wird auch durch LPS-Bindung aktiviertefg Signalwege treffen auf dem Level des IKK-
Komplexes zusammen, welcher auch tber die MAP3Ko@en activated protein) reguliert wird. IKK
(Ikappa B kinase) fuhrt zur Phosphorylierung voapgaB, welches proteolytisch zerstért wird. Dagefre
NFkappaB gelangt in den Nukleus und bindet an dispegechenden Promotorregionen der Gene.
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Da A20 in der Lage ist, sowohl TNF-induzierten #al als auch NFkappaB-
Aktivierung zu blockieren, kbnnte man spekulierdass sein Effekt im Bereich
der TRADD-Bindung an TNF-R1 ansetzt.

Tatsachlich deutet alles darauf hin, dass A20 aemeifrihen Punkt des TNF-
Signalweges wirkt. Diesbezlglich ist es interesshatfunktionelle Beziehung
zwischen der TNF-Wirkungsblockade mit der nachgsenen Bindung von A20
an Proteine des TNF-R-Komplexes zu demonstriereeseDbeinhalten TRAF1
und TRAF2, welche an der Blockierung und Aktiviegurvon NFkappaB, als
auch an der negativen Regulation der TNF-Zytottéizibeteiligt sind
(12)(58)(81)(21). Kurzlich wurde auch die Interaktizwischen A20 und IKK-
gamma, das Uber eine Bindung mit RIP mit dem TNKedRiplex assoziiert ist,
erlautert (83). Tatsachlich ist es wahrscheinladss A20 die TNF-Wirkung tber
eine ganze Reihe von Mechanismen reguliert und tdanth die Aktivitat von
NFkappaB. Eine Reihe von Studien zeigten eine ldoekde Wirkung von A20
auf die Phosphorylierung von IkappaB nach TNF Skation (83)(69). Es konnte
aber auch eine Wirkung auf NFkappaB unterhalb dexppaB-Degradierung
gezeigt werden (33). Der inhibitorische Effekt v@20 auf NFkappaB kann durch
Uberexpression der IKK-aktivierenden Kinase NIK WdBpaB induzierende
Kinase) zunichte gemacht werden (33). Dies deutetif aeinen
Wirkungsmechanismus von A20 im Bereich der Verbimgluon IKKs mit ihrer
aktivierenden Kinase hin. Als Alternative konnte éi20-Bindung an den TNF-
R1-Komplex die kompetitive Wirkung A20- assoziiertBroteine wie A20
binding inhibitor of nuklear factor kappa B (ABIN)nd tax binding protein
(TXBP)151 auf die IKK-Bindung an NIK vermitteln (J(33). Bisher konnte noch
kein blockierender Effekt von A20 auf den Signalwébger MAPK gezeigt
werden, was eine Spezifitat der A20-Wirkung auf d@RAF-IKK Signalweg
wahrscheinlich werden |af3t.

Wie A20 blockiert auch eine Uberexpression von tzrding protein 151
(TXBP151) die TNF-induzierte Apoptose (17). Auclhdare Proteine wie clAPs
konnen antiapoptotisch wirken. Diesbezuglich istirgeressant, dass A20 und

clAP mit einer gemeinsamen Region an TRAF2 intenagi (59).
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1.9. Zielsetzung

Diese Arbeit beschaftigt sich mit der Frage, ob dieerexpression des als
antiapoptotisch wirksam eingestuften Faktors A20 einer Reduktion der
Apoptoserate in Endothelzellen fuhrt, welche ddadiexten Form des low density

lipoproteins in unterschiedlichen Konzentrationasgesetzt sind.
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METHODEN

[I.1. Préaparation der Pulmonalarterien

Zur Gewinnung von bovinen pulmonalen Endothelzellesnden die Pulmonalarterien
aus dem Zusammenhang der Thoraxorgane frisch gestéter Rinder gewonnen.
Durch Eroffnen des Herzbeutels in Langsrichtung deurdie A. pulmonalis
freiprapariert.

Oberhalb des rechten Ventrikels und an der bifurkatteriae pulmonalis wurde diese
abgesetzt und in einem sterilen Gefal3, das auagest gekthlt aufbewahrt.

Nun erfolgte der Transport ins Labor und die sadertPraparation der Endothelzellen
aus den Arterien. Die Praparation erfolgte an derilBank. Fir eine stéandige Kihlung

der Arterien wurde durch Lagerung des Gefal3es sujésorgt.

[I.2. Die Préaparation der Endothelzellen aus den Pulmonatterien mittels

Kollagenaseverdau

Material: Flexibler Zellschaber; 70% Etoh; Phogphauffered saline (PBS); DMEM
mit 10% fotales Kalberserum (FCS); Kollagenase £0)1
Penicillin/Streptomycin Lsg. (PenStrep), Korkunage, Sterile Kanulen, Sterile
Tupfer, Zellstoff;

Alle Arbeiten werden unter der Sterilbank durchdpefil

Zunachst mischt man PBS mit Penicillin/Streptomycso dass eine 5%ige PBS-
Antibiotikalosung entsteht. Ublicherweise werden @5 Penstrep zu 500 ml PBS
zugegeben.

Nun Er6ffnen einer Arterie in Langsrichtung. Diegied mit Hilfe von Kanulen auf der
mit sterilen Tupfern abgedeckten Korkunterlagesiiki

Spulen der er6ffneten Arterie mit der PBS-Antiliatbsung, bis die Blutkoagel
entfernt waren.

Anschlie3end wird Kollagenase (0,1 %) aufgetropfetich einer Einwirkzeit von
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2 min wird vorsichtig mit PBS-Antibiotikalosung gs8t, um die geldsten
Endothelzellen nicht zu verlieren. Auf Zellstofftedpfen lassen.

Mit einem flexiblem Schaber werden in kurzen ZudenZellen aufgenommen und in
5 ml DMEM gegeben. Die so gewonnenen Zellen wemdstrifugiert (1000 rpm, 5
min, 20°C).

Als nachster Schritt wird das Pellet in 2ml DMEMuwspendiert,

auf, mit Gelatine beschichtete 6 well Platten, filet und ca. 2 Tage kultuiviert.

Allgemeines:
Alle BPECs werden in Brutschrdnken bei 37°C in eimeasserdampfgesattigten

Atmosphare bebritet, die 5 Volumenprozent ,C&nthalt. Die C@Konzentration

stabilisiert den pH-Wert des Mediums.

Je nach Zelldichte werden die Zellen nach 2-3 Tagesagiert.

Hierzu l6st man die Zellen durch die Einwirkung @0von Trypsin ab und gibt nach
ca. 30 s 2 ml, auf 37°C erwarmtes PBS zu, das 5%t FCS erganzt wurde.
Anschliel3end zentrifugiert man die Zellen, wie obangegeben und nimmt sie
wiederum in 2 ml DMEM mit 10% FCS auf. Diese Suspen verteilt man
gleichmanig auf eine vorher mit Gelatine beschiehGewell Platte, deren wells mit je 2
ml DMEM/10% FCS gefillt werden. Die Zellen &Rt mamederum 1 bis 2 Tage
anwachsen, bis ein lockerer Zellrasen entsteht.

Sie sollten nicht konfluent werden. AnschlieBenddee die Zellen abgelost und in
DMSO mit 5% FCS aufgenommen und Uber -20°C (1.78@)C (2.Tag) in

Fllssigstickstoff (3.Tag) eingefroren.

[1.3. Inkubation und Passage der Zellen

Die in Flussigstickstoff gelagerten Zellen werdem B7°C schnell auf 0°C aufgetaut
und auf mit 0,1% Gelatine beschichteten 75%&taschen mit 8 ml Nahrmedium

(DMEM mit 10% FCS, 2mM L-Glutamin, 100U/ml Peniail und 2100ug/ml

Streptomycin) wachsen gelassen. Am nachsten Tagsek#anan das Medium, um die
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toxischen DMSO-Reste zu entfernen. Die Zellen lasah 2-3 Tage dicht wachsen,
ohne dass diese konfluieren. Anschliessend wirdZdérasen mittels Trypsin abgelost,
zentrifugiert und die Zellen in der Neubauer-Kammwesgezahilt.

Auf mit Gelatine beschichtete 6 well-Platten werdet1@ Zellen pro well ausgesaht

und Uber Nacht in 2 ml des vorher beschriebenemmigiums kultiviert.

[I.4. Transformation von E.coli supercompetent cells

Zur Multiplikation des fur die Versuche bendtigteA20-Plasmids, werden
superkompetente E.coli Zellen verwendet, die nieeigeringen Menge A20-Plasmid
transformiert werden. Die E.coli werden bei —80%lagert, um Effiktivitatsverluste zu
vermeiden. Bei den verwendeten E. coli handeltigs tm den XL1-Blue Stamm der
Firma Stratagene, dem es an Restriktionsenzymermgettamlie sonst die methylierte
DNA (hier das A20-Plasmid) spalten wirden. Fir dermehrung des A20-Plasmids
ist die bakterielle Polymerase verantwortlich. Big Transformation werden die Zellen

auf Eis aufgetaut.

Allgemeines:

Bei den folgenden Arbeitsschritten ist darauf zhtews, dass die Zellen standig auf Eis
belassen werden, falls nicht anders angegeben. Xarsichtigem Mischen gibt man
100 pl der Suspension in ein vorgekihltes FalcoheT(Polypropylen). 1,7 pl beta
Mercaptoethanol werden zugeben, die Suspensionclkibgsgemischt und 10 Minuten
auf Eis inkubiert. Beta Mercaptoethanol steigeet Biansformationseffiktivitat um das
2-3 fache. Alle 2 min. wird vorsichtig gemischt.

Nach 10 Minuten gibt man 0,1-50 ng DNA dazu undulsikrt die Suspension 30 min
auf Eis. Nach dieser Zeit wird fur 45 s ein Hitzpuis von 42°C im Wasserbad
gegeben. Dieser Zeitraum ist strikt einzuhalten eime optimale Effiziens zu erzielen.
AnschlieRend wird die Suspension 2 min. auf Eisubé&rt. 0,9 ml auf 42°C
vorgeheiztes SOC-Medium wird zugeben und die Zeiferdiesem Nahrmedium 1
Stunde bei 37°C im Schdattler bei 225 rpm inkubiert.

Nun werden die E.coli auf zwei Ampicillin-Agar Ben ausgestrichen.
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Dazu benutzt man einen Glasspatel, der vorher Eogedt und abgekuhlt wird.
Die beimpften Agar-Platten bebritet man fir 24 8amim Brutschrank bei 37°C. Bei

eingesetzten 5 pl Zellsuspension ist mit einer K@pahl von ca. 500 zu rechnen.

[1.5. Plasmidreinigung nach dem Qiagen EndoFree Pkmid Maxi Protokoll

Zunachst eine Kolonie in 2 ml LB-Medium bei 37°Q02%m im Schittelinkubator
inkubieren. Anschlie3end in 250 ml Medium geben fimdveitere 12-16 Stunden bei
37°C und 225 rpm inkubieren. Die Suspension auhbTubes verteilen. Danach
erfolgt das Zentrifugieren der Bakteriensuspenbiir6000 x g, fir 15 min., bei 4°C.
Resuspendieren des Pellets in 10 ml Puffer P1,desmchdiesem RNase A zugesetzt
wurde. 10 ml Lysispuffer P2 zugeben, 4-6 mal s&hiittind bei Raumtemperatur fur 5
Minuten inkubieren. Darauf achten, dass die Lysisien nicht 5 Minuten
Uberschreitet. Préparation des Qia Filter Cartridgiirch VerschlieRen der
Auslaoffnung  mit  einer VerschluBkappe. 10 ml auf°C4 gekihlten
Neutralisationspuffer P3 dem Lysat zugeben undrsdfé mal schutteln.

Das Lysat sofort in den praparierten Filter geband @0 min bei Raumtemperatur
inkubieren. Die Verschlul3kappe entfernen und nmb dlben das Lysat durchpressen
und in einen 50 ml Tube filtern. 2,5 ml Endotoxim@ving (ER)-Puffer zugeben, Tube
10 mal schitteln und 30 min auf Eis inkubieren. ddudie Inkubation auf Eis klart das
Lysat auf. Die Lipopolysaccharide werden entfewds eine optimale DNA-Reinigung
ermoglicht. Zum Equilibrieren des QIAGEN-Tip 50(giman 10 ml Puffer QBT zu
und 1Rt die Saule sich mittels Schwerkraft endeeNun gibt man das geklarte Lysat
zum Qiagen tip zu und erlaubt ihm mittels Schwdtkdarchzulaufen. Anschlie3end
wascht man den Tip mit 2 mal 30 ml Waschpuffer QC.

Herauslosen der DNA mittels 15 ml QN Puffer:

Hierbei werden endotoxinfreie Tubes benutzt, um BMA vor Kontamination zu

schitzen. 0,7 Volumen Isopropanol werden zugelmardia DNA zu préazipitieren.
Anschlie3end erfolgt das Zentrifugieren der DNA b&000 rpm bei Verwendung des
Sorvall SS-34 Rotors, fuir 30min, bei 4°C. Der Ukand wird vorsichtig abgeschiittet.
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Das Pellet mit 2,5 ml 70% EtOH waschen und wiedgrli000 rpm, fir 10min, bei
4°C zentrifugieren. Uberstand vorsichtig wegschiitted das Pellet lufttrocknen.
Zur Lagerung wird das Pellet in 3 ml TE-Puffer aarigmmen und bei —20°C gefroren.

Die Massenbestimmung erfolgt Gber ein Gel mit eifddassenstandard als Vergleich.

Beschreibung der verwendeten Puffer:

P1> Resuspensionspuffer: 50mM Tris-Cl, pH 8,0; 108DTA; 100ug/ml RNase A

P2> Lysispuffer: 200mM NaOH, 1% PDS

P3> Neutralisastionspuffer: 3.0M Potassium acetdt5.5

QBT> Equilibrierungspuffer: 750mM NaCl; 50mM MOBRS; 7,0;15% Isopropanal;
0,15% Triton X-100

QC> Waschpuffer: 1.0M NaCl; 50mM MOPS, pH 7,0;158%dropanol

QN> Elutionspuffer: 1,6M NaCl; 50mM MOPS, pH 7,0

TE> Resuspensionspuffer: 10mM Tris-CL, pH 8,0; 1fEaBITA

ER> Endotoxin removal Puffer hindert LPS an derdBimg am Filter

I1.6. Transfektion der bovinen Endothelzellen mittels FUENE 6

Am ersten Tag bringt man 1 xellen/well in der vierten bis fiinften Passage auf
6 well Platten, in 2 ml Medium aus und lasst siebi824 h anwachsen, so dass die
Zellen am nachsten Tag 50-80% des Bodens bedegkemachsten Tag erfolgt ein

Mediumwechsel vor dem Beginn der Transfektion.

Préaparation der FUGENE 6/DNA Komplexe:
Empfohlenes Verhaltnis der Menge des Transfekti@usoms
zur Menge DNA: pl FUGENE/pg DNA =5 zu 1.

In ein 10 ml fassendes Gefal3 wird eine gentigen@egMenge serumfreien Mediums
gegeben, um FUGENE 6 auf 100 ul pro well zu verdanie 5 pl FUGENE 6 sollen
direkt in das Medium pipettiert werden, um ein Ahldg von Plastik aus der

GefalRwand zu verhindern.
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Die Verdinnung lasst man 5 Minuten bei Raumtemperakubieren. In ein zweites
Tube gibt man die zu transfizierende Menge DNA. #ésle Volumen der DNA sollte
10 pl nicht Gbersteigen. Das vorverdinnte FUGENIE wun auf die DNA aufgetropft

und 15 min bei Raumtemperatur inkubiert.

Transfektion der Zellen:

Tropfenweise wird nun die Mischung auf die Zellesggben, so dass die Komplexe
gleichmaldig verteilt sind. Die so praparierten &ellwerden bis zur Messung am

FacScan zuriick in den Brutschrank gegeben.

[I.7. In Situ beta-Galaktosidase Farbung

Allgemein:

Die beta-Galaktosidase Farbung dient der Deteki@mrbeta-Galaktosidase-Aktivitat in
transfizierten Zellen. In diesem Fall dient sie &ardung des optimalen Verhaltnisses
zwischen eingesetztem Transfektionsmedium und setgeer DNA, um die
hdochstmdgliche Transfektionsrate zu erzielen. Bie&mzym ist kein naturlicher
Bestandteil der Endothelzellen, sondern die fur Easym kodierenden Gene missen
erst in die Zellen transfiziert werden, wo sie slaibiert werden. Damit dient der
Nachweis dieses Enzyms als Erfolgskontrolle dern3fektion. Die genetische
Information fiir das Enzym ist auf dem LacZ-PlasraRalisiert, das mit dem A20-
Plasmid co-transfiziert wird Mittels dieser Methodik kann die Rate transfizert

Endothelzellen ohne vorherige Manipulation in gitmittelt werden.

Zunachst wird das Medium vom Zellrasen aspiried dnml 1mal Fixierungslosung
zugegeben, die man sich aus einer 10-fach Konzemtrdurch Zugabe von 9 Teilen
PBS vorverdinnt hat. Die Fixierung wird 10 min Baeiumtemperatur inkubiert.

Man entfernt die Fixierungslosung und wascht digeie2mal mit 5 ml PBS.
AnschlieRend gibt man Farbungslésung zu, die mit&%n Farbungspuffer verdinnt
wurde und inkubiert fir mindestens 15 min. in ein8AC warmen Brutschrank mit

wassergesattigter Atmosphare.
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Als Farbungslosung dient X-Gal, das ein Substradié [3-Galaktosidase darstellt und
durch diese gespalten wird. Das Spaltprodukt isudésliche Farbstoff, der die Zellen
blau anfarbt, die erfolgreich transfiziert wurden.

Die Farbung wird entfernt und die fixierten unddyéten Zellen 3-mal mit je 5 ml PBS

gewaschen. Zur Analyse unter dem Lichtmikroskopderer2 ml PBS zugegeben.

[1.8.  Annexinfarbung/Propidiumjodidfarbung

Allgemein:

Der Farbstoff Annexin bindet spezifisch an  Phosplgitholin, ein
Membranbestandteil, das wéhrend der Apoptose amMdmbranaul3enseite verlagert
wird. Propidiumjodid bindet an Kernbestandteile nodischer Zellen und dient der
Differenzierung zwischen Annexin gefarbten apoptdten und Annexin- und

Propidiumjodid gefarbten nekrotischen Zellen.

(Farbelsg  >Inkubationspufferi50 pl 10 mM HEPES/NaOH, pH 7,4;
erganzt mit 140 mM NaCL,5 mM Cagl
>Propidiumjodidisg.:1 pg/ml

>Annexinlsg. :20 pl Annexinlsg. in 1000 pl HEPES-Puffer aufnehme
und 20 ul Propidiumjodid-Lsg. zugeben.)

Zunachst werden die Zellen inklusive des alten Medi aufgenommen und in 15 ml
Falcon Tubes gegeben (ein Tube pro well). Die weksden anschlieZend mit 37°C
warmem PBS, zweimal mit je 2 ml gespdlt.

Nun gibt man je 1 ml 0,05% Trypsin/0,02%EDTA Lésungund |0st so die Zellen ab.
Mit 4 ml Annexinpuffer mit 5% FCS werden die gekistZellen geldscht, d.h., Trypsin
wird neutralisiert. Die abgeldsten Zellen werdepréghlls in die Tubes geben und diese
Suspension bei 200 x g fur 10 min zentrifugiert.r Déberstand wird vorsichtig
abgekippt und das Pellet in der Farbeldsung aufgemen.

Die Zellen werden 15 min. bei 100 rpm im Schuttlekubiert, so dass sich die

Farbpartikel anlagern kénnen. Wichtig ist, dasselimkubation lichtgeschitzt ablauft,
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so dass die Fluoreszenz nicht verloren geht. Dférigeen Zellen werden in 200 pl
Nahrmedium aufgenommen und sofort abgedeckt zunSdac zur Auswertung
gebracht.

[.9. Auswertung am FacScan

Im FacScan werden die gefarbten Zellen durch einartstrahl definierter

Wellenlange (488 nm) geschickt. Der Lichtstrahldwion Zellen vertikal gestreut und
zwar je mehr, desto starker die Granulation in Aelken ausgepragt ist (SSC). Das in
horizontaler Richtung durch die Zellen gestreutght.iist je nach Intensitat ein Mal3 fur
die ZellgréRe (FSC) und abhéngig von der Querstdildithe der Zellen. AuRerdem
erfolgt eine Messung des von den gefarbten Zelhaittierten Lichtes (Fluoreszenz)
mittels Optiken, von denen sie in rote (tote) ugdine (vital bzw. apoptotische) Zellen
unterteilt werden.

Je nach Farbung besitzen die Zellen auch ein whiedliches Verhalten in der
Fluoreszenz. Wichtig ist bei der Verwendung unteiesdlicher Farbstoffe,

dass diese Stoffe die gleiche Anregungswellenlgd§8 nm), aber unterschiedliche
Emissionsspektren besitzen. Dadurch wird eine Amgdoei gleicher Wellenlange des
auf die Zellen treffenden Lasers mdglich, bei wsdbiedlicher Fluoreszenz der zu
messenden Zellen. Diese Unterschiede im Abstand d&a&regungs- und
Emissionswellenlange werden als Stokes scherlstiieichnet.

Als Laser wird ein Argon-Laser mit einer 488 nm-Welange verwendet. Dieser Laser
zeichnet sich durch eine gentigend hohe Intensitsit @am ausreichend Fluoreszenz-
und Streulichtsignale zu erzeugen. Sein Emissi@ksgpm liegt im Absorptionsbereich
der verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe. Er besitet konstante Strahlungsleistung.

Die Zentrierung der Zellen im Lichtstrahl erfolgt ittels hydrodynamischer
Fokussierung. D.h., es entsteht ein laminarer FhassZellen, indem diese innerhalb
ihres Mediums in einer Tragerflussigkeit durch deserstrahl geschleust werden. Die

Geschwindigkeit, mit der sich die Tragerflissigkdirch den Laserstrahl bewegt kann
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eingestellt werden. Die Zellen werden nach dem Spart aus dem Probenréhrchen in
die Messkammer von ein paar cm/sec. auf ca. 7 rsschleunigt.

Dies bewirkt, dass sich die Zellen nacheinandectduten fokussierten Laserstrahl
bewegen. Bei zu hoher Geschwindigkeit wird dietderung der Zellen im Lichtstrahl
und damit die Messung ungenauer.

Bei schwer zu unterscheidenden Populationen st itsomine geringe
FluRgeschwindigkeit angebracht.

Die Messung erfolgt mittels Optiken, die das Liclhf Fotoréhren (SSC) bzw.
Fotodioden (FSC) lenken, welch das Lichtsignalimedektrisches Signal umwandeln.
Das elektrische Signal wird mittels einem Analoggifalwandler konvertiert und dem
Rechner zugéanglich gemacht. Die Daten werden ier diistendatei gespeichert.

Die Auswertung erfolgt durch eine korrelierte Zwaigmeterdarstellung. Das heifl3t, es
werden zwei Parameter gegeneinander aufgetrageierém Schnittpunkt die Zelle mit
den aufgetragenen Werten liegt. Diese graphischet&mng bezeichnet man als dot
plot. AulRerdem erfolgt eine Einparameterdarstellunder gemessenen Zellpopulation,
was eine Aussage Uber die Haufigkeitsverteilungjeleeils dargestellten Eigenschaft

innerhalb der Zellpopulation zul&sst.

Es handelt sich bei den Daten um Relativ-Werte mictit um Absolut-Werte. D.h.,
Schwellenwerte missen selbst eingegeben werdegrfdgt also eine Aufteilung nach
GrolR3e, Granulation und Fluoreszens der Zellen Fdjulationen werden in Prozent der

Gesamtzahl aller registrierter Zellen dargestelit.

[1.10. Grafische Darstellung der Ergebnisse mittelsSigmaPlot:

Zur Auswertung der Daten wurde das Graphik- unds$teprogramm der Fam. Jandel
Scientific Corporation verwendet. Da es sich be&leje Annexin-Farbung um einen
Dreifachansatz handelte, wurden die Daten derElrgielmessungen als arithmetisches
Mittel in den Saulendiagrammen und der Standardfebls vertikaler Fehlerbalken
dargestellt.
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11.11. Kolonie PCR:

Allgemein:
Komponenten der PCR:

* Oligos (Primer):
Mindestens 20-24 Nukleotide lang.
Sie binden schon bei 37°C an die Schablone.
Eingesetzte Konz.:1ug
* Puffer:
MgCI*-Konz. wichtig fiir das einwandfreie Funktionieresr dolymerase.
Mischung aus KClI, Tris Cl, Mgg| pH 8,3.
e Taq Polymerase
mit 5°-3° Polymerisation abhangiger Exonuklease\Alét
* dNTP(Deoxyribonukleosid Diphosphat)
Bausteine der DNA
auf pH 7,0 eingestellt durch Zugabe von NaOH
Prinzip der PCR:
1. Denaturieren der DNA durch Hitzeimpuls von 94°C
2. Abklhlen auf 50°C. Binden der Primer an die DNd&stimmt die Genauigkeit der

Polymerisation

3. Polymerisation bei 72°C

Kolonie PCR:> Sie dient dem Nachweis der durch Transformationdie E.coli
eingebrachten Plasmide. Die Polymerisationsdaueabtangig von der Grol3e der
nachzuweisenden DNA.

Zum Nachweis der A20 DNA wurden primer mit folgendBukleotidsequenz

eingesetzt.

>forward primer: 5° CCG GCA ACT TCA CGC CAG CC 3°
>reverse primer: 5° GGT TCG AGG CAC ATC TCT GC 3°
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Zunachst stellt man den Mix fir die PCR her:

Dazu pipettiert man folgende Substanzen in ein gend grofRes fur die PCR
geeignetes Rohrchen:

Es werden 18,625 pl 4 mit 2,5 pl 10-mal PCR-Puffer vermischt und 2 [NTd
zugegeben. Dazu gibt man 1,5 pul Mg@hd je 0,125 ul forward bzw. reverse primer.
Mit Hilfe eines sterilen Zahnstochers wird eine itkée Menge der auf dem Agar
gewachsenen Bakterienkolonie beigegeben. Letzthcd noch die Tag-Polymerase
zugegeben und der Mix bei folgender Einstellungdie PCR-Maschine gestellt.

Denaturierung bei 94°C fur 3 min.

30 Zyklen:
Denaturierung: 20 s 94°C
Anealing: 30s 60°C
Polymerisation: 45s 72°C
[1.12. RT PCR:

Ziel: Umschreiben der einzelstrangigen mRNA, digheo aus den Zellen mittels
Phenolextraktion gewonnen wurde, in DNA, mit Hiéfmer reversen Transkriptase(M-
MLV RT) und anschlieende Amplifikation durch PCBRadurch ist eine qualitative

Bestimmung der mRNA mdoglich. Zunachst wird die \arlene RNA mit einer

Phenol-/Ethanolfallung nach der Methode von Chorskiynnd Sacchi extrahiert. Die
Konzentration der RNA wir in einemUV/VIS SpektroretLambdal2 der Familie

Perkin Elmer; Deutschland, bei 260 nm bestimmt. RNMA Konzentration lasst sich

bestimmen aus dem Messwert bei 260 nm der mit derdivinungsfaktor der Messung
(40), sowie deren Einhgitg/ml multipliziert wurde.

Fur die Durchfihrung der RT-PCR ist es ratsam, drefn Mixturen in gentigend grof3en

Rohrchen vorzubereiten.
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K 1pg der gereinigten RNA wird mit 50 pmol revemm@mner versetzt und das
Volumen mit Aqua dest auf 7ul erganzt.

Il 2,5 pl von 5-mal Reverse Transkriptase Puffedwaiit 2,5 pl dNTP und 200 U
M-MLV RT gemischt.

[I: 25 pl 2-mal RT Puffer mit 18 ul Aqua dest., 1,8MdCl,
(25 mM) und 2 pl ANTP (2,5 mM/Nukleotid) mischen.

Zur Reaktion 50 pmol forward primer und 0,3 ul T geben.

Das Gesamtvolumen betragt 60 pl.

Als erstes gibt man Mix | fur 5 Minuten auf den @#varmen Heizblock, so dass sich
der Primer an die Schablone binden kann. Danadhhggin die Suspension auf Eis und
zentrifugiert kurz an, um die entstandene Kondémsatieder zur restlichen Lésung zu
bringen. Nun gibt man den Mix Il zu und stellt ditsschung ftr 90 min auf einen auf
45°C vorgeheizten Heizblock, wobei man alle 30 ikimz anzentrifugiert. Wahrend
dieser Reaktion kann die reverse TranskriptasezderRNA komplementaren DNA

Strang synthetisieren. Zuletzt gibt man noch Mixzll und startet die Reaktion:

Die PCR lauft fur 3 min bei 94°C
und anschlie3en2b Cyclen mit je:
* 30 sec bei 94°C
* 1 min bei 60°C
. 1 min bei 72°C
Zuletzt lauft die Reaktion noch bei 72°C fur 5 Mien.
Anschliessend wird die RT-PCR mittels Gelelektragise ausgewertet.

[1.13. Auswertung der RT-PCR mittels Gelelektrophorese

Die RT-PCR Produkte werden mittels ElektrophoreSelélektrophorese System
Lipidophor/Immuno, Wien, Osterreich) auf 2% Agard#E (4,84 g Tris-Base; 1,2 ml
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Eisessig; 2 ml EDTA 0,5 M (pH 8,0=; ad 1l mit®) Gel ausgewertet. Diesem wurde
pro 10 ml Gelvolumen 0,5 pl Ethidium-Bromid 0,6%gegeben, um vorhandene DNA
unter UV-Licht sichtbar zu machen und fotografiemnkoénnen. Jeder Charge wurde
vor Ladung des Gels 10 pl loading puffer (0,25% rBpbenolblau; 0,25%

Xylencyanol; 30% Glycerol) zugesetzt und in die t&&sthen ein Gesamtvolumen von
10 pl eingesetzt. Die Elektrophorese wurde bei ot 8pannung bis zum Erreichen
einer Laufstrecke von 3,5 cm durchgefihrt. Ans@dred wurden die Gele unter UV-

Licht fotografiert.

[1.14. Pré&paration und Oxidation von LDL

LDL wird aus gepooltem Frischplasma von Blutspendggwonnen und sofort EDTA
(2 mmol/l), NaCl (3 mmol/l), Aprotinin (1000 Kallikein-Inaktivator-Einheiten),
Gentamycin (16 mg/l) und Chloramphenicol (80 mgliyesetzt. Die Lipoproteine
werden durch sequentielle Ultrazentrifugation gtt, nachdem die jeweilige Dichte
mit KBr eingestellt wurde. Die Zentrifugation erpimittels Beckmann Vti 50 Rotor.
Um das gewonnene LDL von VLDL und Triglyceriden zannen, schlief3t sich ein
zweiter Zentrifugationsschritt bei einer Dichte vb04 g/ml an.

Die entstandene LDL-Bande wird gesammelt und diD@ilyse gegen PBS von den
zuvor zugesetzten Salzen befreit. Als Oxidationstsctvird EDTA 200 uM zugegeben.
Das native LDL wird einer chemischen Oxidationamtorfen, um die Veranderungen
des LDL im Organismus nachzuvollziehen. Cy8i@nt als Oxidationsmittel.

Das nLDL wird in einer Konzentration von 1 mg/migga einen Kalium-Phosphat-
Puffer (10pM CuS@ 0,15M NacCl; 0,02M KHPOJ/KHPQO, im Verhaltnis 1:4, pH 7,4)
fur 18 Stunden bei Raumtemperatur und Dunkelhailysiiert. Durch Zugabe von 10
uM EDTA wird der Oxidationsvorgang beendet. Das OQu8ird durch Dialyse gegen
kupfersulfatfreien Puffer entfernt.

Den Grad der Oxidation bestimmt man durch Messuag rdlativen Zunahme der
Mobilitat auf Agarosegel.
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Vor der Verwendung der oxidierten LDL (ox-LDL) ine¥suchen erfolgt eine
Bestimmung ihres Proteingehaltes nach Lowry et @81.

[1.15. Material in alphabetischer Reihenfolge

LB-Agar: Gibco/BRL

Agarose: Gibco/BRL

Ampicillin: Boehringer, Mannheim

Annexin-V-Fluos: Boehringer, Mannheim
Annexinpuffer: HEPES-NaOH, erganzt mit NaCl und @aC
3-mercaptoethanol: Sigma, Steinheim

Chlorophorm (Trichlormethan): Roth, Karlsruhe
Competent cells (E.coli): Stratagene, La Jolla, USA
Deionisiertes Wasser aus MilliQ-Anlage
DEPC-Wasser

DMEM, erganzt mit 10% FCS und 1% Penstrep, BiochmBerlin
DMSO (Dimethylsulfoxide), Sigma, Steinheim

dNTP, Gibco/BRL

Ethidiumbromid: Sigma, Steinheim

EtOH 70%: J.T.Baker, Holland

Fixing-solution: Statagene, La Jolla, USA

250 ml-Flaschen: Greiner Labortechnik, Frickenhause
Gelatine: Merck, Darmstadt

Glutamin: Biochrom, Berli n

Kollagenase: Sigma, Steinheim

Lipofektamin Plus: Gibco/BRL

MgCI2: Promega

M-MLV RT: Promega

NA acetat: Merck, Darmstadt

PBS Dulbeco: Biochrom, Berlin

26.10*PCR-Puffer. Promega, USA

Penicillin/Streptomycin: Biochrom, Berlin
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Phenol: Gibco/BRL

Primer: Biosource

Propidiumjodid: Sigma, Steinheim

5*RT-Puffer: Promega, USA

SOC-Medium: Gibco/BRL

Solution D (250 mg Guanidinthiocyanat, erganzt 288 ml Wasser;
17,6 ml 0,75M Na-Citrat, pH 7;26,4 ml Sacrosyl 66fC; 0,36 ml
2-mercaptoethanol/50 ml stock solution): SigmairBim
Tag-Polymerase: Promega, USA

Trypsin/EDTA: Biochrom, Berlin

6 well-Platten: Nalgene

X-Gal: Stratagene, La Jolla, USA
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ERGEBNISSE

[11.1. Ox-LDL Wirkung auf die Apoptoserate

An humanen Endothelzellen (HUVEC) konnte bereiesapoptotische Wirkung
oxidierten LDLs gezeigt werden. Hierbei wurde eilobech ox-LDL induzierte
Steigerung der cytosolischen Kalziumkonzentratieschrieben, welche wiederum zu
einer Aktivierung kalziumabhéangiger Enzyme, wie.ZHadonukleasen flhrte, die in

der Induktion von Apoptose eine entscheidende Rsplielen (Davies 1997)

Um diese Wirkung auch an den von uns verwendetemé&o Endothelzellen
Uberprifen zu kénnen, inkubierten wir die Zellert ax-LDL in einer Konzentration
von 200 pg/ml fir 18 Stunden im Brutschrank.

Als Kontrolle dienten unbehandelte bovine pulmortatelothelzellen (BPECS) gleicher
Passage und mit dem Entzindungsfaktor Lipopolysawmtd (LPS) (10ug/ml)
vorbehandelte BPECs. Der Entziindungsfaktor indudierTranskription
antiapoptotischer Gene.

Die Zellen wurden mit Annexin/Propidiumjodid geféitmd am Durchflusszytometer

ausgewertet.

Abb.:1

30 4
25 o
20
15 o

10 +

Prozent apoptotische Zellen

Kontrolle LPS oxLDL LPS+o0oxLDL
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Darstellung der Apoptoserate aus bovinen Pulmotesian gewonnener BPEC in Prozent nach
18h Inkubation mit 200pg/ml ox-LDL, 10pg LPS undrilnination beiderDie S&ulen zeigen
die Mittelwerte der im dreifach Ansatz gewonnen Besrte. Die Balken zeigen die

zugehdrigen Standardabweichungen der jeweiligeinviizeswerte.

Als Ergebnis konnte man eine Verdoppelung der Apspunter ox-LDL-Gabe (18%)
im Vergleich zu den mit LPS stimulierten Zellen (B8hen und eine neunfache
Steigerung gegeniber den unbehandelten Zellen (2%).

Eine weitere Steigerung der Apoptose erfolgte l@nkKination von LPS und ox-LDL
(23%).

[ll.2. Plasmidgewinnung

Die mit A20-Plasmid transformierten superkompetenke coli wurden nach dem

Bebruten auf selektivem Ampicillin-LB-Agar durch Kmie-PCR auf Ihren Gehalt an

A20-Plasmid kontrolliert.

Abb.:2

(- e
“ll Jewdewe e W

1 2 3456 7 8 9101112 13 141516
Die Transformationsrate war dabei sehr hoch undkoante in jeder Bakterienkolonie (1 bis

16) das Plasmid nachweisen. Zum Massenvergleikh hmass ladder aufgetragen.

Eine stark positive Kolonie wurde anschlieRendemmiem sterilen Holzzahnstocher

gepickt und in Suspension Uber Nacht bebrutet.
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Am nachsten Tag erfolgte die Plasmid Reinigung rieeh Endo Free Plasmid Maxi
Protokoll. Zur Bestimmung der gewonnenen DNA-Mengede die DNA in einer
Verdinnungsreihe von 100%, 10% und 1% gegen emerlass ladder auf einem

2%igen Agarosegel aufgetragen.

Abb.:3
mass ladder 1% 10% 100%

50 Hg
30 Mg
15 Hg
7,5 Hg
3,75 Mg
1,875 g

Ganz links low mass ladder als Vergleich der Verdiingsreihe, von rechts nach links 100%,
10%, 1%.

Als Resultat erhielt man eine DNA-Konzentration wopg/ul. Die DNA wurde anschlieRend in

einer geeigneten Tragerldsung, in unserem Fall tffePaufgenommen.

[11.3. Optimierung der Transfektionsrate

Das LacZ-Plasmid eignet sich als Marker der Traigfasrate. Es kodiert fir das
Enzym [3-Galactosidase, welches normalerweise mdhbhdothelzellen vorhanden ist.
Die Aktivitat des Enzyms kann mittels eines geeignésubstrats nachgewiesen
werden, bei dessen enzymatischer Spaltung eindbRrglukt entsteht. Die erfolgreich
transfizierten Zellen kdnnen unter dem Mikroskophgewiesen werden.

Durch Auszahlen der gefarbten Zellen kann man thedhtzahl transfizierter Zellen

bestimmen.
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Das eingesetzte Substrat ist X-Gal, das spezifiscbh die 3-Galactosidase gespalten
wird. Wir erreichten Transfektionsraten von 20 28s% bei einem Einsatz von 5ul

Transfektionsmedium pro 1ug eingesetzter DNA.

ll1.4. Nachweis der Transfektion von A20 als Erfolgskontrie

Der Nachweis der Transfektion von A20 erfolgt migtidachweis der durch
Transkription des Plasmids entstandenen mRNA.
Zunachst wird die RNA aus den Zellen isoliert ured Gehalt an RNA mit Hilfe des

Photometers bestimmt.

Der qualitative Nachweis erfolgt durch RT-PCR, wiatiudie flr das transfizierte
Plasmid spezifische mRNA nachgewiesen werden kann.
Als Kontrolle dient der Nachweis des in allen Ermdtellen vorhandenen Aktins.
Abb.:4

ox-LDL(pg/ml) 150 200 250 == == ==

Der obere Gelabschnitt zeigt A20, das untere GalsagActin als Kontrolle.
Den Proben 1-3 wird oxLDL in steigender Konzentnatzugegeben. 4-6 ohne oxLDL.

In der A20 transfizierten Gruppe kann man A20 ukdirAsowohl unter steigenden

Konzentrationen von ox-LDL (1 bis 3) als auch oHigabe von ox-LDL (4 bis 6)

nachweisen.
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[11.5. Messung der Apoptoserate mit dem Durchflussytometer

24 Stunden nach der Transfektion wurden die Zetfi@grox-LDL stimuliert.

Dabei wurden auf je 3 wells Konzentrationen voa@, 150, 200 und 250ug/ml ox-
LDL zugegeben.

Die so behandelten Zellen wurden nach 12 Stundearbhtion mit
Annexin/Propidiumjodid gefarbt und am FACScan ausgyéet.

Abb.5: Apoptosedaten

30 A

25

20

10

% apoptotische Zellen

(') 5'0 1(')0 lE;O 2(;0 2!;0 3(;0
ox LDL (pg/ml)

Darstellung der Apoptoseraten mittels im Dreifad@n gewonnener Daten. X-Achse mit
steigender Konzentration ox-LDL. Y-Achse mit Prontzengabe Apoptose. Ermittlung der
Messwerte mittels Annexinfarbung und Durchflussaytrie, Darstellung mit SigmaPlot.
Gezeigt sind die Mittelwerte der im Dreifachanggzvonnene Messwerte gleicher oxLDL-
Konzentrationen sowie die Standardabweichungeredsasils arithmetisch gemittelten drei
Werte.

Die Apoptoserate betrug zwischen 5% ohne ox-LDd 15% bei 250ug/ml ox-LDL

bei den A20 transfizierten Zellen. Dagegen wardaegi LacZ transfizierten Zellen die
Apoptoserate schon initial bei 8%, welche danrabis27% bei 250ug/ml ox-LDL
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anstieg. Die mit LacZ transfizierten Zellen dieras direkte Kontrolle, da sie wie die
A20 transfizierten Zellen dem gleichen Transfeksgtness unterzogen sind. Die
DMEM Gruppe dient als nicht manipulierte Vergleighgope um den Einfluss der
Transfektion auf die Apoptose-/Nekroserate wiedgeben.

Bei der DMEM Kontrolle steigt die Apoptoserate \@¥ ohne ox-LDL auf 15% mit
250 mg/ml ox-LDL.

Abb. 6: Nekrosedaten

40,00% -~

35,00% -

—4— DMEMnNek

30.00% - —— A20nek
' —&— LacZnek

25,00% -

20,00% -

Nekrose

15,00% -

10,00% -

5,00% -

0,006% T T T 1
0] 100 200 300

oxLDL pg/ml
Darstellung der Nekrosedaten mittels im Dreifachémgewonnener Daten. X-Achse mit
steigender Konzentration ox-LDL. Y-Achse mit Pronzengabe Apoptose. Ermittlung der
Messwerte mittels Annexinfarbung und Durchflusseytrie, Darstellung mit SigmaPlot.
Gezeigt sind die Mittelwerte der im Dreifachangggzvonnene Messwerte gleicher oxLDL-
Konzentrationen sowie die Standardabweichungefedails arithmetisch gemittelten drei
Werte.



Es zeigen sich Nekrosewerte zwischen 5 und 22%KHEM. Ahnlich auch die Werte
fur die A20 transfizierte Gruppe zwischen 4 und 1% LacZ-Gruppe zeigt im

gesamten Bereich hohere Nekrosewerte zwischen 82ftd

Die oben gezeigten Daten konnten insgesamt 8-nelexiholt werden.

Abweichende Ergebnisse:

Bei den Messungen am Durchflusszytometer wurdemwvengchiedenen ox-LDL-
Chargen unterschiedliche und zum Teil widersprigbieliErgebnisse erzielt. Die
Mehrzahl der Ergebnisse zeigte jedoch den antiagtisphen Effekt von A20 (siehe
oben).

I.: So kam es zum Beispiel zu einer htheren Apoptaseritden A20 transfizierten
Zellen im Vergleich zur Kontrolle der LacZ transéten Zellen. Dies konnte in 3
Versuchen gezeigt werden, in denen die Apoptosarageesammt sehr niedrig war.
(Abb.7).

Il.: Zwei Chargen zeigten keine Veranderung der Apoptose. Nekroserate der
Endothelzellen (Abb.8).

Abb.7: Vergleich von Apoptose und Nekrose derdfiarerten Zellen
20 7
18 7 —a— LacZ apo
16 —=— A20 apo
—=— LacZ nekr
14 A —o— A20 nekr

12 4

10 4

% apoptot./nekrot. Zellen

T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300

oxLDL pg/ml
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Gezeigt sind die Mittelwerte der im Dreifachansggzvonnene Messwerte gleicher
oxLDL-Konzentrationen sowie die Standardabweichundgr jeweils arithmetisch
gemittelten drei Werte. Auf die Darstellung der DM&ontrollgruppe wird aufgrund
der Ubersicht verzichtet.

Ermittlung der Messwerte mittels Annexin/Propidimdidfarbung und
Durchflusscytometrie, Darstellung mit SigmaPlot

Sowohl Apoptose als auch Nekrose sind bei den AgGsfizierten Zellen im
Durchschnitt um 2 bis 4% im Vergleich zur LacZ Katligruppe erhéht, wobei die
Apoptoserate praktisch unverandert bleibt trotysteder Konzentrationen an ox-LDL.
Ox-LDL l@sst in diesem Versuch nur Nekrose aus.

Bezuglich der DMEM Kontrollgruppe zeigen sich im $éatlichen gleiche Ergebnisse

wie in der LacZ Kontrolle.
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In 2 weiteren Versuchen kann die fehlende Wirkungeiner ox-LDL Chargen gezeigt

werden.
Abb.8: Vergleich von Apoptose und Nekrose in daendfizierten Zellen
4,0 q
—4— LacZ apo
—=&— A20 apo
35 4 —2&— LacZ nek
—o— A20 nek
c
o
@ 3,04
N
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1,5 4

1,0
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oxLDL pg/ml
Gezeigt sind die Mittelwerte der im Dreifachanggzvonnene Messwerte gleicher oxLDL-
Konzentrationen sowie die Standardabweichungeredasils arithmetisch gemittelten drei

Werte. Ermittlung der Messwerte mittels Annexin/Propidjodidfarbung und
Flowcytometrie, Darstellung der Apoptose und Ne&dagen mit SigmaPlot.

Steigende Konzentrationen von ox-LDL zeigen keiBariluss auf die Apoptose- bzw.

Nekroserate sowohl der A20 transfizierten als alerhLacZ transfizierten Zellen.
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DISKUSSION

Im Rahmen dieser Arbeit wurde untersucht, ob diergkpression von A20 in nicht
stimulierten bovinen Endothelzellen zu einer Retwktler Apoptoserate nach Zugabe
von ox-LDL fuhrte. Bovine Endothelzellen eignen Isifiir Transfektionsversuche
deutlich besser als HUVEC, da die Transfektionstate 20% liegt und somit eine
Anreicherung transfizierter Zellen wie es bei HUVEGtig ware, die nur eine sehr
geringe Transfektionsrate aufweisen , entfallt. Densfizierten Zellen wurden mit
nicht transfizierten verglichen. Das in der Arbetrwendete ox-LDL wirkte hierbei in
sehr unterschiedlicher Weise. In einigen Versudkamte kein Effekt nachgewiesen
werden, in anderen war ein nekrotischer Effekt isogine apoptotische Wirkung zu

sehen.

Augenscheinlich gab es Unterschiede in der Wirksatm#ter verwendeten ox-LDL

Chargen. Mogliche Ursachen hierfir werden im Fodigen diskutiert. Chargen, die
wirksam waren, zeigten unterschiedliche Effekte &#0 transfizierte und nicht

transfizierte Zellen. Diese Effekte werden diskdtiend in einen Zusammenhang mit
der bekannten Literatur gebracht. Hier ist vorralldie Regulation inflammatorischer
Prozesse in Mausen, die eine A20 Deletionsmutaagen von Bedeutung.

Die Wirkung von LDL und der modifizierten Form oL auf Endothelzellen wird
schon seit mehr als 20 Jahren untersucht. Ber@it fanden Goldstein et al. heraus,
dass LDL die Entwicklung der Atherosklerose beeisdl. Spezifischer wurde dann die
oxidierte Form des LDL von Steinbrecher et al. 186@ie von Esterbauer 1992 unter
die Lupe genommen.

ox-LDL ist dabei eine Partikelgruppe mit einem teei Spektrum unterschiedlicher
Oxidationsgrade und grof3en molekularen Unterschi¢8teinberg 1997).

Die Kupferionen katalysierte Oxidation von LDL:

In unserem Labor wurde die LDL-Oxidation mittelsgéerionen katalysiert.

38



Hierbei geht man davon aus, dass die katalytisaksamen Kupferionen zunachst
oxidiert werden und anschlie3end an das LDL-Moldkilden. Als Bindungsstellen
kommen hier sowohl die Protein- als auch die Pholgpldfraktion des Lipidmolekiils
in Frage.

Das entstehende Lipidperoxid treibt dann die weitepidoxidation voran.

Die weiteren Reaktionen laufen bei der Oxidatiomian gleich und in drei Schritten ab,

unabhangig von den initialen Prozessen der Oxidatio

In der ersten Phase (lag phase oder Verzogerurgmspharliert das LDL-Molekiil

durch Oxidation kontinuierlich Antioxidantien wig-Tocpherol undB-Karotin. Nach

Verlust der Antioxidantien folgt die propagation gse (Fortpflanzungsphase) mit
exponentieller autokatalytischer Lipidperoxidatiddabei 16sen sich die Kupferionen
aus ihrer initialen Bindung und sorgen fir die Gwidn von Fettsauren zu reaktiven
Lipidradikalen. AnschlieBend fuhrt der Entzug dewupkerionen zum Stopp der
Oxidation. Nach Uberschreiten des Oxidationsmaxisiuyeht die Reaktion in die
decomposition phase (Zerlegungsphase) tUber. Fedtséterden zu Aldehyden oxidiert
und es kommt zur Bildung von Epitopen, die von Mglkragen erkannt werden und zur

ungesteuerten Aufnahme Uber den Scavanger-ReZépten (Esterbauer: 1992).

Wirkkomponenten des ox-LDL:

Aus molekularer Sicht handelt es sich beim ox-LDh einen sehr groRen Partikel
(Molekulargewicht von durchschnittlich 2,5 Milliong welcher sich aus Protein- und
Lipidkomponenten zusammensetzt.

Die apoptotische und nekrotische Wirkung versuctdnnbestimmten Molekilen
innerhalb des Partikels zuzuordnen. An HUVEC konmign den Oxysterolen eine
apoptotische Wirkung zuordnen (Harada-Shiba: 19B&se sind Oxidationsprodukte
von Cholesterin und Cholesterinestern. Nach Ha&tdba besitzt die Lipidkomponente

des ox-LDL auch zytotoxische Eigenschaften. Firsiégksten zytotoxischen Effekte

des ox-LDL Partikels ist dasp7Hydroxycholest-5-en{3-ol verantwortlich (Chisolm:
1994).
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Das fur diese Arbeit verwendete LDL wurde aus deapoglten Frischplasma
verschiedener Spender gewonnen. Das gewonnenewibde anschliessend durch
Zugabe von Kupfersulfat fur 18 h bei 23°C oxidiettlberpriift wurde der
Oxidationsgrad anschliessend mittels der Laufseeéok Agarosegel nach der Methode
nach Steinberg (Steinberg: 1987).

Die wahrend der 18 h ablaufenden oxidativen Prezk&sgen sehr stark von der Dauer
der einzelnen oben beschriebenen Phasen ab. HilieheeVerschiebung der Phasen
wirde zu einer starken Veranderung der biologis¢iigenschaften des LDL-Partikels

fuhren.

Beeinflussung der Oxidation durch andere Faktoren:

Individuelle Gewohnheiten wie die Art der aufgenoeman Nahrung oder
Medikamenteneinnahme der jeweiligen Plasmaspenelemen ebenfalls Einfluss auf
die Oxidation von LDL (Westhuyzen: 1997). Folge sgie Gewohnheiten sind eine
Veranderung der Dauer der Oxidation durch Einfluessif die einzelnen

Oxidationsphasen.

1. Ernadhrung

Bekanntermal3en ist die Inzidenz von koronaren BEresgn in mediterranen Landern,
maoglicherweise bedingt durch die Aufnahme von Féich Gemuse, Olivendl und
Rotwein weit niedriger als im mitteleuropaischenréschnitt. Mittels Versuchen
konnte die Verringerung der Oxidation von LDL beaigabe von Oleuropein gezeigt
werden (Visoli: 1994). Den Polyphenolen des Rotweiuird ebenso ein antioxidativer
Effekt zugeschrieben (Frankel: 1993), was an Prddamach zweiwdchigem Konsum

von Rotwein durch Fuhrmann et al. gezeigt wurde.
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2. Medikamente

Fur verschiedene Medikamente konnte ein Einflusé diea Oxidation von LDL
nachgewiesen werden (Westhuyzen: 1997). Weit viégbresind in diesem
Zusammenhang zum Beispiel ACE-Hemmer in der Behwaugdlder essentiellen
Hypertonie sowie Ostrogenpraparate in der Behagdiles Klimakteriums oder im
Rahmen der Kontrazeption. Fur Captopril wurde elngisabhéngige Reduktion der
Cu-katalysierten Oxidation von LDL nachgewiesenidga: 1995). Weitere Versuche

mit Ostrogenen konnten die antioxidative Wirkung laDL zeigen (Tanigucchi: 1994).

3. Vitamine

Insbesondere das Vitamin & <{Tocopherol), aber auch Ascorbinsaure (aKarotin

reduzieren die Empfindlichkeit des LDL auf die Gunén katalysierte Oxidation
(Gilligan: 1994) Die Zugabe von Vitamin E zur Nahguiber vier Wochen erbrachte
eine Verdoppelung des Vitamin E-Gehaltes von LM diber eine Verlangerung der
lag phase eine Reduktion der LDL Oxidation (Sumsal995).

Da das von uns verwendete LDL jeder Charge vorrsetieedlichen Spendern stammt
ist die Variationsbreite bezuglich des Ausgangs-Lidid dessen Oxidationsprodukten
sowie der biologischen Wirkung sehr weit, da hierndarungsgewohnheiten,
Medikamenteneinnahme, Jahreszeit, und Alter eindeRspielen. Fir jede Charge
wurde Plasma verschiedener Spender gepoolt, umvidogile Unterschiede
auszugleichen. Evtl. wurde dadurch die Heterogejatier Charge erhdht. Die zum Teill
widerspruchlichen Ergebnisse dieser Arbeit mit eseigs erhohter Apoptose unter
Zugabe von ox-LDL, andererseits ausbleibender Ags®pt oder aber auch
Uberschiel3ender Nekrose der transfizierten ZeBemidiesem Zusammenhang nicht
Uberraschend. Warum die Apoptoserate in drei Véesuan der Gruppe der A20
transfizierten Zellen im Vergleich zur LacZ Kontelhdher ausfiel, lasst sich jedoch
hiermit nicht erklaren, da in diesen Versuchsanonden alle Endothelzellen dem
Einfluss der Transfektion unterworfen waren undeigellen mit ox-LDL der gleichen
Charge behandelt wurden. Da die Apotposerate isedieVersuchen nicht oxLDL
abhangig war (es gab keine Dosis-Wirkungsbeziehunglersprechen sie nicht der

Hypothese, das oxLDL induzierte Apoptose durch g2emmt wird.
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Einfluss von ox-LDL auf A20
FUr ox-LDL wurde von Ares 1995, Takahara 1997 umgaRRashistu 1995 eine sowohl

hemmende als auch aktivierende Wirkung aukBllBeschrieben.

Aus diesem Grund bestand die Annahme, dass sidlDbaxand A20 in Threr Wirkung

beeinflussen kdnnten. Heermeier et al. untersudtitssbezlglich den Einfluss von ox-

LDL auf NFkB und A20. Es konnte eine verminderte Aktivitat VNEKB und eine

Zunahme von KB&, welches an NiEB bindet und dessen Aktivitat als

Transkriptionsfaktor hemmt, in Endothelzellen nadhkubation mit ox-LDL
nachgewiesen werden. Gleichzeitig konnten sie HitRT-PCR eine vollstandige
Unterdrickung von A20 an zuvor mit Lipopolysacctan (LPS) stimulierten HUVEC
zeigen. Dabei waren jedoch die Konzentrationen exi.DL deutlich héher als zur
Apoptoseinduktion nétig waren (Heermeier et al0P0

Mittels unserer Versuche an den nicht aktiviertavitien Endothelzellen (BPEC)
konnten wir zeigen, dass eine Uberexpression vol® Adttels Transfektion die
Apoptoserate nach Inkubation mit ox-LDL im Vergleizu LacZ transfizierten Zellen
im Grol3teil der Versuche deutlich verringerte.

Weiterhin konnten wir einen Einfluss der Transfektiselbst auf die Endothelzellen
feststellen. Bereits ohne Zugabe von ox-LDL wakegesteigerte Apoptose wie auch
Nekrose in den LacZ transfizierten Zellen im Veigtezu unbehandelten Zellen in
Nahrlésung festzustellen. Die Rate an apoptotisdierauch nekrotischen Zellen bei
der Gruppe der A20 transfizierten Zellen war ste¢slriger als in derGruppe der LacZ
transfizierten Zellen.

Unter Zugabe steigender Konzentrationen oxLDL zsigh dann der protektive Effekt
von A20 sowohl im Vergleich zur LacZ Kontrolle adgich zur nicht transfizierten
DMEM Kontrolle.

Dies bestatigt, dass die Unterdriickung der Exprassbn A20 durch oxLDL zu einer

erhohten Apoptoserate fuhren kann. OXLDL hemmt Aké&ivierung von NKB und
damit die Transkription von A20. Diese Wirkung wiiter die Bindung vonkBx an
NFkB erreicht, also einem anderen Weg als A20 bendgativen feedback-Regulation

von NFB Utber ABIN einschlagt.
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Diese Daten legen den Schluss nahe, dass oxLDL Apaptose und Nekrose

endothelialer Zellen fiihrt, indem es k& beeinflusst und die Expression protektiver

Gene unterdrickt.

Die zentrale Rolle des NKB:

Die Signalwege in der Zelle selbst werden seitéamgintersucht. Hier ist insbesondere

die Rolle des Transkriptionsfaktors KB hervorzuheben. Dieser reguliert sowohl

proinflammatorische Reaktionen als auch die Expoasgrotektiver Gene. Dabei
unterliegt dieses einem negativen feedback Mechmarss um einer Uberaktivierung
vorzubeugen (Bach 1997).

antiapoptotische Wirkung von A20

A20 wurde bereits 1992 von Krikos et al. als ein FfiNduzierbares Protein

beschrieben, welches bezlglich seiner ExpressiokBN&bhangig ist. In der Folge

wurde dann die antiapoptotische Wirkung in Bezug die Aktivierung von

Endothelzellen durch TN¥E und andere Cytokine nachgewiesen (Ferran 199&eSha
T.Grey 1999). Der mdgliche protektive Wirkungsmeukmus von A20 gegeniber
TNFa-Aktivierung von Endothelzellen wurde von K.Heyrlincet al. 1999
durchleuchtet. Diese Arbeitsgruppe konnte zeigassdh20 durch Bindung an ein neu
entdecktes Protein (A20 bindender Inhibitor derkBFAktivierung, ABIN) NFB

blockiert. Damit wird eine Uberexpression von Emiciiingsfaktoren gehemmt. Dabei

wurde klar, dass A20 in seiner Expression vorkBlBbhéngig ist.

Die Uberexpression des antiapoptotischen Gens A2Mhseren mit oxLDL aktivierten
bovinen Endothelzellen fuhrt, im Vergleich zu Katlen, zur Reduktion der
Apoptoserate wie andere Gruppen schon bei Tumerzathichweisen konnten (53)(34).
Diese Daten unterstreichen den protektiven Effekt £20 gegentiber oxLDL (32).
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Einflu3 von A20 auf den Transkriptionsfaktor NFkB

A20 scheint an einem frihen Punkt deridBFAktivierung anzugreifen, oberhalb von

IKK, was eine Blockierung spezifischer Stimuli watiheinlich macht.

Obwohl die Blockierung von NéB durch Uberexpression vorBx viele Zellen in die

TNF-induzierte Apoptose flhrt, blockiert A20 KB in vielen Zelllinien ohne in diesen

Apoptose hervorzurufen.
Bei Co-Expression der beiden Faktoren (IkappaB AR@) Gberwiegt der Effekt von
A20. Dieser dominante Effekt ist auch beim Einsaim Antioxidantien zu sehen, was

auf mogliche Ahnlichkeiten dieser Substanzen mid Athdeutet (28).

Der molekulare Mechanismus der A20-Wirkung konnt&as besser durchleuchtet

werden. Es konnte gezeigt werden, dass A20 dieslokation von NKB in den

Zellkern und die Bindung an die DNA nicht beeinfitysobwohl es komplett die TNF

induzierte Aktivierung blockiert. Ebenso wird duré&20 die Aktivierung von NkB
durch Uberexpression der TNF-Rezeptor assoziigPteneine TRADD, RIP, TRAF2

blockiert.

Dagegen ist die NEB-Aktivierung durch Uberexpression von NIK oder HH1 Tax

unbeeinflusst. Das deutet auf einen spezifischemkmé&chanismus hin, der TNF

induziert ist und unabhéangig vom NIkB-Kinase Signalweg ist.

Man konnte nachweisen, dass A20 an ein Proteirehimeelches zur Inaktivierung von

NFkB fuhrt und deshalb als A20-bindender Inhibitor ¢&kB Aktivierung (ABIN)

bezeichnet wird (33). Dies konnte, neben der Bigdan TRAF2 oder IKk, einen
Weg der Beeinflussung der TNF induzierten Apoptimestellen tber den A20 wirkt.
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Die Wirkung von A20 im Tierversuch

Zur Beurteilung der Funktion von A20 in vivo entia&dten Eric G. Lee et al. A20
defizitare Mause. Wenige Wochen nach Geburt vdrstadiese Mause, wohingegen
die Kontrollgruppe Uberlebte. Histopathologischetdssuchungen zeigten schwere
entzindliche Verdnderungen vieler Organe, wie Lebkeren, Gastrointestinaltrakt,
Gelenke und Knochenmark. Weiterhin konnte ein téfafter Aufbau der Haut gezeigt
werden mit einer verdickten epidermalen und derm&ehichtung. Somit hat A20
einen essentiellen Einfluss auf die Regulationamiinatorischer Prozesse und die
Hautdifferenzierung in vivo bei Mausen.

Weiterhin wurde die Rolle von A20 auf die spezifisc Regulation der
Entziindungsreaktion, ausgeltst durch die Gabe V@8 untersucht. A20 defizitare
Mause starben in kurzer Zeit nach Gabe von LPSassiven entziindlichen
Veradnderungen der Haut wie auch der inneren Organ®ahmen eines toxischen
Schockes, wahrend A20 positive Mause ohne Zeiclegr &ntziindung unbeschadet

uberlebten. Das selbe Ergebniss erbrachte die Gab&NF in niedriger Dosierung.

Die schnelle Expression des A20 Gens ist nhotwendigHemmung von NiEB in vivo,

um UberschieRende entzindliche Reaktionen und daenitd einhergehenden

Organzerstdrungen zu unterdricken.
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V: Zusammenfassung

Die Daten dieser Arbeit zeigen, dass oxLDL in bevirendothelialen Zellen Apoptose
auslost. Durch Uberexpression des als antiapoplotitassifizierten Gens A20 mittels
Transfektion werden die verwendeten Endothelzelen der oxLDL induzierten
Apoptose geschutzt.

Den exakten Wirkmechanismus von A20 konnte manebi noch nicht bis ins letzte
Detail klaren. Man geht jedoch davon aus, dass AR@6zifisch auf einen TNF
induzierbaren Mechanismus einwirkt, ohne dabei lolkannten NIK-IkappaB-Kinase
Signalweg zu beeinflussen.

Verschiedene oxLDL Chargen verhielten sich in demsvchen nicht gleich: sie I6sten
in den Endothelzellen unterschiedliche Raten voopApse und Nekrose aus; manche
Chargen schienen inaktiv zu sein. Diese Ergebniss®l vermutlich auf die
beschriebenen Variablen zurtickzufiihren, die autdemische Zusammensetzung und
den Oxidationsgrad des oxLDL Einfluss nehmen.

Insgesamt lUberwog der antiapoptotische Effekt d&@, Aler auch in der Zwischenzeit
durch weitere Modelle, z.B.A20 defizitare Mauseroeluziert werden konnte.

Mit A20 steht somit evtl. ein in Zukunft einsetzear Therapeutikum gegen
Erkrankungen des entziindlichen Formenkreises zifiiyieng.
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