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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Regulation der Genexpression

Die Genexpression eukaryoter Zellen verlauft in mehreren Schritten, die auf vielfalti-
gen Ebenen reguliert werden, sodass die Zellen angemessen auf dulere Reize rea-
gieren kdonnen. Fur den Start der Transkription zum Beispiel ist die Zuganglichkeit
der zu transkribierenden DNA durch gedffnete Chromatinstrukturen von zentraler
Bedeutung. Die genomische DNA einer Zelle ist mit Histonen komplexiert, indem sich
die negativ geladene DNA um positiv geladenen Histonoktamere windet, sodass die
DNA sich aufspiralisiert. Bei einer starken Aufspiralisierung kénnen sich die zur
Transkription der DNA notwendigen Strukturen nicht an diese binden. Sind die DNA-
Histonkomplexe jedoch entspiralisiert, kann die Transkription initialisiert werden. Eine
weitere Moglichkeit der Transkriptionsregulation ist die Bindung verschiedener
Transkriptionsfaktoren an cis-Elemente in den Promotorregionen. Neben der Regula-
tion der Transkription kann weiterhin die Prozessierung der Boten-RNA (mRNA) und
der Transport der reifen mRNA aus dem Nukleus in das Zytoplasma reguliert wer-
den. Innerhalb des Zytoplasmas bestimmt die Stabilitdt der mRNA, sowie die Regula-
tion der Translation und posttranslationale Modifikationen die Proteinbiosynthese und
die Lebensdauer bzw. Aktivitat der Polypeptide. Im Folgenden werden einige dieser

Regulationsmechanismen naher betrachtet.

1.1.1 Regulation der Transkription — Promotoraktivitat

Fir die Transkription eukaryoter Gene sind drei RNA-Polymerasen zustandig. Die
RNA-Polymerase | transkribiert die etwa 80 % der Gesamt-RNA ausmachende ribo-
somale RNA (rRNA), jedoch nicht die 5S-rRNA. Die RNA-Polymerase Il ist fur die
Transkription der Transfer-RNA (tRNA) und einiger weiterer kleiner RNAs zustandig.
Proteincodierende Gene und Gene fur Mikro-RNAs (miRNA) werden hauptsachlich
von der RNA-Polymerase Il in RNA umgeschrieben. Die RNA-Polymerasen binden in
den Promotorsequenzen der betreffenden Gene, die wiederum die Expression des
stromabwartsliegenden Gens regulieren. Eukaryote Promotoren beinhalten auller-
dem basale und regulative Bindestellen, die fur die Ausbildung des Prainitiati-
onskomplexes wichtig sind. Diese Bindestellen kdnnen distal (etwa -200 bp oder
mehr), proximal (-50 bis -200 bp) oder im zentralen Bereich (-40 bp bis +50 bp) des
Transkriptionsstartes (+1 bp; INR) gelegen sein (Abbildung 1-1).
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CCAAT box TATA box INR:initiator
sequence

distal proximal zentral

Abbildung 1-1: Schematische Darstellung einer eukaryoten Promotorsequenz.

NRE: negatives regulatorisches Element; CRE: cAMP responsives Element; GC: GC-reiche Sequenz;
CCAAT: CCAAT-Box; BRE: durch den Transkriptionsfaktor |IB erkanntes Element; TATA: TATA-Box;
INR: Initiatorsequenz, Transkriptionsstart; DPE: stromabwarts liegendes Promotorelement.

Verandert nach http://genocon.org/assignment-2012/assignment-a/basic-science-a-eukaryotic-
promoter; 14.09.2013; 20:18 Uhr.

Der basale Promotor eines jeden Gens enthalt zumeist eine TATA-Box', deren Akti-
vitat durch das Vorhandensein weiterer DNA-Sequenzen moduliert werden kann. Zu
diesen Sequenzen gehoren GC-reiche Sequenzen wie die specific protein 1 (Sp1)-
Box?, cAMP responsive Elemente (CRE)?, die CCAAT-Box®, sowie das durch den
Transkriptionsfaktor 11B erkannte Element (BRE)°. AuRerdem kdnnen distal liegende
Sequenzen wie negativ regulatorische Elemente (NRE) oder hinter dem INR positio-
nierte stromabwarts liegende Promotorelemente (DPE) die Promotoraktivitat eines zu
transkribierenden Gens beeinflussen. Zu diesen cis-agierenden negativ oder positiv
regulatorischen Elementen gehdren enhancer- oder silencer-Sequenzen, an welche
trans-agierende Proteine wie Transkriptionsfaktoren binden, um die Transkriptionsra-
te zu beeinflussen. Das Zusammenspiel dieser Faktoren dient der Feinregulation der
Transkription eines Gens.

Sind alle Komponenten des Transkriptionsapparates wie die RNA-Polymerase,
Transkriptionsfaktoren, Mediatoren und chromatinmodulierende Faktoren (z.B. Heli-
kasen) an den Promotor rekrutiert, bildet sich der Prainitiatonskomplex (Abbildung

1-2).
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Abbildung 1-2: Schematische Darstellung des Prainitiationskomplexes von RNA-Polymerase
li-transkribierten Genen.

TBP: TATA-Box-bindendes Protein; TFIIA, B, D, E, F, H: generelle Transkriptionsfaktoren fir die
RNA-Polymerase IlI-vermittelte Transkription; BRE: durch den Transkriptionsfaktor IIB erkanntes Ele-
ment; TATA: TATA-Box; INR: Initiatorsequenz; DPE: stromabwarts liegende Promotorelemente.
Verandert nach http://genocon.org/assignment-2012/assignment-a/basic-science-a-eukaryotic-
promoter; 14.09.2013; 20:18 Uhr.

Zu den notigen Transkriptionsfaktoren zahlen die generellen Transkriptionsfaktoren
[IA, 1IB, IID, IE, IIF und IIH, die fur die Funktionalitat der RNA-Polymerase Il notwen-
dig sind. AulRerdem kdnnen spezifische Transkriptionsfaktoren (Aktivatoren oder Re-
pressoren) als Antwort auf bestimmte Umgebungssignale Uber die Bindung an cis-
agierende Elemente die Transkriptionsrate Uber Mediatoren wie Coaktivatoren oder
Corepressoren beeinflussen.

Nachdem Helikasen den Promotorkomplex des zu transkribierenden Gens geoffnet
haben, werden die ersten Phosphodiesterbindungen ausgebildet und zunachst kurze
RNA-Fragmente durch den Einbau von Nukleotiden synthetisiert. Durch Dissoziation
verschiedener Transkriptionsfaktoren vom Transkriptionsapparat verlasst der
Transkriptionsapparat die Promotorregion und die Elongation der RNA erfolgt. Schon
wahrend dieses Prozesses wird an das 5-Ende der naszierenden RNA die cap-
Struktur 7-Methylguanylat gebunden. Die RNA-Polymerase llI-vermittelte Transkripti-
onstermination erfolgt nach der Synthese einer spezifischen Polyadenylierungsstelle
an bestimmten Terminationssequenzen. Die durch die 5’-cap-Struktur vor dem RNA-
Abbau geschutzte Vorlaufer-RNA (hnRNA) wird vor dem Transport in das Zytoplas-

ma in weiteren Schritten prozessiert.
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1.1.2 Prozessierung der hnRNA

Der erste Prozessierungsschritt der hnRNA erfolgt mit dem Anhangen der 5’-cap-
Struktur wahrend der Elongation der Transkription. Dieser cap dient neben der Stabi-
litdtserhdhung der RNA auRerdem wahrend der Translation als Erkennungssignal fur
die Bindung der Ribosomen an die RNA. Weiterhin wird an die hnRNA nach dem
Entfernen der Polyadenylierungsstelle (AAUAAA) durch Endonukleasen ein 3’-Poly-
A-Schwanz angehangen. Dieser dient ebenfalls der erhohten RNA-Stabilitat. Die
noch in der hnRNA vorhandenen Intronsequenzen werden wahrend des Spleilens
im Spliceosom zumeist in einem Zweischrittverfahren durch Bildung und Freisetzung

einer so genannten Lariat-Struktur entfernt.

1.1.3 Kern-Zytoplasmatransport

Die derart prozessierte mRNA, die nur noch die 5-cap-Struktur, den &’-
untranslatierten Bereich (5’-UTR), den proteincodierenden Bereich, die 3’-UTR und
den Poly-A-Schwanz besitzt, wird Uber die zahlreich in der Nukleusmembran vor-
handenen Kernporen in das Zytoplasma transportiert. Durch diese Poren kdnnen
jedoch nur kleine Molekule (< 20 kDa) uneingeschrankt diffundieren. GrolRere Protei-
ne oder mRNAs werden aktiv mittels Transportrezeptoren vom Kern in das Zyto-
plasma transportiert. Hierbei spielen Verpackungsproteine (z.B. TAP) eine wichtige
Rolle. Sie dienen dem Transport der mRNA zu den Kernporen und vermitteln Gber
ihre Kernexportsignalsequenzen den Transport durch die Kernmembran®. Einige
mRNAs, wie z.B. die der induzierbaren NO-Synthase (iNOS) und uUber 3’-UTR-
regulierte mMRNAs, werden Uber einen anderen Mechanismus transportiert. Es konnte
beispielsweise fur die humane iINOS-mRNA ein von dem nuklearen Exportfaktor
chromosome region maintenance 1- (CRM1-) abhangiger Kern-Zytoplasmatransport
nachgewiesen werden’, der auRerdem abhangig von dem eukaryotischen Initiations-
faktor elF4E ist. Diese Regulation des INOS-mRNA-Transports ist ein Mechanismus,

der die INOS-Expression posttranskriptionell beeinflusst.

1.1.4 Regulation der mRNA-Stabilitét
Der Abbau von mRNAs ist ein weiterer Mechanismus der posttranskriptionellen Gen-
regulation. Der mRNA-Abbau kann entweder abhangig oder unabhangig von einem

vorherigen Deadenylierungsschritt erfolgen (Abbildung 1-3).
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Abbildung 1-3: Deadenylierungsabhangige und —-unabhdngige Mechanismen des mRNA-
Abbaus in Saugerzellen.

Auf der linken Seite sind die deadenylierungsabhangigen Mechanismen des mRNA-Abbaus darge-
stellt. Auf der rechten Selte des Bildes ist der mRNA-Abbau nach endoribonukleolytischer Spaltung
zu sehen. Verandert nach ®

Ein deadenylierungsabhangiger Abbau der mRNA kann in 3’-5’-Richtung nach der
Deadenylierung des Poly-A-Schwanzes durch das Zusammenspiel der drei Deade-
nylasen (Pan2-Pan3, Ccr4-Not oder PARN) und anschliellendem Abbau der unge-
schiitzten mRNA durch das Exosom erfolgen®. Der 5-3’-Abbau ist nach der Deade-
nylierung und Degradation der 5’-cap-Struktur durch Dcp1-Dcp2, sowie durch eine
anschlieRende Degradation durch Exoribonukleasen méglich'. Der mRNA-Abbau
durch Endoribonukleasen wie z.B. PMR1"" erfolgt wesentlich seltener'? und kann
auch miRNA-vermittelt ablaufen'

Die Lebensdauer instabiler mMRNAs wie z.B. von proinflammatorischen Genen wird
aullerdem Uber einen weiteren Mechanismus reguliert. Die mRNAs solcher Gene
enthalten in ihren 3’-UTR-Bereichen cis-agierende AU-reiche Elemente (ARE), Uber
die eine Regulation des mRNA-Abbaus stattfinden kann. Eine Klassifizierung dieser
AREs erfolgt nach ihrer Sequenz und den funktionellen Eigenschaften in drei Klas-
sen' °. Klasse | und Il AREs enthalten vielzahlige Kopien des AUUUA-Motifs in der

Nahe von U-reichen Sequenzen und sind vor allem in 3’-UTRs der mRNA proin-
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flammatorischer Zytokine wie des Tumornekrosefaktor a (TNFa) oder granulozyten-
und monozytenkoloniestimulierenden Faktor (GM-CSF) zu finden'®. Klasse Ill AREs
fehlt dieses Pentanukleotid (non-AUUUA) und es finden sich stattdessen nur prado-
minante U-reiche Sequenzen, wie z.B. in der 3'-UTR des Jun-Protoonkogens (c-
jun)™®. An diese cis-agierenden Sequenzen kdnnen trans-agierende Proteine binden
und somit posttranskriptionell die Genexpression beeinflussen. Zu diesen RNA-
bindenden Proteinen (RNA-BP) gehoéren unter anderem die auf die mRNA destabili-
sierend wirkende Proteine Tristetraprolin (TTP)'’, der ARE/poly(U)-bindende Degra-
dationsfaktor (AUF1)'"® oder das KH-Typ regulatorische SpleiRprotein (KSRP)'. Als
mRNA-stabilisierende RNA-BP wurde das humane Antigen R (HUR)® oder das intra-
zelluldre T-Zellantigen 1 (TIA1)?' identifiziert. Die Rolle dieser und anderer RNA-BP
zeigt sich in der Pathogenese verschiedener entzindlicher Erkrankungen. So kann
z.B. eine Dysregulation der TNFa-mRNA-Expression durch RNA-BP zu der Ausbil-
dung von Leukamien filhren? und die erhdhte TNFa-Expression in TTP-defizienten

Méusen fiihrt zu einem chronisch entziindlichen Phanotyp dieser Mause®.

1.2 Das RNA-BP Tristetraprolin (TTP)

Das RNA-BP TTP (oder TIS11, ZFP36) wurde urspringlich als ein Gen identifiziert,
dessen Expression durch Wachstumsfaktoren® oder Insulinbehandlung® induziert
werden kann. Das TTP-Gen kodiert ein prolinreiches (drei Pro-Pro-Pro-Pro-
Wiederholungen), etwa 36 kDa grof3es Zinkfingerprotein, das an der Destabilisierung
AU-reicher mRNAs beteiligt ist?®. TTP ist neben BRF-1 (TIS11b, ZFP36L1) und
BRF-2 (TIS11d, ZFP36L2), die vor allem in der Region der zwei Zinkfingerdomanen
eine Uber 70 %ige Sequenzidentiat zu TTP aufweisen, ein Mitglied der TIS11-
Familie?”. AuBerdem wird in der Plazenta von Nagern zusatzlich das ZFP3613 ex-
primiert?®. Die TTP-mRNA selbst ist mit Halbwertzeiten von 17 Minuten in unstimu-
lierten und 45 Minuten in serumstimulierten Fibroblasten stark reguliert?®. TTP verrin-
gert Uber einen negativen feedback-Mechanismus durch Bindung an AREs seiner

3-'UTR die eigene Expression®®>'.

1.2.1 Aktivitat von TTP

Fir die Bindung von TTP an seine Zielstrukturen ist die Integritat der Zinkfingerdo-
manen von grof3er Bedeutung. Schon ein einziger Cystein-Arginin-Austausch in ei-
nem der beiden Domanen vermindert drastisch die ARE-Bindung von TTP*. Die Ak-

tivitat von TTP ist von multiplen Phosphorylierungen durch verschiedene Signalwege
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wie die der ERK MAPK-, p38 MAPK- oder PKC-Signalwege abhangig®* **. Diese
posttranslationellen Modifikationen am TTP-Protein konnen entweder hemmende
oder aktivierende Wirkungen auf den TTP-abhangigen mRNA-Abbau haben, wie sie
in Abbildung 1-4 beispielhaft dargestellt sind.

Degradation durch Exosom Abbildung 1-4: Kontrolle des TTP-
und Proteasom abhingigen mRNA-Abbaus durch

] LPS Phosphorylierungen des TTP.
l LPS: Lipopolysaccharid; MK2: MAPK-
S _ MKz | = aktivierte Proteinkinase 2; 14-3-3:
pR—

P
Protein  14-3-3; PABP: Poly-A-
Phosphat s
AUUUA_. oo AUUUA bindendes Protein; elF: eukaryoti-
scher Initiationsfaktor; CAP: 5’-cap-
@ Struktur.
@ Verandert nach *.
cap

T 14-3-3
T 14-3-3

cap

Stabilisierung und Translation

Nach einer p38 MAPK-vermittelten Phosphorylierung der Serine an Position 52 und
178 (Maus)®* bzw. an den Positionen 60 und 186 (Mensch)*” durch die MK2, kom-
plexiert TTP mit dem Adapterprotein 14-3-3. Zum Einen wird durch diese Inaktivie-
rung von TTP die Ziel-mRNA stabilisiert®®, zum Anderen wird TTP vor der Degradati-

2% 4% und akkumuliert im Zytoplasma*'. Die Prote-

on durch das Proteasom geschutz
inphophatase 2 konkurriert mit dem Protein 14-3-3 um die Bindung an TTP*,

dephosphoryliert TTP und férdert so den TTP-abhangigen Abbau der Zielstrukturen.

1.2.2 TTP-abhdngiger mRNA-Abbau

TTP, sowie die beiden anderen Mitglieder der TIS11-Familie BRF-1 und -2, bindet
spezifisch an das Nonamermotiv UUAUUUAUU® in ARE-haltigen mRNAs und sorgt
Uber die Verklrzung des Poly-A-Schwanzes fir einen schnellen Abbau der Zielstruk-
turen'’.

Wahrend der ersten Translationsrunde werden mRNAs, die entweder kein Stoppco-
don besitzen (nonstop mRNA decay; NSD), bei deren Translation die Elongation zum
Stocken gekommen ist (no-go mRNA decay; NGD) oder mRNAs mit fruhzeitigen
Stoppcodons (nonsense-mediated mRNA decay; NMD) dem Exosom zum Abbau zur
Verfiigung gestellt (Zusammengefasst in 8). Man geht davon aus, dass TTP wéhrend
dieses Translationsschrittes den mRNA-Abbau seiner Zielstrukturen vermittelt. Ist die
Aktivitat der p38 MAPK niedrig, ist TTP an den jeweiligen Serinen unphosphoryliert.
TTP rekrutiert spezifisch den Ccr4/Caf1/Not-Deadenylasekomplex Uber eine Bindung
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an Not1, sodass es zu einer Deadenylierung der Ziel-mRNA kommt®. Da TTP in der
unphosphorylierten Form nicht vor dem Abbau im Proteasom geschutzt ist und eine
Proteasominhibierung zu einem Verlust des TTP-mediierten Abbaus fuhrt, kann es
wahrend des ARE-vermittelten mRNA-Abbaus wahrscheinlich auch selbst abgebaut
werden*. Ist die p38 MAPK-AKktivitit jedoch durch z.B. LPS-Stimulation erhéht, ist
TTP phosphoryliert und kann keine Bindung mit Not1 eingehen, um den
Ccr4/Caf1/Not-Deadenylasekomplex zu rekrutieren. Der TTP-mRNA-Komplex ist vor
dem Abbau geschitzt und TTP selbst ist in der phosphorylierten Form nicht anfallig
fiir die proteasominduzierte Degradation®®. Neben diesem Reaktionsweg, kann TTP
auch Uber eine indirekte Interaktion mit der Deadenylase PARN die Verkilrzung des
Poly-A-Schwanzes von ARE-haltigen Zielstrukturen induzieren®*. Die deadenylierte
mRNA kann anschliellend entweder Uber einen 5-3’-Abbau in prozessierenden
Strukturen (P-bodies) oder uber 3’-5’-Abbau durch das Exosom degradiert werden.
Die beiden mdglichen Wege des TTP induzierten Abbaus ARE-haltiger mRNAs sind
in Abbildung 1-5 dargestellt.

Nukleus

.@ . cap oL /- . AAAAA
Translations- P = "

ARE =m AAAAA

n

]‘ l translationelle Repression

TTP

cap ot /RE o A

,erm
/ cap ot Lk ARE @
Exosom A -

Abbildung 1-5: Schematische Darstellung des TTP-vermittelten Abbaus ARE-haltiger mRNAs.

elF: eukaryotischer Initiationsfaktor; 40S: 40S-Untereinheit des Ribosoms; Xrn1: Exoribonuklease 1;
Dcp: mRNA-decaépping Enzym; HEDLS: Interaktionsfaktor; Lsm1-7: Sm-ahnliches Protein.
Verandert nach .
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Der 5’-3’-Abbau der deadenylierten mRNA erfolgt in P-bodies nach dem Entfernen
der 5’-cap-Struktur durch die mRNA-decapping Enzyme Dcp1a und Dcp2. Anschlie-
Rend ist die mRNA frei zuganglich fir den Abbau durch die Exoribonuklease Xrn1.
TTP kann mit Komponenten der P-bodies assoziieren und somit die Lokalisation der
gebundenen ARE-haltigen mRNA in diesen vermitteln*’. AuRerdem ist TTP {ber sei-
ne Zinkfingerdomanen dazu in der Lage, in Stressgranula, die sich unter Stressbe-
dingungen in der Zelle bilden und translationell arretierte mRNAs, Translatonsinitiati-
onsfaktoren, sowie die RNA-BP TIA-1 und TIAR enthalten*®, einzuwandern®. In Im-
munfluoreszenzmikroskopanalysen konnte gezeigt werden, dass TTP durch die Bin-
dung an die ARE-haltigen mRNAs der Stressgranula einen Kontakt zwischen Stress-

granula und P-bodies herstellen kann*® *°

, sodass es zur Degradation dieser mRNAs
kommt.

Da TTP mit dem Exosom interagiert und dieses an die gebundene ARE-haltige
mMRNA rekrutiert, erfolgt auch ein 3’-5’-Abbau der Ziel-mRNAs uber diesen Degrada-
tionsweg®'.

Weiterhin ist eine Rolle von TTP als Mitglied des miRNA-abhangigen mRNA-Abbaus
in P-bodies beschrieben worden. Hierbei ist TTP durch Bindung an die Argonautpro-
teine Ago2 und Ago4 an der gezielten Rekrutierung der ARE-spezifischen miRNA-16
an die TNFa-mRNA beteiligt und filhrt so zu einem Abbau dieser mMRNA®2.

Da TTP in vielzéhlige Regulationsmechanismen der Genexpression involviert ist,
kommt es nach einem Verlust der TTP-Expression zu dramatischen Konsequenzen

fur den gesamten Organismus.

1.2.3 Rolle von TTP in Entziindung und Krebs

Ein normales Zellwachstum ist mit einem schnellen Abbau ARE-haltiger mRNAs, die
oftmals mRNAs proinflammatorischer Gene sind, assoziiert, sodass die TTP-
vermittelte Degradation solcher mRNAs einen wichtigen Kontrollweg darstellt. In der
neoplastischen Transformation von Krebszellen konnte ein fehlender Abbau solcher
mRNAs beobachtet werden®®. Genexpressionsanalysen geben einen Hinweis darauf,
dass wahrend fruher Phasen der Darmkrebstumorgenese der ARE-vermittelte
mRNA-Abbau gestért ist™®, da die TTP-Expression in diesen Phasen bei gleichzeiti-
ger Erhdhung der Expression des mRNA-stabilisierenden Gens HuR stark verringert
ist®®.

TTP ist auf Grund seiner biologischen Funktion unter anderem ein Regulator von

vielen proinflammatorischen Zytokinen, die bei einer TTP-Defizienz im Mausmodell
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vermehrt exprimiert werden (siehe Kapitel 1.2.4). Jedoch zeigte sich in chronisch
entzindlichen Erkrankungen wie der rheumatoiden Arthritis (RA) keine verringerte
TTP-Expression®. Eigene Analysen in einem RA-Mausmodell deuten jedoch auf ei-
ne verringerte Expression von TTP in entziindeten Gelenken hin®’. Makrophagen, die
mit arteriosklerotischen Plaques assoziiert sind, weisen eine erhohte TTP-
Expressionen auf®®. Scheinbar kann es wahrend der Progression inflammatorischer
Erkrankungen wie der RA eher einer lokalen Induktion der TTP-Expression am Ort
der Entzindung kommen. Andererseits zeigten RA-Patienten mit hohen Serummen-
gen des C-reaktiven Proteins (CRP), einem Entzindungsmarker mit dem die Arthri-
tisaktivitat Gberpriift wird, eine inverse Korrelation mit der TTP-Expression®. Weiter-
hin konnte in einem Entzindungsmodell des peridontalen Knochenverlustes mit Hilfe
von adenovirusproduziertem TTP ein protektiver Effekt durch TTP-Uberexpression in
Bezug auf den entziindungsmediierten Knochenverlust nachgewiesen werden®, so-
dass sich im Umkehrschluss eine TTP-Limitierung fordernd auf die Ausbildung von
inflammatorischen Erkrankungen auswirken konnte. Hierfur liefern auch zwei Studien
zu Einzelnukleotidpolymorphismen Hinweise. Im Vergleich einer gesunden Kontroll-
gruppe mit Patienten mit Autoimmunerkrankungen war der Polymorphismus
ZFP36*8, der einen C-T-Austausch im zweiten Exon enthalt, welcher zwar nicht zu
einer Anderung in der Aminosauresequenz des TTP fiihrt, mit einer héheren RA-
Erkrankung assoziiert®'. Auch ein Polymorphismus in der TTP-Promotorregion (359
A/G), bei dessen Vorkommen sich die TTP-Promotoraktivitat um etwa 50 % verrin-
gert, konnte im Vergleich zu RA-Patienten mit heterozygotem Genotyp zu einem fru-

heren RA-Ausbruch fuhren®.

1.2.4 TTP-defiziente Mduse als Modell einer chronischen Entziindung

Die ersten Analysen zur funktionellen Rolle von TTP wurden von Taylor et. al. in
Mausen mit defektem ZFP36-Gen durchgefiihrt?>. Diese TTP-defizienten (TTP')
Mause weisen eine massive systemische Entzindung auf, die durch verringertes
Wachstum, Abmagerung, Dermatitis, eine myeloide Hyperplasie und erosive Arthritis
charakterisiert ist. AuRerdem konnten entzindliche Abszesse in dem interventrikula-
ren Septum in diesen Mausen nachgewiesen werden. Als weiteres Zeichen einer
kardiovaskuldren Stérung in den TTP”-M&usen konnte eine linksseitige Herzklap-
penentziindung beobachtet werden®. Der chronisch entziindliche Phanotyp der
TTP”-Mause ist zu einem GroRteil TNFa-abhangig. Eine Behandlung der Mause mit

TNFa-Antikdrpern kann sowohl den Gewichtsverlust als auch fast alle Symptome
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dieser Mause verbessern®. Ein direkter Effekt von TTP auf die TNFa-mRNA konnte
durch einen verringerten mRNA-Abbau in TTP'/'-Makrophagen mit einhergehender
Erhdhung der TNFa-Expression nachgewiesen werden?®. Mittlerweile wurden ver-
schiedenste mMRNAs als Zielstrukturen von TTP beschrieben. Zu ihnen zahlen neben
TNFa unter anderem die mRNAs der proinflammatorischen Gene GM-CSF®*, L2,
IL3, c-Fos®, 1L23% oder die genomische RNA des HIV-1%7,

Da TTP-defiziente Mause auf Grund der erhohten TNFa-Expression dem chronisch
entziindlichen Phanotyp von RA-Patienten dhneln®® (siehe Kapitel 1.3) und TTP eine
inhibitorische Rolle bei der Entwicklung einer RA-assoziierten Arteriosklerose (AS)
spielt®® ®, wurden diese Mause wahrend der Bearbeitung dieser Doktorarbeit fiir die
Untersuchung der Rolle der TTP-vermittelten chronischen Entziindung auf die frihen

Entwicklungsphasen einer RA- bzw. Arteriothromboseerkrankung genutzt.

1.3 Rheumatoide Arthritis und Arteriothrombose

Die RA ist eine chronisch entziindliche Autoimmunerkrankung, die etwa 0,5 — 1 %
der Bevélkerung in Industrieldndern betrifft’®. Die Kardinalsymptome wie Gelenks-
schwellung, Steifheit und Gelenksschmerzen kdnnen zumeist mit einer fruhzeitigen
antientziindlichen Therapie verbessert werden, jedoch treten somit vermehrt Sekun-
darsymptome wie kardiovaskuldre Krankheiten, Osteoporosen oder Infektionen auf’".
In der Tat besitzen RA-Patienten ein etwa 50 % hoheres Risiko an kardiovaskularen
Erkrankungen zu versterben als der Rest der Bevélkerung’ und diese kardiovasku-
laren Vorfalle betreffen die RA-Patienten eher als gesunde Patienten”. In verschie-
denen Studien konnte gezeigt werden, dass der Grund fur die erhéhte Mortalitat von
RA-Patienten die Entwicklung einer AS bzw. Arteriothrombose (AT) ist. Klassische
Risikofaktoren, die die Auspragung einer erworbenen AT fordern, wie z.B. Rauchen,
Alter und Geschlecht, sowie Bluthochdruck, kédnnen nicht allein das gesteigerte kar-
diovaskulare Risiko von RA-Patienten” erkldren. In RA-freien Patienten erklaren die-
se Faktoren etwa 80 % des Risikos an Herzversagen zu versterben, jedoch ist dies
in nur 40 % der RA-Patienten der Fall”®. Als neuer nicht-tradiotioneller Risikofaktor
einer kardiovaskularen Erkrankung vor dem Hintergrund einer RA gilt der Einfluss

der systemischen Inflammation auf die Ausbildung einer erworbenen AT.

1.3.1 Pathogenese der RA
Die Pathogenese der RA, die vor allem die peripheren Gelenke der Finger und Ze-

hen betrifft, beinhaltet das Zusammenspiel diverser immunologischer und inflamma-
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torischer Vorgange, die sich gegenseitig bedingen und verstarken. Verschiedenste
Zelltypen wie zum Beispiel dendritische Zellen, Monozyten, T- und B-Lymphozyten
wandern nach Aktivierung der Endothelzellen aus dem Blutstrom in das Gelenkge-
webe ein, werden dort aktiviert und bewirken die Bildung des Pannus, sowie die
Knorpel- und Knochenzerstdrung. In Abbildung 1-6 sind die Mechanismen, die zu der

Ausbildung einer RA flhren, vereinfacht dargestellt.

@5 - MHCI @R B od Auto(7)antigen =
(D80 et (D40 w=C Blys [} 20 =1
28 P== 4oL —4 T ¢ Antibody =
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Abbildung 1-6: Darstellung der Pathogenese der RA.

CD: Differenzierungscluster; TCR: T-Zellrezeptor; MHC: Haupthistokompatibilitdtskomplex; TACI:
Transmembranaktivator und Calciummodulator und Zyklophillinligandinteraktor; APC: antigenprasen-
tierende Zelle; TLR: foll-like Rezeptor; Blys: B-Lymphozytenstimulator; RANK: Rezeptoraktivator von
NF-kB; RANKL: RANK-Ligand; IFN: Interferon; IL: Interleukin; RF: Rheumafaktor; TNF: Tumornekro-
sefaktor a; CR: Komplementrezeptor; FCR: Rezeptor der konstanten Kette von Antikérpern; Th1: T-
Helferzelle vom Typ 1; Treg: regulatorische T-Zelle; CP: citrulliertes Protein; RA33: RA-Antigen
(33kDa) IC: Immunkomplex C’: Komplement.

Aus ’
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Es wird davon ausgegangen, dass ein bisher unbekanntes Autoantigen’’, das von
antigenprasentierenden Zellen (APC) wie z.B. dendritischen Zellen, Makrophagen
oder aktivierten B-Zellen prasentiert wird, autoreaktive T-Zellen aktiviert’®. Etwa 80 %
der RA-Patienten besitzen einen spezifischen Polymorphismus in dem Haupthisto-
kompatibilitatskomplex Il (MHC Il), welches fiur die Prasentation von Antigenen auf
APCs zustandig ist. Durch das Vorkommen dieses HLA-DRB1*0401-Allels’® & wird
die Stimulation und Expansion von autoantigenspezifischen T-Zellen geférdert®”. Die
Sekretion von Interleukin 2 (IL2), IL12 und Interferon-y (IFN-y) durch die aktivierten
T-Zellen fuhrt zu der Entwicklung von T-Helferzellen des Typ 1 (Th1), die wiederum
Makrophagen, B-Zellen, Fibroblasten®? und Osteoklasten®® aktivieren k&nnen.
Gleichzeitig migrieren durch die ausgeschutteten Zytokine weitere Immunzellen in
den Gelenkspalt, werden aktiviert und fuhren so zu einer Verstarkung der Immun-
antwort. Die Differenzierung der B-Zellen zu antikérperproduzierenden Plasmazellen
kann wahrend der RA zu der Bildung von Autoantikdrpern gegen IgG (Rheumafak-
tor), citrullierte Proteine (Anti-CP) oder gegen das RA-Antigen von 33 kDa (Anti-
RA33) filhren®*, durch welche das Komplementsystem aktiviert werden kann, sodass
weitere Immunzellen in den Synovialspalt einwandern. Auch die Ausschuttung von
proinflammatorischen Zytokinen durch aktivierte Makrophagen verstarkt die Aktivie-
rung von Immunzellen, Osteoklasten, Fibroblasten und Chondrozyten. Aktivierte
Osteoklasten, Fibroblasten und Chondrozyten sekretieren destruktive Enzyme wie
Matrixmetalloproteinasen (MMP) oder Kollagenasen, die eine Zerstorung der Kno-
chen- und Knorpelsubstanz verursachen®, die bei etwa 80 % der RA-Patienten be-
reits im ersten Jahr nach der Diagnose durch die andauernde Inflammation im Ge-
lenk zu massiven Schadigungen fiihrt®®. Die Ausschittung synovialer Zytokine wie

des Rezeptoraktivators von NF-kB-Liganden (RANKL)?’

, sowie der proinflammatori-
schen Zytokine TNFa, IL1 und IL6%® férdern die Differenzierung, Aktivierung und
Einwanderung der Osteoklasten in den Knorpel. Die Osteoblastendifferenzierung von
RA-Patienten wird zytokinabhangig inhibiert, sodass das Gleichgewicht zwischen

Knochenauf- und Abbau zugunsten des Abbaus verschoben ist®® .

1.3.2 Pathogenese der AT

Die AT bezeichnet eine Arterioskleroseerkrankung in den mittleren und grof3en Blut-
gefaRen, deren klinische Manifestation die Thrombose ist”'. Lange Zeit wurde die AS
als eine passive Akkumulation von Lipiden in der GefalBwand der grof3en Arterien

verstanden, jedoch hat sich heute die Erkenntnis der Schlisselrolle der Inflammation
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in der Pathogenese der AT durchgesetzt® %%. Zahlreiche Mediatoren wie z.B. Zytoki-
ne, Adhasionsmolekile, Proteinasen und reaktive Sauerstoffspezies, die in komple-
xen Netzwerken interagieren, spielen eine grof3e Rolle bei der Entstehung und dem
Fortschreiten der Erkrankung® ?°. Die Entwicklung einer arteriosklerotischen Lasion
in einem gesunden Gefal ist in Abbildung 1-7 vereinfacht dargestellt. Die gesunde
Arterienwand setzt sich aus drei Schichten zusammen. Eine Einzelzellschicht aus
Endothelzellen bildet die Abgrenzung zum zirkulierenden Blut. Darunter befindet sich
die Intima, die aus einigen glatten Muskelzellen und extrazellularer Matrix besteht.
Die interne elastische Lamina bildet die Grenzschicht zwischen Intima und darunter
liegender Media, die wiederum aus ruhenden glatten Muskelzellen in einer elastinrei-

chen Matrix besteht.

Process | Endothelia | Endothelial- | Inflammation | Proteolysis | Lipid-core ! Angi is { Thrombost
. celldysfunction : cellactivation : : Apoptosis : and fibrous- : :
H H H H : cap formation
Target : Flow-mediated : Adhesion : Macrophages : MMPs : Lipid core iq,B,-lntegln : Fibrin
: dilati : lecul : i Cathepsins : Fibrouscap H : Hahletfs(u,.,&-hteg‘ln)
H H H i+ Tissue factor

rb o .
ibrous ?JP —— Thrombus

Monocyte
recruitment

VCAMI, ICAM1
and selectins
/

Endothelial cell / \

Abbildung 1-7: Die Entwicklung einer arteriosklerotischen Lasion.

Ausgehend von einem gesunden Blutgefa® (ganz links) ist die Entwicklung eines arteriosklerotischen
Plagues mit Thrombusbildung (ganz rechts) vereinfacht dargestellt.

LDL: low density lipoprotein; VCAM1: vaskuldres Adhasionsmolekil 1; ICAM1: intrazellulares Adhasi-
onsmolekil 1; MMP: Matrixmetalloproteinase.

Aus %.

Die Initiation einer AS-Erkrankung erfolgt meist auf Grund von Anderungen im &uRe-

ren Milieu wie oxidativen Stress, durch die es zu einer Aufnahme von Lipiden in die
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GefaRwand und damit zu einer Aktivierung von Endothelzellen kommt®. Die Aktivie-
rung der Endothelzellen fuhrt zu einer unbalancierten Produktion von Vasokonstrikto-
ren und —dilatoren, welche zu der Ausbildung einer endothelialen Dysfunktion (eDF)
filhrt, die als ein friiher Marker einer AS-Erkrankung angesehen wird®. AuRerdem
exprimieren aktivierten Endothelzellen verstarkt P- und E-Selektine®® ', Adhasi-

%7 und Chemoki-

onsmolekule wie das vaskulare Zelladhasionsmolekul 1 (VCAM-1)
ne'%, sodass T-Zellen, dentritische Zellen (DCs) und Monozyten in die Intima rekru-
tiert werden. Regionen mit geringem Scherstress oder gestdrtem Blutfluss, z.B. an
Verzweigungen von Blutgefalen, sind bevorzugt von der Atheromabildung betroffen,
da diese Faktoren die Funktion der Endothelzellen und die Verteilung der Adhasi-
onsmolekiile beeinflussen'®. Die Infiltration von Immunzellen in die Intima und deren
Aktivierung flhrt zu der Ausschuttung verschiedenster Chemokine, Zytokine oder
chemotaktische Stoffe wie z.B. des monozytenchemotaktischen Proteins 1 (MCP-1),
T-Zellchemokinen oder des monozytenkoloniestimulierenden Faktors (M-CSF) durch

alle beteiligten Zellen®* '™

, was zu einem weiteren Einstrom von Leukozyten und
Monozyten in den subendothelialen Raum fuhrt. Die eingewanderten Monozyten
entwickeln sich durch Vorhandensein des M-CSF zu Makrophagen'®, nehmen {iber
scavenger-Rezeptoren oxidiertes Lipoprotein geringer Dichte (oxLDL) auf und diffe-
renzieren zu lipidbeladenen Schaumzellen, die charakteristisch fur arteriosklerotische
Lasionen sind. Diese Schaumzellen sekretieren proinflammatorische Zytokine (z.B.
IL8), Prostaglandine oder chemotaktische Zytokine in die Intima. Eingewanderte DCs
kénnen LDL-Komponenten wie ApoB100 zur anschliellenden Antigenprasentation in
den Lymphknoten aufnehmen und diese naiven T-Zellen prasentieren®’. Diese Effek-
tor-T-Zellen gelangen uber den Blutstrom zu dem Entzindungsort, kdnnen dort durch
Makrophagen und DCs reaktiviert werden und eine Verstarkung der adaptiven Im-
munantwort zur Folge haben'®® "%7_ Aktivierte T-Zellen produzieren proarterioskleroti-
sche Mediatoren und tragen so zur Pathogenese der AT bei. Die Entwicklung eines
fettreichen Plaques beeinhaltet weiterhin die Einwanderung von glatten Muskelzellen
aus der Media in die Intima durch ausgeschuttete Chemokine und Wachstumsfakto-
ren. Dort teilen sich die glatten Muskelzellen und sekretieren extrazellulare Matrixpro-
teine wie Kollagen und Elastin'®. Immer mehr einwandernde Zellen bewirken (iber
die Zeit die Bildung eines reifen arteriosklerotischen Plaques, der aus einem lipidrei-
chen Kern aus Makrophagen, apoptotischen Zellen und extrazellularer Matrix be-

steht, welcher von einer fibrosen Kappe aus sekretierten Kollagen- und Elastinfrag-
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menten zur Endothelzellschicht hin abgegrenzt ist'®. Die Ausschiittung der proin-
flammatorischen Mediatoren durch aktivierte Lymphozyten, Endothelzellen und glatte

11 111
0. 11 so-

Muskelzellen bewirkt die Freisetzung von kollagendegradierenden MMPs
wie den apoptotischen Zelltod in der Lasion. Dadurch freigesetzte Proteinasen, Kol-
lagenasen und Elastasen zersetzen die fibrose Kappe und es kann zu einer Throm-
busbildung kommen. Zusatzlich zu der Sekretion von Proteinasen kdnnen T-Zellen
Uber die Expression des CD40-Liganden, welcher die Ausschuttung des Prokoagu-
lanz tissue factor (TF) durch Makrophagen fordert, die Thrombogenese
vorantreiben''?. Ausgeschiittetes TNFa und IL1 bewirken {ber die erhdhte Expressi-
on von TF in Endothelzellen ebenfalls ein erhdhtes thrombotisches Risiko'™. Kommt
der durch z.B. vollstandige Ruptur der fibrosen Kappe freigesetzte TF in Kontakt mit
den Koagulationsfaktoren des Blutes, kann es zu thrombotischen Komplikationen

kommen.

1.3.3 Mechanismen der vorzeitigen AT in der RA-Erkrankung

Die RA und AT sind zwei Krankheiten die stark miteinander verbunden sind. Unter
RA-Patienten sind kardiovaskulare Erkrankungen der haufigste Todesgrund'*, der
sich jedoch nur teilweise durch die traditionellen Risikofaktoren wie Alter, Geschlecht,

t74

Bluthochdruck oder Typ-llI-Diabetes erklaren lasst’”. Es konnte jedoch gezeigt wer-

den, dass die erhdhte systemische Entziindung ein neuer Risikofaktor fur die erhdhte
kardiovaskuldre Sterblichkeit in RA-Patienten ist''°.

Es zeigte sich beispielsweise bei RA-Patienten, dass etwa 48 % aller arterioskleroti-
scher Plaques in der linken Koronararterie instabil waren, jedoch nur 22 % bei Pati-
enten ohne RA. Dies kann als Zeichen daflir gewertet werden, dass die Ursache ei-
ner kardiovaskularen Erkrankung in RA-Patienten eine andere sein kdnnte als in Pa-
tienten ohne RA und dass die chronische Entziindung in diesen Patienten eine gro-
Rere Rolle in der Auspragung der Krankheit spielt'™®. Es zeigen sich zahlreiche Ahn-
lichkeiten zwischen den inflammatorischen Signalwegen der RA und AT (siehe

Abbildung 1-8).
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Abbildung 1-8: Zusammenhang der inflammatorischen Prozesse, die zu einer AS-Ausbildung
in RA-Patienten fiihren kénnen.

Dargestellt ist, wie die wahrend einer RA ausgeschitteten Zytokine systemisch wirken und Effekte
auf verschiedene Organe ausiiben. Dies fiihrt zu einem proatherogenen Profil, welches die Entwick-
lung einer eDF als erstes Symptom einer erworbenen Arteriosklerose begiinstigt.

EPC: endothehale Vorlauferzelle; IFN-y: Interferon-y; IL: Interleukin; TNF-a: Tumornekrosefaktor-a.
Verandert nach '

Das rheumatoide Gelenk und arteriosklerotische Plaques weisen eine ahnliche Ak-
kumulation von T-Zellen, Makrophagen und Monozyten auf. Diese aktivierten Im-
munzellen tragen durch die Ausschittung von proinflammatorischen Zytokinen wie
TNFa und IL6, sowie durch die Sekretion von MMPs zu der Auspragung der Krank-
heiten bei''” "'®. Auch die Neoangionese, die als ein wichtiger Faktor in der RA-
Entwicklung gesehen wird'"®, tragt zu der Atherogenese bei'?’. Die proinflammatori-
schen Zytokine wie TNFa, IL1, IL6 und IFN-y, die im Gelenk von RA-Patienten aus-
geschuttet werden, gelangen in die systemische Zirkulation und wirken auf verschie-
denste Organe wie die Leber, das Endothel, Muskeln oder Immunsystem'?’. Dort
fuhren sie zu Veranderungen, die ein proatherogenes Profil fordern, welches unter
anderem durch erhdhten oxidativen Stress, Insulinresistenz und die Auspragung ei-
ner endothelialen Dysfunktion gekennzeichnet ist'"’.

Auf Grund der starken Verzahnung beider Krankheitsbilder ist das Verstandnis der
gemeinsamen Pathomechanismen notwendig, um eine RA-Erkrankung zu behandeln
und gleichzeitig das AT-Risiko und die damit verbundenen kardiovaskularen Vorfalle

zu senken.
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1.3.4 Rolle von oxidativem Stress in RA und AT

Die Aktivierung der Endothelzellen wahrend der RA- und AT-Pathogenese fuhrt unter
anderem zu einer unbalacierten Freisetzung von Vasokonstriktoren und -dilatoren
und dadurch zu der Entwicklung einer eDF. Sowohl RA-Patienten als auch AS-
Patienten zeigten eine schlechtere endothelabhangige Relaxation als die Kontrollko-
horten'?* ', Die wahrend der RA- und AS-Erkrankung ausgeschiitteten proinflam-
matorischen Moleklle begunstigen die Ausbildung einer eDF, die durch erhdhte Ex-
pressionen von Zytokinen und Adhasionsmolekiilen'®*, sowie durch eine verringerte
Produktion des Vasodilators Stickstoffmonoxid (NO)'® charakterisiert ist. Ein weite-
rer Faktor fiir die Ausbildung der eDF stellt oxidativer Stress dar'?®, der durch eine
Erhdhung von reaktiven Sauerstoff- (ROS) und Stickstoffspezies (RNS; zusammen:
RONS) gefordert wird. RONS nehmen auf verschiedenen Wegen Einfluss auf die
Bioverfugbarkeit des wichtigsten Vasodilators NO bzw. auf nachgeschaltete Signal-
wege (schematische Darstellung siehe Abbildung 1-9) und beeinflussen so die Va-

sodilatation der Gefalde.
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A Physiologischer Zustand

Ornithin Endothelzelle
Harnstoff
BH, 1+
L-Arg
DHFR
Citrullin
. BH, NO
Relaxation
glatte
Muskelzelle

S e
MLCK cGMP

\ / GTP

PKG

B Oxidativer Stress

. Endothelzelle
Ornithin

ROS==) ADMA Harnstoff ,

BH, +1l
L-Arg ROS
RONS
(ONOO)
Citrullin ROS (0,)
BH, \

ROS l \ H,0,*+ O,

] \ RONS
Relaxatlonl ~\ (ONOO") glatte

\ \V Muskelzelle

V... GTP

Abbildung 1-9: Wirkung des oxidativen Stresses auf die NO-abhdngige GefaRrelaxation.

Schematische Darstellung der NO-abhangigen Vasodilatation unter physiologischen Bedingungen

(A) und unter dem Einfluss von oxidativem Stress (B).

I + 1I: Arginase-1 und -2; L-Arg: L-Arginin; NOS: NO-Synthase; ADMA: asymmetrisches Dimethylargi-
nin; BH,4: Tetrahydrobiopterin; BH2: Dihydrobiopterin; DHFR: Dihydrofolatreduktase; ONOQO™: Peroxi-
nitrit; SOD: Superoxiddismutase; Nox: NADPH-Oxidase; O, Hyperoxidanion; ROS: reaktive Sauer-
stoffspezies; sGC: I6sliche Guanylylcyclase; GTP: Guanosintriphosphat; cGMP: zyklisches Guano-

sinmonophosphat; PKG: Proteinkinase G; MLCK: Myosinleichtekettenkinase.
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Unter physiologischen Bedingungen katalysieren NO-Synthasen (NOS) der Endo-
thelzellen die Bildung von NO und Citrullin aus L-Arginin unter Beihilfe verschiedener
Kofaktoren wie Tetrahydobiopterin (BH4). Das freigesetzte NO bewirkt in den glatten

127 und somit die

Muskelzellen eine Aktivierung der |6slichen Guanylylcyclase (sGC)
Umwandlung von Guanosintriphosphat (GTP) in das zyklische Guanosinmo-
nophosphat (cGMP). cGMP aktiviert wiederum die Proteinkinase G (PKG), welche
die Myosinleichtekettenkinase (MLCK) derart moduliert, dass die Gefalie relaxieren.
Das bei der Reaktion der NOS entstehende Dihydrobiopterin (BHz) wird mit Hilfe der
Dihydrofolatreduktase zu BH4 recycelt. Zu einer Verringerung des NOS-Substrates
L-Arginin kann es durch die Konkurrenzreaktion von L-Arginin mit den Arginasen-1
oder -2 zu Ornithin und Harnstoff kommen. Unter Bedingungen von oxidativem
Stress verandert sich der beschriebene NO-Metabolismus drastisch. So kommt es

L' oder oxidativen Stress'?® zu erhdhten Methylierun-

durch Anwesenheit von oxLD
gen von Argininresten in Endothelzellen und damit zu einer Akkumulation des
asymmetrischen Dimethylarginins (ADMA). ADMA wurde als Inhibitor der endothelia-
len NOS beschrieben'®® und verringert die Synthese von NO in Endothelzellen unter
oxidativem Stress. Kardiovaskulare Risikofaktoren erhdhen die Expression der
NADPH-Oxidasen (Nox) und tragen so zu einer vermehrten ROS-Bildung bei. So
wurden in Coronararterien von AS-Patienten erhdhte Nox2- und Nox4-Expressionen
nachgewiesen'®. Freigesetztes NO und ROS reagieren etwa 3-4fach schneller zu
Peroxynitrit als die Abbaureaktion von ROS zu Wasserstoffperoxid und Sauerstoff,
welche von Superoxiddismutasen (SOD) katalysiert wird'®'. Somit wird die Biover-
fiigbarkeit von NO weiter gesenkt'*?. AuRerdem filhren ROS durch Inhibierung der
I6slichen Guanylylcyclase zu einer verringerten GefaRrelaxation™'. Durch RONS
kann weiterhin der oxidative Stress erhoht werden, da sie zu einer Entkopplung der
NO-Synthasen mit gleichzeitiger O, -Generierung filhren*°.

Eine Erhéhung des NO-Spiegels hat nicht nur protektive Wirkung vor der Ausbildung
einer eDF, sondern kann auch die Infiltration und Aggregation von Immunzellen wie
Thrombozyten und Leukozyten, sowie die Migration und das Wachstum von glatten

Muskelzellen wahrend der AS-Pathogenese verringern'*.

1.3.5 Der Transkriptionsfaktor nuclear factor E2-related factor 2 (Nrf2)
Unter oxidativem Stress verhindern zwei verschiedene Schutzmechanismen die Ak-

kumulation von ROS in den Zellen. Zum Einen kdnnen antioxidative Verbindungen
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wie Vitamin C und E, die mit der Nahrung aufgenommen werden, das ROS-
Ungleichgewicht in den Zellen verhindern'®. Zum Anderen werden Phase [I-Enzyme
wie Glutathion-S-Transferasen (GST) vermehrt exprimiert, welche die Konjugation
von polaren Resten an die reaktiven Verbindungen katalysieren, sodass diese neu-
tralisiert und ausgeschieden werden kénnen'®. Auch eine Detoxifikation des akku-
mulierenden ROS durch Enzyme, die nicht zu dem Phase IlI-Metabolismus gezahlt
werden, ist moglich. Zu diesen Enzymen gehdéren die Hdmoxygenase 1 (HO-1) oder
die NAD-(P)-H-Chinon-Oxidoreduktase (NQO1). In den regulatorischen Regionen
der Gene von z.B. GST oder NQO1 finden sich antioxidansresponsive Elemente, an
die Proteine des Kelch ECH associating protein 1- (Keap1)-Nrf2-Signalweges bin-
den. Dieser Keap1-Nrf2-Signalweg reguliert die Zellantwort in Bezug auf endogenen
oder exogenen Stress durch reaktive Sauerstoffspezies (ROS) oder Elektophile™"
38 Der Transkriptionsfaktor Nrf2 ist unter basalen Bedingungen an zwei Keap1-
Molekiile gebunden, wird polyubiquitiniert und im Proteasom degradiert'® "°. Medi-

kamente'*

, Umwelteinflisse wie Zigarettenrauch oder oxidativer Stress, fuhren zu
einer Dissoziation von Nrf2 aus dem Komplex durch Modifikation der Keap1-
Cysteine. Nrf2 wird nicht ubiquitiniert und gelangt in den Nukleus. Dort bildet Nrf2
Heterodimere mit dem kleinen Maf-Protein und bindet an die antioxidansresponsiven

142

oder elektrophilenresponsive Elemente *“ seiner Zielgene, die in der Gluthathion-

143, 144
d ,

synthese, Medikamententransport und Elimination von ROS involviert sin und

erhoht die Expression dieser.

1.3.6 Diabetes als klassischer Risikofaktor fiir die AT in einer RA-Erkrankung

Diabetes mellitus bezeichnet eine Gruppe metabolischer Erkrankungen, bei der Pati-
enten hohe Blutglukosespiegel aufweisen. Diese Hyperglykamie kommt entweder
durch zu geringe Insulinbildung durch den Pankreas (Typ I-Diabetes) oder durch eine
Insulinresistenz der Korperzellen (Typ lI-Diabetes) zustande. In beiden Fallen wird
die Entstehung einer eDF begiinstigt'*>. Es konnte gezeigt werden, dass kardio-
vaskulare Erkrankungen haufiger in Zusammenhang mit einer Typ |- oder |I-Diabetes
auftreten*® 7. RA-Patienten kénnen eine ahnliche Symptomatik zeigen'*®. Das so
genannte metabolische Syndrom, welches durch eine zentrale Fettleibigkeit, Blut-
hochdruck, hohe Triglycerid- und geringe high density lipoprotein (HDL)-Werte ge-
kennzeichnet ist, tritt hdufig mit einer Insulinresistenz auf'*°. Das metabolische Syn-
drom wahrend einer RA-Erkrankung zeigt sich auf3erdem durch eine abnormale vis-

zerale Fettverteilung und die Produktion verschiedene Zytokine wie z.B. TNFa und
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IL6 durch die Adipozyten, welche die Ausbildung einer Insulinresistenz férdern'®.
Die durch die Insulinresistenz verstarkte Typ ll-Diabetes begunstigt wiederum das
Entstehen einer endotheliale Dysfunktion, wodurch das Risiko kardiovaskularer Er-
krankungen erhdht wird™®'. Eine RA-Erkrankung fordert jedoch auch ihrerseits die
Auspragung des metabolischen Syndroms. Es zeigte sich, dass weibliche RA-
Patienten durch die beeintrachtigte korperliche Aktivitat, die mit dieser Erkrankung
einhergeht, erhdhte oxLDL-Spiegel und Insulinresistenzen aufwiesen'*.

Die eDF, die friih wahrend einer Diabeteserkrankung zu Tage tritt'*®, filhrt zu einem

154

erhdohten Atherogeneserisiko ™, sodass Diabetes als ein wichtiger Faktor flr das

Vorkommen kardiovaskularer Ereignisse gilt"°.

1.3.7 Behandlung der RA

Da RA-Patienten ein etwa 50 % hoheres Risiko besitzen, an kardiovaskularen Er-
krankungen zu versterben als der Rest der Bevélkerung’?, ist ein wirksames Thera-
piekonzept fur diese Patienten noétig. Zur Zeit werden funf Medikamentenklassen flr
die Behandlung von RA-Patienten genutzt: Diese Klassen beinhalten Analgetika,
nicht-steroide antientziindliche Medikamente (NSAIDs), Glukokortikoide, sowie nicht-
biologische und biologische krankheitsmodifizierende Antirheumatika (DMARDs).
Mittel der Wahl sind zur Zeit biologische und nicht-biologische DMARDSs, da sie den
Therapieerfolg stark verbessern konnten. Zeigen die Patienten eine schlechte Ant-
wort auf ein oder zwei nicht-biologische DMARDSs, wird eine Behandlung mit biologi-
schen DMARDs empfohlen'®.

Fir die Langzeittherapie aber auch wahrend akuter Krankheitsschibe kénnen au-
Rerdem Analgetika und NSAIDs eingesetzt werden. Zu den kurzwirksamen NSAIDs,
die eingesetzt werden, gehoren Ibuprofen oder Diclofenac, zu den langwirksamen
Naproxen oder Nabumeton'®. Es ist jedoch bekannt, dass sich die Gabe von
NSAIDs schadigend auf die Magenschleimhaut auswirkt und die Ulkusbildung be-
glinstigt’’. Die Nebenwirkungen dieser nicht-selektiven Cycloocygenase-2 (Cox-2)-
Hemmer konnten zum Teil durch Therapien mit selektiven Cox-2-Hemmern wie Ce-
lecoxib™® oder Refecoxib™® verringert werden. Diese Medikamente beeinflussen
nicht den Cox-1-Signalweg, uber den die magenschleimhautschitzenden Prosta-
glandine synthetisiert werden, sondern hemmen spezifisch nur die Produktion der
entziindungsrelevanten Prostaglandine (iber den Cox-2-Signalweg'®. Im Vergleich
zu einer Behandlung mit Naproxen erhdhen selektive Cox-2-Hemmer jedoch das

Risiko kardiovaskularer Vorfalle in ahnlichem Malie wie eine Hochdosistherapie mit
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traditionellen NSAIDs wie Diclofenac oder Ibuprofen'®' und sind daher eher ungeeig-
net fur die Therapie kardiovaskularer Risikopatienten.

Um die Krankheitsaktivitat wahrend einer aktiven RA zu verringern, werden die Pati-
enten mit einer Kombinationstherapie aus Glukokortikoiden wie Prednisolon oder
Triamcinolon und DMARDs behandelt, da diese Kombination verbesserte Krank-
heitsverlaufe zur Folge hatte als eine DMARD-Monotherapie'®. Um jedoch Langzeit-
schadigungen zu vermeiden, muss die Dosis der Glukokortikoide in der Langzeitthe-
rapie minimal, d.h. unter der Cushing-Grenze mit maximal 7,5 mg/Tag Prednisolon,
gehalten werden.

Zu den meistgenutzten nicht biologischen DMARDs gehéren Methotrexat, Sulfasala-
zin, Leflunomid und Hydroxychloroquin. Methotrexat als erste Wahl DMARD st ein
Folsaureantagonist, der die T-Zellaktivierung hemmt und als Mono- oder Kombinati-
onstherapie verabreicht werden kann. Bekannte Nebenwirkungen sind unter ande-
rem Ubelkeit, Mundgeschwiire oder Haarausfall. Methotrexat darf u.a. nicht von
Schwangeren eingenommen werden. Eine Kombinationstherapie aus Methotrexat,
Sulfasalazin und Hydroxychloroquin zeigte einen verbesserten Effekt in Patienten mit
schlechter Antwort auf Methotrexat oder andere DMARD-Monotherapien'®.
Therapien mit biologischen DMARDs beeinhalten die Nutzung von TNFa-Inhibitoren
(z.B. Infliximab, Etanercept), die Anti-B-Zelltherapie (Rituximab), T-
Zellcostimulationsblocker (Abatacept), die Anti-IL6-Therapie (Tocilizumab), Anti-IL1-
Therapie (Anakinra) oder Proteinkinaseinhibitoren (Tofacitinib). Diese Medikamente
sind direkt gegen wichtige Komponenten der Inflammationskaskade der RA gerichtet.
Neben der Wirkung und den Nebenwirkungen wie Antikorperbildung gegen die ver-
wendeten Antikdrperpraparate oder ein erhdhtes Infektionsrisiko dieser biologischen
DMARDSs spielen auch die relativ hohen Kosten eine Rolle bei der Wahl dieser Medi-
kamente. Die Behandlung mit TNFa-Inhibitoren in Kombination mit Methotrexat konn-
te in einigen Studien das kardiovakulare Risiko in RA-Patienten senken'®*. Andere
Studien zeigten keinen Mehrwert dieser Therapie in Bezug auf die Senkung des kar-
diovaskularen Risikos'®,

Trotz der verbesserten RA-Therapien ist es auf Grund der immensen Nebenwirkun-

gen wichtig, wirksame und sichere Medikamente zu finden.

1.3.8 Neue Substanzen zur Behandlung der RA und AT
Da die Nebenwirkungen der Patientenbehandlung mit antirheumatischen Medika-

menten sehr massiv sind und die bisher verfugbaren Medikamente nicht zu einer
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100 %igen Remission dieser Patienten fuhren konnen, ist die Untersuchung neuer
wirksamer und zugleich nebenwirkungsarmer Therapiekonzepte notig.

Als eine neue Strategie der Analyse von potenziell antientzindlichen Stoffen isoliert
die Gruppe um PD Dr. Erkel in Kaiserslautern Sekundarmetabolite aus Pilzen und
analysiert diese in Zellkulturmodellen auf ihr antiinflammatorisches Potenzial. Auf
diese Weise gelang es, mehrere Substanzen, die in pathophysiologische Signalwege
eingreifen kdénnen, zu gewinnen. Zu diesen gehodren die Pilzsekundarmetablite (S)-

Curvularin, Oxacyclododecindion und Galiellalacton (Gal)'®.

Abbildung 1-10: Strukturformel des Pilzsekundarmetabli-
(|) ten Galiellalacton.

’ WCH3

(™
Gal wurde aus dem Ascomyceten Galiella rufa (A111-95)'%" isoliert und konnte in
zellbasierten Reportergenanalysen die IL6-abhangige Aktivierung des Signalweges
der Januskinase/Signaltranduktor und Aktivator der Transkription (JAK/STAT) fur die
Induktion der Akutphasenantwort inhibieren'®®. Dabei verhindert Gal die Bindung der
aktivierten Stat3-Dimere an ihre DNA-Bindestellen. AuRerdem zeigte sich Gal dazu
in der Lage, in einem murinen Asthmamodell sie Sekretion von IL6 zu reduzieren'®®.
Da IL6 eine SchlUsselrolle in der Progression der rheumatischen Arthritis und Arte-

riosklerose einnimmt, wurde Gal im Rahmen dieser Doktorarbeit in einem AS- und

AT-Mausmodell getestet, um dessen antientzindliches Potenzial zu untersuchen.

1.3.9 ApoE”- und ApoE’TFPI'-Miuse als Modell einer AS- bzw. AT-
Erkrankung

Die Ursachen einer AS-Erkrankung sind komplex (siehe Kapitel 1.3.2, 1.3.3, 1.3.4)

und bei der Pathpogenese wird die AS unter anderem vom Lipidmetabolismus beein-

trachtigt. Es konnte gezeigt werden, dass Polymorphismen im Katabolismus von cho-

lesterinreichen Lipiden ein Grund fur die Entwicklung von Hypercholesterinamien und

AS sind: Defekte im LDL-Rezeptor (LDLR) fuhren zu einer familidren Hypercholeste-

rinamie’’® und Mutationen in einem der LDLR-Liganden Apolipoprotein E (ApoE) fiih-
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ren zu der Ausbildung einer Typ lll-Hyperlipoproteindmie’”

mit gleichzeitiger Erho-
hung des kardiovaskularen Risikos'"?.

Verschiedenste Tiermodelle wurden fur Untersuchungen der Pathogenese und Be-
handlung arteriosklerotischer Lasionen genutzt (z.B. Hasen, Schweine, Affen), je-
doch haben sich Mause als Tiermodell einer AS durchgesetzt. Wildtypmause sind
per se resistent gegen die Auspragung einer AS. Werden jedoch C57BL/6-Mause mit
fett- oder cholesterinreicher Diat gefiittert, entwickeln sie vaskulédre Lasionen'. Da
Mause (mehr HDL) ein grundsatzlich anderes Lipidprofil als Menschen (ca 75 %
LDL) aufweisen, unterscheiden sich diese Lasionen in ihrer Zusammensetzung stark
von humanen Lasionen'* '"°. Mause mit einer Defizienz im ApoE- oder LDLR-Gen
zeigen eine dem Menschen ahnliche Hypercholesterinamie und sind daher als
Mausmodelle fur eine spontane futterinduzierte AS etabliert. LDLR-defiziente Mause
bilden futterabhangig arteriosklerotische Lasionen aus. Mit normaler Chow-Diat zei-
gen sie zwar erhohte LDL- und VLDL-Spiegel, arteriosklerotische Lasionen lassen
sich aber nicht nachweisen. Werden sie mit fettreichen Diaten wie der Westerntyp-
Diat gefuttert, bilden sich grofe Plaques aus.

Die fur die Untersuchung der AS am besten geeigneten Mause sind ApoE-defiziente
Mause, da sie sowohl eine Hypercholesterinamie als auch spontane arterioskleroti-
sche Lasionen ausbilden'”®. ApoE ist ein Glykoprotein, das in der Leber, im Gehirn
und anderen Organen gebildet wird. Es ist ein struktureller Bestandteil von Lipopro-
teinen (aufer LDL) und vermittelt nach der Bindung an seine Rezeptoren (z.B.
LDLR) die Aufnahme ApoE-haltiger Partikel in die Leber'’”. ApoE-defiziente Mause
(ApoE™) zeigen nach Fiitterung mit normaler Chow-Dit einen spezifischen Phano-
typ, der durch erhéhte Gesamtplasmalevel und Triglyceride bei verringerten HDL-
Mengen gekennzeichnet ist'’®. Die Analyse der AS-Erkrankung der ApoE”-Mause
zeigte, dass diese in ihrem Verlauf der Plaquebildung dem anderer Tiermodelle und

dem humanen Fall ahnelt'’®

. Werden diese Mause mit fettreicher Westerntyp-Diat
geflttert, erhdhen sich zum Einen die VLDL- und LDL-Spiegel im Serum, zum Ande-
ren treten Plaquebildung und Formierung fibrotischer Plaques friher auf als in geno-
typgleichen Mausen, die mit Chow-Diat gefiittert wurden'’®. Ein Nachteil des ApoE™"-
Mausmodells ist jedoch, dass keine spontanen Plaquerupturen auftreten. Thrombo-
sen mussen in diesem Tiermodell erst durch verschiedene Techniken wie die Be-

handlung mit Eisenchlorid'® oder photochemische Reaktion'® induziert werden.
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2001 publizierte die Gruppe um Dr. Eitzmann, dass ApoE”-Méause, die eine hetero-
zygote Inaktivierung des Gewebefaktorsignalweginhibitors (TFPI) aufwiesen, ein
groReres Thrombose- und AS-Risiko als ApoE™-Mause zeigten'®?. TFPI ist ein Ku-
nitztyp Proteinaseinhibitor, der den extrinsischen Weg der Blutgerinnung reguliert,
indem er die Bildung des katalytischen Komplexes aus TF und Gerinnungsfaktor Vlla
inhibiert'®®, der fiir die Initiation der extrinsischen Blutgerinnung zustandig ist. Die
Plasmakonzentration von TFPI ist mit 2 nM eher gering und zirkulierendes TFPI ist
vor allem an LDL assoziiert'®. Plattchenasozziertes TFPI, das in etwa 10 % des zir-
kulierenden TFPI ausmacht, kann nach Thrombinstimulation freigesetzt werden'®®.
Zusatzlich scheinen Endothelzellen dazu in der Lage zu sein, glukosaminoglykange-
bundenes TFPI zu produzieren'®® '®”. Es konnte gezeigt werden, dass eine vermehr-
te Expression des TFPI das Thromboserisiko nach vaskularer Verletzung redu-
ziert'®® % Eine verringerte Expression des TFPI fiihrte im Kaninchenmodell zu ei-
nem erhdhten Risiko einer Stenose der Karotisarterie'®. Etwa 60 % der Mause mit
kompletter TFPI-Defizienz versterben schon wahrend der Embryonalphase zwischen
Tag E9.5 und E11.5 auf Grund einer Dottersackblutung™’. Schwerwiegende Blu-
tungsstérungen im Zentralnervensystem treten bei den TFPI"-Mausen nach Tag
E11.5, sodass sie die neonatale Periode nicht iiberleben''. In TFPI-heterozygoten
Mausen (TFPI*") ist das zirkulierende TFPI im Vergleich zu Wildtyptieren um etwa
60 % reduziert und funktionelle Tests ergaben eine Reduktion der TFPI-Aktivitat um
50 %', Auf Grund des erhdhten AS- und Thromboserisikos in ApoE” TFPI"-
Mausen im Vergleich zu ApoE™-Mausen nach 30wdchiger Futterung mit normaler
Chow-Diat, wurden sowohl ApoE” TFPI"- und ApoE”-Mause wahrend der Durchfiih-
rung dieser Doktorarbeit genutzt, um die Wirkung des Pilzsekundarmetaboliten Gal

auf das AS- und AT-Risiko zu untersuchen.
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2 Zielsetzung

Chronisch entzundliche Erkrankungen wie die RA sind mit einer erhdhten kardio-
vaskularen Mortalitat auf Grund von verstarkten arteriosklerotischen und thromboti-
schen Vorféllen assoziiert. Bisher ist jedoch noch nicht vollstandig klar, wie die ab-
normale Expression proinflammatorischer Mediatoren von RA-Patienten zu diesem
gesteigerten kardiovaskularen Risiko beitragt.

Das Ziel dieser Doktorarbeit war es daher, zentrale Mediatoren zu analysieren, die
eine wichtige Rolle bei dem Auftreten einer erworbenen AS vor dem Hintergrund ei-
ner chronischen Entzindung spielen. Dafir wurden Mause mit inaktiviertem TTP-
Gen genutzt, die auf Grund des Fehlens dieses zentralen RNA-BPs einen chronisch
entzundlichen Phanotyp ausbilden, der dem einer humanen RA-Erkrankung ahnelt.
Initiale Versuche zeigten bereits, dass diese Mause eine beeintrachtigte acetylcho-
linabhangige Gefalirelaxation aufweisen, die als ein erstes Symptom einer sich ent-
wickelnden AS angesehen wird. Im Rahmen dieser Arbeit wurden die molekularen
Mechanismen, die zu der Ausbildung dieser eDF flhren, untersucht. Ebenso wurde
in doppeldefizienten Mausen (TNFa'/'TTP"‘) analysiert, welche Wirkung der wichtige
proinflammatorische Mediator TNFa auf die Endothelfunktion dieser Mause hat.

Ein weiterer Risikofaktor fur das Auftreten von kardiovaskularen Vorfallen stellt die
Diabeteserkrankung dar. Auch in diesem Krankheitsbild spielt die eDF eine wichtige
Rolle. In einem zweiten Versuchsansatz wurde der Einfluss von organischen Nitraten
auf den oxidativen Stress und somit auf die Auspragung der eDF untersucht.

Die bisherigen Therapien von chronisch entzindlichen Erkrankungen kdnnen schwe-
re Nebenwirkungen haben und fuhren zur Zeit meist nicht zu einer vollstandigen
Remission. Ein besseres Verstandnis fur die Zusammenhange zwischen RA und AS
kann helfen, die Behandlungskonzepte von Patienten zu verbessern. Aus diesem
Grund wurde im dritten Teil dieser Arbeit in Kooperation mit PD Erkel aus Kaiserslau-
tern die antiarteriosklerotische Kapazitat des Pilzsekundarmetaboliten Gal in zwei
unterschiedlichen arteriosklerotischen Mausmodellen getestet. Der Einfluss dieser
Substanz wurde in Hinblick auf die Regulation der mRNA verschiedener wesentlich
an der AS beteiligter Markergene und Mediatorn, sowie auf die Einflussnahme auf

die Plattchenadhasion an verletzte Gefalle untersucht.
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3 Material und Methoden

3.1 Material und Chemikalien

3.1.1 Gerite
Die wahrend der Durchfuhrung dieser Arbeit genutzten Gerate und deren Hersteller

sind in Tabelle 3-1 aufgelistet.

Tabelle 3-1: Genutzte Gerate und deren Hersteller.

Gerat Hersteller
Amelung Koagulometer KC4A Trinity Biotech
Bioruptor plus Diagenode
Brutschrank Hera Cell 150 Heraeus
CODA Monitor Kent Scientific
GS Genelinker UV-Chamber BioRad
Hemavet 950 FS Drew Scientific
Kahlzentrifuge MicroStar 17R VWR
Nanodrop ND-1000 Peqlab
Organbad DMT
PCR-Gerat MyCycler BioRad
gPCR-Gerat MyiQ BioRad
TissuelLyser LT Qiagen
TRI-CARB 1900CA Liquid Scintillation Analyzer Canberra Packard
Gel Dryer Model 583 BioRad

3.1.2 Puffer, L6sungen und Reagenzien
Fur die Versuche wurden die in Tabelle 3-2, Tabelle 3-3 und Tabelle 3-4 beschriebe-

nen Puffer, LOsungen und Reagenzien verwendet.

Tabelle 3-2: Zusammensetzung der genutzten Puffer.

Puffer Zusammensetzung
150 mM NH4CI, 1 mM KHCO3, 0,1 mM EDTA in DNA-H,0,
ACK-Puffer steril filtriert (0,2 ym PorengréRe)
Crosslink-Puffer 20 mM Tris-HCI (pH 7,6), 100 mM KCI in DEPC-H,0
0,1 % Bromphenolblau, 0,1 % Xylencyanolblau, 50 % Glyce-
DNA-Ladepuffer, 5 x fin in DNA-H,O

EDTA-Puffer 30 mM EDTA, 0,01 % NaNs in 1 x PBS

GIT-Puffer 4 M GIT, 2 mM Natriumcitrat, 0,5 % Sarcosyl,
0,1 M B-Mercaptoethanol (frisch zugeben) in DEPC-H,0O

312,5 mM Tris-HCI (pH 6,8), 5 mM EDTA, 15 % SDS,
Laemmli-Puffer, 5 x | 0,015 % Bromphenolblau, 50 % Glyzerin, 40 mM DTT (frisch
zusetzen) in H,O
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Laufpuffer, 5 x

124 mM Tris-HCI, 959 mM Glyzin, 17 mM SDS in H,0,
pH 8,3

Luziferasepuffer, 2 x

60 mM Tricin, 0,2 mM EDTA, 30 mM MgSOy4, 20 mM DTT in
H.O

PBSTT

1 x PBS, 0,1 % Tween

Puffer fur gPCR, 2 x

40 mM Tris-HCI (pH 8,7), 20 mM (NH4)SO4, 8 mM MgCly,
20 mM KClI in DEPC-H,0

PLB, 1 x

4:1 Mischung von H20 mit 5 x PLB (frisch angesetzt)

50 mM Tris-HCI (pH 7,4), 150 mM NaCl, 1 % NP-40,
2 mM EDTA (pH 8), 10 % Glyzerin in H,O

RIPA-Puffer auf 10 mL Puffer je 1 Tablette Protease- und Phosphatase-
hemmer (frisch zusetzen)
oo 0
STE-Puffer 50 mM Tris-HCI (pH 8), 100 mM NaCl, 10 % SDS,

1 mM EDTA in DNA-H,O

TAE-Puffer, 10x

400 mM Tris, 20 mM Na,EDTAx2H,0, 1,142 % Essigsaure,
pH 8,0 in H,O

Transferpuffer

25 mM Tris-HCI, 192 mM Glyzin, 20 % Methanol in H,O

Waschpuffer (TBST)

1 x TBS, 0,1 % Tween

Tabelle 3-3: Zusammensetzung der genutzten Lésungen.

Lésungen

Zusammensetzung

CAG-Mix

3,3mM CTP, 3,3 mM ATP, 3,3 mM GTP

Chloroform/Isoamylalkohol | 24:1 Mischung von Chloroform und Isoamylalkohol

DEPC-H,O DNA-Wasser mit 0,1 Vol% DEPC, autoklaviert
DNA-H,0O deionisiertes H,O, autoklaviert

dNTPs, 10 mM 10 mM ATP, 10 mM GTP, 10 mM CTP, 10 mM TTP
DRB 78 uM DRB in DMSO

Ethanol, 70 %

70 % Ethanol absolut in DNA-H,O

Ethanol, 80 %

80 % Ethanol absolut in DEPC-H,O

Glyzerin, 10 %

10 % Glyzerin in DNA-H,O

NaAc, 2M 2 M Natriumacetat in DEPC-H,O
NaAc, 3M 3 M Natriumacetat in DNA-H>,O
NaCl 162 mM NacCl in H,O, steril filtriert

Phenol/Chloroform

1:1 Mischung von Phenol und Chloroform

Pentobarbitalldsung

1 % Pentobarbital in PBS

Proteinase K

0,1 mM Proteinase K, 50 % Glyzerin, 50 mM Tris-HCI
(ph 8,0), 1 mM CaCl, in DNA-H,O

RNase A

0,73 mM RNase A in H,O

TBS, 10 x

100 mM Tris, 1,5 M NaCl in H,O, pH 7,4

Tabelle 3-4: Genutzte Reagenzien und deren Hersteller.

Reagenzien Hersteller
P_UTP Hartmann Analytic
Amersham Hyperfilm ECL GE Healthcare Limited
Calciumchlorisldsung Siemens
Citratldsung Sigma Aldrich
DNasel (10000 U/mL) Roche
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dNTPs (ATP, GTP, CTP, TTP, UTP), 100 mM | Peqglab

ECL Chemilumineszenssubstrat Thermo Scientific
EDTA-Ro6hrchen Microvette 200 K3E Sarstedt

HiPerfect Transfektionsreagenz Qiagen

iProof HF Taq Polymerase BioRad
KAPA-Sybr®FAST Peqlab
Lipidprofil-Testkassetten Alere

Pathromtin SL Siemens
Phosphataseinhibitor Cocktail Roche
Proteaseinhibitor Cocktail Roche

PageRuler Prestained Protein Standard Thermo Scientific
Restriktionsendonukleasen Xhol und BamHI New England Biolabs
RNasin Fermentas

T4-DNA Ligase New England Biolabs
T7-RNA Polymerase Roche

Taq DNA Polymerase Peqlab

Taq DNA Polymerase Qiagen

Thromborel S Siemens

Quick Spin Saulen Roche
Wischtestldsung Ultima Gold Perkin Elmer

3.1.3 Oligonukleotide

Alle genutzten Primer fir Mausgenotypisierungen, Klonierungen, sowie die Primer
und gegebenenfalls Sonden fur die gPCR sind in Tabelle 3-5, Tabelle 3-6 und
Tabelle 3-7 angegeben. Die Sequenzen aller Oligonuklerotide sind in 5’-3’-Richtung

angegeben.

Tabelle 3-5: Zur Genotypisierung der Mause genutzte Primer.

Allel 5’ Primer 3’ Primer
— GGC TGG CCA GGG AGA GCT
GAG GGC CGA AGC TGC GGC | AGG TC
m e | TGGGT GGC TGG CCA GGG AGA GCT
AGG TC
GCA CAG AAA GCATGATCC | TCC TTA TCT CTC ATG CCT CTC
TNFawt | o 16
TNFa ko %T GGG TGGAGAGGCTAT | )G TGA GAT GAC AGG AGA TC
ApoE wt | GCC TAG CCG AGG GAG AGC EGT GAC TTG GGA GCT CTG CAG
ApoE ko | CC GCC GCC CCG ACT GCATCT
Pl TCT GAG CTG GGG TCA ATG AAA
TCT GAG CTG GGG TCAATG | CC
e | ARACC TTC CTG ACT AGG GGA GGA GTA
GAA G
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Tabelle 3-6: Fiir Klonierungen genutzte Primer.

Die Sequenzen der Schnittstellen der Restriktionsendonukleasen sind Fett markiert.

Gen

5’ Primer

3’ Primer

muNox1-3’'UTR

GGC TCG AGC TTG GAG GAA
GCAGCACAGC

CCG GAT CCT AGC CAA AAT
TATAACTTTTTTCTTTTT
ATAATAC

muNox2-3'UTR

GGC TCG AGC TCC GCT CTT
TCA CCA GGA AAC

CCG GATCCT TAATGTTT
GCT ATTTCT GTT TAT TAG C

Tabelle 3-7: Zur gPCR genutzte Primer und Sonden.

Die doppelmodifizierten Sonden enthielten an ihrem 5°-Ende 6-FAM und an ihrem 3’-Ende TAMRA.

Gen 5’ Primer 3’ Primer Sonde
- GAPDH | CCCATG TTC GTC | TGG TCATGA GTC | CTG CAC CAC CAA
ATG GGT GT CTTCCACGATA | CTG CTT AGC ACC C
NS Iﬁg ’ég’.*r CT”/:S GGT AGC CAG CAT | TGG CAA GCA CGA
A AGC GGA TG CTT CCG GGT G
N AAA CCA GTG GCA ATG AAG ACT | ACT CCC AGG TTG
GAT CTG CCAAC | GGG CTC TC CCC ACA TTC CCA
— otss | CATGGTGTTCTT |CAATAACTAGCA | CTG GCT TGT GAA
GTG GTT GG ATT CCG CAG TG | AAA CAG TTG GGG C
o Nos | ceTTCCGCT CAG AGATCT TCA | _
ACCAGC CAGA | CTG CAT TGG CTA
VI TGC CTG ACC AGC GTT GCA TGT gg%g%%’é%ﬁ%’;%
CGC TATTATTC | TCT CTG TG
AAA TT
Ex %g ﬁfg TGTAGT TAT TAA GAA TGG | CCA ACA GTT CCA
Are CAC CATCAG TG | TTT CCA TGT GGG A
o TCA GCC TGC TCT | TCG AAG ATT TCA | ATT AAC CGG GAA
GTG TTG TC CGG ACC TC CGT GCC AAC AAT G
- TCT TCA CGT TCA |ACT TAATTG CTG | CCT ACC AAA TGG
TGG CTG AG AGG GCA TTG TTT GCC TGC ATC C
. GCT CCA CCA TGC TGA TCT TCA | TTC TCA CTG TGG
TGG AAA GAC TC | TCA AAG TTG G ATG GGA GGC TCT G
 eapDH | TTCACC ACC ATG | GGC ATG GAC TGT Eﬁg é;i gg gﬁ?
GAG AAG GC GGT CAT GA oA
TGG TGATTG TGA
GCC AAT ATG GAC
MUGCH1 /Txge ACATAG ATA | SSEAATATS C .
—cAm | ACC CCG CAG CCA GAG CGG CAG |_
GTC CAA TTC AGC AAA
e (A;é$ CGS(I QACS AAG TGC ATC ATC | TCC TAC CCC AAT
R GTT GTT CATACA | TTC CAA TGC TCT CC
oS | CAGCTG GGC CAT TGG AAG TGA | CGG GCA GCC TGT

TGT ACAAAC CTT

AGC GTT TCG

GAG ACCTTT GA
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uMiotq | CTG CAA CCA CTG CCT CCAAGA |ACT GCC TGC TGC
uMip- AGT CTT CTC AGC | CTC TCA GG TTC TCC TAC AGC C
GGA GGA ATT
muNox1 AGG CAA AAT ggl i.(r:é _'I_I'_?A CCA -
GGATT
Nox2 CCA ACT GGG GAG AGT TTCAGC | _
ATA ACG AGT TCA | CAA GGC TTC
TGT AAC AGA GTT CCG GTT ACT
muNox4 GGG AAA ACA CAA ACT ATG AAG | -
GTT GGA AGT
- g(/i(T: //i%eg%: AAT | ATG TCATAG TGT | CTG GGC ATT GAG
murolza OAG CAC ACA GGA GCG | GCT GTG CGG AA
UPROCR | TGGAGT TCC CTT GTG CAC ATG | TCA CCA CGC AAA
u TGG AGA ACC AC | AAG ATG CC ACA TGA AAG GGA G
 S100ag | CTC CGT CTT CAA | TCATTC TTG TAG gﬁé %g 2@1 %%
u GACATC GTTTG [AGGGCATGGTG |
CCA GTG CAG
TCT CCA ACA TGC
muSOD1 E\;ﬁc CTCATTTTA | n16 7o TOA TG ;
uSOD2 | GCT CTG GCC TGT CCCCCATIG | _
u AAG GGAGATG |AACTT
TTC TTG TTC TAC
muSOD3 | GGCTTGCTA | ASC TCGACTCCC |
CTG GAT TT
CTG
GCT TGG CTT ATG | CCT CAT CTG TGG | [CAAAG TCT AGG
muSPP1 GAC TOA GG CAT OAG G AGT TTC CAG GTT
TCT GAT GA
- CGG CAA GTC TTT | CCT TCT TCC ACA ggg (/iTAC/i gAAC/i 228
GGC AAG TCA ATC GAG AAA CAT
TFPI CGA GAA CCG CAG AAA TCT GGC | TGA GAA GAC AGC
mu ATTTGATACCC |CTTTCTGC TGT GAA GGC AGC A
INF CAT CTT CTC AAA | TGG GAG TAG ACA | CAC GTC GTA GCA
mutira ATT CGA GTG ACA | AGG TAC AAC CC | AAC CAC CAA GTG G
UCAM.1 | GACTCCATG CGC GTTTAG TGG | _
u "I |GCCCTCACTTG |GCTGTCTATC
W GTT GGC GAG CAG GGT TGG TCA g?g ¢§¢ gTTCA; Igﬁ
u GATGGAGTTC |GGGTTG oCT GTT

3.1.4 Antikérper

Die in Tabelle 3-8 angegebenen Antikorper, sowie Zweitantikorper und Blockierlo-

sungen wurden in den angegebenen Verdunnungen fur die Analysen mittels Dot Blot

und Western Blot genutzt.
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Tabelle 3-8: Genutzte Primar- und Sekundarantikorper.

Antigen Blockiermedium Primarantikorper Sekundarantikorper
B-Aktin TBST +3 % BSA X?c;ﬁ:ﬁ; 12500 (Sigma ?\/Heacs’zgr1l_:;g?>?e(1)tories)
CcDes TBST +3 % BSA ((](I\Slzill:l)iggrg)soo ?\Dﬂe?:?; 1L:;t())2r%(’zories)
eNOS TBST +3 % BSA ((](BeDN(Igi;c:::eonocoe) ?\Dﬂe?:?; 1L:;t())2r%(’zories)
INOS TBST +3 % BSA ((]g\l:l)ol?iol:cjiigge) ?\Dﬂe?:?; 1L:;t())2r%(’zories)
Nox1 TBST +3 % BSA SON ((jglr:tia Cruz) ?\i?:?oer 1:§t())c?gtories)
Nox2 TBST +3 % BSA ?g[?)lézic:s:gigcr)lce) ?\'}Ae?:?osr 1L:;t())2r%(’zories)
Nox4 TBST+3%BSA | (iovam) (Sigma Aldrih)
Nitrotyrosin TBST +5 % MP ((Jl\wiiltlirgg;rec;sm 11000 ?\'}Ae?:?osr 1L:;t())2r%(’zories)
P(239)VASP | PBSTT + 1 % Ham ?,Z(iz?r%\llﬁi/ﬁllipore) ((](\'/\/Ie?:?osr1l_:;82r%(’zories)
3.2 Zellen

3.2.1 Eukaryote Zelllinien und Primérzellen

Die fUr die Untersuchungen genutzten Zelllinien und Primarzellen sind in Tabelle 3-9

zusammengestellt.

Tabelle 3-9: Genutzte Zelllinien und Primarzellen.

Zellbezeichnung

Beschreibung

DLD-1-HO-1-Prom

DLD-1-Zellen (ATCC [CCL-221]) stabil mit dem humanen
Promotor der HO-1 transfiziert

Mono Mac 6

immortalisierte humane Monozyten/Makrophagen (DSMZ
[ACC124])

RAW 264.7

immortalisierte murine Monozyten/Makrophagen (ATCC
[CRL-2278])

TTP'" Peritonealzellen | Peritonealzellen aus TTP-Wildtypmausen

Peritonealzellen aus TTP-defizienten Mausen

TTP” Peritonealzellen

3.2.2 Kultivierung eukaryoter Zellen

Zur Vermeidung von Kontaminationen wurde bei Arbeiten mit eukaryoten Zellen mit
sterilisierten Geraten, steril verpackten Zellkulturflaschen und Pipetten, sowie mit
sterilisierten Medien unter einer Reinluftwerkbank gearbeitet. Die Zellen wurden bei
37 °C, 5 % CO»-Begasung und 100 % Luftfeuchtigkeit kultiviert.
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Die stabil mit dem Promotor der humanen Hamoxygenase 1 transfizierten Zellen
(DLD-1-HO-1-Prom) wurden in DMEM mit 10 % FKS und 0,2 mg/mL Zeozin kulti-
viert, dem zusatzlich 1 % PenStrep und 1 % Pyruvat zugesetzt wurden. Alle 3 bis 4
Tage wurden die Zellen mit 1 x PBS gewaschen und mit Trypsin/EDTA vom Fla-
schenboden abgeldst. AnschlieRend wurden die Zellen 1:9 in Kulturmedium verdunnt
und weiter kultiviert.

Die immortalisierten Zelllinien Mono Mac 6 (MM6) und RAW 264.7 (RAW) wurden in
DMEM mit 10 % FKS, 1 % PenStrep und 1 % Pyruvat kultiviert.

Die aus den Mausen isolierten Peritonealzellen (siehe Kapitel 3.3.5) wurden in
DMEM mit 1 % Pyruvat, jedoch ohne FKS und Phenolrot kultiviert.

3.2.3 Bestimmung der Lebendzellzahl

Die Bestimmung der Lebenszellzahl erfolgte mit Hilfe des Farbstoffs Trypanblau, der
intakte Zellmembranen nicht passieren kann, sodass lebende Zellen unter einem
Lichtmikroskop hell erscheinen, wahrenddessen tote Zellen blau angefarbt werden.
Hierfur wurden die Zellen 1:2 mit physiologischer Trypanblauldsung gemischt und auf
eine Neubauer Zahlkammer gebracht. Die Anzahl der Zellen I&sst sich nach folgen-
der Formel berechnen, wobei n die Anzahl der ausgezahlten Grol3quadrate angibt

und der Kammerfaktor in diesem Fall 10* war.

n

S

Zellzahl/mL = =— x Kammerfaktor x Verdiinnungsfaktor (31)
n

3.2.4 Stimulation von eukaryoten Zellen

3.2.4.1 Stimulation mit organischen Nitraten

Um den Effekt von organischen Nitraten auf den Promotor der humanen Hamoxyge-
nase zu ermitteln, wurden die DLD-1-HO-1-Prom-Zellen mit PETN oder ISMN be-
handelt. Hierfur wurden die Zellen, wenn sie zu 80 % konfluent waren fur 16 Stunden
in DMEM mit 1 % Pyruvat, ohne FKS und Phenolrot kultiviert. AnschlieRend wurden
die Zellen fur 8 Stunden entweder mit 50 yM PETN und DMSO als Losungsmittel-
kontrolle oder mit 50 yM ISMN und H,O als Losungsmittelkontrolle behandelt.

3.2.4.2 Stimulation mit Zytokinen
Die aus den Mausen isolierten Peritonealzellen und die RAW-Zellen wurden fir Un-

tersuchung der Expression proinflammatorischer Gene genutzt. Fur deren Analyse
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war eine Induktion der Expression dieser Gene ndétig. Dafur wurden die Peritoneal-
zellen nach einer 2-stindigen Adharenzphase an die Kulturschalen mit einem Ge-
misch aus 1 yg/mL LPS und 30 ng/mL murinen IFN-y fur die entsprechenden Zeiten
in DMEM ohne FKS und Phenolrot inkubiert. Als Kontrolle wurde nur DMEM ohne
FKS und Phenolrot genutzt.

FUr die Stimulation der MM6-Zellen wurden diese mit einem Zytokinmix aus
37,5 ng/mL TNFa, 30 ng/mL IFN-y und 3 ng/mL IL1B fur 2 bis 6 Stunden inkubiert.
Als Negativkontrolle wurden die entsprechenden Zellen mit DMEM ohne FKS und
Phenolrot behandelt. Fir den Test des Pilzmetabolits Gal wurden die Zellen

1 Stunde vor der Zytokinstimulation mit 1 mM Gal behandelt.

3.2.5 Transiente Transfektion von Zellen mit siRNA

Um den Einfluss eines Gens zu untersuchen, eignet sich entweder die Uberexpres-
sion dieses Gens oder die Verringerung des zu analysierenden Gens durch RNA-
Interferenz. Um den Effekt des Transkriptionsfaktors Nrf2 auf die Aktivitat des huma-
nen HO-1-Promotors herauszuarbeiten, wurde in den DLD-1-HO-1-Prom-Zellen spe-
zifisch die Nrf2-mRNA durch eine validierte anti-Nrf2-siRNA (S103246950) verringert.
Zur Kontrolle wurde eine Kontroll-siRNA (S103650325) transient in die Zellen transfi-
ziert. Die so erhaltenen Zellen wurden mit PETN bzw. ISMN oder den Losungsmitteln
DMSO bzw. H,O stimuliert und die HO-1-Promotoraktivitat in Reportergenanalysen
(siehe Kapitel 3.4.7) ermittelt.

Es wurden 8+10* DLD-1-HO-1-Prom-Zellen pro Vertiefung auf 12-Lochplatten aus-
gesat und am Folgetag ein Mediumwechsel mit 500 yuL Kulturmedium durchgefihrt.
37,5nM siRNA wurden in 100 yL Medium ohne FKS mit 3 uL/Ansatz HiPerfekt
Transfektionsreagenz nach den Herstellerangaben zugegeben. Nach 48 Stunden
wurden die Zellen, wie in Kapitel 3.2.4 beschrieben, mit 50 yM PETN bzw. 50 uM
ISMN oder den Ldsungsmitteln DMSO bzw. H20 fur 8 Stunden stimuliert, um die
PETN- und ISMN-induzierte HO-1-Promotoraktivitat zu messen. Die erfolgreiche Ver-
ringerung von Nrf2 in den DLD-1-HO-1-Prom-Zellen wurde mittels gRT-PCR uber-
pruft.

3.2.6 Analyse der mRNA-Stabilitét
Die Kontrolle der Stabilitat von mRNAs, insbesondere die von proinflammatorischen
Genen, ist ein wichtiger Regulationspunkt zur Aufrechterhaltung bzw. zur Verringe-

rung der Entzindung im Organismus. TTP als mRNA-bindendes Protein ist bekannt
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daflr, seine Ziel-mRNAs Uber die Regulation der mRNA-Stabilitat zu beeinflussen.
Um dies in Mauszellen zu analysieren, wurden mRNA-Abbauversuche durchgefuhrt.
Hierbei wurde DRB als Inhibitor der mRNA-Synthese eingesetzt, da es die RNA-
Polymerase ll-vermittelte Transkription hemmt. Nach der DRB-Zugabe kann keine
neue MRNA mehr transkribiert werden und es ist moglich, den Verlauf des mRNA-
Abbaus mittels qRT-PCR zu untersuchen. Die mRNA-Expression wurde nach 4-
stiindiger Stimulation gemessen und der Abbau Uber einen Zeitraum von 6 Stunden
nach DRB-Gabe in den Peritonealzellen verfolgt.

Die murinen Peritonealzellen wurden, wie im Kapiteln 3.3.5 beschrieben, aus den
TTP**- und TTP"-Méausen isoliert. Nach 2-stiindiger Adhdrenzphase wurden die Zel-
len fur 4 Stunden mit Zytokinen stimuliert (siehe Kapitel 3.2.4.2). AnschlieRend wur-
den die Zellen mit 78 yM DRB behandelt und nach 0, 15, 30, 60, 120, 240 und 360
Minuten mit GIT-Puffer lysiert. Nach Isolation der RNA (siehe Kapitel 3.4.4) erfolgte
die Analyse der mMRNA-Mengen mittels qRT-PCR (Kapitel 3.4.5).

3.3 Tiermodelle

3.3.1 Mausstamme

Fur die verschiedenen Untersuchungen wurden die im Folgenden naher beschriebe-
nen Mausstamme genutzt. Alle Tiere wurden in der zentralen Tierversuchseinrich-
tung der Johannes Gutenberg-Universitat Mainz unter kontrolliert pathogenfreien Be-
dingungen in einem 12 Stunden Tag/Nacht-Rhythmus mit Wasser und Futter ad libi-

dum gehalten.

3.3.1.1 TTP"-Méause

Tristetraprolindefiziente Mause auf dem Hintergrund von C57BL/6J-Mausen wurden
durch Insertion eines Neomycinresistenzgens in die proteinkodierende Region des
zweiten Exons in das Tristetraprolingen generiert. Dadurch wurden vielfaltige Stopp-
codons vor die Sequenz des putativen Zinkfingers eingeflhrt und es kommt nicht zur
Ausbildung des funktionellen TTP. Es konnte keine TTP-Expression in TTP” Mausen
nachgewiesen werden®’. Diese Mause wurden freundlicherweise von P.J. Black-
shear (Research Triangle Park, NC 27709) zur Verfugung gestellt und wurden hete-
rozygot verpaart. Die Mause wurden im Alter von 3 %2 bis 4 Monaten fur die Untersu-

chungen genutzt.
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3.3.1.2 TNFa-M3use

C57BL/6J-Mause mit Defizienz im Gen des Tumornekrosefaktor a (Stock 003008)
wurden von The Jackson Laboratory bezogen. Die TNFa”-M&use konnten homozy-
got verpaart werden. Die Mause wurden im Alter von 3 %2 bis 4 Monaten flr die Un-

tersuchungen genutzt.

3.3.1.3 TNFa'TTP"-Mause

TNFa”TTP"-Mause wurden durch Verpaaren von TNFa™-Mausen mit TTP*-
Mausen Uber drei Generationen erhalten (Kreuzungsschema siehe Abbildung 3-1).
Die doppeldefizienten Mause konnten homozygot verpaart werden. Die Mause wur-

den im Alter von 3 7 bis 4 Monaten fur die Untersuchungen genutzt.

. T . o0

TNFa TTP+
. ™ P
TNFa*-TTP* TNFa* TTP*"
I . 4GP0
TNFa- TNFa-TTP*-
F2:
TNFa*TTP**  TNFa’TTP*- TNFa* TTP**  TNFa*-TTP*
@ . 4P-¢
TNFo TTP* TNFo - TTP*

F3:

TNFoTTP** | TNFa*TTP*- | TNFa TTP-*

Abbildung 3-1: Kreuzungsschema zur Zucht der TNFa TTP"-Miuse.

3.3.1.4 ApoE™-Miuse

Anderungen im Lipidstoffwechsel sind ein Faktor, welcher das Risiko von proarteri-
osklerotischen Veranderungen erhoht. Apolipoptotein E ist unter anderem fur die zel-
luare Aufnahme von Lipoproteinen Uber den LDL-Rezeptor verantwortlich. Mause mit
Defizienz in diesem Gen besitzen ein erhdhtes Risiko an Arteriosklerose zu erkran-
ken. C57BL/6J-ApoE”-Mause wurden von Charles Rivers Laboratories bezogen und
fur die Behandlung von Arteriothrombosen mit dem Pilzmetabolit Galiellalacton ge-

nutzt.
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3.3.1.5 ApoE’TFPI""-Miuse

Ein erhdhtes arteriosklerotisches und thromborisches Risiko konnte in ApoE™ TFPI*"-
Mé&usen nachgewiesen werden'®?. TFPI als Inhibitor des TF-FVIla-Komplexes dient
dem Stopp der Blutgerinnung wahrend des extrinsischen Gerinnungsweges. Da
Mause mit kompletter TFPI-Defizienz nicht Gberlebensfahig sind, wurden die Unter-
suchungen zu der Wirkung von Gal mit TFPI-heterozygoten Mausen durchgefuhrt.
Bei diesen Mausen konnte eine Verringerung der TFPI-Expression um etwa 50 % im
Vergleich zu Wildtypmausen nachgewiesen werden, was zu einer verkurzten Blu-
tungsdauer fiihrt'®2. Die heterozygoten TFPI-Mause wurden der Arbeitsgruppe
freundlicherweise von D.Eitzman (University of Michigan Medical Center, Ml 48109-
0644) zur Verfigung gestellt. Sie wurden liber 3 Generationen mit ApoE”-Mausen
gekreuzt, um die doppeldefiziente Mause (ApoE’TFPI*) zu erhalten. Das Kreu-

zungsschema ist in Abbildung 3-2 dargestellt.

. T . 0

ApoE" TFPI*-
& | 4
ApOE*-TFPI** ApoE*-TTP-
J@ . 4P-¢
ApoE"- ApoE*TFPI*-
F2:
ApoE-TFPI** ApoE/TFPI*- ApoE*-TFPI** ApoE*-TFPI*-
I . 4P-°
ApoE-TFPI* ApoE-TFPI*

ApOE'/'TFP|+/+ ApoE--TFPI-- ApOE'/'TFP|+/'

Abbildung 3-2: Kreuzungsschema zur Zucht der ApoE"'TFPI”'-Méiuse.

3.3.2 Behandlung der TTP*-Zuchtmiuse mit N-Acetyl-L-Cystein (NAC)

Da TTP”-Mause infertil sind, erfolgte die Zucht der Mause auf heterozygotem Geno-
typ der Parentalgeneration. Hier zeigte sich jedoch schnell, dass nicht das nach
Mendel erwartete 1:2:1-Verhaltnis von wildtyp : heterozygot : defizient erreicht wurde,
da deutlich weniger TTP-defiziente Mause geboren wurden. Auf Grund des starken

prooxidativen Phanotyps der Mause, der durch einen Mangel an bioaktivem NO ge-
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kennzeichnet ist, wurde erwartet, mit einer antioxidativen Substanz das Geburten-
verhaltnis deutlich zu Gunsten der TTP”-Mause zu verschieben. NAC ist ein oral
verfugbarer antioxidativer Stoff, der den Mausen in den Zuchtkafigen in einer Kon-

zentration von 43 mM NAC Uber das Trinkwasser verabreicht wurde'®?.

3.3.3 Behandlung der ApoE”- und ApoE” TFPI""-M&use mit Galiellalacton

Um in murinen Tierversuchsmodellen arteriosklerotische Veranderungen auszuldsen,
ist eine Futterung der Mause mit fettreichem Futter notwendig. Als besonders geeig-
net fur ApoE-defiziente Mause hat sich die Westerntyp-Diat (WD) erwiesen. Die Zu-

sammensetzung des Futters ist der nachfolgenden Tabelle zu entnehmen.

Tabelle 3-10: Zusammensetzung des Westerntyp-Diat-Futters.

(Ssniff Spezialdiaten, E15775-34)

Komponente Zusammensetzung [%]
Rohprotein 17,1
Rohfett 22,2
Rohfaser 5,0
Rohasche 3,7
Starke 5,7
Zucker 34,0
Wasser 14,3

Sowohl die ApoE”-Mause als auch die ApoE” TFPI"-Mause wurden fir 12 bis 18
Wochen mit dieser Diat gefuttert. Eine Kontrollgruppe bekam fur den Zeitraum von
12 Wochen Normalfutter (ND), um den Einfluss der Diat auf den Krankheitsverlauf zu
analysieren. Um die Effekte einer Langzeitbehandlung mit dem antientzindlichen
Pilzsekundarmetabolit Gal auf die Auspragung von arteriosklerotischen und thrombo-
tischen Veranderungen zu untersuchen, wurden die mit WD geflutterten Mause fur 6
Wochen alle zwei Tage mit 10 mg/kg Gal intra peritoneal (i.p.) behandelt. Die Kon-
troligruppe erhielt PBS+10 % Ethanol (PBS+EtOH) i.p. Nach 12 bzw. 18 Wochen
wurden die Mause fur die Versuche getdtet und die Organe entnommen. In

Abbildung 3-3 ist das Versuchsschema der Behandlung der Mause dargestellt.
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jeden zweiten Tag

Behandlung mit Galiellelacton (10 mg/kg)
I
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Abbildung 3-3: Schematische Darstellung der Behandlung der ApoE"'- und ApoE"'TFPI""-
Mause mit Gal.

3.3.4 Entblutung, Téten und Organentnahme der Mause

Die M&ause wurden mit einer Uberdosis Pentobarbital (700 uL) i.p. lethal betdubt. An-
schliefend wurde der Thorax gedffnet und das Blut Gber Herzpunktion enthommen.
AuRerdem wurden Herz, Leber und die Aorta der Mause entnommen und bei -80 °C

gelagert.

3.3.5 Peritoneallavage

Die Isolation der Peritonealzellen aus Mausen wurde wie bereits beschrieben durch-
gefuhrt'®. Fir die Entnahme der Peritonealzellen wurde den M&usen nach Téten
durch zervikale Dislokation zunachst 5 mL einer kalten PBS-Lésung mit 3 % FKS mit
Hilfe einer 27 G Kanule in die Bauchhohle gespritzt. Nach der Injektion wurde der
Bauch der Mause fur 5 Minuten sanft massiert, sodass sich die Peritonealzellen von
der Bauchhohle ablosten. Die Flussigkeit wurde unter zu Hilfenahme einer 25 G Ka-
nule vorsichtig entnommen. Die erhaltene Suspension wurde fur 10 Minuten bei
200 xg zentrifugiert, die Zellen in DMEM ohne FKS resuspendiert und fur die mRNA-

Abbauversuche verwendet (siehe Kapitel 3.2.6).
3.4 Molekularbiologische Methoden

3.4.1 Klonierungen

Fur spatere RNA-Proteinbindungsanalysen wurden die 3'UTR-Bereiche der murinen
Nox1 und Nox2 in ein geeignetes Plasmid eingebracht. Hierfur wurde mittels PCR
die Nox1- und Nox2-3’'UTR aus murinen cDNAs amplifiziert. Da die daftr genutzten

Primer Schnittstellen fur die Restriktionsendonukleasen Xhol und BamHI enthielten,
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konnten die mit diesen Enzymen restringierten 3'UTR-Fragmente in den ebenfalls mit
Xhol und BamHI geschnittenen Vektor pCRSkript eingefluihrt werden.

Die Klonierungs-PCR wurde mit den in Tabelle 3-6 angegebenen Primern unter Nut-
zung der iProof HF Taq Polymerase von BioRad nach dem in Tabelle 3-11 beschrie-

benen Protokoll durchgefuhrt.

Tabelle 3-11: Zusammensetzung des PCR-Ansatzes zur Klonierung der Nox1- bzw. Nox2-3’'UTR
aus murinen cDNA-Proben.

Klonierungs-PCR Bedingungen
5 x Puffer 9 uL 94 °C | 3 Minuten
10 mM dNTPs 2 uL 30 x
10 yM 5’ Primer 2 uL 94 °C 30 Sekunden
10 yM 3’ Primer 2 uL 67,2 °C 45 Sekunden

o 1 Minute (Nox1-3’'UTR

25 mM MgCl, 1.5 4L 72°C 3 Minuten( (Nox2-3’UTI)?)
iProof HF Tag- 0.5 L
Polymerase
H,O 26 L 72 °C | 7 Minuten
DNA (50 ng/uL) 2 uL
Gesamt 45 uL

Nach vorangegangener Agarosegelelektrophorese und Dialyse wurde die gewonne-
ne DNA durch Phenol/Chloroform-Extraktion und anschlielende Ethanolfallung ge-
reinigt. Hierfir wurde die DNA aus den Gelfragmenten in einem Dialyseschlauch fur
1 Stunde bei 100 V in 600 pyL TAE-Puffer (1 x) extrahiert. Dem DNA-haltigen TAE-
Puffer wurde anschlieRend 10 Vol% NaAc (3 M) und 100 Vol% Phenol/Chloroform
zugesetzt. Die Losung wurde vollstandig durchmischt und fur 5 Minuten bei 16200 xg
zentrifugiert. Die obere wassrige Phase wurde in ein neues Reaktionsgefal} Uber-
fuhrt, 100 Vol% Chloroform zugegeben, gut durchmischt und erneut fir 5 Minuten bei
16200 xg zentrifugiert. Die obere Phase wurde in ein neues Reaktionsgefal® uber-
fuhrt und die DNA fur 1 Stunde bei -20 °C mit 250 Vol% Ethanol absolut gefallt. Nach
einer 5minltigen Zentrifugation bei 16200 xg wurde der Uberstand entfernt und das
DNA Pellet durch Zugabe von 70 %igem Ethanol und erneuter Zentrifugation gewa-
schen. Das DNA-Pellet wurde in 20 uL DNA-H,0 geldst.

Die derart hergestellten 3’UTR-Fragmente und das Plasmid pCRSkript wurden an-
schliefend Uber Nacht in einem Doppelverdau mit den Restriktionsenzymen Xhol
und BamHI nach den Herstellerangaben geschnitten. Am Folgetag wurde die DNA

aus allen drei Ansatzen mittels Phenol/Chloroform-Extraktion und anschlielende
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Ethanolfallung (siehe oben) gereinigt. Die Ligation der 3'UTR-Fragmente mit dem
Vektor erfolgte mit der T4-DNA Ligase nach den Herstellerangaben.

Anschlieend wurden die so hergestellten Plasmide pCRSkript-muNox1-3'UTR und
pCRSkript-muNox2-3’'UTR in kompetente Bakterien mittels Hitzeschock transfor-
miert. Dafur wurden 10 yL der Ligationsansatze mit 100 pL rekombinanten Bakterien
gemischt, fur 30 Minuten auf Eis inkubiert und fur 50 Sekunden einem Hitzeschock
bei 42 °C ausgesetzt. AnschlieRend wurde die Mischung 2 Minuten auf Eis ruhen
gelassen. Nachdem die Bakterien 1 Stunde bei 37 °C in 400 pL LB-Medium geschut-
telt wurden, wurden sie auf Selektionsagaroseplatten ausgestrichen und Uber Nacht
bei 37 °C inkubiert. Am Folgetag wurde eine Kultur mit einigen der gewachsenen
Kolonien angesetzt, ber Nacht bei 37 °C inkubiert und die bakterielle DNA isoliert.
Mittels DNA-Sequenzierung wurde die Sequenz der hergestellten Plasmide kontrol-
liert.

3.4.2 DNA-Isolation aus Mausschwanzspitzen

Da die verschiedenen fur die Untersuchungen genutzten Mause zum Teil heterozy-
got verpaart werden mussten, fur die Versuche jedoch nur defiziente Mause und de-
ren Wildtypgeschwister genutzt wurden, mussten die Mause nach dem Entwdhnen
von den Elterntieren zunachst genotypisiert werden. Hierfir wurde aus Schwanzge-
webe der Tiere die DNA isoliert und in spateren Genotypisierungsanalysen mittels
PCR eingesetzt.

Den Mausen wurden 0,5 cm des Schwanzes entfernt und Uber Nacht bei 55 °C in
250 pyL STE-Puffer mit 5 Vol% Proteinase K inkubiert. Am nachsten Tag wurden Zell-
trimmer und grobe Schwebstoffe bei 16200 xg flir 10 Minuten pelletiert und der
DNA-haltige Uberstand in ein neues ReaktionsgefaRR Uberfiihrt. Anschliefend wurde
10 Vol% NaAc (3 M), sowie 100 Vol% Phenol/Chloroform zugegeben, die Lésung
vollstandig durchmischt und fur 15 Minuten bei 16200 xg zentrifugiert. Die obere
wassrige Phase wurde in ein neues Reaktionsgefald uberfihrt und die enthaltene
DNA mit 100 Vol% Ethanol absolut fir 5 Minuten bei RT gefallt. Nach einer 5-
minutigen Zentrifugation bei 16200 xg wurde die pelletierte DNA mit 70 %iger Etha-
nollésung durch erneutes Zentrifugieren fur 5 Minuten bei 16200 xg gewaschen. Der
Uberstand wurde verworfen, die DNA (iber Kopf fir 10 Minuten bei RT getrocknet
und in 50 uyL DNA-Wasser aufgenommen. Die enthaltene DNA-Menge wurde photo-
metrisch mittels NanoDrop bei einer Wellenlange von 260 nm durch Nutzung des

Lambert-Beerschen Gesetztes ermittelt. Die Reinheit der DNA-Proben wurde zusatz-
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lich bei einem Verhaltnis der Adsorptionen bei 260 nm zu 280 nm von 1,8 angenom-

men.

3.4.3 Genotypisierung mittels PCR

Die aus den Mausschwanzspitzen isolierte DNA wurde mittels PCR und anschlie-
Render Agarose-Gelelektrophorese auf den Genotyp hin untersucht. Hierflr wurden
je nach Mausstamm die in Tabelle 3-5 aufgelisteten Primerpaare eingesetzt.

Die einzelnen Reaktionen wurden fur jedes Allel, wie in Tabelle 3-12 fur einen Reak-
tionsansatz beschrieben, pipettiert und die PCR unter den angegebenen Bedingun-
gen durchgefuhrt. Fur die Genotypisierungen des TTP-, TFPI- und TNFa-Lokus wur-
den Reagenzien von Peglab und fur die Typisierung des ApoE-Lokus Reagenzien

von Qiagen verwendet.

Tabelle 3-12: Zusammensetzung der PCR-Ansatze zur Genotypisierung und Reaktionsbedin-
gungen.

TTP/TFPI Genotypisierung TTP/TFPI Bedingungen

10 x Puffer 2,5 uL 94 °C | 3 Minuten

10 mM dNTPs 0,75 uL 30 x (TTP); 35 x (TFPI)
30 Sekunden

s oy o TTP

10 uM 5’ Primer 1,5 uL 94 °C 215 Sgkunden
(TFPI)

10 uM 3' Primer | 1,5 uL gg g g;EI)) 45 Sekunden
1 Minute (TTP)

25 mM MgCl; 2 uL 72 °C 45 Sekunden
(TFPI)

DNA-Polymerase | 0,3 pL

H,O 14,45 pL 72 °C | 7 Minuten

DNA (50 ng/uL) 2 uL

Gesamt 25 uL

TNFa Genotypisierung TNFa Bedingungen

10 x Puffer 2 L 94 °C | 5 Minuten

2 mM dNTPs 2 uL 30 x

10 uM 5’ Primer 2 uL 94 °C 1 Minute

10 uM 3’ Primer 2 uL 55 °C 1 Minute

1 mM MgCly 1 uL 72 °C 1 Minute

DMSO 0,2 uL

DNA-Polymerase | 0,2 pL 72 °C | 10 Minuten

Hzo 9 }JL

DNA (50 ng/uL) 2 uL

Gesamt 20,4 uL
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ApoE wt Genotypisierung ApoE wt Bedingungen
10 x Puffer 2,5 uL 94 °C | 5 Minuten
10 mM dNTPs 2 uL 35 X
10 uM 5’ Primer 2 uL 94 °C 1 Minute
10 uM 3’ Primer 2 uL 62 °C 1 Minute
25 mM MgCl, 2 uL 72 °C 1 Minute
DNA-Polymerase | 0,25 pL
H,O 13,25 L 72 °C | 10 Minuten
DNA (50 ng/pL) 1 L
Gesamt 25 uL

ApoE ko Genotypisierung ApoE ko Bedingungen
10 x Puffer 3L 94 °C | 5 Minuten
25 mM dNTPs 0,3 L 35 x
10 uM 5’ Primer 1 uL 94 °C 1 Minute
10 uM 3’ Primer 1 uL 57 °C 1 Minute
DNA-Polymerase | 0,25 L 72 °C 1 Minute
H.O 23,45 uL
DNA (50 ng/uL) [ 1L 72 °C | 10 Minuten
Gesamt 30 uL

Die Ansatze wurden nach der PCR mit 5 x DNA-Ladepuffer versetzt und auf 2%igen
Agarosegelen gelelektrophoretisch nach ihrer Ladung und dementsprechend ihrer
Grolde bei 120 V aufgetrennt. Die flr das betreffende Gen heterozygoten Mause
wurden flr die Zucht eingesetzt, die jeweiligen Wildtyp- und defizienten Mause wur-

den fur die verschiedenen Untersuchungen genutzt.

3.4.4 RNA-Isolation aus Zellen und Geweben

Zur Untersuchung der mRNA-Expression in Zellen und Geweben wurde zunachst die
gesamte RNA mittels Guanidiniumthiocyanat/Phenol/Chloroform-Extraktion'®* iso-
liert. Im Fall von Geweben wurden Stlcke der gefrorenen Organe in 800 uL GIT-
Puffer in einem TissueLyser bei 50 Hz fur 5 Minuten zerkleinert. Nach dem Entfernen
von Zelltrimmern durch 5minutiges Zentrifugieren bei 16200 xg und 4 °C wurde der
Uberstand in ein neues ReaktionsgefaR tberfiihrt, mit 10 Vol% 3 M NaAc, 100 Vol%
Phenol, sowie 50 Vol% eines Chloroform/Isoamylalkohol-Gemischs versetzt und gut
durchmischt. Die Proben wurden 15 Minuten auf Eis inkubiert und fur weitere
15 Minuten bei 16200 xg bei 4 °C zentrifugiert, bevor die wassrige Phase in ein neu-
es Reagiergefald uberfuhrt wurde. AnschlieBend wurde die RNA fur mindestens
60 Minuten bei -20 °C durch Zugabe von 100 Vol% Isopropanol gefallt. Nach 20-
minutiger Zentrifugation bei 4 °C und 16200 xg wurde das RNA-Pellet mit 50 Vol%
80 %igem Ethanol durch erneutes Zentrifugieren flr 5 Minuten bei 16200 xg und

4 °C gewaschen. Der Uberstand wurde entfernt und das Pellet fiir 5 Minuten bei RT
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getrocknet, bevor es in 40 yL DEPC-H,0 aufgenommen wurde. Die Menge an iso-
lierter RNA wurde photometrisch mittels Nanodrop bei einer Wellenlange von 260 nm
durch Nutzung des Lambert-Beerschen Gesetztes bestimmt. Als rein galt die RNA
bei einem Adsorptionsverhaltnis von 260 nm zu 280 nm von 2,0.

Handelte es sich bei den Ausgangsproben nicht um Gewebe sondern um Zellen, so
wurden diese mit 300 uL GIT-Puffer versetzt, von den Zellkulturplatten durch Ab-
schaben gelost und in ein Reaktionsgefal® Uberfluhrt, bevor mit der RNA-Isolation

begonnen wurde.

3.4.5 qRT-PCR

FuUr die Untersuchung der Expression von mRNA wurde in einem Zweischrittverfah-
ren zunachst die isolierte RNA in einer reversen Transkriptionsreaktion in cDNA um-
geschrieben und diese dann anschlie3end als Matrize in einer quantitativen Echtzeit-
PCR (qPCR) eingesetzt. Mit Hilfe dieser qPCR kann eine Matrizen-cDNA gleichzeitig
mit der Amplifikation quantifiziert werden. Es wird zwischen zwei verschiedenen
gPCR-Arten unterschieden: sondenbasierte oder sondenfreie Systeme.

Bei der sondenbasierten Analyse erfolgt die Quantifizierung der cDNA-Menge Uber
spezifische TagMan-Sonden. Hierbei ist die TagMan-Sonde ein sequenzspezifisches
Oligonukleotid, das zwischen 5’- und 3’'Primer an die Matrizen-cDNA bindet und am
5Ende an einen Reporterfarbstoff, wie zum Beispiel 6-Carboxyfluorescein (FAM),
und am 3’Ende an einen Quencher, zum Beipiel Carboxytetramethylrhodamin
(TAMRA), gebunden hat. Wa&hrend der Elongation wird durch die 5’-3'-
Exonukleaseaktivitat der genutzten DNA-Polymerase der Reporterfarbstoff von der
gebundenen Sonde abgespalten. Durch diese raumliche Trennung von Reporter und
Quencher ist ein Fluoreszenzsignal messbar. Je mehr DNA amplifiziert wird, umso
mehr Reporterfarbstoff liegt ungebunden vor und dies fuhrt zu einer Zunahme der
Signalstarke. Dieses Signal ist proportional zur Menge der amplifizierten DNA. Die
Menge der untersuchten mRNA kann durch den Vergleich zu einem konstitutiv ex-
primierten Gen normalisiert werden.

Weiterhin kann die cDNA-Menge auch uber die Interkalierung eines DNA-Farbstoffs
wie SybrGreen® in die amplifizierte DNA festgestellt werden. Diese Methode beruht
auf dem Lichtemissionspotential des Komplexes aus amplifizierter DNA und Farb-
stoff, da die genutzten Farbstoffe bevorzugt in doppelstrangige DNA eingebaut wer-
den. Auch hier ist die Menge des Fluoreszenzsignals proportional zu der Menge an

amplifizierter DNA, die im Vergleich zu einem konstitutiv exprimierten Gen quantifi-
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ziert werden kann. Da bei dieser Methode das dritte spezifische Oligonukleotid (die
Sonde) fehlt, wird die Spezifitat der genutzten Primer nach der eigentlichen qPCR-
Reaktion Uber eine Schmelzkurve ermittelt. Hierbei wird die Temperatur schrittweise
von 60 °C auf 95°C erhdht. Bei der fur das jeweilige Fragment spezifischen
Schmelztemperatur trennt sich der Doppelstrang und es kommt zu einem Abfall des
gemessenen Fluoreszenzsignals. Eine Unterscheidung zwischen spezifischen PCR-
Produkten und unspezifischen Primerdimeren ist auf Grund der Schmelztemperatu-
ren moglich. Aul3erdem gibt die Hohe der Scheitelpunkte der Schmelzkurven in etwa
die amplifizierte DNA-Menge wieder.

Als Richtwert fur die Quantifizierung der Ergebnisse wird der Schwellenwert C(T)
genutzt. Dieser bezeichnet den PCR-Zyklus, bei der sich die Fluoreszenzintensitat
der DNA gerade deutlich von dem Hintergrundsignal abhebt.

Fir die im ersten Schritt der qRT-PCR ndtigen reversen Transkription der RNA in
cDNA wurde das High Capacity cDNA RT Kit von Applied Biosystems verwendet. In
Tabelle 3-13 ist beispielhaft die Zusammensetzung eines Ansatzes fur die reverse

Transkription aufgezeigt.

Tabelle 3-13: Zusammensetzung eines PCR-Ansatzes zur reversen Transkription und Reakti-
onsbedingungen.

Einfacher Ansatz PCR Bedingungen
10 x Puffer 2 uL 10 Minuten 25°C
100 mM dNTPs 0,8 uL 2 Stunden 37 °C
10 x Primer 2 uL 5 Sekunden 85 °C
Reverse Transkriptase | 0,5 uL
H.0 4,7 uL
RNA (50 ng/uL) 10 pL
Gesamt 20 uL

Jeweils 2 uL der so hergestellten cDNA wurden mit den in Tabelle 3-7 angegebenen
Primern und Sonden flr einen Ansatz in die gPCR eingesetzt. Tabelle 3-14 zeigt den
Reaktionsansatz und die Bedingungen der qPCR sowohl fur den Einsatz von Sonden
als auch fur die Nutzung des KAPA-Sybr®FAST-Mix von Peqlab. Die gPCR wurde in
dem MyiQ von BioRad durchgefuhrt.
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Tabelle 3-14: Zusammensetzung eines qPCR-Ansatzes mit Sonde oder SybrGreen® und die
jeweiligen Reaktionsbedingungen.

gPCR mit Sonde PCR Bedingungen

2 x Puffer 12,5 pL 5 Minuten | 95 °C
10 mM dNTPs 1 uL 45 x
10 uM 5’-Primer 2 uL 15 Sekunden 95 °C
10 uM 3’-Primer 2 uL 1 Minute 60 °C
10 uM Sonde 1 uL
DNA-Polymerase 0,5 uL
H.O 4 ulL
cDNA 2 uL
Gesamt 25 uL

gPCR mit SybrGreen® PCR Bedingungen
2 x Mix 12,5 pL 5 Minuten | 95 °C
10 uM 5’-Primer 0,4 uL 45 x
10 uM 3’-Primer 0,4 uL 15 Sekunden 95 °C
H,O 7,2 uL 1 Minute 60 °C
cDNA 2 uL
Gesamt 20 uL 10 Sekunden |60 °C > 95 °C

Die Messung des Fluoreszenzsignals erfolgte nach der Elongation. Bei Messungen
mit interkalierendem Farbstoff erfolgte zusatzlich eine Messung des Fluoreszenzsi-
gnals nach jedem Erhdhen der Schmelztemperatur.

Die Auswertung der Ergebnisse bei sondenbasiertem und sondenfreiem System er-
folgte mit Hilfe der 222N Methode'®®, bei der die jeweiligen C(T)-Werte jeder Pro-
be auf die Werte der konstitutiv exprimierten Gene bezogen werden und diese an-

schliel3end auf eine Kontrollgruppe normiert werden.

3.4.6 UV-Crosslink

Eine Mdglichkeit die direkte Interaktion von RNA und Protein zu untersuchen ist die
des UV-Crosslinks. Wahrend der Arbeit wurde diese Technik genutzt, um Proteinbin-
dungsstudien an der 3’'UTR der murinen Nox2 und Nox1 durchzuflhren. Bei dieser
Methode wird ein rekombinant hergestelltes Protein (TTP und HuR) an in vitro trans-
kribierte und mit *’P-radioaktiv markierte RNA (murine Nox1- und Nox2-3'UTR-
Sequenz) mittels UV-Exposition irreversibel gebunden. Nicht durch Proteinbindung
geschitzte RNA wird mittels RNase-Verdau entfernt. Der Protein-RNA-Komplex wird
Uber eine SDS-Gelelektrophorese der Gro3e nach aufgetrennt. Nach Belichtung ei-
nes Positivfilms durch radioaktiven Zerfall der RNA-Markierung kann dieser Komplex

nachgewiesen werden.
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3.4.6.1 Linearisierung der 3’ UTR-Konstrukte

Die fur den UV-Crosslink eingesetzten Konstrukte, die in Tabelle 3-15 zusammenge-
fasst sind, waren durch Klonierung hergestellte Plasmide, die die gewlnschten
3'UTR-Sequenzen unter der Regulation eines T7-Polymerasepromotors beinhalte-
ten. Diese wurden zunachst durch Restriktionsverdau mit den angegebenen Restrik-

tionsenzymen linearisiert und fur die in vitro Transkription eingesetzt.

Tabelle 3-15: Fir UV-Crosslink-Analysen genutzte 3’ UTR-Konstrukte und deren Restriktions-
enzyme fiir die Linearisierung.

3’ UTR Konstrukt Restriktionsenzym
hu c-Fos BamHlI
hu TNFa BamHlI
mu Nox1 BamHlI
mu Nox2 BamHI
hu iINOS BamHlI

FUr den Restriktionsverdau wurden jeweils 30 ug der 3’'UTR-Konstrukte mit den ent-
sprechenden Enzymen uber Nacht geschnitten und am Folgetag gereinigt. Dafur
wurden dem Reaktionsansatz 10 Vol% NaAc (3 M) und 100 Vol% Phenol/Chloroform
zugegeben, gut durchmischt und far 5 Minuten bei 16200 xg zentrifugiert. Die wass-
rige Phase wurde in ein neues Reaktionsgefal® uberfuhrt und mit 100 Vol% Chloro-
form versetzt, gemischt und wiederum 5 Minuten bei 16200 xg zentrifugiert. Der
oberen Phase wurden 250 Vol% Ethanol absolut zugegeben und die DNA fur
60 Minuten bei -20 °C gefallt. Nach einem Zentrifugationsschritt fur 15 Minuten bei
16200 xg und 4 °C wurde der Uberstand entfernt und das DNA-Pellet in 70 %iger
Ethanolldsung erneut zentrifugiert. Der Uberstand wurde entfernt und das Pellet
5 Minuten Uber Kopf getrocknet, bevor die DNA in 40 uyL DEPC-H,0O geldst wurde.

Die DNA-Konzentration wurde mittels NanoDrop bestimmt.

3.4.6.2 In vitro Transkription
Fur die in vitro Transkription der linearisierten 3’'UTR-Konstrukte wurde 1 ug dieser
mit einer T7-RNA-Polymerase in sSRNA umgeschrieben. Hierfur wurde zunachst pro

3'UTR-Konstrukt der in Tabelle 3-16 angegebene Mix 1 zusammengestellt.
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Tabelle 3-16: Zusammensetzung von Mix 1 fiir UV-Crosslink.

Mix 1
10 x Transkriptionspuffer | 2 uL
3,3 mM CAG-Mix 3 uL
RNasin 1 uL
100 uM UTP 1 uL
“P-UTP 3L
RNA-Polymerase 1 uL
DEPC-H,0 X uL
Linearisierte 3UTR 1 ug
Gesamt 20 uL

Die Ansatze wurden fur 1 Stunde bei 37 °C im Wasserbad inkubiert und anschlie-
Rend mit dem Mix 2 (siehe Tabelle 3-17) versetzt.

Tabelle 3-17: Zusammensetzung von Mix 2 fiir UV-Crosslink.

Mix 2
1 x Transkriptionspuffer 3 uL
DEPC-H,0 25 uL
DNasel 2 uL
Gesamt 30 uL

Die Ansatze wurden fur 45 Minuten im Wasserbad bei 37 °C inkubiert und die radio-
aktive RNA mit Hilfe von Quick Spin Saulen gereinigt. Hierfir wurden diese Saulen
mit den Ansatzen beladen und fur 2 Minuten bei 600 xg zentrifugiert. 1 uL des Durch-
flusses wurden in 4 mL Wischtestlosung zur Bestimmung der Aktivitat [CPM] und
somit fiir die Bestimmung des EinbaumaRes der **P-UTPs in die RNA entnommen
und im TRI-CARB 1900CA vermessen. Die restliche radioaktiv-markierte Sonde
wurde Uber Nacht bei -20 °C gelagert.

3.4.6.3 UV-Crosslink
Die am Vortag hergestellten radioaktiven RNA-Sonden wurden am Folgetag mittels
UV-Strahlung irreversibel mit den zu untersuchenden Proteine verknupft. Hierflr

wurde der in Tabelle 3-18 angegebene Mix 3 hergestellt.
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Tabelle 3-18: Zusammensetzung von Mix 3 fiir UV-Crosslink.

Mix 3
1,6 Mio CPM Sonde X ML
DEPC-H,0 y uL
Protein 5 uL
Crosslink-Puffer 7,5 uL
12,5 mM ATP 1 uL
80 mM MgCl, 1 ulL
0,5 M Creatinphosphat 1 uL
0,4 M tRNA 1 uL
2,4-7,5 mM Heparin 1 uL
40 mM DTT 1 uL
0,14 mM BSA 1 uL
Gesamt 30 uL

Die Ansatze wurden 20 Minuten bei 37 °C zur Protein-RNA-Bindung inkubiert. Die
Interaktion wurde anschliel3end fur 2 x 999 Sekunden bei 125 mJ im UV-Crosslinker
(GS Genelinker UV-Chamber) irreversibel verbunden. Die nicht durch Proteininterak-
tion geschiutzte RNA wurde durch RNasen abgebaut. Daflr wurde der in Tabelle

3-19 beschriebene Mix 4 zugegeben.

Tabelle 3-19: Zusammensetzung von Mix 4 fiir UV-Crosslink.

Mix 4
RNase A/T1-Puffer 1,8 uL
730 mM RNase A 2 uL
RNase T1 (100 U/uL) 0,2 uL
Gesamt 4 uL

Die Ansatze wurden fur 30 Minuten bei 30 °C im Wasserbad inkubiert, bevor ihnen
6 uL 5 x Laemmli-Puffer zugegeben wurde und die Proben fur 5 Minuten bei 95 °C
denaturiert wurden. Anschliel3end wurden sie auf ein 10 %iges SDS-Gel (siehe Kapi-
tel 3.5.4.1) geladen und die Protein-RNA-Komplexe fur 2 Stunden bei 100 V aufge-
trennt. Das zuvor in 10 % Glyzerin eingelegte Gel wurde in einem Vakuumtrockner
(Gel Dryer) getrocknet und ein aufgelegter Positivfilm fur 3 Tage bei -80 °C belichtet

und anschlieRend entwickelt.

3.4.7 Reportergenanalysen

Reportergenanalysen sind eine Methode zur Untersuchung von regulatorischen Ele-
menten, wie 3’- oder 5’UTRs, sowie Promotoren. Bei Promotoruntersuchungen wird
der zu analysierende Bereich, in diesem Fall die 11 kb Promotorsequenz der huma-

nen HO-1, vor ein Reportergen kloniert. Als Reportergene eignen sich vor allem Ge-
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ne, deren Produktaktivitdt mittels Chemilumineszenz untersucht werden kann, wie
zum Beispiel das Luziferasegen des Leuchtkafers (firefly-Luziferase) oder das der
Seefeder (Renillaluziferase). Wird ein Luziferasekonstrukt in Zielzellen transfiziert
und von diesen exprimiert, kann die Menge des exprimierten Proteins Uber einen
Enzymtest nachgewiesen werden. Dabei wandelt die Luziferase ihr Substrat
D-Luziferin unter Einwirkung der Cofaktoren ATP, Coenzym A und Mg?* in Oxyluzife-
rin um. Die bei der Umwandlung entstehende Biolumineszenz kann in einem Lumi-
nometer ermittelt werden und ist proportional zur Expression des Reportergens. Fur
die Normierung der so erhaltenen Aktivitat kann entweder die Gesamtproteinmenge
der Proben flr stabil transfizierte Zellen oder die Luziferaseaktivitat eines bei der
transienten Transfektion mittransfizierten zweiten Plasmids mit z.B. einem Renillalu-
ziferasekonstrukt genutzt werden. Im letzteren Fall wird im Luminometer die Umset-
zung des Renillasubstrats Coelenterazin detektiert. Da die DLD-1-HO-1-Prom-Zellen
jedoch stabil mit dem HO-1-Promotor transfiziert worden waren, erfolgte bei diesen
Zellen die Normierung der Luciferasewerte auf Grund der Gesamtproteinmenge.

Fir die Reportergenanalysen wurden 5¢10* Zellen/Vertiefung DLD-1-HO-1-Prom-
Zellen auf eine 24-Lochplatte ausgebracht und bei einer Konfluenz von 80 % fur
16 Stunden mit DMEM ohne FKS und Phenolrot kultiviert. Fir die Stimulation der
Zellen wurden diese 8 Stunden mit den organischen Nitraten PETN und NTG und
den dementsprechenden Losungsmittelkontrollen DMSO und H>O behandelt (siehe
Kapitel 3.2.4). Anschliel3end wurden die Zellen in 1 x PLB lysiert. Die Luziferasesub-
stratldsung wurde, wie in Tabelle 3-20 angegeben, hergestellt. Es wurden 20 uL der
Zelllysate in 96-Lochplatten vorgelegt und die Luziferasewerte 5 Sekunden nach Zu-
gabe von je 100 pL Luziferasesubstratidsung gemessen. Um den Faktor des Lyse-
puffers zu prifen, wurden ebenfalls die Luziferasewerte des 1 x PLB ermittelt. Die
Normierung auf die Gesamtproteinmenge erfolgte durch Quotientenbildung von Luzi-

ferasewerten zu Proteinwerten der jeweiligen Proben.

Tabelle 3-20: Zusammensetzung der Luziferasesubstratlésung.

Luziferasesubstratlosung
2 x Luziferasepuffer 5 mL
H.0 4,471 mL
12,5 mM D-Luziferin 376 pL
27 uM Coenzym A 100 pL
100 mM ATP 53 uL
Gesamt 10 mL
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3.5 Proteinbiochemische Methoden

3.5.1 Bestimmung der Gesamtproteinmenge nach Bradford
Um die Gesamtproteinmenge von Zell- oder Gewebelysaten zu messen, wurde eine

photometrische Bestimmung nach Bradford'®®

genutzt. Das Prinzip dieser Technik
beruht auf der Anderung des Absorptionsspektrums des Farbstoffs Coomassie-
Brilliant-Blau von rostrot in der unkomplexierten, kationischen Form zu blau in der
proteingebundenen, anionischen Form bei 595 nm. Die Zunahme der gemessenen
Extinktion ist propotional zur Menge der in der Losung enthaltenen Proteine. Als
Standard wurde eine BSA-Verdunnungsreihe mit bekannter Konzentration genutzt.
Die Extinktion wurde bei 595 nm gemessen und die Proteinkonzentration mittels
Standardgerade ermittelt.

Da der zur Herstellung von Zell- und Gewebelysaten (siehe Kapitel 3.5.2) genutzte
RIPA-Puffer, im Gegensatz zu dem bei Reportergenanalysen genutzten PLB , einen
Einfluss auf die Proteinmessung hat, wurde fur diese Proben auch den BSA-

Standardproben RIPA in gleichen Mengen zugesetzt.

3.5.2 Proteinisolation aus Zellen und Geweben

Zur Untersuchung von Proteinexpressionen mittels Western Blot oder Dot Blot in
Zell- oder Gewebeproben wurden diese mit Hilfe eines RIPA-Puffers lysiert. Hierfur
wurden Stucke der gefrorenen Mausgewebe in 250 uL RIPA fir 5 Minuten bei 50 Hz
in einem TissuelLyser zerkleinert und anschlieRend die Zelltrimmer durch Zentrifuga-
tion bei 16200 xg fir 5 Minuten abgetrennt. Der proteinhaltige Uberstand wurde bei
-20 °C bis -80 °C bis zur Benutzung aufbewahrt.

Bei der Proteinisolation aus Zellen wurden diese nach der vorangegangenen Be-
handlung mit RIPA durch mehrmaliges Einfrieren und Auftauen lysiert. Anschlie3end
wurden die Zellen mit Hilfe eines Schabers von der Zellkulturschale abgeldst, in ein
geeignetes Reaktionsgefal® Uberfuhrt und in einem Bioruptor mittels Ultraschall fur
8 Zyklen zu je 30 Sekunden homogenisiert. Zelltrimmer wurden durch Zentrifugation
bei 16200 xg fur 5 Minuten abgetrennt und die Proben bei -20 °C bis -80 °C gelagert.

3.5.3 Féllung von Proteinen

Um Proteine fur spatere Untersuchungen zu konzentrieren, wurden diese mit Hilfe
von Methanol und Chloroform'™” gefallt. Hierzu wurde die gewiinschte Proteinmenge
mit H>,O auf 100 pL aufgefullt und 400 Vol% Methanol, 100 Vol% Chloroform, sowie

300 Vol% H,O =zugegeben und stark durchmischt. Zur Phasentrennung wurde
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5 Minuten bei 16200 xg zentrifugiert. Da sich die Proteine in der Interphase sam-
meln, wurde die obere Phase vorsichtig verworfen und die Proteine mit 300 Vol%
Methanol geféllt. Nach anschlieBender Zentrifugation bei 16200 xg fur 5 Minuten
konnte der Uberstand vorsichtig abgesaugt und das Proteinpellet fiir 5 Minuten ge-
trocknet werden. Wurden die Proben fur Immunfarbungen mittels Western Blot ge-
nutzt, wurden sie in 15 yL 2 x Laemmli aufgenommen und bei 95 °C fur 5 Minuten

denaturiert.
3.5.4 Immunfarbungen mittels Western Blot und Dot Blot

3.5.4.1 Western Blot

FUr Analysen der Proteinexpression in verschiedenen Proben wurden diese mittels
Western Blot nachgewiesen. Vor dem eigentlichen Western Blot wurde eine eindi-
mensionale SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese durchgefuhrt. Durch Zugabe des
anionischen Detergens SDS wird dabei die Eigenladung der Proteine Uberdeckt, so-
dass die Proteinauftrennung in der Matrix bei dieser Methode allein der GroRRe der
Proteine entsprechend erfolgt. Aulerdem werden durch Erhitzen der Proben flr
5 Minuten bei 95 °C in SDS-haltigen Laemmli-Puffer die Tertiar- und Quartarstruktu-
ren denaturiert. Das Polyacrylamidgel besteht aus zwei Komponenten: Einem hoch-
prozentigen Trenngel und dem niederprozentigen Sammelgel, welches das Trenngel
Uberschichtet. Zunachst werden die Proteine im grobporigen Sammelgel konzen-
triert, sammeln sich an der Phasengrenze zum engporigen Trenngel und werden dort
aufgetrennt. Nach erfolgter Gelelektrophorese werden die Proteine auf eine Nitrocel-
lulosemembran Ubertragen und kénnen dort durch spezifische Antikdrper nachge-
wiesen werden.

Die Zusammensetzung von Sammel- und Trenngel fir je zwei 1,5 mm dicke Gele ist

in Tabelle 3-21 dargestellt.

Tabelle 3-21: Zusammensetzung von Sammel- und Trenngel.

Sammelgel (4 %) Trenngel (10 %)
H,0 4,60 mL 6,70 mL
1,5 M Tris-HCI (pH 8,8) | 1,88 mL 4,22 mL
10 % SDS 75,00 pL 168,75 uL
30 % Acrylamid 975 uL 5,63 mL
TEMED 9,75 uL 11,25 uL
10 % APS 49,50 uL 112,5 uL
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Nach dem Polymerisieren des Gels wurden die in Laemmli-Puffer aufgenommenen
Proben fir 5 Minuten bei 95 °C im Heil3block denaturiert, kurz zentrifugiert und in das
Gel, welches in eine mit 1 x Laufpuffer gefillte Laufkammer eingespannt wurde, ein-
gefullt. Als Grollenmarker wurde ein Proteinstandard von Thermo Scientific verwen-
det. Bis zum Einlaufen der Proben in das Trenngel wurde eine Initialspannung von
80 V angelegt. Anschliellend wurde die Spannung auf 120 V erhoht und die Proteine
so lange aufgetrennt, bis die Lauffront gerade aus dem Gel hinausgelaufen war. Das
Sammelgel wurde abgetrennt und das Trenngel fir 15 Minuten in Transferpuffer in-
kubiert, bevor ein 3 Lagen Whatmanpapier, Nitrocellulosemembran, Gel und 3 weite-
re Lagen Whatmanpapier Ubereinander gestapelt wurden. Im WetBlot-Verfahren
wurden anschlieRend die Proteine auf die Nitrocellulosemembran in Transferpuffer
fur 2,5 Stunden bei 300 mA Ubertragen. Die Nitrocellulosemembran wurde 1 Stunde
in Blockierldsung geschwenkt, um ungesattigte Bindungsstellen zu blockieren. Der
Primarantikdrper wurde Uber Nacht bei 4 °C inkubiert. Am nachsten Tag wurde nach
drei 5Sminlatigen Waschschritten mit Waschpuffer der meerrettichperoxidasegekoppel-
te Zweitantikorper fur 1,5 Stunden bei RT an den Primarantikbrper gebunden. Nach
erneutem Waschen der Membran fur je 3 x 5 Minuten mit Waschpuffer wurde die
Membran mittels ECL-System von Thermo Scientific entwickelt. Die Expression der
untersuchten Proteine wurde mit Hilfe eines konstitutiv exprimierten Proteins (z.B.
GAPDH) normalisiert. Die Auswertung der Western Blots erfolgte mittels densitome-

trischer Analyse.

3.5.4.2 Dot Blot

Eine vereinfachte Mdglichkeit fur die Analyse von Proteinen ist die Dot Blot-Methode.
Hierbei wird auf die gelelektrophoretische Auftrennung der Proteine verzichtet. Die
Proteine werden direkt als Punkte auf eine Membran aufgebracht und durch spezifi-
sche Antikorper detektiert.

Fir die Untersuchung von nitrotyrosinpositiven Proteinen in Herzen von TTP**- und
TTP”-Mausen wurden 20 Mg Protein pro Punkt unter Absaugen auf die Membran
aufgebracht. AnschlieRend wurden die Punkte mit jeweils 200 yL PBS 2 x gespuilt.
Nach Entfernen der Membran aus der Apparatur wurden freie Bindungsplatze auf
dieser unspezifisch durch Zugabe von Blockierlosung fur 1 Stunde besetzt. Der Pri-
marantikdrper wurde Uber Nacht bei 4 °C inkubiert. Nach 5 Waschschritten fur je-

weils 10 Minuten mit PBST wurde der Sekundarantikorper fur 1 Stunde zugegeben.
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Nach erneutem Waschen der Membran wurde diese mit ECL-Substrat entwickelt.

Die Auswertung der Dot Blots erfolgte mittels densitometrischer Analyse.
3.6 Funktionsanalysen

3.6.1 Blutdruckmessung

Der systolische und diastolische, sowie der Gesamtblutdruck und der Puls der Mau-
se wurde mit einer am Schwanz angelegten Manschette von einem Sensor (CODA
Monitor) aufgenommen. Die Messungen wurden zwischen 13:00 und 17:00 Uhr von
Zhixiong Wu durchgefuhrt. Nach 30 Minuten Gewodhnungszeit im Mausfixierer auf

einer Warmeplatte wurde die Blutdruckmessung pro Maus 10-15 Mal wiederholt.

3.6.2 Bestimmung des Blutbildes

Die Bestimmung des Mausblutbildes erfolgte mit Hilfe des Hemavet 950 FS. Frisches
Vollblut wurde in EDTA-beschichteten Réhrchen aufgefangen und gut durchmischt,
um sicherzustellen, dass das Blut mit dem Koagulanz in Berihrung kam. Die Proben
wurden mindestens 5 Minuten bei RT inkubiert. Zur Analyse der Blutwerte im Hema-
vet 950 FS wurden 20 uL Blut bendtigt.

3.6.3 Endothelfunktionsmessung

Eine Verschlechterung der Endothelfunktion ist ein erstes Symptom flr die Ausbil-
dung von arteriosklerotischen Veranderungen®. Daher wurde die Endothelfunktion
verschiedener Mausaorten untersucht. Hierfur wurden 3 mm grof3e Aortenringe in
Organbadkammern fur isometrische Spannungsmessungen gehangen, mit Norepi-
nephrin maximal kontrahiert und die endothelabhangige Relaxation mit zunehmen-
den Acetylcholinkonzentrationen ermittelt. Zusatzlich erfolgten Messungen mit dem
spezifischen NO-Synthasehemmer L-NAME (1mM). AulRerdem wurde die Gefalirela-
xation mit dem generellen NO-Donor SNP ermittelt. Die Messungen wurden von Dr.

Ning Xia und Zhixiong Wu nach dem etablierten Protokoll durchgefuhrt.

3.6.4 Lipidprofil

Es wurde beschrieben, dass die Entwicklung einer eDF wahrend der Entwicklung
einer Arteriosklerose im Menschen abhangig vom Lipidstoffwechsel ist'®2. Um zu un-
tersuchen, ob dies auch fiir das chronische Entziindungsmodell der TTP"-Mause
zutrifft, wurde das Lipidprofil in Vollblutproben von TTP**- und TTP”-M3ausen mit
Hilfe des Alere Cholestech LDX Systems und Lipidprofiltestkassetten ermittelt. Es

wurden 40 uL Vollblut auf eine Kassette aufgebracht und die Werte fir Gesamtcho-
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lesterin (TC), HDL-, LDL- und nicht-HDL-Cholesterin (nHDL), sowie Triglyceride
(TRG), Glukose (Glu) und das Verhaltnis von Gesamtcholesterin zu HDL-Cholesterin
(TC/HDL) bestimmt.

3.6.5 ROS-Messungen

Da reaktive Sauerstoffspezies eine wichtige Rolle bei pathophysiologischen Prozes-
sen wie bei oxidativem Stress spielen, wurde deren Vorkommen in murinen Proben
auf unerschiedliche Weisen getestet: Im Vollblut wurde die ROS-Bildung unter
PDPu-stimulierten Bedingungen ermittelt, in Herzfraktionen wurde die NADPH-
Oxidaseaktivitat bestimmt, wahrend die vaskulare ROS-Produktion in Aortenschnit-
ten mit Dihydroethidin (DHE) ermittelt wurde.

3.6.5.1 ROS-Bildung im Vollblut

Die oxidative Belastung in frischem Vollblut, das mit Citrat versetzt wurde, wurde un-
ter dem Einfluss von 1 yM PDBu mittels 100 uM L-012-ECL in der Arbeitsgruppe von
Univ.-Prof. Dr. Daiber in der 2. Medizinischen Klinik der Universitatsmedizin Mainz

nach dem dort gangigen Protokoll ermittelt.

3.6.5.2 NADPH-Oxidaseaktivitat in Herzfraktionen

Die NADPH-Oxidase-abhangige Superoxidbildung wurde in Herzgeweben nach einer
Glas/Glas-Homogenisierung in Anwesenheit von 200 yM NADPH durch 5 uM Luzi-
genin gemessen. Die Messungen wurden in der Arbeitsgruppe von Univ.-Prof. Dr.

Daiber in der 2. Medizinischen Klinik der Universitatsmedizin Mainz durchgefuhrt.

3.6.5.3 Vaskulare ROS-Bildung

Die vaskulare Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies wurde mit Hilfe von DHE-
abhangiger (1 yM) Fluoreszenzmikrotopographie in Aortenschnitten analysiert. Die
Messungen wurden in der Arbeitsgruppe von Univ.-Prof. Dr. Daiber in der 2. Medizi-

nischen Klinik der Universitatsmedizin Mainz durchgefuhrt.

3.6.6 Schwanzvenenblutungszeit

Um die Hamostase in Mausmodellen zu evaluieren, wurden die Schwanzvenenblu-
tungszeiten (TVBT) in den verschiedenen Mausstammen ermittelt. Hierzu wurden die
Mause fixiert, ein 0,5 cm langes Stuck vom Schwanz abgetrennt und der Schwanz in
37 °C warme NaCl-Lésung (162 mM ) getaucht. Die Zeit zum vollstandigen Stopp der

Blutung wurde gemessen.
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3.6.7 Gerinnungsanalysen

Die Untersuchung des intrinsischen und extrinsischen Koagulationsweges erfolgte in

einem Amelung Koagulometer. Der intrinsische Blutgerinnungsweg wurde Uber die

Messung der partiellen Thromboplastinzeit (aPTT), die extrinsische Gerinnung Uber

die Prothrombinzeit (PT) ermittelt.

Messkiivette Das Prinzip des Koagulome-
AN ters ist in Abbildung 3-4 dar-

gestellt. Wahrend der Mes-

sung dreht sich die Messku-

vette in der Apparatur. Durch

Stahlkugel die Schraglage bleibt die

hagnetsensor Stahlkugel in der Messkuvette

b immer am tiefsten Punkt.
Durch Zugabe der jeweiligen

Abbildung 3-4: Kugelprinzip des Amelung Koagulometers. Reagenzien wird die Gerin-

Verandert nach MERLIN Medical, 31.07.2013, 13:41 nungsreaktion eingeleitet. Ist
die Gerinnung vollstandig, dreht sich die Stahlkugel mit, verlasst den Erfassungsbe-
reich des Magnetsensors und stoppt die Zeitmessung.

FUr die Messungen wurde das Blut frisch mittels Herzpunktion gewonnen und 9:1 mit
Citratldsung gemischt, um ein vorzeitiges Gerinnen der Proben zu verhindern. Das
Blut wurde bei 600 xg 20 Minuten bei RT zentrifugiert und das Plasma fur die Unter-
suchungen eingesetzt.

Zur Ermittlung der Prothrombinzeit (PT) wurden 50 uL Plasma in die Kuvette gege-
ben, fir eine Minute bei 37 °C inkubiert und die Reaktion durch Zugabe von 100 pL
Thromborel S gestartet. Die Zeit bis zur vollstandigen Gerinnung der Probe wurde
gemessen.

Die partielle Thromboplastinzeit (aPTT) wurde durch die Zugabe von 50 uL Pathrom-
tin SL zu 50 uL Citratplasma gemessen. Nach einer 5minitigen Inkubation bei 37 °C
wurde die Messung durch Zugabe von 50 uL einer 0,025 M Calciumchloridlésung
gestartet. Die Zeit zur Bildung des Koagels wurde gemessen und entspricht der par-

tiellen Thromboplastinzeit.

3.6.8 Intravitalmikroskopie
Mit Hilfe der Intravitalmikroskopie wurde die Plattchen-Endothelzell-Interaktion in der

Karotisarterie von ApoE"'- und ApoE'/'TFPI”'-Méusen vor dem Hintergrund einer ar-
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teriosklerotischen Erkrankung in vivo ermittelt. Hierfir wurden Empfangermausen
nach Verletzung durch 5minltiges Abbinden der Karotisarterie fluoreszenzmarkierte
Plattchen einer Spendermaus injiziert und die Adhasion dieser Plattchen an die Lasi-
onsstelle mittels Videofluoreszenzmikroskopie beobachtet.

Die Messung der Thrombozytenadhasion an ladierte Mausaorten mittels Intravitalmi-
kroskopie wurde von Dr. Sven Jackel am Centrum fir Thrombose und Hamostase in

Mainz nach dem dort etablierten Protokoll durchgefuhrt.

3.6.9 Plaquefdarbungen

Die Farbung arteriosklerotischer Plaques erfolgte im Zentrallabor der Universitats-
medizin Mainz nach dem dortigen Protokoll mittels Sudan-Farbung. Bei dieser Me-
thode werden im Plaque befindliche Triglyceride, Lipide und Lipoproteine spezifisch
durch den genutzten Farbstoff angefarbt und liefern ein Maf3 flr den Plaquebefall in

den Aorten.

3.6.10 Quantifizierung von L-Arginin und ADMA mittels HPLC

FUr die Quantifizierung von L-Arginin- und ADMA-Spiegeln wurde zunachst mit Citrat
versetztes Vollblut 15 Minuten bei 600 xg und 4 °C zentrifugiert, um Blutzellen und
Plasma zu trennen. Das Plasma wurde fur die HPLC-Analyse eingesetzt. Die HPLC-

Untersuchungen wurden von Alice Habermaier durchgefuhrt.

3.7 Statistik

Alle dargestellten Daten reprasentieren den Mittelwert + SEM (Standardfehler der
Mittelwerte) oder den Mittelwert + SEM. Die statistischen Auswertungen wurden mit
GraphPad Prism Version 5.0b durchgefuhrt. FUr den Vergleich von zwei Gruppen
untereinander wurde ein t-Test, fir den Vergleich mehrerer Gruppen mit nur einer
Variablen wurde ein One-way ANOVA (Varianzanalyse) angewendet. Wurden meh-
rere Gruppen mit verschiedenen Variablen untereinander verglichen, wurde ein Two-
way ANOVA durchgefuhrt. Fur beide wurde auRerdem ein Bonferroni multiple com-

parison test angewendet.
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4 Ergebnisse

4.1 Untersuchung zentraler Mediatoren der RA und AT

Eine systemische Entzindung, wie sie bei einer RA auftritt, ist ein Risikofaktor, der
zu der Ausbildung einer AT fuhren kann und unabhangig von den klassischen Risiko-
faktoren wie Rauchen, Diabetes oder Dyslipidamien ist™.

TTP-Mause zeigen eine deutlich erhthte TNFa-Expression, da TTP die Stabilitat
der TNFa-mRNA reguliert. Daher sind sie ein gut geeignetes Mausmodell fur chroni-
sche Entzindungen, bei denen eine erhdhte TNFa-Expression einen zentralen Me-
chanismus bei der Pathogenese einnimmt. Der entzindliche Phanotyp dieser Mause
ahnelt in vielen Punkten denen von RA-Patienten, sodass sie sich gut fur die mecha-
nistischen Untersuchungen Gber den Zusammenhang von RA und AT eignen. Wah-
rend der Doktorarbeit wurden auRerdem doppeldefiziente Mause (TNFa’ TTP”) ge-
zuchtet, um den Einfluss von TNFa auf die Ausbildung der AT im Kontext dieser

chronischen Entzindung zu untersuchen.
4.1.1 Charakterisierung der TTP” und TNFa” TTP"-Méause

4.1.1.1 Die EmbryonenabstoBung in TTP*"-Mausen wird durch oxidativen
Stress und TNFa-Erhéhung vermittelt
Da TTP"-Mause infertil sind, mussten die TTP"-M&use durch Verpaaren von hete-
rozygoten Mausen gezuchtet werden. Es zeigte sich jedoch nach kurzer Zeit, dass
sich bei dieser Zucht nicht das erwartete Mendelsche Verhaltnis von 1:2:1 von wild-
typ : heterozygot : defizient einstellte. Es waren nur 14 % aller Nachkommen TTP-
defizient (siehe Abbildung 4-1). Auf Grund des starken prooxidativen Phanotyps der
TTP-Mause wurde vermutet, dass schon das Einnisten bzw. die Versorgung der
Embryonen negativ beeinflusst sein konnte. In Ratten mit hypoxischer Schwanger-
schaft konnte die Gabe von Vitamin C die Funktion der Plazenta und das Foten-
wachstum positiv beeinflussen'®. Als Praventionsmafnahme wurde dem Trinkwas-
ser der TTP"-Mause daher das oral bioverfiigbare Antioxidans N-Acetylcystein

(NAC) zugegeben.
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Abbildung 4-1: Die Gabe von NAC erhoht die Anzahl von TTP"-Nachkommen.

TTP™"-Zuchtmause wurden mit 7 mg/mL NAC oral Uber das Trinkwasser behandelt. Die Anzahl der
TTP"-Nachkommen in Bezug auf die Gesamtmenge der Nachkommen in Prozent wurde Uber
6,5 Monate untersucht.

Die Gabe von NAC bewirkte Uber einen Untersuchungszeitraum von 6,5 Monaten
eine Zunahme der TTP-defizienten Nachkommen um 15 %, sodass das erwartete
Mendelsche Verhaltnis der Nachkommen einer heterozygoten Zucht erreicht werden
konnte. Um die weiteren Untersuchungen jedoch nicht durch die NAC-Gabe zu be-
einflussen, wurde dem Wasser der entwohnten Tiere kein NAC mehr zugesetzt und
nur Mause in einem Alter von 3 %2 bis 4 Monaten fur die Untersuchungen genutzt.

Die TNFa” TTP"-Mause, die im Rahmen dieser Doktorarbeit geziichtet wurden, lie-
Ren sich im Gegensatz zu den TTP”-Mausen auch homozygot verpaaren, sodass
neben der Rolle des oxidativen Stresses auch TNFa-abhangige Effekte die TTP-

abhangige Infertilitat der Mause beeinflussen.

4.1.1.2 Die verringerte Gewichtszunahme in TTP”-Mausen kann durch zusitz-
liche Deletion des TNFa-Gens revidiert werden

Schon bei der ersten Beschreibung der TTP"-M&use von der Gruppe um Dr. Blacks-

hear konnte gezeigt werden, dass TTP-defiziente Mause wahrend ihrer Entwicklung

weniger an Gewicht als Wildtyptiere zunahmen. Diese verringerte Gewichtszunahme

konnte durch eine Anti-TNFa-Therapie behoben werden und die derart behandelten

Tiere zeigten in etwa die gleiche Gewichtszunahme wie Wildtypmause?. Um diesen

62



Ergebnisse

Befund auch in den eigenen Analysen zu untersuchen, wurden alle Versuchstiere

zum Todeszeitpunkt gewogen und der Kérpermaldindex (BMI) bestimmt.

40-
— o TTP**
T 4 —— ' ns* : ns m TTP"
z2 7 = —S 4 ¢ mTNFa-TTP
£ o o ETNFo
“9’, 20-
o
=
C 10
0
N N
s s°
o o
N\ N

Abbildung 4-2: Die verringerte Gewichtszunahme von TTP"-Miusen ist TNFa-vermittelt.

Das Kérpergewicht von TTP™- TTP”-, TNFa”- und TNFa” TTP"-Mausen wurde im Alter von 3 % bis
4 Monaten zum Zeitpunkt des Todes ermittelt.

Die gezeigten Daten reprasentieren die Mittelwerte der Kérpergewichte von 11-24 Mannchen und
13-18 Weibchen + SEM (*** = p <0,001; ns = nicht signifikant verschieden von TTP"*-Mausen;
ns* = nicht signifikant verschieden von TNFa™-Mausen; One-way ANOVA).

Es zeigte sich, dass die TTP-defizienten Mause im Vergleich zu Wildtypmausen
(TTP**) im Alter von 3 % bis 4 Monaten um ca. 30-35 % leichter waren und dieser
Befund nicht geschlechtsabhangig war. TNFa” TTP"- und TNFa”-Mause zeigten
kein verringertes Gewicht im Vergleich zu den TTP**-Mausen, was auf einen TNFa-
vermittelten Effekt auf den Gewichtsverlust in den TTP”-Méausen hinweist.

Es zeigte sich aulRerdem, dass die TTP-defizienten Mause kleiner als deren Wildtyp-
geschwister waren. Es ist bekannt, dass ein hoher BMI einen starken Einfluss (zu
49 %) auf die vaskuldre Funktion hat'®. Um den Einfluss der KérpergroRe auf die
nachfolgenden Untersuchungen aufzuzeigen, wurde daher zusatzlich zum Gewicht

der BMI dieser Mause bestimmt.
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Abbildung 4-3: Die TTP- und TNFa-

1 4- . . Defizienz fiuihrt zu verringerten BMI-
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Es zeigte sich im Vergleich zu den TTP""-Mausen eine starke Verringerung der BMI-
Werte in den TTP-defizienten M3usen, sowie eine moderate, jedoch signifikante An-
derung der BMI-Werte der TNFa”-Mause. Ein erhohter BMI wirkt sich beim Men-
schen negativ auf die vaskulare Funktion aus. Folglich sollten die Mause mit geringe-

+/+

rem BMI verglichen mit den TTP""-Kontrollen eine verbesserte vaskulare Funktion
aufweisen. Der mittlere BMI der doppeldefizienten Mause war im Vergleich mit den
Wildtypindices leicht aber nicht signifikant verringert. Dieses Ergebnis konnte auf ei-
ne unverdnderte Endothelfunktion der TNFa” TTP"-Mause im Vergleich zu Wildtyp-

mausen hinweisen.

4.1.1.3 Verringerung des Blutdrucks durch eine TTP-abhangige chronische
Entziindung
Der Zusammenhang von Blutdruck und der Ausbildung einer eDF als ein erster Indi-
kator einer beginnenden AT ist bekannt*®’. Auf Grund der Beeinflussung der GefaR-
wandfunktion durch einen hohen Blutdruck zeigen hypertensive Patienten eine Be-
eintrachtigung in ihrer vasodilatorabhéngigen GefaRrelaxation®®'. Um zu (berpriifen
ob dies auch vor dem Hintergrund einer chronischen Entzindung der Fall ist, wurden
der systolische, diastolische und der Gesamtblutdruck, sowie der Puls der TTP”- und

TTP**-Mause ermittelt.
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Abbildung 4-4: Eine TTP-Defizienz fiihrt zu einem verringerten Blutdruck mit gleichzeitiger
Erhéhung des Pulses.

Der diastolische, systolische und der Gesamtblutdruck, sowie der Puls wurden mittels einer am
Schwanz der M&ause angelegten Manschette gemessen. Nach einer 30minutigen Eingewdhnungszeit
wurden die Messwerte pro Maus 10-15 Mal ermittelt. Die gezeigten Werte sind Mittelwerte des Blut-
drucks bzw. des Pulses von 14 Mausen + SEM (*** = p < 0,001; * = p < 0,05 im Vergleich mit TTP**-
Mausen; t-Test)57.

Es zeigte sich, dass sowohl der systolische und diastolische als auch der Gesamt-

+/+

blutdruck der TTP-defizienten Mause im Vergleich zu den TTP™"-Tieren deutlich ver-
ringert war. Der Puls dieser Mause war im Vergleich leicht erhéht, was auf eine Ge-
genregulation des Organismus schlieRen lasst. Die TTP-defizienten Mause sollten
auf Grund des geringeren Blutdrucks besser vor der Entwicklung einer endothelialen

Dysfunktion geschutzt sein als Wildtypmause.

4.1.2 Kardiovaskulédre Erkrankung im Modell der chronischen Entziindung

Es ist bekannt, dass Patienten mit chronischen Entzindungen wie der RA vermehrt
an kardiovaskularen Vorfallen versterben’. Das chronische Entziindungsmodell der
TTP-Mé&use, in denen es zu einer erhdhten Expression proinflammatorischer Me-
diatoren kommt, wurde daher flr die mechanistischen Untersuchungen zur Entste-

hung von inflammationsgetriebenen kardiovaskularen Krankheiten genutzt.

4.1.2.1 Die TTP-Defizienz fiihrt zu der Ausbildung einer eDF
Die Entwicklung einer eDF, als eines der ersten Symptome einer entstehenden AT,
kann durch eine systemische Entziindung induziert werden. Fur die Untersuchungen

der Endothelfunktion durch isometrische Spannungsmessungen wurden Aortenringe
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in Organbadkammern maximal mit einem Vasokonstriktor wie Norepinephrin kontra-
hiert und die vasodilatorabhangige Relaxation der Aortenringe nach Acetylcholingabe
aufgezeichnet. Um zu untersuchen, ob die ermittelte Endothelfunktion abhangig von
NO ist, wurden die Aortenringe vor der Kontraktion mit dem NO-Synthasehemmer L-

NAME inkubiert und der Versuch wie zuvor durchgeflhrt.
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Abbildung 4-5: Die TTP-Defizienz fiihrt zu der Ausbildung einer eDF.

+/+

3 mm grolRe Aortenringe von TTP " - und TTP"-Mausen wurden fiir isometrische Spannungsmes-
sungen in Organbadkammern mit 100 nM Norepinephrin maximal kontrahiert und mit steigenden
Konzentrationen Acetylcholin in An- oder Abwesenheit von 1 mM L-NAME relaxiert.

Die dargestellten Ergebnisse sind Mittelwerte £t SEM von 4-7 unabhdngigen Messungen
(*** = p < 0,001; ns = nicht signifikant verschieden von TTP"*-Mausen; Two-way ANOVA)57.

In den Relaxationsversuchen von Aortenringen aus Wildtyp (TTP”*)- und TTP-
defizienten Mausen zeigte sich eine massive Dysregulation der Endothelfunktion in
TTP”-Mausen durch eine verringerte Sensibilitat der GefiaRe auf Acetylcholin. Die
ECso-Werte fiir Acetylcholin durch die TTP-Defizienz erhohten sich von 2¢10° M im
Wildtyp auf 10”7 M in TTP-defizienten GefaRen, was fiir einen deutlichen Verlust der
Acetylcholinsensitivitat spricht.

Die vorangegangene Inkubation der Aortenringe mit dem NO-Synthasehemmer
L-NAME (+ L-NAME) verhinderte die acetylcholininduzierte Gefalrelaxation in bei-

den Gruppen. Dies weist darauf hin, dass NO-abhangige Mechanismen zu der beo-
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bachteten eDF in TTP”-Aorten filhren. Um auszuschlieRen, dass die GefaRe beider
Gruppen auf Grund der unterschiedlichen Gro3enverhaltnisse (siehe Kapitel 4.1.1.2)
verschieden auf die Versuchsverhaltnisse reagierten, wurde die Kontraktilitat der
Aortenringe mit steigenden Konzentrationen des Vasokonstriktors Phenylepinephrin
in An- oder Abwesenheit von L-NAME ermittelt.
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Abbildung 4-6: Die durch TTP-Defizienz bedingten GroRenunterschiede beeintrachtigen nicht
die Kontraktilitat der Aortenringe.

+/+

3 mm grof3e Aortenringe von TTP " - und TTP"-M&usen wurden fiir isometrische Spannungsmessun-
gen mit steigenden Konzentrationen Phenylepinephrin in An- oder Abwesenheit von 1 mM L-NAME
kontrahiert.

Die gezeigten Werte sind Mittelwerte £ SEM von 4-7 unabhangigen Messungen (ns = nicht signifikant
verschieden von TTP**-Mausen; Two-way ANOVA).

Die Fahigkeit der GefalRe zu einer phenylepinephrininduzierten Konstriktion beider
Versuchsgruppen in An- bzw. Abwesenheit von L-NAME war nicht verschieden. Dies
lasst darauf schlieRen, dass die Verringerung in KorpergroRe bzw. BMI der TTP-
defizienten Mause keinen Einfluss auf die Messung der Endothelfunktion hatte.

Es wurde in einem nachsten Versuch durch Nutzen des NO-Donors Natriumnitro-
prussid (SNP) getestet, ob in TTP”-Mausen eine Veranderung der nachgeschalteten

Signalwege der sGC fur die eDF verantwortlich ist.
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Abbildung 4-7: Die GefaRrelaxation nach Gabe eines direkten NO-Donors wird nicht durch die
TTP-Defizienz beeinflusst.

+/+

3 mm groRRe Aortenringe von TTP " - und TTP"-Mausen wurden fiir isometrische Spannungsmes-
sungen mit 10 nM Phenylepinephrin kontrahiert. Die Relaxation der Gefédlle wurde mit steigenden
Konzentrationen SNP ermittelt.

Die dargestellten Werte sind Mittelwerte + SEM von 8 unabhangigen Messungen (ns = nicht signifi-
kant verschieden von TTP**-Mausen; Two-way ANOVA)®'.

Die durch Behandlung der Gefalde mit dem direkten NO-Donor SNP induzierte Rela-
xation war in TTP"-Mé&usen nicht signifikant verschieden von der Vasodilatation in
WildtypgefaRen und lag bei einem ECsp-Wert von ca. 2¢10° M. Dieser Befund weist

auf intakte nachgeschaltete Signalwege der sGC in TTP-defizienten Mausen hin.

4.1.2.2 Die massive eDF in TTP"-Mausen ist unabhangig von Veranderungen
der Chlosterinblut- oder Glukosewerte

Das Auftreten von Dyslipidamien durch eine systemische Inflammation und die Auf-

nahme von oxidiertem LDL durch in die Aorta eingewanderte Makrophagen ist stark

mit der Auspragung einer AS verbunden. Bei AS-Patienten konnte gezeigt werden,

dass die Ausbildung einer eDF abhiangig von verdnderten Cholesterinwerten ist'%.

Um zu untersuchen, ob auch TTP-defiziente Mause einen veranderten Lipidstatus

aufweisen, wurden die Lipidprofile der Mause analysiert.
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Abbildung 4-8: Die durch die TTP-Defizienz induzierte eDF ist unabhdngig vom Lipidstatus
und Blutzuckerwert der TTP”-Mause.

40 pL Vollblut von TTP**- und TTP"-Mausen wurde in Lipidprofiltestkassetten im Alere Cholestech
LDX System untersucht. Die gezeigten Werte sind Mittelwerte von je drei TTP**- und TTP"-M&usen
+ SEM (ns = nicht signifikant verschieden von TTP™-Méausen; t-Test)57.

+/+

Es zeigte sich, dass TTP”-Mause im Vergleich zu TTP™"-Tieren keine Veranderun-
gen in ihrem Lipidprofil aufwiesen. Die getesteten Parameter Totalchelesterin (TC),
HDL- und LDL-Cholesterin (HDL, LDL), Triglyceride (TRG), nicht-HDL-Cholesterin
(nHDL), Glukose (Glu) und das Verhaltnis von Total- zu HDL-Cholesterin (TC/HDL)
waren zwischen den beiden Versuchsgruppen nicht verandert. Es konnte in diesem
chronischen Entzindungsmodell kein proarteriosklerotischer Phanotyp des Lipidsta-
tus nachgewiesen werden. Die in den TTP”-Mausen beobachteten kardiovaskularen

Veranderungen beruhen daher nicht auf einer Dyslipidamie.

4.1.2.3 Eine verringerte NO-Bioaktivitat ist fiir die eDF in TTP”"-Mausen verant-
wortlich

Die in den TTP-defizienten Mausen auftretende, NO-abhangige (siehe Kapitel

4.1.2.1) eDF konnte verschiedene Ursachen haben: z.B. eine verringerte Bildung des

Vasodilators NO, eine Substratverarmung oder die Reaktion mit reaktiven Sauerstoff-

oder Stickstoffspezies. Mit Hilfe der folgenden Versuche sollten die Grinde fur die

kardiovaskuldren Veranderungen der TTP"-Mause geklart werden. Zunéchst wurde

die Bioaktivitat des verfugbaren NOs untersucht. Als Marker fur bioaktives NO eignet
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sich die Quantifizierung der Phosphorylierung des vasodilatorstimulierten Phospho-
proteins (VASP) an Stelle 239. Daher wurden Immunfarbungen von Aortenproteinen

mittels Western Blot und einem spezifischen P(239)-VASP-Antikorper durchgeflhrt.

Abbildung 4-9: Die TTP-Defizienz fiihrt zu einer
Verringerung des bioaktiven NO.

*k

+

Aortenproteine wurden durch Homogenisieren in
RIPA-Puffer isoliert und fir Western Blot-Analysen
zur Ermittlung der Proteinexpression von P(239)-
VASP genutzt. Die Proteinexpression wurde durch
densitometrische Analyse der Western Blots ermit-
telt.

Die dargestellten Daten zeigen Mittelwerte + SEM
der Analysen von 5-6 Mausen (**=p<0,01 im
Vergleich zu TTP"*-Mausen; t-Test)*’.

(% von TTP**)
m —
=

P(239)-VASP-Menge

Es konnte eine etwa 25 %ige Reduktion des bioverfugbaren NOs in TTP-defizienten
Mausen nachgewiesen werden. Dieser Befund weist auf eine Stérung im NO/cGMP-

Signalweg hin.

4.1.2.4 Die Expression der NO-produzierenden Enzyme ist in TTP-Miusen
nicht verandert
Da eine gestorten NO-Synthese zu der Reduktion des bioaktiven NOs fuhren konnte,
wurde untersucht, ob die Generierung von NO in TTP-Mausen im Vergleich zu
Wildtypmausen verandert ist. NO als wichtiger Vasodilator wird in Gefalden durch die
endotheliale (eNOS) oder nach Induktion von der induzierbaren NO-Synthase (iNOS)
gebildet. Ob die Expression dieser Enzyme in TTP"-M&usen verandert ist, wurde
sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene mittels gRT-PCR und Western Blot

untersucht.
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Abbildung 4-10: Die Expression der iNOS und eNOS ist in TTP"-Mausen nicht verindert.

Aorten von TTP**- und TTP”-Mausen wurden A in GIT-Puffer homogenisiert, die RNA wurde isoliert,
revers transkribiert und in gPCR-Analysen auf die mMRNA-Expression von iNOS und eNOS untersucht
oder B die Aortenproteine wurden durch Homogenisieren in RIPA-Puffer gewonnen und flir Western
Blot-Analysen zur Ermittlung der Proteinexpression von eNOS und iNOS mit spezifischen Antikdrpern
genutzt. Die Proteinexpression wurde durch densitometrische Analyse der Western Blots ermittelt.

Die dargestellten Daten zeigen Mittelwerte + SEM der Analysen von 4-8 Mausen (ns = nicht signifi-
kant verschieden von TTP**- Mausen; t-Test)’.

Es zeigte sich, dass weder die eNOS- noch die INOS-mRNA-Expression oder die
Proteinbiosynthese dieser zwei NO-bildenden Enzyme in TTP-defizienten Mausen im
Vergleich zu TTP**-Mausen verandert waren. Eine verringerte eNOS- oder iNOS-
Enzymmenge ist daher in diesem Modell als Grund fur die massive eDF auszu-

schlieRen.

4.1.2.5 Weder eine Substratverarmung noch eNOS-Inhibition erkldren die eDF
in TTP-defizienten Mausen
Da auch eine Substratverarmung zu einer verringerten NO-Bildung flihren konnte,
wurde zum Einen die Expression der L-Arginin-abbauenden Enzyme Arginase-1 und
-2 auf mRNA-Ebene und zum Anderen die Argininspiegel im Plasma der Ver-
suchstiere mittels HPLC-Analysen ermittelt. Auch kdnnten methylierte Argininanaloga
(z.B. ADMA) die eNOS in ihrer Funktion inhibieren, was zu einer geringeren NO-
Synthese und damit zu einer gestorten Endothelfunktion fihren wirde. Daher wur-

den ebenfalls die Plasmakonzentrationen des ADMA mittels HPLC untersucht.
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C Abbildung 4-11: Die TTP-vermittelte eDF beruht
nicht auf einer Argininverarmung oder NO-
Synthasehemmung durch ADMA.

1.0; ' ns
= A Aorten von TTP**- und TTP"-Mausen wurden in
é 0.81 GIT-Puffer homogenisiert, die RNA isoliert, revers
2 06 transkribiert und in gPCR-Analysen auf die mRNA-
g ' Expression der Arginase-1 und -2 untersucht
5 04l Plasma aus citrathaltigem Vollblut von TTP™*- und
:':’ TTP"-M&usen wurde mittels HPLC auf die Menge
2 02 des enthaltenen Arginins (B) oder ADMAs (C) un-
= tersucht.

0.0 " . Die gezeigten Daten reprasentieren Mittelwerte

& &L +SEM von 4-8 Mausen (*=p <0,05; ns = nicht

signifikant verschieden von TTP"*-Mausen; t-Test).

In TTP”-Aorten konnten keine signifikanten Anderungen der mRNA-Expression der
Arginase-1 und -2 nachgewiesen werden, sodass eine Substratverarmung durch Ab-
bau des L-Arginin in Ornithin und Harnstoff als Grund fur die massive eDF in TTP-
defizienten Mausen wahrscheinlich ausgeschlossen werden kann. Es zeigten sich

+/+

leicht erhdhte Argininspiegel in den TTP”-Aorten im Vergleich zu TTP™"-Tieren. Auf

Grund der leicht erhdhten Substratmenge sollten TTP”-Mause mehr NO produzieren

+/+

kbnnen als TTP""-Mause. Die Hemmung der eNOS-Aktivitat durch das
L-Argininanalogon ADMA konnte durch die HPLC-Analysen ebenfalls ausgeschlos-
sen werden, da es keine signifikanten Unterschiede in den ADMA-Spiegeln der un-

tersuchten Mause gab.

4.1.2.6 In TTP-defizienten Mausen kommt es zu einer vermehrten Bildung von
reaktiven Sauerstoff- und Stickstoffspezies

Reaktive Sauerstoffspezies, die in unter Stressbedingungen vermehrt gebildet wer-

den, kdnnen sehr schnell mit NO reagieren und so die Gesamtmenge an bioverfug-

barem NO verringern. Daher wurde die Bildung von ROS in TTP**- und TTP™-

Mausen untersucht. Hierfiur wurde zum einen die PDBu-induzierte, sowie die
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NADPH-oxidaseabhangige ROS-Bildung und zum anderen die vaskulare Superoxid-

bildung durch DHE-Farbungen untersucht.
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Abbildung 4-12: Erhéhung der reaktiven Sauerstoffspezies in TTP-defizienten Mausen.

A Die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies wurde im Blut von TTP**- und TTP-Mausen unter PDBu-
induzierten Bedingungen mit L-012-ECL gemessen.

B In Herzmembranfraktionen wurde die NADPH-oxidaseabhangige ROS-Bildung in TTP™”- und Wild-
typmausen in Anwesenheit von NADPH durch Luzigenin ermittelt.

Aortenkryosektionen von TTP™"- und TTP"-Mausen wurden mittels DHE-abhéangiger Fluoreszenz auf
die vaskuldre Superoxidbildung untersucht. C zeigt reprasentative DHE-Farbungen von ROS-
produzierenden Zellen. Die Lokalisation des Endothels (E), der Media (M) und Adventitia (A) sind
markiert. D stellt die quantitative Analyse aller Untersuchungen dar.

Die Daten stellen die Mittelwerte + SEM der Analysen von 5-10 Mausen pro Genotyp dar
(*** = p < 0,001; * = p < 0,05; ns = nicht signifikant verschieden von TTP**-Mausen; t-Test)*’.

Bei diesen Untersuchungen konnte eine erhOhte oxidative Belastung der TTP-
defizienten Mausen nachgewiesen werden. In allen Analysen war die ROS-Bildung in
Mausen mit TTP-Gendefekt hdher als in Wildtypmausen.

Die Hauptursache fur vaskulares ROS, das einen grofden Einfluss auf die Endothel-
funktion und den GefaRdruck hat*®, ist die Bildung von Superoxid durch NADPH-

73



Ergebnisse

Oxidasen (Nox). Um den NADPH-oxidaseabhangigen Effekt der ROS-Erhdhung zu
verifizieren, wurden in einem weiteren Versuch die Nox-Isoformen durch Inkubation
mit VAS-2870 spezifisch inhibiert und die PDBu-induzierte ROS-Bildung im Vollblut

erneut gemessen.
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Abbildung 4-13: Die PDBu-induzierte ROS-Bildung in TTP"-Miusen ist NADPH-
oxidaseabhéangig.

Die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies wurde im Blut von TTP**- und TTP"-Mé&usen unter PDBu-
induzierten Bedingungen in An- bzw. Abwesenheit von VAS-2870 mit L-012-ECL gemessen.

Die gezeigten Werte sind Mittelwerte + SEM von 8 Mausen pro Gruppe (*** = p < 0,001; ** =p < 0,01;
ns = nicht signifikant verschieden von TTP+/+-Méusen; ### = p < 0,001 im Vergleich zu TTP'/'-Méusen;
ns* = nicht verschieden von TTP**-Mausen + VAS-2870; One-way ANOVA)®".

Der Nox-Hemmer VAS-2870 hob die PDBu-induzierte ROS-Bildung im Vollblut der
TTP”-Mause vollstandig auf, sodass kein Unterschied zwischen den beiden mit Inhi-

+/+

bitor behandelten Gruppen und den TTP""-Mausen mehr vorlag. Diese Befunde zei-
gen eine Nox-abhangige Erhdhung der ROS-Bildung vor dem Hintergrund einer TTP-
induzierten chronischen Entzindung.

Da reaktive Sauerstoffspezies wie das Superoxid sehr schnell mit bioverfigbarem
NO zu reaktiven Stickstoffverbindungen wie Peroxinitrit reagieren, wurde in den Ver-

suchstieren auch die Menge an Peroxinitrit analysiert. Als Marker der Peroxinitritbil-
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dung wurde hierfur die Nitrierung von Tyrosinresten in Herzgeweben mittels Dot Blot

untersucht.

Abbildung 4-14: Die TTP-Defizienz fiihrt zu ei-
c ner verstarkten Bildung von reaktiven Stick-
2~ 140 . stoffspezies.
2o
gE 120 Herzen von Wildtyp- und TTP-defizienten Mausen
] wurden in RIPA-Puffer homogenisiert und fur Dot
g 100 Blot-Untersuchungen mit einem spezifischen N-
%é 80 Tyrosinantikorper eingesetzt. Die Expression N-
e Tyrosin-positiver Strukturen wurde durch densito-
'ZT 60 metrische Auswertung ermittelt.

Die gezeigten Daten sind Mittelwerte von 5-6

X X Mausen +SEM (**=p<0,01 im Vergleich zu
< Q +/+ ’
& < TTP"*-Méausen:; t-Test)se.

Es zeigte sich, dass TTP-defiziente Mause im Vegleich zu Wildtypmausen hdhere
Spiegel an N-Tyrosin-positiven Proteinen und somit mehr Peroxinitrit in den Herzfrak-
tionen aufwiesen. Eine TTP-induzierte chronische Entzindung fuhrt folglich zu er-

héhtem oxidativen Stress durch reaktive Sauerstoff- und Stickstoffspezies (RONS).

4.1.2.7 Die erhohte RONS-Produktion in TTP”-Mausen beruht auf einer erh6h-
ten Expression der Nox2
Wie in den Versuchen mit dem Nox-Hemmer VAS-2870 gezeigt werden konnte, ist
die erhdhte ROS-Produktion in den TTP-defizienten Mausen Nox-abhangig. Die drei
wichtigsten in einer Mausaorta vorkommenden Nox-Isoformen sind die Nox1, Nox2
und Nox4. Es wurde mittels qRT-PCR und Western Blot in Mausaorten untersucht,
ob die TTP-Defizienz einen Einfluss auf die mRNA- und Proteinexpression der drei
Isoformen hat. Die Rolle dieser an der Bildung reaktiver Sauerstoffspezies in TTP-
defizienten Mausen wurde auflerdem durch einen Vergleich der relativen mRNA-

Expressionsmengen in TTP™ -Aorten untersucht.
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C Abbildung 4-15: Die TTP-Defizienz fiihrt zu einer
erhohten Expression der Nox2.

— Aorten von TTP**- und TTP”-Mausen wurden in GIT-

Puffer homogenisiert und far MmRNA-

s, Expressionsanalysen eingesetzt (A und B) oder die
Aorten wurden in RIPA-Puffer homogenisiert und die
Proteinmenge der Nox1,2 und 4 untersucht (C). In A
i ist der Vergleich der mRNA-Expressionen der drei
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(% von TTP*)
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Proteinmenge in Aorta
n
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Nox-Isoformen in TTP”-Mausen dargestellt. B zeigt

die Anderungen in der mRNA-Expression der Nox1, -2
NoxT Nox2 Nox4 und -4 in Bezug auf Wildtyptiere und C die Anderun-
gen der Proteinexpressionen, die durch densitometri-
sche Auswertungen der Membranen nach Western
Blot-Analysen ermittelt wurden.
Die dargestellten Ergebnisse sind Mittelwerte + SEM
von 5-7 Tieren (** =p <0,01; *=p <0,05; ns = nicht
signifikant verschieden von TTP"*-Mausen; t-Test)’.

o TTP** = TTP-

Der Vergleich der relativen mRNA-Expressionen der drei Isoformen in TTP-
defizienten Aorten zeigte, dass nur die Nox2 und Nox4 in groRem Malie exprimiert
werden. Die Nox1-mRNA wurde zu 1/500 bzw. 1/600 im Vergleich zu den beiden
anderen Isoformen exprimiert. Dieser Befund fuhrte zu der Annahme, dass die Nox1-
MRNA-Expression in diesem chronischen Entziindungsmodell wesentlich weniger zu
der erhdhten ROS-Bildung beitragt, als die der beiden anderen Isoformen.

+/+

Im Vergleich zu TTP"-Tieren zeigte sich in TTP”-Mausen nur eine Erhéhung der
Nox2-Expression auf mRNA- und Proteinebene, sodass die erhohte ROS-Bildung in

den Versuchstieren wohl auf eine veranderte Nox2-Expression zurlckzufuhren ist.

4.1.2.8 In TTP-Mausen ist die Stabilitit der Nox2-mRNA erhoht

Bei Sequenzanalysen der murinen Nox2-mRNA fallt auf, dass diese in der 3-UTR
viele AREs besitzt, die als potentielle Bindestelle fir RNA-BP dienen kdnnen. TTP
konnte daher direkt an die AREs der Nox2-3’-UTR binden und unter physiologischen

Bedingungen die mRNA-Stabilitdt der Nox2 verringern. Um einen potenziellen Effekt
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von TTP auf den Nox2-mRNA-Abbau zu untersuchen, wurden mMRNA-
Abbauversuche mit DRB durchgefiihrt. Hierfir wurden TTP**- und TTP”-Mausen
Peritonealzellen enthommen, mit LPS und IFN-y stimuliert, mit dem Transkriptions-
hemmer DRB behandelt und zu verschiedenen Zeiten die Nox2-mRNA-Menge mit-
tels gPCR ermittelt.

© TTP** * TTP
1501 T

-
o

)
@

relative Nox2-mRNA-Expression
in Peritonealzellen

(% von LPS/IFN-y-behandelten Zellen)

o

0 100 200
Dauer der DRB-Behandlung [min]

Abbildung 4-16: Die Nox2-mRNA-Stabilitat ist in TTP-defizienten Mausen stark erhoht.

+/+

Peritonealzellen von TTP**- und TTP"-Mausen wurden isoliert, mit LPS und IFN-y fur 4 Stunden
stimuliert, bevor DRB flr die angegebenen Zeiten zugegeben wurde. Die RNA wurde isoliert, revers
transkribiert und in qPCR-Analysen untersucht. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM von 4 Mausen pro
Genotyp (* = p < 0,05 im Vergleich zu TTP**-Zellen; Two-way ANOVA)*'.

Es konnte mit Hilfe dieser Versuche gezeigt werden, dass das RNA-BP TTP einen
starken Einfluss auf die Nox2-mRNA-Stabilitat hat. Wahrend in den Wildtypzellen ein
etwa 60%iger Abbau der Nox2-mRNA Uber einen Zeitraum von 6 Stunden beobach-
tet werden konnte, wurde diese mRNA in den TTP-defizienten Peritonealzellen nur
zu etwa 35 % abgebaut. Dies hatte eine Verlangerung der Halbwertzeit der Nox2-
mRNA von 97,8 + 24,1 Minuten in TTP**-Zellen auf 402,4 + 219,3 Minuten in TTP™"-

Zellen zur Folge.
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4.1.2.9 TTP bindet nicht an die 3’-UTR der Nox2-mRNA

Um zu analysieren, ob die Nox2-mRNA direkt mit TTP interagiert, wurden UV-
Crosslinkexperimente mit radioaktiv markierter, in vitro transkribierter Nox2-3’-UTR
und rekombinant hergestellten Proteinen durchgefihrt. Als mogliche Bindepartner
wurde rekombinantes TTP und HuR als weiteres RNA-BP eingesetzt. Aullerdem
wurden diese Experimente mit der Nox1-3’-UTR, die ebenfalls viele AREs in ihrer 3’-
UTR aufweist durchgefihrt. Als interne Kontrolle wurde die Bindung von TTP an die

3’-UTR-Sequenzen des humanen TNFa und des humanen Protoonkogens c-Fos

analysiert, da diese als Ziel-mRNAs von TTP bekannt sind?*°.
A B
. R 5 . 1 2 3 4
M
170 M
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72 72
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26
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Abbildung 4-17: HuR, nicht aber TTP, bindet direkt an die Nox1- und Nox2-3-"UTR.

3’-UTR-Konstrukte wurden linearisiert, wahrend der in vitro Transkription mit ¥p_dUTPs radioaktiv
markiert und in UV-Crosslinkversuchen an rekombinant hergestellte Proteine gebunden. Der Nach-
weis der mRNA-Proteinbindung erfolgte durch radioaktiven Zerfall auf Positivfilmen.

A Rekombinant hergestelltes TTP wurde fiir Bidungsstudien an die humane TNFa- (1) und c-Fos-3’-
UTR (2), sowie an die murinen Nox1- (3) und Nox2-3’-UTR (4) eingesetzt.

B zeigt die Bindung des rekombinanten GST-HuR-Proteins an die murine Nox1- (2) und Nox2-3’-UTR
(4). Weiterhin wurde die Bindung von TTP an die murine Nox1- (1) und Nox2-3’-UTR (3) untersucht.

Mit Hilfe dieser Versuche konnte nachgewiesen werden, dass TTP weder direkt an
die Nox1- noch direkt an die Nox2-3’-UTR bindet. Durch die Bindung von TTP an die
bekannten Zielsequenzen der cFos- und TNFa-3’-UTR konnte die Funktionalitat des
eingesetzten Proteins nachgewiesen werden. In einem zweiten Versuchsansatz

konnte die direkte Bindung des RNA-BP HuR an die 3-UTR-Sequenzen der beiden

Nox-Isoformen nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse zeigen, dass TTP nicht di-
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rekt an die 3’-UTR der Nox1 und Nox2 bindet und die Expression der Nox2 indirekt
reguliert. Diese Kontrolle der Nox2-mRNA-Stabilitat durch TTP muss daher Uber indi-

rekte Mechanismen erfolgen.

41.210 Die verstirkte Einwanderung von Makrophagen in TTP"-Aorten
fuhrt zu einer erhdhten Expression proarteriosklerotischer Markergene
Die Auspragung einer eDF im Rahmen einer RA und AT beeinhaltet neben einem
gestorten Verhaltnis von Vasokonstriktoren zu —dilatoren auch eine Aktivierung der
Endothelzellen, die vermehrt Adhasionsmolekule exprimieren und so zu einer erhoh-
ten Einwanderung von Immunzellen in die Gefalwand fuhren. Dort sekretieren die
rekrutierten Zellen verschiedenste Zytokine und Chemokine, die zu einem Fortschrei-
ten der kardiovaskularen Erkrankung fuhren. Um zu untersuchen, ob die chronische
Entzindung der TTP-defizienten Mause auch einen Einfluss auf die Entstehung einer
inflammationsgetriebenen kardiovaskuldren Krankheit haben kénnte, wurde zunachst
die Aktivierung der Endothelzellen Uber die mRNA-Expression der Adhasionsmoleku-
le VCAM-1 und ICAM-1, sowie die Infiltration von Makrophagen in das Aortengewe-
be, als Marker einer beginnenden AT, mit Hilfe des spezifischen Oberflachenmole-

kuls CD68 mittels Western Blot analysiert.
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Abbildung 4-18: Die TTP-Defizienz fiihrt zu einer verstarkten Aktivierung der Endothelzellen
und zu einer erhéhten Einwanderung von Makrophagen in das Aortengewebe.

Arten von Wildtyp- und TTP-defizienten Mausen wurden A in GIT-Pffer homogenisiert, die RNA isoliert
und in gRT-PCR-Analysen die mRNA-Expression von endothelialen Adhasionsmolekilen untersucht
oder B in RIPA-Puffer homogenisiert und fir Western Blot-Untersuchungen eingesetzt. Die CD68-
Expression wurde durch densitometrische Auswertung der Membranen ermittelt.

Die dargestellten Werte sind Mittelwerte + SEM von 4-8 Mausen (* = p < 0,05 im Vergleich zu TTP**-
Mausen; t-Test)57.

Eine TTP-Defizienz fihrte zu einer erhdhten mRNA-Expression der Adhasionsmole-

kile VCAM-1 und ICAM-1, sodass von einer Aktivierung der Endothelzellen in den
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TTP”-Mausen ausgegangen werden kann. Die Western Blot Analysen zeigten eine
Verdopplung der CD68-Expression in Aorten von TTP”-Mausen, was auf eine ver-
starkte Infiltration von Monozyten und Makrophagen in die Gefalle der TTP-
defizienten Mause hinweist.

Mittels gRT-PCR wurde anschlielend die Expression verschiedener proarteriosklero-
tischer und prothrombotischer Markergene in den Aorten der TTP**- und TTP'-

Mause analysiert.
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Abbildung 4-19: Proarteriosklerotische und -thrombotische Markergene werden in TTP-
defizienten Mausen verstarkt exprimiert.

Aorten von TTP™*- und TTP"-M&usen wurden in GIT-Puffer homogenisiert, die RNA wurde isoliert,
revers transkribiert und in qPCR-Analysen auf die mRNA-Expression von proarteriosklerotischen (A)
und prothrombotischen (B) Genen untersucht. Die Werte reprasentieren Mittelwerte + SEM von 4-16
Mausen pro Genotyp (***=p <0,001; *=p<0,01; *=p <0,05; ns = nicht signifikant verschieden
von TTP"*-Mausen; t-Test)*’.

+/+

In Aorten von TTP-M&usen wurden im Vergleich zu TTP""-Mausen neben den be-
kannten TTP-Ziel-mRNAs TNFa und Mip-1a verschiedene proarteriosklerotische und
prothrombotische Markergene verstarkt exprimiert. Es konnte eine Erhdhung des

204 sowie eine erhohte

proinflammatorischen Biomarkers Calgranulin A (S100A8)
Expression von Cathepsin S (CTSS) und Osteropontin (SPP1) nachgewiesen wer-
den, die ihrerseits an der Arteriogenese®® und der Rekrutierung von Monozyten und
Makrophagen®® beteiligt sind. AuRerdem konnte nachgewiesen werden, dass TTP-
defiziente Mause erhohte mRNA-Expressionen der an der Blutgerinnung beteiligten
Marker tissue factor (TF), von Willebrand Faktor (VWF) und des Koagulationsfaktors
VIII (FVIII) aufwiesen. In erhdhten Mengen kdnnten diese zu einem vergrof3erten Ri-

siko einer AT beitragen.
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41.2.11 TTP”-Miuse zeigen hamostatische Veranderungen

Chronische Entzindungen spiegeln sich auch in der Hamostase wieder, da sie das
Risiko arterieller Thrombosen erhéhen®’. Daher wurde erwartet, dass die Schwanz-
venenblutungszeit (TVBT) und die intrinsischen (aPTT) und extrinsischen (PT) Ge-

+/+

rinnungszeiten der TTP"-Mé&use im Vergleich zu TTP**-M&usen verringert wéren.

A B
60- ok .
@ aTTe 100 ©ooo eco0e® cooe
—_— -/ [ ]
= = TTP/ = ° °
8 401 L E %o
c T > £
= Q g e] og00
= = [
S 20 ns Sg 40 0080 .
=] — =3 [¢]
oL o '
0 T T
& Q’é 0 X o
o L <&

Abbildung 4-20: TTP”-Miuse zeigen eine verldngerte intrinsische und Schwanzvenenblutungs-
zeit.

A Blut von TTP**- und TTP"-M&usen wurde mit Citratpuffer gemischt und fiir die Analyse der extrinsi-
schen (PT) und intrinsischen (aPTT) Gerinnungszeit im Koagulometer eingesetzt.

B Fuir die Ermittlung der TVBT wurde den M&usen ein 0,5 cm langes Stlick vom Schwanz entfernt, der
Schwanz in 37 °C warme 0,9 %ige NaCl-Lésung gehalten und die Zeit bis zum vollstandigen Wund-
verschluss ermittelt.

Die dargestellten Werte sind Mittelwerte + SEM (A) bzw. Einzel- und Mittelwerte + SEM (B) von 14-21
Mausen (*** = p < 0,001; * = p < 0,05; ns = nicht signifikant verschieden von TTP**-Mausen; t-Test).
Die Analysen der Blutgerinnung zeigten, dass der PT-Wert als Marker fur den extrin-
sischen Gerinnungsweg nicht unterschiedlich zwischen den beiden Versuchsgruppen
war. Unerwarteter Weise wiesen die TTP-defizienten Mause eine etwa 1,5fach ver-
langerten aPTT-Wert und eine 1,75fach erhdhte TVBT auf. Trotz der erhéhten TNFa-
Spiegel in TTP-defizienten Mausen, die eine verkurzte Blutungszeit zur Folge haben

sollten, zeigten die chronisch entziindeten TTP”-Méause verlangerte Blutungszeiten.

41.212 In der Leber von TTP-defizienten Mausen sind die Expressionen
intrinsischer Gerinnungsfaktoren nicht verandert.

Obwohl TTP”-Méause erhdhte TNFa-Spiegel aufweisen, zeigten sie verlangerte Blu-

tungszeiten. Um zu untersuchen, ob TTP die mRNA-Expression der Blutgerinnungs-

faktoren beeinflussen kdnnte, wurden die mMRNA-Expressionen der verschiedenen an

dem intrinsischen Koagulationsweg beteiligten Gerinnungsfaktoren in Leberproben

analysiert.
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Abbildung 4-21: Die mRNA-Expression der intrinsichen Gerinnungsfaktoren in der Leber ist
nicht durch eine TTP-Defizienz beeintrachtigt.

Lebern von TTP"*- und TTP"-Mausen wurden in GIT-Puffer homogenisiert, die RNA wurde isoliert
und die mRNA-Expression der bei der intrinsischen Blutgerinnung beteiligten Koagulationsfaktoren in
gRT-PCR-Untersuchungen analysiert.

Die dargestellten Werte reprasentieren Mittelwerte + SEM von 3-11 Mausen (ns = nicht signifikant
verschieden von TTP**-Mausen; t-Test).

Bei diesen Untersuchungen zeigte sich jedoch, dass eine TTP-Defizienz nicht die
MRNA-Expression der intrinsischen Gerinnungsfaktoren beeinflusst. Bei keinem der
analysierten Faktoren (FVIII, FIX, FX, FXI, FXII) kam es zu einer veranderten mRNA-

Expression im Vergleich zu Wildtypmausen.

41.213 Die TTP-Defizienz verandert das Blutbild der Mause

Literaturrecherchen ergaben, dass eine TTP-Defizienz Uber einer Erhdhung der Gra-
nulozyten®® zu einer Hemmung der Aktivierung des Gerinnungsfaktors 1X?°° filhren
konnte, was wiederum eine verlangerte intrinsische Blutungszeit und eine erhdhte
Schwanzvenenblutungszeit erklaren konnte. Abbildung 4-22 zeigt schematisch die

Zusammenstellung dieser Befunde.
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Abbildung 4-22: Schematische Darstel-
lung der Beeinflussung des intrinsischen
Tiss  Blutgerinnungsweges durch eine TTP-

Intrinsischer Weg
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Auf Grund dieser Literaturbefunde wurde das Blutbild der TTP”- und TTP**-Mause

in einem Hemavet 950 FS aus Vollblut analysiert.
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C Abbildung 4-23: Eine TTP-Defizienz flihrt zu
erhohten Mengen an neutrophilen Granulo-
. m zyten, Monozyten und Thrombozyten, sowie
— 8 ns — 20 % zu einer Erhohung der Erythrozytenvertei-
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= % mavet 950 FS vermessen. A zeigt die Ande-
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Die Analysen des Blutbildes bestatigten die Arbeit von Kaplan, dass in TTP-
defizienten Mausen eine erhdhte Anzahl von neutrophilen Granulozyten nachgewie-

+/+

sen werden kann®®. AuRerdem zeigten diese Mause im Vergleich zu TTP**-Tieren
erhdhte Mengen an Monozyten und Thrombozyten jedoch eine Verringerung der
Lymphozyten. Die Erythozytenverteilungsbreite als ein Mal fur die GroRenverteilung
der Erythrozyten ist in TTP-Mausen erhdht und kénnte sich auf eine Anamie zu-
ruckfuhren lassen. Die erhdhten Mengen an neutrophilen Granulozyten in den TTP-
defizienten Mausen konnten daher durch Inaktivierung des Gerinnungsfaktors IX zu
verlangerten Blutungszeiten in diesen Mausen fuhren. Die Aktivitat des Faktors IX,
sowie nachgeschalteter Gerinnungsfaktoren sollte in weiteren Analysen untersucht

werden.

4.1.3 Einfluss von TNFa auf den kardiovaskuldren Phédnotyp der TTP" "-Méause

TNFa ist ein in vielfaltigen entzundlichen Prozessen involviertes Protein. Die TNFa-
mMmRNA wird von TTP destabilisiert und TNFa ist in TTP-defizienten Mausen erhdht.
Um zu untersuchen, welche der in den TTP”-Mausen auftretenden Befunde TNFa-
vermittelt sind und welche Rolle TTP in chronischen Entzindungen neben der De-
stabilisierung der TNFa-mRNA hat, wurden wahrend der Doktorarbeit TNFa” TTP™-
Mause gezuchtet. Mit diesen Mausen wurde der Einfluss von TNFa auf die kardio-
vaskularen Veranderungen, die Expression proarteriothrombotischer Markergene
und auf die Blutungsstérung vor dem Hintergrund einer chronischen Entziindung un-

tersucht.

4.1.3.1 Die veranderte Endothelfunktion in TTP-defizienten Mausen ist von
TNFa unabhangig

Es ist bekannt, dass das proinflammatorische Protein TNFa ein wichtiger Mediator
der Arteriosklerose ist?” und auch die Nox-Expression in Mausmodellen
beeinflusst?''. Daher wurde erwartet, dass sich in TNFa” TTP”-doppeldefizienten
Mausen die Nox2-abhangige Ausbildung einer eDF (siehe Kapitel 4.1.2.1) verbes-
sern wlrde. Daher wurde die acetylcholinabhangige Relaxation von Aortenringen
von Wildtyp-, TTP”- und TNFa” TTP"-Mausen untersucht.
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Abbildung 4-24: Die TNFa-Defizienz
in TTP"-Miusen verbessert nicht
die Endothelfunktion in diesen Tie-
ren.

Aortenringe von TTP**- TTP”- und
TNFaTTP"-Mausen wurden fiir iso-
metrische Spannungsmessungen mit
Norepinephrin  maximal kontrahiert
und die acetylcholinabhangige Gefal3-
relaxation aufgezeichnet.

% Konstriktion

09 8 7 6 Die dargestellten Werte sind Mittel-
Acetylcholinkonzentration werte £ SEM von 7-14 unabhéngigen

(- log [M]) Messungen (*** = p < 0,001 verglichen

mit TTP" -M&usen; ns# = nicht signifi-

& TTP o TR * TNFo TTP* kant verschieden von TTP"'-Méusen;

Two-way ANOVA)*.

Jedoch zeigte sich in den doppeldefizienten Mausen keine Verbesserung der TTP-
abhangigen eDF im Vergleich zu den TTP”-Mausen. Die Endothelfunktion in den
TNFa TTP"-Mausen war etwas schwicher ausgepragt als in den TTP”-Mausen, da
die Aortenringe der doppeldefizienten Mause sich nur um etwa 50 % mit Acetylcholin
relaxieren lieRen. Die ECso-Werte der doppeldefizienten Mause und der TTP™-
Mé&use unterschieden sich jedoch kaum und lagen bei etwa 10”7 M. Die in den TTP-

defizienten Mausen beobachtete eDF ist folglich nicht TNFa-induziert.

4.1.3.2 Die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies in TTP-defizienten Mausen ist
nur zu einem geringen Anteil TNFa-vermittelt

Da im chronischen Entziindungsmodell der TTP"-Mause die eDF schon auf eine

durch ROS-Produktion verringerte NO-Bioverflugbarkeit zurickgefuhrt werden konn-

te, wurde der Einfluss des TNFa auf die erhdhte ROS-Bildung untersucht. Hierfur

wurde in Vollblutproben von TTP**-, TTP”- und TNFa”TTP"-Mausen die PDBu-

induzierte ROS-Bildung analysiert.
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Abbildung 4-25: Die TNFa-Defizienz reduziert nur leicht die ROS-Bildung in TTP-Mausen.

w
o
S
Q@
3
m

—
%
—

—
o
S
Q@

PDBu-induzierte ROS-Bildung
im Vollblut [Signale/s]

2000+ **H ||
—
Ll II [1

Zelt [m|n]

Im Vollblut von TTP**-, TTP”- und TNFa’TTP"-Mausen wurde nach PDBu-Induktion die ROS-
Bildung durch L-012-ECL ermittelt.

Die Werte reprasentieren Mittelwerte + SEM von 16-24 Messungen (***=p <0,001; *=p <0,05;
ns = nicht signifikant verschieden von TTP *-Mausen; ### =p < 0,001; ## p <0,01; #=p <0,05;
ns# = nicht signifikant verschieden von TTP"-Mausen; One- -way ANOVA)

Diese Untersuchungen zeigten eine Abnahme der PDBu-induzierten ROS-Bildung in
den doppeldefizienten Mausen im Vergleich zu TTP"-Mausen, jedoch keine Anglei-
chung an die ROS-Level, die in Wildtypblut gemessen wurden. Die Ergebnisse wei-
sen darauf hin, dass TNFa einen Beitrag zu der erhohten ROS-Bildung in TTP-
defizienten Mausen leistet, aber nicht allein fur die massive Erhdhung der reaktiven

Sauerstoffspezies verantwortlich ist.

4.1.3.3 Die Inaktivierung von TNFa in TTP”-Miusen verindert nicht die erhhte
Nox2-mRNA-Expression
Der Einfluss von TNFa auf die Nox-Expression wurde mittels gRT-PCR-Analysen in

Mausaorten untersucht.
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Abbildung 4-26: Die Nox2-mRNA-
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-%\:"700 Inaktivierung in TTP”-Miusen

@ & nicht reduziert.

Q

i s 600 Aorten von TTPY- TTP"- und

< > 500- TNFa TTP"-Mausen wurden in GIT-

Z X 200; Puffer homogenisiert und fiir mRNA-

% o jns# Expressionsanalysen  der  Nox1,

05 1004 Nox2 und Nox4 mittels qRT-PCR

2 < eingesetzt.

% = = i_- |:_| Die dargestellten Werte sind Mittel-

= 0 werte +SEM von 2-11 Mausen
2 0+V (#=p <0,05; ns# = nicht signifikant

<> verschieden von TTP’-Mausen:

One-way ANOVA)*’,

aTTP** m TNFo"TTP-

Es zeigte sich, dass eine zusatzliche TNFa-Defizienz zwar die Expression der Nox2-
mRNA im Vergleich zu der Expression in TTP"-Tieren leicht verringerte, jedoch war
diese Verringerung nicht signifikant verschieden von der Nox2-mRNA-Expression,
die in den Aorten der TTP"-Mause gemessen werden konnte. Unerwarteter Weise
konnte in den Aorten der doppeldefizienten Mause mehr Nox4-mRNA nachgewiesen
werden als in denen der TTP”-M&use. Die Nox1-mRNA-Expression dnderte sich

nicht signifikant in den drei untersuchten Maustypen.

4.1.3.4 Der proarteriosklerotische Phinotyp der TTP-Miuse ist nicht aus-
schlieBlich TNFa-vermittelt

Es konnte gezeigt werden, dass eine Inaktivierung des Entzindungsmediators TNFa

die Arteriosklerose in einem ApoE” -Mausmodell verringert?'®. Daher wurde erwartet,

dass die zusitzliche TNFa-Defizienz in TTP”-Mausen die Erhdéhung der mRNA-

Expression der proarteriosklerotischen Markergene verringert. Diese Markergene

wurden mittels qRT-PCR-Analyse in TTP**-, TTP"-, TNFa”und TNFa” TTP" -Aorten

untersucht.
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relative mRNA-Expression

OTTPY* ®mTTP*~ ®TNFo TTP*~ = TNFo”

Abbildung 4-27: Die Inaktivierung von TNFa hat keinen Einfluss auf die erhéhte mRNA-
Expression von SSP1 und Mip-1a in TTP”-Miusen.

Aorten von TTP+/+-, TTP'/'-, TNFa™- und TNFa’ TTP"-Mausen wurden in GIT-Puffer homogenisiert,
die RNA wurde isoliert und in gqRT-PCR-Untersuchungen auf die Expression der proarterioskleroti-
schen Markergene hin analysiert.

Die dargestellten Werte sind Mittelwerte + SEM von 8-16 Mausen (## =p <0,01; #=p <0,05;
ns# = nicht signifikant verschieden von TTP"-Mausen; One-way ANOVA)57.

Die zusatzliche Inaktivierung von TNFa hatte in diesen Untersuchungen die Verringe-
rung der CTSS-, TNFa- und S100A8-mRNA in den doppeldefizienten Mausen zur
Folge. Jedoch konnte in den TNFa TTP”-M&usen im Vergleich zu TTP-defizienten
Mausen keine Veranderung der SPP1- und Mip-1a-mRNA nachgewiesen werden.
Dies spricht daflir, dass diese mRNAs direkt von TTP beeinflusst werden. TNFa ist
also fur die erhdhte mRNA-Expression einiger aber nicht aller untersuchten Gene in

TTP”-Mausen verantwortlich.

4.1.3.5 TNFa besitzt nur einen schwachen Einfluss auf die hamostatischen
Storungen in TTP-defizienten Mausen
Da chronische Entzindungen auch einen Einfluss auf arterielle Thrombosen neh-
men, jedoch eine TNFa-Defizienz die generelle Entzindung verringert, sollten in den
doppeldefizienten Mausen die Blutungsstérungen, die in den TTP”-Mausen beo-
bachtet wurden, normalisiert werden. Daher wurden Untersuchungen zur TVBT und
zur intrinsischen und extrinsischen Gerinnungszeit mit Blut von TTP*“-, TTP'/'-,
TNFa”- und TNFa” TTP"-Mausen durchgefiihrt.
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Abbildung 4-28: Die Dysregulation der Hamostase in einer TTP-induzierten entziindlichen Er-
krankung ist nicht vollstandig TNFa-vermitteilt.

A Die Koagulation des Blutes von TTP**-, TTP"-, TNFa”- und TNFa” TTP"-Mausen wurde mit Ci-
tratpuffer gestoppt und das nach Zentrifugation erhaltene Plasma fiir die Bestimmung der extrinsichen
(PT) und intrinsischen (aPTT) Gerinnungszeit eingesetzt.

B Die TVBT der TTP™-, TTP"-, TNFa™- und TNFa' TTP"-Mause wurde durch Amputation eines
0,5 cm langen Schwanzstickes und Eintauchen des Schwanzes in 37 °C warme 0,9 %ige NaCl-
Lésung ermittelt. Die Zeit zum vollstandigen Verschluss der Gefalle wurde gemessen.

Die dargestellten Werte sind (A) relative Mittelwerte + SEM bzw. (B) Einzel- und Mittelwerte + SEM
von 7-22 Mausen (**=p<0,001; *=p<0,01; *=p <0,5; ns =nicht signifikant verschieden von
TTP+/+-Méusen; ## =p <0,01; ns# = nicht signifikant verschieden von TTP"'-Méusen; One-way
ANOVA).

Die intrinsischen Blutungszeiten (aPTT) der Proben der doppeldefizienten Mause

sanken zwar im Vergleich zu den TTP"

-Mausen, waren aber immer noch erhdht im
Vergleich zu Wildtypmausen. Die TVBT-Werte der TNFa” TTP”-Proben sanken im
Vergleich zu den Zeiten der TTP-defizienten Mause, waren aber weder zu den
TTP**- noch zu den TTP”-Ergebnissen signifikant verdndert. Die TNFa”-Mause
zeigten verringerte TVBTs und auch tendenziell geringere PT- und aPTT-Werte.

Die Ergebnisse der Versuche legen die Annahme nahe, dass eine zusatzliche TNFa-
Defizienz im Hintergrund der TTP-induzierten chronischen Entzindung die hamosta-

tischen Veranderungen nur zum Teil verbessern kann.
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4.2 Untersuchung der Wirkung organischer Nitrate auf oxidativen
Stress im Diabetesmodell

Diabetes ist ein klassischer Risikofaktor fur die Ausbildung kardiovaskularer Erkran-
kungen. Ein frilhes Zeichen einer Diabeteserkrankung ist das Auftreten einer eDF*""
durch einen erhdhten oxidativen Stress und Nox-Aktivierung. Patienten mit Corona-
rarterienerkrankung werden zum Teil mit organischen Nitraten wie NTG, ISMN oder
ISDN therapiert, die jedoch als unerwunschten Effekt eine Nitrattoleranz also den
Verlust der Wirkung der Nitrate zeigen. PETN ist ein organisches Nitrat, das diese
Nebenwirkungen nicht aufweist und daher in den Fokus geruckt ist.

Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurde untersucht, ob PETN im Vergleich zu anderen
organischen Nitraten wie ISMN eine Reduktion des vaskularen oxidativen Stresses
zur Folge hat. Oxidativer Stress kann durch eine verstarkte Expression des antioxi-

dativen Enzyms HO-1 reduziert werden.

4.2.1 PETN induziert die HO-1-Promotoraktivitat
In Vorarbeiten von Dr. C. Voss im Rahmen ihrer medizinischen Doktorarbeit?'? konn-
te gezeigt werden, dass der Promotor der humanen HO-1 durch organische Nitrate in

seiner Funktion beeinflusst werden kann (siehe Abbildung 4-29).

Abbildung 4-29: PETN aber nicht ISMN
200- induziert die Aktivitit des HO-1-
Promotors.

DLD-1-HO-1-Prom-Zellen ~ wurden  fir
6 Stunden mit 50 yM PETN oder 50 uM
ISMN bzw. den jeweiligen Lésungsmittel-
kontrollen DMSO oder H,O behandelt. Die
Zellen wurden in 1 x PLB lysiert und mit-
tels Reportergenanalysen die nitratindu-
zierte Promotoraktivitat bestimmt.
Die dargestellten Werte sind Mittelwer-
te + SEM von 21-35 Messungen
®$ (*** = p <0,001; ns = nicht signifikant ver-
9 schieden von Lo&sungsmittelkontrollzellen;
t-Test).
Diese Ergebnisse wurden freundlicherwei-
se von Dr. CVoss zur Verfugung
gestelltm.

—
o
@

(% von Kontrollzellen)
—
n o
=) =)

HO-1-Promotoraktivitat

&Y

Die fur die Versuche genutzten DLD-1-HO-1-Prom-Zellen enthalten ein stabil in ihr
Genom integriertes Konstrukt, das aus dem humanen HO-1-Promotor von 11 kb
GroRe vor dem Luciferasereportergen besteht. Die Behandlung der DLD-1-HO-1-
Prom-Zellen mit dem organischen Nitrat PETN zeigte in Reportergenanalysen eine

1,5fache Steigerung der HO-1-Promotoraktivitat verglichen mit der Losungsmittelkon-
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trolle DMSO. Mit dem NO-Donor ISMN jedoch konnte die Promotoraktivitat der HO-1
nicht signifikant verandert werden. Scheinbar ist nur PETN und nicht ISMN dazu in
der Lage, die HO-1-Promotoraktivitat zu erhéhen und dadurch antioxidative Wirkun-

gen zu induzieren.

4.2.2 Nrf2 induziert den HO-1-Promotor

Um einen Einblick in den Mechanismus der PETN-vermittelten Erhéhung der HO-1-
Promotoraktivitat zu gewinnen, wurde der Transktiptionsfaktor Nrf2 als wichtiger Re-
gulator einer antioxidativen Antwort auf oxidativen Stress und als Modulator der HO-
1-Antwort in den DLD-1-HO-1-Prom-Zellen ausgeschaltet. Hierfir wurde in den Zel-
len die Nrf2-Expression durch Transfektion einer chemisch synthetisierten siRNA
reduziert. Als Kontrolle wurde eine unspezifische siRNA transfiziert. Die erfolgreiche
Verringerung von Nrf2 wurde auf mRNA-Ebene mit Hilfe von qRT-PCR-

Untersuchungen verifiziert.

Abbildung 4-30: Die genutzte Nrf2-siRNA ist

Sc 150 funktionell.

852

gl 3 = DLD-1-HO-1-Prom-Zellen wurden transient mit

ﬁ £ 100 einer anti-Nrf2 siRNA (siNrf2) bzw. mit einer Kon-

£<% troll-siRNA  (siKontrolle)  transfiziert. = Nach

Eg% 48 Stunden wurden die Zellen in GIT-Puffer ly-

T - § 501 siert, die RNA wurde isoliert, revers transkribiert

=5 und in gPCR-Analysen zur Detektion der Nrf2-

S - mRNA eingesetzt.

= o < < Die dargestellten Werte sind Mittelwerte + SEM
&\o\ é@{\ von 2-3 unabhangigen Messungen (** = p < 0,01;

§l~° t-Test).

Mittels gRT-PCR konnte gezeigt werden, dass die Expression der Nrf2-mRNA durch
die genutzte chemisch hergestellte Nrf2-siRNA signifikant um Uber die Halfte in den
DLD-1-HO-1-Prom-Zellen verringert werden konnte. Anschliefend wurden Zellen,
die mit diesen siRNAs behandelt wurden, in Reportergenanalysen zur Untersuchung
der PETN-abhangigen HO-1-Promotorinduktion eingesetzt. Dafur wurde die siNrf2-
und siKontrollzellen mit PETN bzw. DMSO als Lésungsmittelkontrolle fur 6 Stunden

behandelt und die lysierten Zellen auf die Induktion des HO-1-Promotors untersucht.

91



Ergebnisse

250

200+

150+

100+

HO-1-Promotoraktivitat
(% von siKontroll-DMSO-Zellen)

Abbildung 4-31: Der Effekt von PETN
auf den HO-1-Promotor ist Nrf2-
abhangig.

DLD-1-HO-1-Prom-Zellen wurden transient
mit einer anti-Nrf2 siRNA (siNrf2) bzw. mit
einer Kontroll-siRNA (siKontrolle) transfi-
ziert. Nach 48 Stunden wurden die Zellen
mit 50 yM PETN bzw. DMSO als Lo6-
sungsmittelkontrolle flr 8 Stunden behan-
delt, in 1 x PLB lysiert und fiir die Analyse
der PETN-induzierten HO-1-
Promotoraktivitat eingesetzt.

Die dargestellten Werte sind Mittelwerte
von 6-10 unabhangigen Experimenten
(**=p<0,01; ns=nicht signifikant ver-
schieden von DMSO-behandelten siKon-

trollzellen; t-Test)213.

In den Nrf2-siRNA-behandelten DLD-1-HO-1-Prom-Zellen konnte keine Induktion der

HO-1-Promotoraktivitat nach PETN-Behandlung im Vergleich zu den siKontrollzellen,

bei denen PETN eine 1,6fache Induktion der Promotoraktivitat zur Folge hatte, mehr

festgestellt werden. Die PETN-induzierten HO-1-Promotoraktivitat ist folglich von

dem Transkriptionsfaktor Nrf2 abhangig.
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4.3 Analyse der antiarteriothrombotischen Effekte von Galiellalacton in
murinen Arteriosklerosemodellen
Arteriothrombosen bezeichnen den Vorgang einer Arteriosklerose mit anschliel3en-
der Ruptur von arteriosklerotischen Plagues und dem Eintreten einer Thrombose. Da
Mause per se nicht empfindlich fir eine Arterioskleroseerkrankung sind, missen ge-
eignete Mauslinien, wie ApoE”-Mause, mit fettreichem Futter (Westerntyp-Diét) ge-
futtert werden, um die Krankheiten auszulésen. Die Ruptur der Thromben jedoch ist
in Mausmodellen nur schwer nachstellbar?™*. Die Gruppe um Dr. Eitzman zeigte je-
doch ein erhdhtes thrombotisches Risiko in ApoE” TFPI"-Mausen'®. Nach photo-
chemischer Plaqueruptur waren die Zeiten fur eine vollstandige Akklusion des Gefa-

Res der ApoE” TFPI*"-M3use im Vergleich zu ApoE™-Mausen signifikant verkiirzt.

4.3.1 Charakterisierung der ApoE” - und ApoE” TFPI'"-Mause

Da eine vollstandige TFPI-Defizienz zum Absterben aller Embryonen in der neonata-
len Periode fuhrt, wurde in den Untersuchungen mit TFPI-heterozygoten Mausen
(TFPI'") gearbeitet. Es konnte gezeigt werden, dass diese Mause eine Reduktion der
TFPI-Aktivitat um 50 % im Vergleich zu TFPI"*-Tieren besitzen'®".

Nach der erfolgreichen Zucht der ApoE” TFPI"-Méause durch Kreuzen von ApoE”-
und TFPI"-M&usen wurden diese fiir eine erste Charakterisierung beider Maus-
stamme fur 14 bis 30 Wochen mit Westerntyp-Diat (WD) gefuttert und die Blutungs-
zeiten, das Vorhandensein von arteriosklerotischen Plaques, die Endothelfunktion

und die Thrombozytenadhasion an verletzte Gefalde untersucht.

4.3.1.1 TFPl-abhangige Veranderung der Schwanzvenenblutungszeit

TFPI ist unter physiologischen Bedingungen ein Inhibitor des extrinsischen Gerin-
nungsweges, indem es die zur Aktivierung des Koagulationsfaktors VII nétige Pro-
tease inhibiert?’®. Dadurch kommt es nicht zur Ausbildung des TF-FVlla-Komplexes
und der extrinsische Gerinnungsweg wird gestoppt. Um den Einfluss der heterozygo-
ten Inaktivierung des TFPI-Gens zu analysieren, wurden zunachst die Schwanzve-
nenblutungszeiten (TVBT) der ApoE™- und ApoE” TFPI""-Mause, die 14 Wochen mit

WD gefuttert wurden, untersucht.
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Abbildung 4-32: Die TFPI-haploiden Mause
zeigen nach 14-wéchiger WD-Fltterung keine

2001 veranderten TVBTs.

ApoE'/'- und ApoE"'TFPI”"-Méuse wurden 14
Wochen mit WD gefttert. 0,5 cm der Schwanz-
spitze wurde entfernt und der Schwanz in 37 °C
warme 0,9 %ige NaCl-Lésung gehalten. Die Zeit
zum vollstdndigen Wundverschluss wurde ge-
messen.

X Die dargestellten Werte sind Mittelwerte + SEM
AQQ\ von 4-5 Mausen (ns = nicht signifikant verschie-
A den von ApoE”-Mausen; t-Test).

1501

1001

TVBT [s]
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Nach AS-Induktion durch 14wdchige Fatterung der ApoE"'- und ApoE'/'TFPI+/'-Méuse
mit WD zeigte sich Uberraschender Weise kein Unterschied in den TVBTs beider
Versuchsgruppen. Die TFPI-Heterozygotie hatte unter den gewahlten Bedingungen
keinen Einfluss auf die Blutungszeiten der Mause. Um zu untersuchen, ob nach einer

182) ynd

langeren Fitterung mit WD (Referenzwert siehe Erstbeschreibung der Mause
somit einer schwereren arteriosklerotischen Erkrankung der Tiere, die TFPI-
haploiden Mause eine verkurzte Blutungszeit und ein groReres Thromboserisiko
aufweisen, wurden die Mause 30 Wochen mit WD gefuttert und deren TVBTs ermit-

telt.
Abbildung 4-33: ApoE”TFPI'"-Miuse zei-

ns y gen nach 30wodchiger Futterung mit WD
tendenziell eine verkiirzte TVBT.

1505

ApoE™- und ApoE” TFPI"-Mause wurden 30
Wochen mit WD gefuttert. 1 cm der Schwanz-
spitze wurde entfernt und der Schwanz in
37 °C warme 0,9 %ige NaCl-Lésung gehalten.
Die Zeit zum vollstandigen Wundverschluss
wurde gemessen.

Die dargestellten Werte sind Mittelwerte
~ + SEM von 4-5 Mausen (ns = nicht signifikant
\/\<<<2\ verschieden von ApoE”-Mausen; t-Test).

1004

TVBT [s]

501

"
?Qo

Die ApoE”TFPI"-Mause, die fiir 30 Wochen mit WD gefiittert wurden, zeigten ten-
denziell verringerte TVBTs im Vergleich zu den ApoE'/'-Méusen. Das Blut der TFPI-
haploiden Tiere wies eine etwa 45 % schnellere Blutgerinnung auf als das der TFPI-

diploiden Mause.
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4.3.1.2 TFPl-abhangige Anderungen der Blutgerinnung
Um die TVBTs nach dem Beitrag des intrinsischen und extrinsischen Gerinnungswe-
ges aufzuschliisseln, wurde das Blut der fiir 30 Wochen mit WD gefiitterten ApoE™

TFPI*"- und ApoE™”-Mause fiir Koagulationsanalysen im Amelung Koagulometer ein-

gesetzt.
Abbildung 4-34: ApoE” TFPI'"-Miuse
50- ns zeigen keine Unterschiede in der
= ApoE- [ — extrinsischen und eine tendenzielle
= ApoE-TFPI*- Verringerung in der intrinsischen

Gerinnungszeit.

ApoE™- und ApoE” TFPI""-Mause wur-
den fur 30 Wochen mit WD geflttert,
bevor ihnen Blut abgenommen wurde.
Das Blut wurde mit Citratpuffer ge-
mischt und fir die Bestimmung der
extrinsischen (PT) und intrinsischen
(aPTT) Gerinnungszeit eingesetzt.

Die dargestellten Werte sind Mittelwer-
te + SEM von 4-5 Mausen (ns = nicht
signifikant verschieden von ApoE"'-
Mausen; t-Test).

Zeit [s]

Uberraschender Weise zeigte sich jedoch kein Unterschied zwischen den PT-Werten
beider Gruppen, jedoch eine tendenzielle Verringerung der aPTT-Werte. Die TFPI-
Heterozygotie hatte unter den gewahlten Bedingungen keinen Einfluss auf die extrin-
sische Blutgerinnung, auch wenn TFPI unter physiologischen Bedingungen ein Inhi-
bitor dieses Gerinnungsweges ist. Der Einfluss von TFPI auf die intrinsische Blutge-

rinnung muss in weiteren Untersuchungen verifiziert werden.

4.3.1.3 Erhohung der arteriosklerotischen Plaques durch TFPI-Mangel

Um zu untersuchen, ob die ApoE"'TFPI*"-Méuse ein vermehrtes arteriothromboti-
sches Risiko im Vergleich zu ApoE”-Mausen aufweisen, wurden die arterioskleroti-
schen Plaques der Uber einen Zeitraum von 30 Wochen mit WD gefltterten Mause
mittels Sudan-Farbung angefarbt und der prozentuale Anteil der Lasionsflache Uber

die gesamte Aortenflache bestimmt.
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25 . ns . Abbildung 4-35: Der prozentuale Anteil an arte-
' ! riosklerotischen Lisionen ist in ApoE” TFPI'-
204 Mausen tendenziell leicht erhoht.

ApoE'/'- und ApoE"'TFPI”’-Méuse wurden fur
30 Wochen mit WD gefittert und die arterioskleroti-
schen Plaques in den cranialen, medialen und cau-
dalen Bereichen der Aorten mittels Sudan-Farbung
sichtbar gemacht.

Die dargestellten Werte représentieren die Mittel-
werte + SEM der prozentualen Anteile der Lasio-
nen Uber die gesamte Aortenflaiche von 4-5 Mau-
sen (ns = nicht signifikant verschieden von ApoE'/'-
Mausen; t-Test).

151

104

Lasionsflache[%)]

Die Ergebnisse der Plaquefarbungen zeigten zwar eine leichte aber nicht signifikante
Erhéhung der Lasionsflachen in ApoETFPI*"-Mausen im Vergleich zu den ApoE™-
Mé&usen. Scheinbar tendieren die ApoE” TFPI*"-Mause nach WD-Fiitterung eher zu

der Ausbildung von arteriosklerotischen Plaques als ApoE™-Tiere.

4.3.1.4 Die Plattchenadhasion an Lasionsflachen wird durch TFPI- Mangel und
Fettfutter beeinflusst

Wahrend der Thrombusbildung nach einer Plaqueruptur ist die Zeit zur Okklusion
des Gefaldes unter anderem von der Adhasion der Thrombozyten an die GefalRwand
abhangig. Dies kann mittels Intravitalmikroskopie nachgestellt werden. Dafur werden
fluoreszenzmarkierte Thrombozyten einer Spendermaus in eine genotypgleiche
Empfangermaus injiziert und die Adhasion dieser nach einer 5minutigen Verletzung
der Endothelzellen durch Abbinden mittels Videofluoreszenzmikroskopie verfolgt. Fur
die ersten Charakterisierungen der gezichteten Mause und zur Analyse des Effekts
der WD-Fiitterung wurden sowohl Wildtypmause (TFPI**), als auch TFPI*"-, ApoE™"-
und ApoE” TFPI*"-Mause in einem Alter von 14-18 Wochen mit oder ohne WD-Futter
untersucht.
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Abbildung 4-36: Beeinflussung der Plattchenadhdsion an Lasionsstellen durch die TFPI-
Heterozygotie und Westerntyp-Diat.

A TFPI"*- TFPI""-, ApoE™- und ApoE” TFPI""-Mausen mit ND-Fiitterung wurde im Alter von 14 bis
18 Wochen eine 5mindltige Lasion an der Karotisarterie zugefligt und fluoreszenzmarkierte Platt-
chen einer genotypgleichen Spendermaus zugefuhrt. Die Adhasion der markierten Plattchen an die
Lasionsstelle wurde mittels Videofluoreszenzmikroskopie flr 30 Minuten beobachtet.

B ApoE™- und ApoE " TFPI*"-Mause wurden fiir 18 Wochen mit WD oder ND gefiittert, bevor ihnen
an der Karotisarterie eine 5minltige Lasion durch Abbinden der Arterie zugefiigt wurde. Die Adha-
sion zugeflhrter fluoreszenzmarkierter Platichen einer genotypgleichen Spendermaus wurde Uber
einen Zeitraum von 30 Minuten durch Videofluoreszenzmikroskopie aufgezeichnet.

Dargestellt sind die Mittelwerte der adharenten Plattchen an die Lasionsstelle (*** =p < 0,001;
** = p < 0,01; ns = nicht signifikant verschieden von Kontrolltieren; Two-way ANOVA).
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Die ersten Analysen ergaben eine erhdhte Plattchenadhasion und damit ein vergro-
Rertes Thromboserisiko bei einer TFPI-Heterozygotie im Vergleich zu Wildtypmau-
sen. Die mit ND-gefutterten ApoE™- und ApoE”TFPI*"-Mause (A) zeigten unterein-
ander keine Unterschiede in der Plattchenadhasion an die Lasionsstelle, waren je-
doch leicht verringert im Vergleich zu Wildtypmausen mit ND. Die Adhasion der
ApoE'/'-PIéttchen war sogar signifikant verringert von denen der Wildtypkontrollgrup-
pe (TFPI*"*). Dies deutet auf ein geringeres Thromboserisiko in ApoE”-M&usen, die
mit ND gefuttert wurden, als in Wildtypmausen hin. Der Einfluss der Futterung mit
WD auf die Plattchenadhasion (B) zeigte sich nur bei den ApoE”-Tieren und fiihrte
bei ihnen verglichen mit ND-Tieren des selben Genotyps zu einer drastischen Erho-
hung der Adhasion der Plattchen an das verletzte Gewebe und somit zu einer Erho-
hung des Thrombosepotenzials in diesen Mausen. Die Plattchen der ApoE™ TFPI*"-
Mause zeigten keine Veranderung in ihrer Adhasionshaufigkeit im Vergleich zu der
genotypgleichen ND-Kontrolle.

Die Futterung der Mause mit fettreicher WD konnte zumindest in ApoE-defizienten
Mausen das Thromboserisiko durch vermehrte Plattchenadhdsion an das verletzte
Blutgefald erhdhen. Es ist jedoch fraglich, welche Rolle TFPI in der Thrombozytenad-
hasion spielt und warum die WD-Futterung der ApoE” TFPI""-Mause diese nicht ver-

starkte.

4.3.1.5 Die Endothelfunktion wird durch die TFPI-Heterozygotie und Fettfutter
beeinflusst

Eine eDF qilt als erstes Symptom einer beginnenden AT. Daher wurde auch in

ApoE™- und ApoE” TFPI""-Mausen mit oder ohne WD die acetylcholinabhéngige Re-

laxation von Aortenringen untersucht.
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Abbildung 4-37: Die Futterung der ApoE"'TFPI""-Méuse mit WD verschlechtert die Endothel-
funktion dieser Mause.

3 mm grof3e Aortenringe von ApoE'/'- und ApoE"'TFPI”’-Méusen, die fur 12-18 Wochen mit ND bzw.
WD gefuttert wurden, wurden flr isometrische Spannungsmessungen mit 100 nM Norepinephrin
maximal kontrahiert und mit steigenden Konzentrationen Acetylcholin relaxiert. Die dargestellten Er-
gebnisse sind Mittelwerte + SEM von 4-8 unabhangigen Messungen (** = p < 0,01; ns = nicht signifi-
kant verschieden von ND-Tieren; §§ =p <0,01; ns® = nicht signifikant verschieden von ApoE"'-
Mausen; Two-way ANOVA).

Es zeigte sich, dass die Endothelfunktionen von ApoE™- und ApoE” TFPI"-M&usen
mit Normaldiat nicht signifikant voneinander verschieden waren. Unter ND-Futterung
konnte kein Einfluss der TFPI-Heterozygotie auf die acetylcholininduzierte Gefaldre-
laxation nachgewiesen werden. Die ECso-Werte fur beide Genotypen unter ND lagen
fir GefaRe von ApoE-defizienten Mausen bei 107 M und fiir GefaRe von
ApoE"TFPI*"-Mausen bei 610 M. Auffallig war jedoch, dass die GefaRe dieser
Mause nach maximaler Kontraktion mit Norepinephrin nur zu 45 — 60 % relaxieren
konnten. Nach Futterung mit Fettfutter (WD) verbesserte sich Uberraschender Weise
die Endothelfunktion der ApoE”-Mause signifikant. Der ECso-Wert fiir Acetylcholin
sank bei den mit WD gefiitterten ApoE™-Mausen auf 3,5¢10° M und die GefaRrela-
xation dieser Mause verbesserte sich auf etwa 90 % der maximalen Kontraktion.
Nach Fiitterung mit WD anderte sich die Endothelfunktion der ApoE” TFPI""-Mause

im Vergleich zu den mit ND gefutterten Tieren des gleichen Genotyps nicht
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(EC50 = 7210 M), jedoch war die GefaRrelaxation im Vergleich zu den mit WD ge-
fiitterten ApoE”-Mausen durch die TFPI-Heterozygotie verschlechtert.

4.3.2 Gal senkt die mRNA-Expression verschiedener Entziindungsmarker in
der Zellkultur

Die unterschiedlichen Chargen des wahrend der Versuche genutzten Pilzsekundar-
metabolits Gal wurden in einem Zellkulturmodell mit MM6- bzw. RAW-Zellen gete-
stet. Hierfir wurden die Zellen 1 Stunde vor der Zytokinstimulation mit 1 mM Gal be-
handelt und nach Zytokinstimulation wurde die mRNA-Expression verschiedener
Entzindungsmarker mittels qRT-PCR analysiert. Da die iINOS-Expression unter den
gewahlten Bedingungen nicht in MM6-Zellen stimuliert werden kann, wurde die Re-
gulation der INOS-mRNA nach Gal-Bahandlung in RAW-Zellen untersucht.

Abbildung 4-38: Gal verringert die Expres-
sion einiger proinflammatorischer Marker-

MM6 ., RAW, gene.
- ns ns
. 2150 'TE:# .”_ns|s# '_.#;#: s MM6- bzw. RAW-Zellen wurden 1 Stunde mit
? = = = M '_i: 1 mM Gal behandelt, bevor sie fir die jeweili-
ez 100l i T l H gen Zeitrdume (TNFaq, IL6, Cox2 = 2 Stunden;
i £ iINOS = 6 Stunden) mit einem Zytokinmix
T8s (MM6: 37,5 ng/mL TNFa, 30 ng/mL IFN-y und
T %% 3ng/mL IL13; RAW: 1pyg/mL LPS und
'gf s 501 30 ng/mL IFN-y) stimuliert wurden. Die Kon-
% N O; trolizellen wurden fiir die jeweiligen Zeitraume
- ._ mit DMEM ohne FKS behandelt. Die Zellen
0 '_'(; o q o wurden mit GIT-Pffer lysiert, die RNA in
,@“ N4 o°+ .@O gRTPCR-Analysen fir die Genexpressionsun-
o Kontrolle = Zytokinmix m Zytokinmix + Gal tersuchungen eingesetzt.

Die dargestellten Werte sind Mittelwerte
+ SEM von 2-4 unabhadngigen Messungen
(*=p <0,05; ns=nicht signifikant verschie-
den von Kontrollzellen; ##=p <0,01;
# =p < 0,05; ns# = nicht signifikant verschie-
den von stimulieten Zellen; One-way
ANOVA).

In den Analysen zur Funktionalitat von Gal zeigte sich, dass die Substanz dazu in der
Lage war, die mRNA-Expression proinflammatorischer Gene in MM6- bzw. RAW-
Zellen zu verringern. Die Expressionen der Cox2- und iNOS-mRNA konnten signifi-
kant verandert werden, die der TNFa- und IL6-mRNA wurden tendenziell verringert.
Auf Grund dieser Ergebnisse in der Zellkultur wurde Gal fur die Behandlung der
durch Fettfutter induzierten AS bzw. AT in ApoE™- und ApoE” TFPI*"-Mausen einge-

setzt.
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4.3.3 Behandlung der ApoE" . und ApoE’ “TFPI'"-Miuse mit Gal

Die Behandlung der AT der Versuchstiere mit dem Pilzsekundarmetabolit Gal erfolg-
te nach dem in Kapitel 3.3.3 dargestellten Versuchsschema. ApoE”- und ApoE”
TFPI*"-Mause wurden entweder 12 Wochen mit ND oder 18 Wochen mit WD geflt-
tert. Den WD-Mausen wurde die letzten 6 Wochen jeden zweiten Tag 10 mg/kg Gal
bzw. PBS + 10 % EtOH (PBS/EtOH) i.p. verabreicht, um einen therapeutischen Ef-
fekt des Pilzmetaboliten zu untersuchen. Als funktionelle Tests wurden die Platt-
chenadhasion mittels Intravitalmikroskopie, die Endothelfunktion, sowie die Blutge-
rinnungszeiten analysiert. Weiterhin wurde die mRNA-Expression verschiedener

proarteriothrombotischer Mediatoren mittels gRT-PCR untersucht.

4.3.3.1 Gal verringert die Adhdasion von Thrombozyten an Lasionsstellen in
ApoE-defizienten Mausen

Den mit Gal bzw. PBS/EtOH behandelten Mausen wurden fluoreszenzmarkierte

Thrombozyten einer genotypgleichen Spendermaus injiziert und die Adhasion dieser

an eine durch 5minutiges Abbinden verletzte Karotisarterie Uber einen Zeitraum von

30 Minuten mittels Videofluoreszenzmikroskopie untersucht.
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Abbildung 4-39: Gal-Behandlung verringert die Adhasion der Plattchen an die Lasionsstelle in
ApoE"'-Méusen.

ApoE"'- und ApoE"'TFPI”’-Méuse wurden fir 18 Wochen mit WD gefittert und die letzten sechs Wo-
chen mit 10 mg/kg Gal bzw. PBS/EtOH ip. behandelt, bevor ihnen an der Karotisarterie eine
5mindtige Lasion durch Abbinden der Arterie zugefiigt wurde. Die Adhasion zugeflhrter fluoreszenz-
markierter Plattchen einer genotypgleichen Spendermaus wurde Uber einen Zeitraum von 30 Minuten
durch Videofluoreszenzmikroskopie aufgezeichnet.

Dargestellt sind die Mittelwerte der adharenten Plattchen an die Lasionsstelle (*** = p < 0,001 vergli-
chen mit ApoE"'-Méusen mit WD und PBS/EtOH-Behandlung; ns# = nicht signifikant verschieden von
ApoE"'TFPI”’-Méusen mit WD und PBS/EtOH-Behandlung; Two-way ANOVA).

Die Auswertungen der IVM-Untersuchungen ergaben, dass die Gal-Behandlung ver-
glichen mit der PBS/EtOH-Gabe in WD-gefiitterten ApoE™-Mausen signifikant die
Thrombozytenadhésion an die ladierte Stelle verringern konnte. In ApoE” TFPI*"-
Mausen konnte eine leichte Reduktion der adharierenden Plattchen ermittelt werden,
jedoch war diese Reduktion nicht signifikant verandert im Bezug auf die PBS/EtOH-
Kontroligruppe. Gal scheint auf funktioneller Ebene die Plattchenadhésion in ApoE™-
Mausen zu verringern, was zu einem verminderten Thromboserisiko in diesen Mau-

sen fUhren konnte.

4.3.3.2 Gal verbessert nicht die Endothelfunktion im AS- oder AT-Modell

Um einen frihen Marker einer beginnenden Arterioskleroseerkrankung zu untersu-
chen, wurde die Endothelfunktion der fur 18 Wochen mit WD und fur 6 Wochen mit
Gal bzw. PBS/EtOH behandelten Mause bestimmt. Dafiur wurden isometrische

Spannungsmessungen der Aortenringe durchgefuhrt. Die Aortenringe wurden mit
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Norepinephrin maximal kontrahiert und mit zunehmenden Konzentrationen Acetyl-

cholin relaxiert.

HHH

I***

% Konstriktion

[]
9 8 7 6
Acetylcholinkonzentration
(- log [M])
® ApoE”- WD+PBS/EtOH ApoE”- WD+Gal
® ApoE”"TFPI*- WD+PBS/EtOH ApoE”-TFPI*- WD+Gal

Abbildung 4-40: Gal verbessert die Endothelfunktion weder in ApoE™- noch in ApoE™ TFPI""-
Mausen.

3 mm grof3e Aortenringe von ApoE'/'- und ApoE"'TFPI”’-Méusen, die fur 18 Wochen mit WD gefuttert
und die letzten 6 Wochen mit 10 mg/kg Gal bzw. PBS/EtOH i.p. behandelt wurden, wurden flir isome-
trische Spannungsmessungen mit Norepinephrin maximal kontrahiert und mit steigenden Konzentra-
tionen Acetylcholin relaxiert. Die dargestellten Ergebnisse sind Mittelwerte £+ SEM von 4-8 unabhan-
gigen Messungen (***=p<0,001 im Vergleich mit ApoE'/'-Méusen mit WD und PBS/EtOH-
Behandlung; ### =p <0,001 verglichen mit ApoE"'TFPI”’-Méusen mit WD und PBS/EtOH-
Behandlung; Two-way ANOVA).

In ApoE”-M&usen war Gal nicht in der Lage, die Endothelfunktion im Vergleich zu
der in mit PBS/EtOH-behandelten Mausen ermittelten Funktion zu verbessern. Es
kam sogar zu einer leichten Verschlechterung der achetylcholinabhangigen Relaxati-
on nach Gal-Behandlung. Der ECso-Wert stieg von 3+10°®M in PBS/EtOH-
behandelten Mausen auf 5¢10%M in Gal-behandelten Tieren. In ApoE”TFPI*"-
Mausen hatte Gal im Vergleich zu PBS/EtOH Uberraschender Weise einen dramati-
schen Effekt auf die Endothelfunktion der Mause. Die Aortenringe der Mause, die fur
6 Wochen mit Gal behandelt wurden, waren nicht mehr dazu in der Lage, mit Acetyl-
cholin iber 50 % zu relaxieren. Die ECso-Werte stiegen von 9¢10° M in PBS/EtOH-

behandelten Mausen auf 2¢10” M nach Gal-Behandlung. Gal scheint auf Grund der
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Ergebnislage nicht dazu geeignet zu sein, in einem Arteriosklerose- oder Arterio-

thrombosemodell die Endothelfunktion zu verbessern.

4.3.3.3 Effekte von Gal auf die Blutgerinnung

Die Wirkung des Pilzmetabolits Gal auf die Blutgerinnung der mit WD-gefltterten und
mit PBS/EtOH- bzw. Gal-behandelten Mause wurde zunachst Uber Ermittlung der
TVBTs beispielhaft nur in den ApoE"‘TFPI*"-Méusen untersucht.

Abbildung 4-41: Gal-Behandlung zeigt keinen
ns . Effekt auf die TVBT der ApoE™ TFPI'"-Miuse.

200 ApoE TFPI"-Mause wurden 18 Wochen mit WD
geflttert und die letzten 6 Wochen jeden zweiten
Tag mit 10 mg/kg Gal i.p. behandelt. 0,5 cm der
Schwanzspitze wurde entfernt und der Schwanz
in 37 °C warme 0,9 %ige NaCl-Lésung gehalten.
Die Zeit zum vollstdndigen Wundverschluss wur-
de gemessen.

Die dargestellten Werte sind Mittelwerte + SEM
von 3-4 Mausen (ns = nicht signifikant verschie-
den von ApoE'/'-Méusen; t-Test).

1501

TVBT [s]

100

504

Es zeigte sich zwischen den zwei Versuchsgruppen kein Unterschied in den
Schwanzvenenblutungszeiten. Durch die Behandlung der Mause mit Gal wurde die
Thrombusbildung nicht beeinflusst.

Um zu Untersuchen, ob die Behandlung der Mause mit Gal einen Einfluss auf die
extrinsische und intrinsische Gerinnungszeit hatte, wurde den Mausen, die
18 Wochen mit WD gefuttert worden waren und die letzten 6 Wochen jeden zweiten
Tag 10 mg/kg Gal i.p. verabreicht bekommen hatten, Blut enthommen, mit Citratpuf-
fer 1:9 vermischt und das nach Zentrifugation gewonnene Plasma fur die Analyse der
PT- und aPTT-Werte eingesetzt.

104



Ergebnisse

—*, | ns#
100 = ==
Z 75'
D ]
g 50
o5, * ns#
L «,i |
%4 Q’\
>
B ApoE” WD+PBS/EtOH B ApoE"TFPI*- WD+PBS/EtOH
3 ApoE"-WD+Gal 3 ApoE*TFPI*- WD+Gal

Abbildung 4-42: Die Behandlung der Mause mit Gal verlangert die Blutungszeiten der extrinsi-
schen und intrinsischen Gerinnungskaskade.

Blut von ApoE"'- und ApoE"'TFPI”’-Méuse, die 18 Wochen mit WD gefittert und sechs Wochen mit
Gal (10 mg/kg) bzw. PBS/EtOH behandelt wurden, wurde mit Citratpuffer gemischt und fir die Be-
stimmung der extrinsischen (PT) und intrinsischen (aPTT) Gerinnungszeit eingesetzt.

Die dargestellten Werte sind Mittelwerte + SEM von 2-4 Mausen (*=p <0,05 im Vergleich zu
ApoE"'-Méusen mit WD + PBS/EtOH; ns# = nicht signifikant verschieden von ApoE"'TFPI”’-Tieren
mit WD + PBS/EtOH; t-Test).

In den Analysen der PT- und aPTT-Werte zeigte sich eine verlangerte Gerinnungs-
zeit nach 6wdchiger Behandlung der Mause mit Gal in der extrinsischen und intrinsi-
schen Koagulationskaskade (signifikant fir ApoE-defiziente Tiere und tendenziell fur
ApoE”TFPI*"-Mause) in den untersuchten Gruppen. Die Gal-Behandlung scheint

einen negativen Effekt auf die Thrombusbildung zu haben.

4.3.3.4 Gal senkt die mRNA-Expression einiger AT-Markergene

Gal wurde im chronischen Entziindungsmodell des Asthmas'®® sowie in Zellkulturex-
perimenten'® als eine Substanz beschrieben, die liber IL6-Reduktion zu einer Ver-
ringerung der Inflammation fiihrt. Um zu untersuchen, ob Gal auch in den ApoE™-
und ApoE” TFPI*"-Mausen die Expression von IL6 moduliert, wurde in den aus Aor-
ten isolierten RNAs der mit Gal- bzw. PBS/EtOH-behandelten Mause die IL6-mRNA-
Expression mittels gRT-PCR analysiert.
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Abbildung 4-43: Gal verringert die IL6-
mRNA-Expression in ApoE"'TFPI+"-Méiusen.

cc
o [0}
2 3 —ns — Aorten von ApoE™- und ApoE’TFPI"-
gg Mé&usen, die 18 Wochen mit WD und sech
s 100 Wochen mit Gal (10 mg/kg) bzw. PBS/EtOH
< *g' behandelt worden waren, wurden in GIT-Puffer
E V4 T homogenisiert. Die isolierte RNA wurde in
= 50, T gRT-PCR-Analysen zur Untersuchung der IL6-
S 3 mRNA-Expression eingesetzt.
P s Die dargestellten Werte sind Mittelwerte
= E + SEM von 3-9 Mausen pro Gruppe (ns = nicht
© 2 0- T T signifikant verschieden von ApoE'/'-Tieren mit
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In diesen Untersuchungen zeigte sich eine verringerte Expression der IL6-mRNA in
den ApoE”TFPI*"-Mausen im Vergleich zu den fiir sechs Wochen mit PBS/EtOH-
behandelten Mausen des gleichen Genotyps. In ApoE™-Mausen konnte eine tenden-
zielle Reduktion der IL6-mRNA-Expression in den Mausaorten durch Gal-Gabe er-
reicht werden.

Da die ApoE” TFPI*"-Mause als ein Mausmodell fir Arteriosklerosen mit verstarkter
Thrombose beschrieben wurden, wurden in den Aorten der Versuchstiere die Ex-
pression verschiedener proarteriosklerotischer, prothrombotischer und proinflamma-
torischer Markergene untersucht. Ebenfalls wurde die Wirkung von Gal auf die Ex-
pression dieser Mediatoren analysiert. Die Aorten der Mause wurden in GIT-Puffer
homogenisiert und die RNA nach der Isolation in gqRT-PCR-Untersuchungen einge-

setzt.
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Abbildung 4-44: Gal moduliert die mRNA-Expression der proarteriosklerotischen Marker CTSS
und SPP1.

Aorten von ApoE'/'- und ApoE"'TFPI”’-Méusen, die entweder 12 Wochen ND oder 18 Wochen WD mit
sechswochiger Gal- (10 mg/kg) bzw. PBS/EtOH-Behandlung erhalten hatten, wurden in GIT-Puffer
homogenisiert. Die RNA wurde isoliert, revers transkribiert und in gqPCR-Analysen zur Untersuchung
der mMRNA-Expression der proarteriosklerotischen Markergene CTSS (A) und SPP1 (B) eingesetzt.
Die dargestellten Werte sind Mittelwerte + SEM von 4-12 Mausen pro Gruppe (* = p < 0,05; ns = nicht
signifikant verschieden von ApoE'/'-Tieren mit WD und PBS/EtOH behandelt; ### =p < 0,001;
## = p < 0,01; ns# = nicht signifikant verschieden von ApoE"'TFPI”‘-Tieren mit WD und PBS/EtOH
behandelt; One-way ANOVA).

Es zeigte sich bei der Analyse der mRNA-Expression zweier proarteriosklerotischer
Gene, dass die Expression dieser mit WD induziert werden konnte. Die Induktion der
CTSS-mRNA-Expression in ApoE"'TFPI*"-Méusen durch die fettreiche Diat war in
etwa 10fach hoher als die in ApoE™-Mausen. Diese Expressionserhdhung deutet auf
einen Effekt der TFPI-Heterozygotie auf die mMRNA-Expression dieses Gens hin. Die
Behandlung der ApoE"'TFPI*"-Méuse mit Gal konnte im Vergleich zu der Behand-
lung mit dem Lésungsmittel PBS/EtOH die mRNA-Expression des proarterioskleroti-
schen Gens SPP1 signifikant auf 10 % verringern. Gal konnte jedoch nicht in ApoE™-
Mausen die SPP1-mRNA-Expression senken. Die Untersuchungen der CTSS-

"~ als auch in ApoE” TFPI*"-Mausen

MRNA-Expressionen zeigten sowohl in ApoE
eine tendenzielle Verringerung auf 13 % bzw. 6 % der mit PBS/EtOH behandelten

Tiere durch die Behandlung mit dem Pilzmetabolit.
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Abbildung 4-45: Die mRNA-Expression der proinflammatorischen Marker S100A8 und TNFa
wird durch Gal-Gabe verringert.

ApoE'/'- und ApoE"'TFPI”’-Méuse wurden entweder 12 Wochen mit ND oder 18 Wochen mit WD ge-
futtert. Die WD-Tiere wurden 6 Wochen mit Gal (10 mg/kg) bzw. PBS/EtOH i.p. behandelt. Aorten
dieser Mause wurden in GIT-Puffer homogenisiert, die RNA wurde in qRT-PCR-Analysen zur Unter-
suchung der mRNA-Expression der proinflammatorischen Markergene S100A8 (A) und TNFa (B)
eingesetzt.

Die dargestellten Werte sind Mittelwerte + SEM von 3-11 Mausen pro Gruppe (***=p <0,001;
*=p<0,05 ns=nicht signifikant verschieden von ApoE'/'-Tieren mit WD und PBS/EtOH-
Behandlung; ### =p <0,001; ##=p <0,01; #=p <0,05; ns# = nicht signifikant verschieden von
ApoE"'TFPI”’-Tieren mit WD und PBS/EtOH behandelt; One-way ANOVA).

Die Untersuchungen zur mRNA-Expression der proinflammatorischen Marker TNFa
oder S100A8 zeigten eine Induktion beider mRNAs durch die WD-Futterung. Jedoch
war diese Expressionssteigerung nicht von der TFPI-Heterozygotie abhangig, da
zwischen den beiden Genotypen mit gleicher Futterung kein Unterschied in der
MRNA-Expression zu erkennen war. Es konnte eine Verringerung der S100A8-
mRNA-Expression durch die Gal-Behandlung in den ApoE” TFPI*"-Mausen auf etwa
19 % beobachtet werden. Es zeigte sich eine Erniedrigung der Expression der
S100A8-mRNA auf 9 % in ApoE™-Mausen im Vergleich zu PBS/EtOH-behandelten
Tieren. Die Analyse der TNFa-mRNA-Expression in den Aorten der ApoE™- und
ApoE”TFPI*"-Mause nach Gal-Gabe ergab keine signifikanten Anderungen im Ver-
gleich zu der jeweiligen Kontrollgruppe. Jedoch konnte die Behandlung der Mause
mit Gal die TNFa-mRNA-Expression in ApoE™-Mausen tendenziell auf 43 % und in
ApoE”TFPI*"-Mausen tendenziell auf 27 % der Expressionsmenge der mit

PBS/EtOH behandelten Mause senken.
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Abbildung 4-46: Die Expression der iNOS-
mRNA kann nach Gal-Behandlung leicht,
aber nicht signifikant in ApoE"'-Méusen
reduziert werden.

Aorten von ApoE"'- und ApoE'/'TFPI”'-
Mausen, die entweder 12 Wochen einer ND
oder 18 Wochen einer WD mit sechswdchiger
Gal- (10 mg/kg) bzw. PBS/EtOH-Behandlung
unterzogen worden waren, wurden in GIT-
Puffer homogenisiert. Die RNA wurde isoliert
und in gqRT-PCR-Untersuchungen fir die Ana-
lyse der mRNA-Expression der iNOS einge-
setzt.

Die dargestellten Werte sind Mittelwerte
+SEM von 7-12 Mausen pro Gruppe
(ns = nicht signifikant verschieden von ApoE'/'-
Tieren mit WD und PBS/EtOH-Behandlung;
## = p < 0,01; ns# = nicht signifikant verschie-
den von ApoE"'TFPI”’-Tieren mit WD und
PBS/EtOH behandelt; One-way ANOVA).

Die mRNA-Expression des NO-produzierenden Enzyms iNOS konnte durch die Fut-

terung der Mause mit WD induziert, jedoch nicht signifikant nach Gal-Behandlung

verringert werden. Die Behandlung der ApoE

-

-Mause mit Gal fihrte im Vergleich zu

der Behandlung mit PBS/EtOH zu einer leichten, tendenziellen Verringerung der
iNOS-mRNA-Menge auf 33 %, wahrenddessen die Gal-Gabe in ApoE”TFPI*"-

Mausen keinen Effekt auf die mMRNA-Expression hatte.
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C Abbildung 4-47: Die mRNA-Expression pro-
thrombotischer Mediatoren ist in ApoE"'- und
ApoE " TFPI'"-Miusen unverindert.
2004
s ApoE™- und ApoE’TFPI"-Mause wurden ent-
weder 12 Wochen mit ND oder 18 Wochen mit
WD gefittert. Die WD-Tiere wurden 6 Wochen
mit Gal (10 mg/kg) bzw. PBS/EtOH i.p. behan-
delt. Aorten dieser Mduse wurden in GIT-Puffer
homogenisiert, die RNA wurde in gqRT-PCR-
Analysen zur Untersuchung der mRNA-
Expression der prothrombotischen Markergene
FVII (A), vWF (B) und TF (C) eingesetzt.
Die dargestellten Werte sind Mittelwerte + SEM
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Qé&\ von 5-11 Mausen pro Gruppe (ns = nicht signifi-
Ay kant verschieden von ApoE'/'-Tieren mit WD und
<& PBS/EtOH-Behandlung; ns# = nicht signifikant
& verschieden von ApoE”TFPI"-Tieren mit WD

und PBS/EtOH behandelt; One-way ANOVA).

Weitere qRT-PCR-Analysen zeigten, dass die Expression von verschiedenen an
Thrombosen beteiligten Markergenen wie FVIII, vVWF oder TF nicht durch die Futte-
rung der Mause mit fettreicher Diat beeinflusst werden konnte. Auch war die Expres-
sion dieser Gene abhangig vom Genotyp der Mause. Die Behandlung der Mause mit
Gal hatte keinen Effekt auf die mRNA-Expressionen der untersuchten prothromboti-
schen Gene in beiden Maustypen.

Da fur eine beginnende Arteriosklerose aktivierte Endothelzellen, die Adhasionsmo-
lekulen wie VCAM-1 oder ICAM-1 exprimieren, eine wichtige Rolle fur die Einwande-

rung von Immunzellen und somit fir die Progression einer AS spielt, wurde die
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MmRNA-Expression von VCAM-1 und ICAM-1 in ND- und WD-Tieren, die mit Gal bzw.
PBS/EtOH behandelt wurden, analysiert.
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Abbildung 4-48: Gal verringert die Expression der Adhasionsmolekiile VCAM-1 und ICAM-1 in
ApoE " TFPI'"-Miusen.

Aorten von ApoE'/'- und ApoE"'TFPI”'-Méusen, die entweder 12 Wochen einer ND oder 18 Wochen
einer WD mit sechswdchiger Gal- (10 mg/kg) bzw. PBS/EtOH-Behandlung unterzogen worden waren,
wurden in GIT-Puffer homogenisiert. Die RNA wurde isoliert und in qRT-PCR-Untersuchungen fiir die
Analyse der mRNA-Expression der Adhasionsmolekile VCAM-1 (A) und ICAM-1 (B) eingesetzt.

Die dargestellten Werte sind Mittelwerte + SEM von 4-5 Mausen pro Gruppe (ns = nicht signifikant
verschieden von ApoE'/'-Tieren mit WD + PBS/EtOH; ### = p < 0,001; ## = p < 0,01 im Vergleich zu
ApoE"'TFPI”’-Tieren mit WD + PBS/EtOH; One-way ANOVA).

Es konnte beobachtet werden, dass die mRNA-Expression von VCAM-1 und ICAM-1
nur TFPI-heterozygotieabhangig durch die fettreiche Fatterung (WD) induziert wer-
den konnte. In ApoE"'-Méusen war keine Erhdhung der mRNA-Expressionen beider
Gene durch die Futterungsbedingungen nachweisbar und auch die Behandlung die-
ser Mause mit Gal hatte keine verringernde Wirkung auf die mRNA-Expression die-
ser Gene. In den ApoE"'TFPI*"-Méusen jedoch konnte die mRNA-Expression beider
Adhasionsmolekile signifikant durch die WD-Gabe erhdht werden. Gal war in der
Lage, die VCAM-1- und ICAM-1-mRNA-Expression signifikant bis auf das Level der
ND-Mause zu senken. Die Endothelzellen in diesen Mausen sind nach Gal-Gabe

scheinbar weniger aktiviert als nach der Behandlung mit der Losungsmittelkontrolle.

Gal zeigte also in den verschiedenen Analysen unterschiedliche Wirkungen auf die
MRNA-Expressionen der untersuchten Gene. Es zeigte sich, dass die Behandlung

der Mause mit Gal eine vermehrte Wirkung auf die ApoE” TFPI"-M&use zu haben
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schien. Nur die iNOS-mRNA-Expression der ApoE”-Mause war tendenziell in grole-
rem Male Gal-verringert. Viele der untersuchten mRNAs wurden erst durch die Fut-
terung der Mause mit WD induziert, sodass davon ausgegangen werden kann, dass

diese Mause an einer AS bzw. AT erkrankt waren.

112



Diskussion

5 Diskussion

5.1 Untersuchung zentraler Mediatoren der RA und AT

Patienten, die an einer chronisch entzindlichen Erkrankung wie der RA leiden, ha-
ben ein 50 % hoheres Risiko an kardiovaskuldren Vorfallen zu versterben als der
Rest der Bevélkerung. Es zeigte sich, dass diese Patienten vermehrt AT ausbilden,
deren Auspragung unabhangig von den klassischen Risikofaktoren wie Rauchen,
Alter oder Geschlecht ist’™®. Bisher sind die Mechanismen, die die AT-Ausbildung von
RA-Patienten begunstigen noch nicht klar, obwohl bekannt ist, dass in beiden Er-
krankungen die vorherrschende chronische Entzindung eine wichtige Rolle ein-
nimmt. Beispielsweise korrelieren erhdhte Konzentrationen des C-reaktiven Proteins
(CRP) mit einer erhdhten Mortalitat von RA-Patienten”, aber auch proinflammatori-
sche Mediatoren wie TNFa oder IL6 treiben die Pathogenese einer erworbenen AS
voran®. Die Expression vieler dieser proinflammatorischer Markergene wird
posttranskriptionell iber RNA-BP reguliert, die vorwiegend Uber Bindung an AREs
ihrer Zielstrukturen den mRNA-Abbau inhibieren oder stimulieren kénnen'®. Das
RNA-BP TTP stimuliert die Deadenylierung und den Abbau ARE-haltiger mRNAs?'
wie die der proinflammatorischen Gene TNFo?® oder Mip-10®'". Mause mit TTP-
Defizienz zeigen einen starken inflammatorischen Phanotyp und haben unter ande-
rem, wie auch RA-Patienten®®, hohe TNFa-Spiegel®. Sie eignen sich daher gut, um
den mechanistischen Zusammenhang zwischen RA und AT vor dem Hintergrund

einer chronischen Entzindung zu untersuchen.
5.1.1 Charakterisierung der TTP”"- und TNFa” TTP”-Méause

5.1.1.1 Behandlung der TTP*"-Zuchtmause mit NAC

Da bei der Zucht der TTP-defizienten Mause aus den heterozygoten Eltern Uber ei-
nen Zeitraum von 6,5 Monaten nur 14 % der Nachkommen TTP-defizient waren,
wurden die Zuchtmause mit dem oral bioverfigbaren Antioxidans NAC behandelt.
Wie sich an der gesteigerten Anzahl der TTP”-Geburten nach Behandlung der El-
terntiere mit NAC auf 29 % innerhalb des gleichen Zeitraums erkennen lasst (siehe
Abbildung 4-1), scheint der durch die chronische Entzindung bedingte oxidative
Stress einen Einfluss auf die Geburtenrate zu haben. Es konnte gezeigt werden,

dass sich in den frihen Phasen (Empfangnis und Trachtigkeit) einer Schwanger-
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schaft oxidativer Stress hemmend auf die Reproduktion von Labormausen
auswirkt?'®. Ein weiterer Faktor, der die Geburtenanzahl der TTP"-Méause beeinflus-
sen kann, liegt auf der Seite der Embryonen. Das sich entwickelnde Gehirn reagiert
auf Grund seines hohen Sauerstoffverbrauchs und der geringen Abwehr durch antio-
xidativ wirksame Verbindungen empfindlich auf oxidativen Stress®'®' #2°. Verschiede-

ne Antioxidantien wirkten in in vivo®?'- und in vitro®??

-Studien neuroprotektiv nach
ethanolinduziertem oxidativen Stress. Ein solcher neuroprotektiver Effekt konnte
auch mit NAC in fétalen und neonatalen Neuronen nachgewiesen werden, in denen

22 In dieser Studie wurde

NAC die ethanolassoziierte ROS-Erh6hung verringerte
durch NAC aul3erdem die Expression des antiapoptotischen Gens Xiap erhoht. Es ist
daher also moglich, dass durch NAC-Gabe zum Einen die Empfangnis bzw. Trach-
tigkeit der TTP*"-Weibchen positiv beeinflusst wird und zum Anderen scheint NAC in
den fotalen Neuronen die Belastung durch ROS zu senken und mdglicherweise eine
antiapoptotische Wirkung zu besitzen, sodass mehr TTP-defiziente Mause nach

NAC-Behandlung der Zuchttiere geboren werden.

5.1.1.2 Die verringerte Gewichtszunahme in TTP”-Mausen kann durch zusitz-
liche TNFa-Defizient revidiert werden
Der durch verringertes Wachstum und verzogerte Gewichtszunahme charakterisierte
Phanotyp der TTP”-M&use, konnte durch zusatzliche Inaktivierung des TNFa-Gens
verhindert werden, sodass sich die doppeldefizienten Mause in Gewicht und BMI
nicht von den Wildtypkontrollen unterschieden (siehe Abbildung 4-2 und Abbildung
4-3). Dieser Effekt konnte auch in TTP-defizienten Mausen nach Behandlung mit ei-
ner anti-TNFa-Therapie Uber einen Zeitraum von neun Wochen erreicht werden®. In
dieser Studie waren Wachstum und Gewichtszunahme dieser derart behandelten

+/+

Mé&use nicht unterschiedlich von denen der TTP**- und TTP*-Méause. Es konnte ge-
zeigt werden, dass in TTP-defizienten Mausen mit zusatzlicher Defizienz im TNFa-
Rezeptor 1 (TNFaR1), jedoch nicht im Gen des TNFaR2, ebenfalls das verringerte
Wachstum, welches TTP”-Mause aufweisen, revidiert werden konnte®?*. Zusatzlich
zeigte sich in beiden Studien der Verlust anderer phanotypischer Abnormalitaten der
TTP”-Mause, wie die Entwicklung einer inflammatorischen Arthritis oder die Ausbil-
dung einer myeloiden Hyperplasie nach anti-TNFa-Therapie bzw. zusatzlicher Defi-
zienz im TNFaR1-Gen. Auch die wahrend der Durchfihrung dieser Arbeit genutzten
TNFa’ TTP"-Méause zeigten wahrend des Versuchszeitraums keine der als TTP-

Defizienzsyndrom festgelegten Symptome. Diese und die eigenen Befunde zeigen
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die grolde pathogene Rolle von TNFa fur die Ausbildung dieses Syndroms. Mause
mit einer myeloidspezifischen TTP-Defizienz zeigen ein minimales TTP-
Defizienzsyndrom?®, jedoch scheint das von myeloiden Zellen durch TTP-
Inaktivierung produzierte TNFa kritisch fir das Uberleben einer LPS-induzierten sep-
tischen Schocks zu sein und die TTP-Expression in myeloiden Zellen ein wichtiger

Aspekt der Immunantwort zu sein.
5.1.2 Kardiovaskulédre Erkrankung im Modell der chronischen Entziindung

5.1.2.1 Verringerung des Blutdrucks in chronisch entziindeten Mausen

Bluthochdruck gilt als ein klassischer Risikofaktor flr erhdhte kardiovaskulare Vorfal-
le in der RA*®, auch wenn der Einfluss des Bluthochdrucks in RA-Patienten auf die
Ausbildung dieser Vorfalle verglichen mit gesunden Probanden gleich ist??’. Auf
Grund der héheren kardiovaskularen Risiken von RA-Patienten treten Todesfalle in
dieser Gruppe durch einen erhohten Blutdruck jedoch vermehrt auf. Die chronische
Entzindung in diesen Patienten, die Uber die CRP-Mengen gemessen wird, fuhrt zu
einer Verringerung des bioaktiven NO in den Endothelzellen und somit zu einer er-
hohten Vasokonstriktion, sowie Endothelin-1- und Plasminogenaktivatorinhibitor-1-

228, 229

Expression , wodurch die Ausbildung einer AT begiinstigt wird®*°. Weiterhin be-

einflusst ein erhdhter CRP-Spiegel das Renin-Angiotensin-System, fuhrt zu einer

Erhéhung des Blutdrucks?®'

und damit zu einer verstarkten Expression von Adhasi-
onsmolekilen auf Endothelzellen sowie einer erhdhten Inflammation in der Gefal3-
wand®*?. Die damit einhergehende Ausschiittung von proinflammatorischen Zytoki-
nen erhdht in einer positiven Riickkopplung den CRP-Spiegel®*®. In den TTP™-
Mausen, die auf Grund ihres TTP-Defizienzsyndroms eine systemische Entzindung
zeigen, wurde daher ein erhohter Blutdruck erwartet. Es zeigte sich jedoch eine Ver-
ringerung des Gesamt-, diastolischen und systolischen Blutdrucks in diesen Mausen
im Vergleich zu Wildtyptieren. Als kompensatorische Reaktion auf den verringerten
Blutdruck konnte ein erhdhter Puls in den TTP-defizienten Mausen nachgewiesen
werden (siehe Abbildung 4-4). In globalen Microarray-Analysen mit TTP™- und Wild-
typfibroblasten wurde das immediate early response gene-3 (ler3) als TTP-
Zielstruktur nachgewiesen®®, welches bei der physiologischen Kontrolle des Blut-
drucks eine Rolle spielt®*. TTP vermittelt unter physiologischen Bedingungen den
Abbau der ler3-mRNA durch direkte Bindung an AREs der ler3-3-UTR. Eine ler3-

234

Defizienz resultiert in einer drastischen Erh6hung des Blutdrucks*™, wohingegen in
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TTP™-Fibroblasten die ler3-mRNA stark stabilisiert wurde®. Diese Ergebnisse und
die eigenen Daten zeigen, dass in Mausen mit TTP-Defizienzsyndrom Veranderun-
gen im Blutdruck wahrscheinlich vorwiegend durch die direkte Stabilisierung der ler3-

mMRNA und nicht durch die allgemeine systemische Inflammation zu Stande kommen.

5.1.2.2 Die TTP-Defizienz fuhrt zu einer eDF auf Grund der durch RONS-
Erhéhung reduzierten NO-Bioaktivitat

TTP ist ein wichtiger Regulator der proinflammatorischen Genexpression, jedoch ist
seine genaue Rolle bei der Entwicklung von RA und AS noch nicht klar. Es zeigte
sich, dass TTP neben der TNFa-mRNA® auch die von anderen bei der RA- und AS-
Pathogenese wichtigen Markern wie z.B. von Mip-1a®'" destabilisiert. TTP wird in
arteriosklerotischen Plaques exprimiert und fluhrt dort lokal zu dem Abbau seiner
Zielstrukturen und somit zu einer Verringerung der Inflammation®.

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefuhrten Versuche mit TTP-defizienten Mausen
zeigten einen Zusammenhang zwischen der chronischen Entzindung dieser Mause
und der Entwicklung einer eDF, die als frithzeitiger Marker fiir eine AS gilt®. TTP-
defiziente Mause weisen im Vergleich zu Wildtyptieren eine massive Dysregulation
der vasodilatorabhangigen Gefalirelaxation auf, die ihrerseits abhangig von NO ist,
wie in isometrischen Spannungsmessungen mit dem NOS-Inhibitor L-NAME nach-
gewiesen werden konnte (siehe Abbildung 4-5). Die zusatzliche Inaktivierung des
TNFa-Gens in diesen Mausen fuhrt nicht zu einer Verbesserung der Endothelfunkti-
on (siehe Abbildung 4-24), sodass ein TNFa-unabhangiger Effekt vor dem Hinter-
grund der chronischen Entzindung zu der beobachteten eDF fihren muss. Die un-
veranderte Kontraktionsfahigkeit der GefalRe dieser Mause (siehe Abbildung 4-6)
trotz eines geringeren BMI (siehe Abbildung 4-3), sowie das Fehlen einer Dyslipida-
mie (siehe Abbildung 4-8), weist auf den groRen Einfluss nicht-traditioneller Risiko-
faktoren auf die Entwicklung der beobachteten eDF hin. Ahnliche Beobachtungen
kénnen auch bei RA-Patienten bestatigt werden, die in Nachfolgeuntersuchungen
eher geringe BMI-Werte und ein vermindertes Vorkommen von Dyslipidamien zei-
gen'"®, sowie in der Abwesenheit klassischer Risikofaktoren eine eDF ausbilden'®.
Die Analysen in dieser Arbeit zeigen, dass weder eine veranderte Expression der NO
produzierenden Enzyme (siehe Abbildung 4-10), eine Substratverarmung oder
Hemmung der eNOS durch ADMA (siehe Abbildung 4-11) die um V4 reduzierte bioak-
tive NO-Menge (siehe Abbildung 4-9) in den chronisch entzindeten Mausen erklaren

kann. Auch nachgeschaltete sGC-Signalwege waren in den Mausen nicht beeinflusst
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(siehe Abbildung 4-7). Die Reduktion der bioaktiven NO-Menge in TTP-defizienten
Mausen konnte auf eine Erhdhung des oxidativen Stresses durch eine verstarkte
Nox2-mRNA-Stabilitdt und —Expression zuruckgefuhrt werden (siehe Abbildung 4-12
bis Abbildung 4-16). Dies wird durch Befunde von RA-Patienten unterstutzt, deren
Synovialfliissigkeiten hdhere RONS-Mengen und Nox-Aktivititen aufweisen®®®. Wie
auch in den eigenen Versuchen im TTP-Mausmodell wurden erhohte Nitrotyrosin-
mengen als Marker von oxidativem Stress bei RA-Patienten nachgewiesen®®. Nitro-
tyrosin entsteht unter Einwirkung der reaktiven Stickstoffverbindung Peroxinitit, wel-
che den fiir die NO-Synthese wichtigen Cofaktor BH, oxidiert**” und zu einem BH,-
Mangel fuhrt. Sinkt das intrazellulare molare Verhaltnis von eNOS zu BH4 unter 1,
wird die eNOS entkoppelt?®® und produziert nicht mehr NO und Citrullin, sondern Su-
peroxid und Stickstoffmonoxid®** ?*°, sodass es zu einer verstarkten RONS-Bildung
kommt. Die verstarkte RONS-Bildung in TTP-defizienten Mausen ist Uberwiegend
TNFa-unabhangig, da erhdohte ROS-Level, wenn auch in etwas geringeren Mengen,
in den doppeldefizienten Mausen nachgewiesen werden konnten (siehe Abbildung
4-25).

5.1.2.3 Regulation der Nox2-mRNA durch TTP

Da sich die PDBu-induzierte ROS-Bildung in TTP"-Mausen als NADPH-
oxidaseabhangig zeigte (siehe Abbildung 4-13), wurde der Einfluss von TTP auf die
drei wichtigsten in Mausgefalten vorkommenden Nox-Isoformen untersucht. Die etwa
3,5 fache Erhdhung der Nox2-mRNA in TTP-defizienten Mausen (siehe Abbildung
4-15), die auch in den doppeltdefizienten Mausen nachweisbar war (siehe Abbildung
4-26), weist auf einen TNFa-unabhangigen Effekt des RNA-BP TTP auf die mRNA-
Regulation der Nox2 hin. Da bisher nicht viel Uber die Regulation der Nox2-
Expression bekannt war?*', wurden initiale Versuche zur posttranskriptionellen Regu-
lation durchgefiihrt. Die Nox2-mRNA-Stabilitat war in Peritonealzellen von TTP™-
Mausen im Vergleich zu den TTP*"
4-16). Die Nox2-3’-UTR enthalt viele AREs, die als mdgliche Bindestelle von TTP

agieren konnen. In Bindungsanalysen mit der murinen Nox2-3’-UTR an rekombinant

-Zellen drastisch verlangert (siehe Abbildung

hergestelltes TTP konnte jedoch keine direkte Bindung von TTP an die in vitro trans-
kribierte Sequenz nachgewiesen werden (siehe Abbildung 4-17). Jedoch konnte die
direkte Bindung des RNA-BP HuR an die Nox2-3’'UTR nachgewiesen werden. TTP
und HuR sind zwei RNA-BP, deren Funktionen stark gegensatzlich sind: So konnte

fur die translationelle Kontrolle der TNFa-mRNA eine kompetetive Bindung von HuR
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und TTP, die phosphorylierungsabhéngig ist, nachgewiesen werden®*?. Nach LPS-
stimulierter, MK2-abhangiger Phosphorylierung von TTP verschiebt sich das Bin-
dungsaquilibrium zu Gunsten von HUR und es kommt zu einer verstarkten Translati-
on der TNFa-mRNA, wahrenddessen die Inhibierung von HuR zu einer Akkumulation
der TNFa-mRNA-TTP-Komplexe bzw. zum Abbau der TNFa-mRNA flhrt. Ein ahnli-
cher Mechanismus ware auch fur die Nox2-mRNA denkbar. Mdglicherweise bindet
TTP an Sequenzen in der 5’-UTR der Nox2-mRNA und steht so in einer Kompetition
mit HUR, welches mindestens an die AREs der 3’-UTR bindet, sodass es zu einem
diffizilen  Bindungsgleichgewicht  zwischen = mRNA-destabilisierenden  und
-stabilisierenden Faktoren kommt. Ahnliche Effekte konnten fiir die posttranskriptio-
nelle Regulation der humanen INOS-mRNA durch das Poly-A-bindende Protein
(PABP) gezeigt werden®®*. Mutationen der verschiedenen PABP-Bindestellen in der
5- und 3’-UTR der iINOS-mRNA zeigten einen stabilisierenden Effekt von PABP auf
die iINOS-Expression nach Bindung an seine 5-UTR-Bindestelle, nicht aber nach
Bindung an die 3’-UTR. Ob dieses Modell auch die TTP-vermittelte Destabilisierung

der Nox2-mRNA erklaren kann, muss in weiteren Analysen untersucht werden.

5.1.2.4 Die verstirkte Einwanderung von Makrophagen in TTP”-Aorten fiihrt zu
einer erhohten Expression proarteriosklerotischer Markergene
Wahrend einer chronischen Entziundung wie der RA oder AS spielt die Aktivierung
der Endothelzellen eine wichtige Rolle bei der Auspragung einer eDF. In den Aorten
der TTP-defizienten Mause konnte eine Aktivierung der Endothelzellen tGber erhdhte
MRNA-Mengen der Adhasionsmolekule ICAM-1 und VCAM-1 nachgewiesen werden
(siehe Abbildung 4-18 A), die zu einer vermehrten Immunzelleinwanderung in die
Intima fiihren®**. Eine erhéhte Einwanderung von Monozyten/Makrophagen in das
Aortengewebe konnte in den TTP”- im Vergleich zu Wildtypmausen durch ein ver-
mehrtes Vorkommen des Oberflachenproteins CD68, welches von diesen Zellen ex-
primiert wird, beobachtet werden (siehe Abbildung 4-18 B). Neben der bekannten
TNFa-vermittelten Erhéhung der ICAM-1- und VCAM-1-Expression®*® kénnte TTP
auch direkten Einfluss auf die VCAM-1-Expression ausutben, da dieses Adhasions-
molekul in DNA-Microarrayanalysen mit Embryonalfibroblasten von Wildtyp- und
TTP-defizienten Mausen als mogliche TTP-Zielsequenz identifiziert werden konn-
te?*®. Durch die Einwanderung der Makrophagen in das Aortengewebe kommt es zu
einer erhohten Expression verschiedener proarteriosklerotischer Markergene (siehe

Abbildung 4-19 A), die entweder bekannt fur eine erhohte Entzindungsantwort
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(TNFa, Mip-1a und S100A8) oder Arteriogenese (SPP1 und CTSS) sind. Eine ver-
starkte TNFa- und Mip-1a-mRNA-Expression in den TTP-defizienten Mausen wurde
erwartet, da sowohl TNFa als auch Mip-1a als direkte Zielgene von TTP beschrieben
wurden® 2", Die erhdhten mRNA-Expressionen von S100A8, CTSS und SPP1 spie-
len auch eine Rolle bei chronischen Entzindungen. In der Synovialflissigkeit und im
Synovium von RA-Patienten konnten erhdhte Mengen sowohl der proinflammatori-
schen Proteine S100A8, A9 und A12?*’, als auch von SPP1%*® nachgewiesen wer-
den. SPP1 ist unter anderem an der Rekrutierung von Makrophagen beteiligt?®® und
konnte so die Einwanderung der Makrophagen in die Intima der TTP-defizienten
Mause positiv beeinflussen. Ebenfalls konnten erhéhte CTSS-Expressionen in ma-
krophagenahnlichen Synoviozyten in rheumatoiden Gelenken?*® und auch in huma-

nen arteriosklerotischen Lasionen beobachtet werden?®®°

. In den doppeldefizienten
Mausen normalisierte sich die mMRNA-Expression von S100A8 und CTSS (siehe
Abbildung 4-27), sodass diese Gene anscheinend TNFa-abhangig reguliert werden.
Die mRNA-Expressionen von SPP1 und Mip-1a hingegen waren in den doppeldefi-
zienten Mausen im Vergleich zu den TTP-defizienten Mausen nicht verschieden, so-
dass ein TNFa-unabhangiger Effekt fur die Erhdhung der mMRNA-Mengen beider Ge-
ne anzunehmen ist. FUr die Mip-1a-mRNA wurde bereits eine direkte Interaktion mit
TTP beschrieben?'’. Eine mégliche direkte Interaktion von TTP mit der SPP1-mRNA
wurde noch nicht untersucht. Eigene initiale mRNA-Stabilitatsexperimente mit Perito-
nealzellen aus TTP™- und TTP**-M&usen zeigten eine signifikante Verlangerung der
SPP1-mRNA-Stabilitét in TTP-defizienten Zellen (Daten nicht gezeigt). Die Stabilitat
der SPP1-mRNA kann, wie gezeigt wurde, entweder posttranskriptionell Uber die
Bindung des Elongationstranslationsfaktors 1A1 an die 5-UTR*" oder durch den
Einfluss der miRNA-140 auf die 3-UTR reguliert werden®?. Ob der Effekt von TTP
auf die SPP1-mRNA daher direkt oder indirekt erfolgt, muss erst noch untersucht

werden.

5.1.2.5 Hamostatische Veranderungen in TTP”-Miusen

Neben der verstarkten Expression proarteriosklerotischer Markergene waren in den
Aorten der TTP-defizienten Mause auch einige mRNAs prothrombotischer Gene (TF,
VWF und FVIII) vermehrt exprimiert (siehe Abbildung 4-19 B). Derzeit ist noch nicht
viel Uber den Einfluss von TTP auf Thrombosen oder die Blutgerinnung bekannt. Je-
doch wurde bisher die direkte Bindung von TTP an zwei wichtige prothrombotische

Komponenten beschrieben: TTP destabilisiert die mRNA des thrombinaktivierten Fi-
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brinolyseinhibitors (TAFI)*** und die Plasminogenaktivatorinhibitor-2 (PAI-2)-
mRNAZ*. Erhéhte PAl-Level (PAI-Aktivitat, PAI-1- und PAI-2-Mengen) regulieren
positiv die Expression des Endothelzellaktivierungsmarkers VWF?**> 2°®_|n Patienten
mit einer tiefen Beinvenenthrombose korrelieren hohe TAFI-Spiegel mit hohen FVIII-

257 und auch Patienten mit einer vendsen Thromboembolie weisen hohe TAFI-

Leveln
Spiegel mit gleichzeitiger Erhéhung der Plasmamengen der Koagulationsfaktoren Xl,
VIl und IX auf®®. In Mausen erhdht sich die TAFI-Expression etwa 24 Stunden nach
LPS-Behandlung uber einen TNFa-abhangigen Weg nach Translokation des nuclear
factor 'kappa-light-chain-enhancer’ of activated B-cells (NFkB) in den Nukleus®®. Die
Stimulation von Monozyten mit LPS bzw. die Stimulation von Endothelzellen und
Monozyten mit TNFa und anderen Zytokinen fuhrt zu einer verstarkten TF-
Expression auf diesen Zellen®**%%?, Diese Befunde weisen auf eine Regulation der in
TTP-defizienten Mausen verstarkt exprimierten Markergene vWF, TF und FVIII durch
die mRNA-Stabilisierung der Regulatoren PAI-2 und TAFI hin.

Die Regulation der Blutgerinnung wahrend Entzindungsprozessen spielt eine grolde
Rolle. Die hierbei greifenden Mechanismen der Koagulationskaskade lassen sich
dem extrinsischen und intrinsischen Weg zuordnen. Diese Wege fuhren Uber die Ak-
tivierung von Thrombin zu einer Spaltung von Fibrinogen in das unlésliche Fibrin und
somit zur Blutgerinnselbildung und sind stark von TNFa abhangig?®® #**. Uberra-
schenderweise neigen TTP”-Mause, die verstarkt TNFa exprimieren, jedoch nicht zu
einer verstarkten Thrombose, sondern weisen stark verlangerte Schwanzvenen- und
intrinsische Blutungszeiten auf (siehe Abbildung 4-20). Die Expressionen der an der
intrinsischen Gerinnungskaskade beteiligten Faktoren (FVIII-XI1) in Lebern der TTP™-
Mause ist im Vergleich zu Wildtyptieren dabei dennoch nicht verandert (siehe
Abbildung 4-21). Diese Ergebnisse deuten eher auf eine veranderte Aktivitat dieser
Faktoren in TTP-defizienten Mausen hin. Bisher ist fast nichts Uber die Regulation
der Blutgerinnung durch TTP bekannt. Jedoch kénnte die erhdhte Menge an Granu-
lozytenelastasen in TTP-defizienten Mausen, die an einer massiven Granulopoese
leiden®®®, zu einer inaktivierenden Spaltung von FIX fiihren?®. In Folge kann es zu
einer verringerten Koagulationskapazitat Uber den intrinsischen Weg und damit zu
verlangerten Blutungszeiten kommen. Erhdhte Mengen an neutrophilen Granulozy-
ten (siche Abbildung 4-23 A) konnte in den TTP”-Méausen im Vergleich zu Wildtyp-
mausen nachgewiesen werden, ob jedoch erhdhte Elastasevorkommen zu einer In-

aktivierung des FIX fuhren, muss erst in weiteren Analysen untersucht werden.
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Ein weiterer Erklarungsansatz der verlangerten Blutung in TTP-defizienten Mausen
konnte das Auftreten einer Verbrauchskoagulopathie (disseminierte intravaskulare
Blutgerinnung (DIC)) sein, welche eine bekannte Komplikation verschiedener klini-
scher Bedingungen wie infektiosen Erkrankungen mit Sepsis ist. Wahrend einer DIC
kommt es durch massive intravaskulare Mikroblutungen zu einem Verbrauch aller
verfugbaren Koagulationsfaktoren. Durch diesen Verbrauch bedingt, leiden betroffe-
ne Patienten®® und Labortiere an verldngerten Blutungszeiten®®® 2°’. |nitiale Unter-
suchungen der D-Dimermengen im Serum, einem Abbauprodukt von verbundenen
Fibrinfasern, welcher als Marker fiir eine DIC gilt*®®, zeigten jedoch keine Unter-
schiede zwischen TTP-defizienten und Wildtypmausen (Daten nicht gezeigt), sodass
die verlangerte Blutgerinnung in diesen Mausen wahrscheinlich nicht mit einer DIC
assoziiert ist.

Die zusatzliche Inaktivierung des TNFa-Gens in TTP-defizienten Mausen fuhrte zu
einer Verringerung der intrinsischen Blutgerinnungszeit, sowie einer leichten Reduk-
tion der Schwanzvenenblutungszeit im Vergleich zu TTP-Mausen (siehe Abbildung
4-28). Auch die TNFa-defizienten Mause wiesen im Vergleich zu Wildtyptieren eine
verringerte Schwanzvenenblutungszeit auf. Diese Ergebnisse scheinen zunachst
sehr kontrovers zu sein, da Zytokine wie TNFa gerinnungsférdernd wirken kénnen?®®.
Jedoch konnte in Mausen, die systemisch mit TNFa behandelt wurden, gezeigt wer-
den, dass unter sepsisahnlichen Bedingungen TNFa die Plattchenaktivierung und die
Thrombusbildung verringert und so zu verlangerten Blutungszeiten in diesen Mausen
fiihrt?’®. Méglicherweise kénnen in den wahrend der Durchfiihrung dieser Doktorar-
beit genutzten TNFa-defizienten Mause diese antithrombotischen Mechanismen
nicht mehr greifen, sodass das Auftreten des beobachteten prothrombotischen Pha-

notyps begunstigt wird.
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5.2 Untersuchung der Wirkung organischer Nitrate auf oxidativen

Stress im Diabetesmodell
Oxidativer Stress ist ein wichtiger SchlUsselfaktor fur die reduzierte vaskulare NO-
Bioverfiigbarkeit, die bei Diabetespatienten beobachtet wird?’". Die Ausbildung einer
eDF in diesen Patienten wird daher als ein frihes Symptom dieser Erkrankung ange-
sehen®’. In einem streptozotozininduzierten Diabetes- bzw. Hyperglykdmiemodell in
der Ratte konnte gezeigt werden, dass das antioxidative Stressgen HO-1 als Gegen-
regulation wahrend einer Diabeteserkrankung induziert wird®’? ?’*. Das organische
Nitrat PETN, das im Gegensatz zu anderen organischen Nitraten wie ISMN keine
Ausbildung einer Nitrattoleranz bei Koronararterienerkrankungen zur Folge hat, er-
hoht die Expression der HO-12"* "> Diese Induktion der HO-1 ist auf eine erhéhte
Promotoraktivitdt nach PETN-, aber nicht nach ISMN-Behandlung zuriickzufiihren®'?
(siehe Abbildung 4-29). Dieses Ergebnis gibt einen Hinweis auf die Ursache des ver-
besserten Behandlungsprofils bei einer chronischen Behandlung mit PETN?’®. Da die
Regulation der HO-1 Uber antioxidansresponsive Elemente mit Hilfe des Keap1-Nrf2-
Signalweges erfolgt'*® 2”7 wurde die Rolle von Nrf2 fiir die PETN-abhéngige HO-1-
Promotorinduktion untersucht. Der fordernde Effekt von PETN auf die Induktion des
HO-1-Promotors wurde nach Inhibierung des Nrf2 durch spezifische siRNAs verhin-
dert (siehe Abbildung 4-31). Diese Versuche zeigen, dass die HO-1-Induktion durch
PETN Uber den Transkriptionsfaktor Nrf2 vermittelt wird. Die derartige Wirkung von
PETN als Aktivator intrinsicher, antioxidativer Signalwege macht diese Substanz zu
einem interessanten Therapeutikum bei kardiovaskularen Komplikationen. Neben der
Induktion der HO-1 besitzt PETN unter anderem die Kapazitat, die vaskulare extra-
zelluldre SOD und andere kardioprotektive Gene zu induzieren®® 2. AuRerdem
verbessert die Gabe von PETN eine Angiotensin ll-abhangige endotheliale Dysfunk-

tion?®°, sowie die Endothelfunktion bei einer bereits bestehenden AS?®".
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5.3 Analyse der antiarteriothrombotischen Effekte von Galiellalacton in
murinen Arteriosklerosemodellen
In Studien konnte gezeigt werden, dass das thrombotische Risiko in Patienten durch
die vaskulare Expression von pro- und antithrombotischen Faktoren reguliert ist und
dass die Expression von TF eine wichtige Rolle dabei einnimmt?®* %%* Die Aktivitat
des TF in humanen arteriosklerotischen Plaques kann durch die Prasenz des Inhibi-
tors TFPI verringert werden®®*. Um den Einfluss dieser Balance zwischen TF und
TFPI auf den proarteriosklerotischen Phanotyp zu untersuchen und das antiarterio-
thrombotische Potential des Pilzmetaboliten Gal zu analysieren, wurden wahrend

dieser Doktorarbeit ApoE™- und ApoE” TFPI""-Mause genutzt.
5.3.1 Charakterisierung der ApoE” - und ApoE” TFPI""-Mé&use

5.3.1.1 TFPIl-abhangige hamostatische Veranderungen

Eine erste Charakterisierung der Mause ergab einen leicht verstarkten proarterio-
thrombotischen Phanotyp in den ApoE"'TFPI”’-Méusen im Vergleich zu den konven-
tionell fiir derartige Versuche eingesetzten ApoE™-Mausen nach Krankheitsinduktion
durch 30 wochige Futterung mit WD. Dies liel3 sich jedoch nach einer 14-wdchigen
Futterung der Mause nicht feststellen (siehe Abbildung 4-32). Dieser Phanotyp liel3
sich durch verringerte Schwanzvenenblutungszeiten (siehe Abbildung 4-33) und
aPTT-Werte (siehe Abbildung 4-34), sowie durch eine leicht erhéhte Plaquebildung
(siehe Abbildung 4-35) in diesen Mausen nachweisen. Der erhohte Anteil an arteri-
osklerotischen Lasionen in den TFPI-heterozygoten Mausen wurde erwartet, da zum
Einen in der Erstbeschreibung der Mause durch Dr. Eitzman mehr arteriosklerotische
Plaques in den Aorten der ApoE” TFPI*"-Mause nachgewiesen werden konnten'®2
und zum Anderen in Analysen in ApoE”-Méausen, deren glatte Muskelzellen TFPI
Uberexprimierten, verringerte Lasionsflaichen detektiert wurden®®. In TFPI-
Uberexprimierenden Mausen konnten, trotz der erwarteten hamostatischen Verande-
rungen, keine verlangerten Blutungszeiten nachgewiesen werden®®. Und auch die
im Rahmen dieser Doktorarbeit untersuchten TFPI-heterozygoten Mause zeigten im
Vergleich mit ApoE”-Méausen nach einer Langzeitfiitterung mit WD fir 30 Wochen
lediglich tendenziell verringerte Schwanzvenenblutungszeiten und aPTT-Werte, je-

doch keine Veranderung in den extrinsischen Gerinnungszeiten (PT-Wert).
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5.3.1.2 TFPIl-abhangige Plattchenadhasion an Lasionen der Karotisarterie

In Untersuchungen der Dynamik der Plattchen-GefaRwand-Interaktion mittels Intravi-
talmikroskopie zeigte sich eine Erhdhung der Plattcheninteraktion mit den Endothel-
zellen in TFPI-heterozygoten Mausen (siehe Abbildung 4-36 A). ApoE-defiziente
Mause wiesen im Vergleich zu Wildtyptieren eine verringerte Plattchen-Endothelzell-
Interaktion auf. Durch die zusatzliche heterozygote Inaktivierung des TFPI erhdhte
sich diese jedoch wieder auf das Niveau der Wildtyptiere. Nach Induktion des proar-
teriosklerotischen Phanotyps durch WD zeigte sich in Ubereinstimmung mit bereits
verdffentlichten Daten®®” in ApoE™-Mausen eine verstarkte Adhasion von Plattchen
an die Lasionsstelle (siehe Abbildung 4-36 B). Dieser Effekt konnte unerwarteter
Weise jedoch nicht in ApoE”TFPI"-Mausen nach Induktion des proarterioskleroti-
schen Phanotyps durch die WD-Fltterung beobachtet werden. Ein Anstieg der Platt-
chenadhasion an die Lasionsstelle ware zumindest in gleichem Rahmen wie bei den
ApoE™-Mausen erwartet worden, da durch die Fiitterung dieser Mause mit fettreicher
Diat das arteriothrombotische Risiko steigt. Es konnte gezeigt werden, dass Ver-
suchstiere nach Futterung mit WD eine verstarkte TF-mRNA-Expression in LPS-
stimulierten Monozyten aufwiesen®®. In den TFPI-heterozygoten Mausen hétte eine
solche Erhdhung auf Grund der verringerten Menge des natlrlichen Inhibitors einen
viel drastischeren Effekt auf die Thrombozytenadhasion haben sollen, als in den
ApoE-defizienten Mausen. Auch in humanen arteriosklerotischen Plaques korreliert

die Menge an TFPI invers mit der TF-Aktivit&t*®*

, sodass in den TFPI-heterozygoten
Mausen von einer verstarkten TF-Aktivitat ausgegangen werden konnte, deren Ein-
fluss durch die WD-Futterung und die damit verbundene erhdhte Plaquebildung noch
zunehmen hatte sollen. Andererseits ist die Rolle der TF-vermittelten Plattchenadha-
sion in dem genutzten Ansatz fraglich. Wahrend der Ligation der Carotisarterie wird
die subendotheliale Matrix freigelegt, die eine anschlielfende Adhasion und Aggrega-
tion der gefarbten Spenderplatichen zur Folge hat. Unterschiedliche Komponenten
des subendothelialen Raumes wie zum Beispiel vVWF, Fibronektin oder der Platt-
chenkollagenrezeptor Glykoprotein VI (GPVI) kénnen diese Adhasion begunstigen.
Durch Inhibierung des GPVI durch einen monoklonalen Antikdrper bzw. in GPVI-
defizienten Mausen konnte die Adhasion und Aggregation von Plattchen in einem
ahnlichen Versuchsaufbau verhindert werden®®®. Diese Ergebnisse zeigen, dass in
dem genutzten Modell der Carotisarterienverletzung die  Plattchen-

Kollageninteraktion eine wichtige Rolle einnimmt. Eventuell ist daher die Analyse mit-
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tels IVM nicht dafur geeignet gewesen, den Einfluss der TFPI-Heterozygotie auf die

Plattchenadhasion zu untersuchen.

5.3.1.3 TFPIl-abhangige Veranderung der Endothelfunktion

Es ist bekannt, dass ApoE-defizienten Mause nach Futterung mit WD eine schlechte-
re Endothelrelaxation nach Acetylcholingabe zeigen, als Wildtyptiere oder ApoE™-
Mause, die mit einer Standarddiat gefiittert wurden®. Diese Befunde lieRen sich
Uberraschender Weise jedoch nicht in den eigenen Untersuchungen bestatigen. Es
zeigte sich, dass ApoE-defiziente Mause, die fur 18 Wochen mit WD gefuttert wur-
den, eine bessere Gefalirelaxation aufwiesen, als die Tiere gleichen Genotyps, die
mit Normalfutter behandelt wurden (siehe Abbildung 4-37). Auch in den TFPI-
heterozygoten ApoE-defizienten Mausen zeigte sich ein ahnliches Bild: Nach Futte-
rung der Mause mit WD zeigte sich keine Verschlechterung der acetylcholinabhangi-
gen Refalirelaxation im Vergleich zu den mit ND geflutterten Mausen des gleichen
Genotyps. Uberraschender Weise spielte jedoch die TFPI-Heterozygotie nach WD-
Futterung eine Rolle in der Relaxationsfahigkeit der GefalRe. Im Vergleich zwischen
den mit WD gefiitterten ApoE™- und ApoE’TFPI"-Mausen zeigten die TFPI-
haploiden Tiere eine stark verschlechterte Relaxation der Gefalde nach Acetylcholin-
gabe. Dies konnte durch eine Reduktion des endothelzellassoziierten TFPI durch
z.B. Bindung an oxidiertes LDL im Rahmen einer eDF hervorgerufen werden®®' 22,
Dieser Verdacht kdnnte auch die verschlechterte Endothelfunktion in den mit WD
gefiitterten ApoE” TFPI*"-Tieren erklaren. Jedoch sind weitere Versuche nétig, um

diese Ergebnisse zu verifizieren.

5.3.2 Test des Galiellalactons in der Zellkultur

Der wahrend der Durchfuhrung dieser Doktorarbeit fur die Behandlung der AT ge-
nutzte Pilzsekundarmetabolit Gal wurde in verschiedenen Vorversuchen auf sein an-
tientzindliches Potential hin untersucht: Hausding et. al. zeigten eine verringerte IL6-
Sekretion in einem Modell des murinen Asthmas nach intra-nasaler Verabreichung
von Gal und somit eine Verbesserung des Krankheitsverlaufes'®®. Auch in einem
akuten Entzindungsmodell konnte Gal die Expression verschiedenen proinflammato-
rischer Mediatoren wie TNFa, IL1B, iNOS oder S100A8 verringern®®. Gal verringerte
in HepG2-Zellen Uber die Blockade der Stat3-Dimerbindung an die jeweiligen DNA-
Bindesequenzen den IL6 abhangigen Signalweg'®. Daher wurde die mRNA-

Expression verschiedener, entweder direkt an diesem Signalweg beteiligter oder indi-
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rekt Uber den NFkB-Signalweg regulierter Gene zum Test von Gal in der Zellkultur
untersucht. Die Zielgene des Stat3- und NFkB-Signalweges Uberlappen grofteils und
werden oft additiv oder synergistisch durch Stat3 oder NFkB aktiviert?**. Die praven-
tive Gal-Behandlung fuhrte im Vergleich zu der Kontrollgruppe (stimulierte Zellen) in
humanen (MM6) und murinen (RAW) Monozyten/Makrophagen zu einem signifikan-
ten (Cox-2 und iNOS) oder tendenziellen (IL6 und TNFa) Abfall der mRNA-
Expression dieser Gene (siehe Abbildung 4-38). Die nur tendenziell reduzierte
MRNA-Expression von IL6 Iasst sich im Vergleich zu den bisher erhobenen Daten
durch eine geringere Gal-Konzentration in den eigenen Versuchen (1 mM vs.
2,5 mM), sowie eine geringere Versuchsdauer (1 h vs. 2 h) erklaren'®.

Zusammengefasst zeigt Gal in den Zellkulturexperimenten ein breites antientzandli-

ches Potenzial durch Hemmung des proinflammatorischen NFkB/Stat3-Signalweges.

5.3.3 Behandlung der ApoE™” - und ApoE” TFPI'"-Miuse mit Gal

Neue, antientzindliche Medikamente konnten den Verlauf einer AS abschwachen
und so die im Endstadium auftretende Thrombose zeitlich verschieben. In den zwei
genutzten Mausmodellen wurde zunachst der Einfluss von Gal auf die Plattchenad-
hasion an ein verletztes Endothel untersucht, da somit im Laufe einer AT das Auftre-
ten von Gefallokklusionen verhindert oder vermindert werden kénnte. Gal wies in
den konventionell fiir AS-Untersuchungen genutzten ApoE™-M3usen einen negativen
Effekt auf die Plattchen-Endothelzell-Interaktion (siehe Abbildung 4-39) auf. Gal ver-
hindert die proarteriosklerotische Erhdhung der Plattchenadhasion an die Lasions-
stelle. In ApoE” TFPI""-Mausen, die fiir 6 Wochen mit Gal behandelt worden waren,
konnte die Plattchenadhasion an das verletzte Endothel im Vergleich zu der Kontroll-
gruppe tendenziell verringert werden. Da jedoch in diesen Mausen keine WD-
induzierte Verstarkung der Plattchenadhasion zu beobachten war (siehe Abbildung
4-36 B), lasst sich dieser Effekt des antientziindlichen Pilzsekundarmetaboliten nicht
genau einordnen.

Die Behandlung der Mause mit Gal konnte jedoch nicht ein frihes Symptom der AS,
die eDF, positiv beeinflussen, denn durch die Behandlung der Mause mit Gal ver-
schlechterte sich die Endothelfunktion verglichen mit der Gefalirelaxation der Kon-
trollgruppe des selben Genotyps leicht in ApoE-defizienten Mausen bzw. drastisch in
ApoE"TFPI*"-Mausen (siehe Abbildung 4-40). Die GefiaRe der Mause, die mit Gal
behandelt wurden, reagierten schlechter auf Acetylcholin als die der Mause, die mit

dem Ldsungsmittel behandelt worden waren. Scheinbar verandert Gal die Gefal-
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funktion der Mause. Ob diese Effekte NO-vermittelt sind oder welche Mechanismen
dafur verantwortlich sind, muss erst in weiteren Untersuchungen analysiert werden.

Die Behandlung der Mause mit Gal zeigte keinen Effekt auf die Blutgerinnung der
ApoE"TFPI*"-Mause, da sich die Schwanzvenenblutungszeiten dieser Mause im
Vergleich zwischen Gal- und Lésungsmittelbehandlung nicht unterschieden. Interes-
santer Weise konnte bei der Untersuchung der extrinsischen und intrinsischen Ge-
rinnungskaskade leichte Verlangerungen in der Gerinnungszeit der Seren nach Gal-
Behandlung festgestellt werden (siehe Abbildung 4-42). Hierbei schien Gal Effekte
auf beide Wege zu haben, da sich sowohl in der aPTT- und PT-Messung Unter-
schiede zeigten. Die Mause, die mit dem Pilzsekundarmetaboliten behandelt wurden,
konnten daher eine tendenziell verlangerte Blutung und somit ein leicht verringertes
Thromboserisiko besitzen. Bisher ist noch nichts Uber die Wirkung von Gal auf die
Gerinnungskaskaden bekannt, sodass die erhobenen Daten verifiziert und der Me-
chanismus in weiteren Analysen untersucht werden sollte. Trotz der Hemmung der
Blutgerinnung zeigte Gal keine Effekte auf die mRNA-Expression der untersuchten
prothrombotischen Markergene (FVIII, TF, vWF), die maligeblich an der Thrombus-
bildung beteiligt sind**°. Jedoch fiihrte die Behandlung der Mduse mit dem Metaboli-
ten zu verringerten Expressionen der proinflammatorischen und —arteriosklerotischen
mRNAs sowohl in ApoE™- als auch in ApoE” TFPI""-Mausen. Auf Grund dieser Un-
tersuchungen ist es denkbar, dass die Gal-Gabe den Arterioskleroseverlauf in den
zwei genutzten Tiermodellen verringern konnte: Die Endothelzellen in den Mausaor-
ten sind, wie durch Messung der mRNA-Reduktion der Adhasionsmarker VCAM-1
und ICAM-1 bestatigt werden konnte, durch die Behandlung der Tiere mit Gal weni-
ger aktiviert. Dies fuhrt zu einer dezimierten Immunzelleinwanderung in das Aorten-
gewebe dieser Mause®**. Die verminderte Einwanderung von Immunzellen fiihrt lokal
zu einer verringerten Expression verschiedener proinflammatorischer Zytokine wie
TNFa oder S100A8. Murines S100A8 rekrutiert in starkem Male periphare Monozy-

ten und Neutrophile®*®

und zusammen mit seinem Bindepartner S100A9 reguliert es
MAPK-abhéngig die transendotheliale Phagozytenmigration®®’. Es wurde beschrie-
ben, dass nach S100A8-Stimulus differenzierte Makrophagen einen pro-atherogenen
Phanotyp zeigen, sowie Uber die Scavengerrezeptoren acetyliertes LDL binden kon-
nen und ein Lipidprofil aufweisen, dass denen in humanen arteriosklerotischen Pla-
ques dhnelt**®®. Die verringerte Expression der proinflammatorischen Markergene hat

daher wahrscheinlich Uber eine verringerte Entzindung wiederum eine geringere
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Migration von Leukozyten in das Gefal zu Folge und kdnnte so das Arteriothrombo-
serisiko in diesen Mausen senken. Diesen Effekt kann auch die Reduktion des Se-
rumverkalkungsmarkers SPP1 in den behandelten Mausen unterstutzen (siehe
Abbildung 4-44 B). In Studien mit Patienten, die Karotisstentimplantate bekommen
hatten, korrelierte eine verringerte Expression von Verkalkungsmarkern wie SPP1
mit einer erhdhte Plaquestabilitat?®®. Die Reduktion der endogene Proteinase CTSS
durch Behandlung mit Gal, welche eine grof3e Rolle bei der Ruptur arterioskleroti-
scher Plaques spielt®®, kdnnte ebenfalls das Voranschreiten einer AS mindern, wie
in CTSS-defizienten Mausen gezeigt werden konnte, deren arteriosklerotische La-
sionen weniger nekrotische Kerne durch verringerte Apoptose und eine geringere
Einwanderung von glatten Muskelzellen in das arteriosklerotische Plaquegewebe
aufwiesen®®'. Eine verminderte mRNA-Expression der Markergene IL6 und iNOS
wurde auf Grund der Vorversuche in der Zellkultur erwartet und konnte sich zum Teil
auch in den Mausmodellen wiederfinden. Zusammengefasst scheint der Pilzsekun-
darmetabolit Gal dazu in der Lage zu sein, in den zwei verwendeten Tiermodellen
der AS den Krankheitsverlauf Uber Senken der Plattchenendothelzellinteraktion und
eine verringerte Markergenexpression zu beeinflussen und kénnte eine vielverspre-

chende neue Leitsubstanz fur die AS-Behandlung sein.
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6 Zusammenfassung

Erhdhte arteriosklerotische und thrombotische Vorféalle sind ein Hauptgrund far die
gesteigerten Zahlen kardiovaskularer Todesfalle von Patienten mit chronisch ent-
zundlichen Erkrankungen wie der rheumatoiden Arthritis (RA). Diese erhohte Mortali-
tat ist nicht auf die traditionellen Risikofaktoren, wie Alter, Geschlecht, Bluthochdruck
oder Diabetes zurlckzufuhren. Man nimmt an, dass die systemische Entzindung
einen nicht-traditionellen Risikofaktor fur die erhohten kardiovaskularen Todesfalle
von RA-Patienten darstellt. Da die derzeitige Behandlung der RA zum Teil schwere
Nebenwirkungen zur Folge haben kann, war es das Ziel dieser Doktorarbeit, die Zu-
sammenhange zwischen RA und Arteriosklerose (AS) naher zu untersuchen, sowie
die neue antiinflammatorische Substanz Galiellalacton (Gal) fur die Behandlung der
AS zu charakterisieren.

In dem chronisch inflammatorischen Tiermodell der TTP-defizienten Mause, dessen
Phanotyp dem einer humanen RA-Erkrankung ahnelt, konnte eine verschlechterte
Endothelfunktion, die als ein erstes Symptom einer erworbenen AS gilt, nachgewie-
sen werden. Dies konnte auf eine erhohte Stabilitat der Nox2-mRNA zurtckgefuhrt
werden, die unabhangig von der erhohten Expression des Entzindungsmarkers
TNFa war. Diese gesteigerte Nox2-Menge fuhrte wiederum zu einer erhéhten Bil-
dung von reaktiven Sauerstoff- und Stickstoffspezies und somit zu einer verringerten
Menge an bioaktivem Stickstoffmonoxid, welches die endotheliale Dysfunktion (eDF)
bedingte.

Als ein traditioneller Risikofaktor fur das Auftreten von kardiovaskularen Ereignissen
gilt unter anderem eine Diabeteserkrankung. Durch die Ausbildung einer Nitrattole-
ranz bei der Therapie mit organischen Nitraten wie NTG, ISMN oder ISDN kommt es
zu der Entwicklung einer eDF. PETN, ein weiteres organisches Nitrat zeigt diese Ne-
benwirkung nicht. PETN, vermittelt seinen antioxidativen Effekt Uber die Nrf2-
abhangige Induktion der HO-1-Promotoraktivitat.

Die Behandlung von arteriosklerotischen Mausen (ApoE™- und ApoE” TFPI""-Mause)
mit dem antiinflammatorischen Pilzsekundarmetaboliten Gal zeigte eine verringerte
MRNA-Expression von arteriosklerotischen und inflammatorischen Mediatoren, so-

wie eine reduzierte Thrombenbildung durch eine verringerte Plattchenadhasion.
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Zusammenfassung

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass inflammationsabhangiger oxidativer
Stress ein Hauptgrund fur die entzindungsgetriebene Artheriogenese ist und Gal

eine neue Leitsubstanz fur die Behandlung dieser Erkrankung ist.
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Abstract

7 Abstract

Atherosclerotic events are one of the major risk factors for cardiovascular death in
patients suffering from chronic inflammatory diseases as rheumatoid arthritis (RA).
This elevated mortality is independent of the traditional risk factors, as age, gender,
hypertension, or diabetes. So far, it is believed that the systemic inflammation con-
fers a non-traditional risk factor for the cardiovascular morbidity of RA-patients. Since
the current treatment can have severe side effects, the aim of this study was to ana-
lyse the correlation between RA and atherosclerosis (AS), as well as to characterise
the new anti-inflammatory fungal substance Galiellalactone (Gal) for the treatment of
AS.

In the chronic inflammatory TTP deficient mouse model that resembles the human
RA, the endothelial function is impaired, which is known to be a first symptom of a
beginning AS. This correlates with an increased Nox2 mRNA stability that is inde-
pendent of the augmented TNFa expression. The amplified Nox2 amount leads to
increased levels of reactive oxygen and nitrogen species, in turn indicating de-
creased amounts of bioactive NO that attributes to the endothelial dysfunction (eDF).
One traditional risk factor for cardiovascular death is diabetes. The therapy with or-
ganic nitrates results in the development of a nitrate tolerance-induced eDF. PETN,
another organic nitrate, does not have this adverse effect. PETN mediates its anti-
oxidative effects via an Nrf2-dependent induction of the HO-1 promoter activity.

The treatment of atherosclerotic-prone mice (ApoE” and ApoE”TFPI*" mice) with
the anti-inflammatory fungal metabolite Gal decreases the mRNA expression of ath-
erosclerotic and inflammatory marker genes and reduces the thrombus formation due
to an impaired platelet adhesion.

In summary, the inflammation-related oxidative stress is a principal reason for in-
flammation-driven atherogenesis. Furthermore Gal is a promising new leading sub-

stance for the treatment of AS.
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