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4 Einleitung und Zielsetzung

4.1 Einleitung

“American Heart Association Call to Action: Obesity as a Major Risk Factor for

Coronary Heart Disease”

Dies war der Titel des AHA (American Heart Association) Artikels, der schon 1998
angesichts der zunehmenden wissenschaftlichen Daten Uber den Zusammenhang
zwischen Adipositas und Koronaren Herzerkrankungen (KHK) publiziert wurde. In
diesem Artikel wurde Adipositas als ein modifizierbarer Hauptrisikofaktor fur KHK
klassifiziert und die medizinische Fachwelt und Forschungsgemeinschaften sowie die
Allgemeinbevolkerung wurden zum Handeln aufgefordert ().

Langjahrige Studien zeigen, dass Adipositas nicht nur einen unabhangigen
kardiovaskularen Risikofaktor darstellt, sondern dass Adipositas durch Auswirkung auf
viele andere kardiovaskulare Risikofaktoren, einschlieB3lich Dyslipidamie, Hypertonie
und Hyperglykamie das Herz-Kreislaufsystem beeinflussen kann (-5,

Dies mag durch eine Funktionsstorung des Fettgewebes verursacht werden, was zu
einem chronischen entzundlichen Zustand und zur Dysregulation der endo- und
parakrinen Mediatoren fiihrt, die von Adipozyten freigesetzt werden © 7). Diese
Pathomechanismen beeintrachtigen systematisch die vaskuldre Homoostase und
fihren zur endothelialen Dysfunktion (19, Der veranderte Phanotyp und die
Funktionsstorung der Endothelzellen sind bei allen Adipositas-assoziierten
Komplikationen zu sehen. Ein wichtiger Aspekt der endothelialen Dysfunktion ist
verminderte Stickstoffmonoxid(NO)-Bioverfligbarkeit (V). Ein systematischer pro-
inflammatorischer Zustand in Kombination mit oxidativem Stress begunstigt die
Verminderung der NO-Bioverflgbarkeit (2 13 AuRerdem werden pro-
inflammatorische Zytokine lokal von perivaskularem Fettgewebe produziert; durch
einen parakrinen Mechanismus fuhren sie zur Dysfunktion der Endothelzellen und
Funktionsstorung der glatten Muskelzellen @ 9. Somit wirkt das lokale Fettgewebe bei

der Pathogenese der kardiovaskularen Erkrankungen in adipdsen Patienten mit.

Mit zunehmenden Erkenntnissen Uber die Rolle des Immunsystems und die
Bedeutung der Entzindungsprozesse in der Entwicklung der KHK, konnte festgestellt
werden, dass die ko-stimulatorischen Molekule wichtige Regulatoren dieser Prozesse
sind. Dabei ist insbesondere die CD40L-CD40-Achse von grof3er Bedeutung.



4.2 Zielsetzung

Die Intention dieses Projektes lag darin, die mafgebliche Wirkung des CD40L auf die
durch Hyperlipidamie induzierte Entwicklung des vaskularen oxidativen Stresses, der
endothelialen Dysfunktion und der allgemeinen Entzindungsprozesse zu
demonstrieren. Diese beiden Pathomechanismen sind mit grof3er Wahrscheinlichkeit
an den CD40L-vermittelten kardiovaskularen Komplikationen bei der Adipositas und

Dyslipidamie beteiligt.

In dieser Studie wurde untersucht, ob die genetische Ausschaltung des CD40L im
Rahmen einer Hyperlipidamie eine protektive Wirkung auf folgende Parameter hat:

1. die Gewichtzunahme, den Anstieg der Leptin-, Cholesterin-, HDL-, LDL-Werte,
2. die endotheliale Funktion und die Zunahme der Indikatoren des oxidativen
Stresses,

3. den Anstieg der Entzundungsparameter und der Thrombozytenaktivitat.

AuRerdem wurde im Rahmen eines durch das Deutsche Zentrum fur Herz- und
Kreislaufforschung (DZHK) geforderten Saule B Projekts (Daiber & Niesler
(Heidelberg) & Knosalla (Berlin)) die CD40L Expression in humanem Gewebe und
Serum Proben (erhalten von der Biobank des Deutschen Herzzentrums-Berlin,
Kooperation mit Dr. Knosalla) untersucht und mit Hilfe der Nanostring Plattform in
Heidelberg (Kooperation mit Dr. Niesler) nach veranderten Genexpressionsmustern
gesucht, die in unserem Mausmodell auch eine Rolle spielen.
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5 Literaturdiskussion

5.1 Adipositas

Adipositas stellt eine der grofdten Herausforderungen fur das Offentliche
Gesundheitswesen des 21. Jahrhunderts dar. Laut WHO hat sich die Pravalenz der
Adipositas in der europaschen Region von 1980 bis 2007 verdreifacht und zeigt eine
weiterhin steigende Tendenz, vor allem bei Kindern (), Im Jahr 2008 waren mehr als
50% der Menschen in der WHO-Region Europa Ubergewichtig und rund 23% der
Frauen und 20% der Manner adipds ('®. Nach aktuellen Schatzungen betrifft das
Ubergewicht 30-70% und Adipositas 10-30% die Erwachsenen in den EU-Lander (5.

Adipositas (lat. adeps ,Fett’) ist bei Erwachsenen definiert als eine Uber das
Normalmal’ hinausgehende Vermehrung des Korperfetts. Berechnungsgrundlage fur
die Gewichtsklassifikation ist der Korpermassenindex [Body Mass Index (BMI)]. Der
BMI ist der Quotient aus Gewicht und Kdrpergrée zum Quadrat (kg/m?2). Ubergewicht
ist definiert als BMI 2 25 kg/m?, Adipositas als BMI = 30 kg/m? (Tabelle 1) (6),

Tabelle 1: Gewichtsklassifikation bei Erwachsenen anhand des BMI (10

Kategorie BMI Risiko fiir Begleiterkrankungen
des Ubergewichts
Untergewicht < 18,5 niedrig
Normalgewicht 18,5 249 durchschnittlich
Ubergewicht > 25.0
Praadipositas 25 299 gering erhoht
Adipositas Grad I 30 349 erhoht
Adipositas Grad II 35 399 hoch
Adipositas Grad III > 40 sehr hoch

11
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Abbildung 1: Adiposopathie: vereinfachte Darstellung der Beziehung zwischen pathologischer
Fettgewebsfunktion und Atherogenese.

Das Fettgewebe bzw. die Adipozyten dienen als der gréfite Lipidspeicher des Korpers.
Positive  Kalorienbalance und Bewegungsarmut im Zusammenspiel mit
Umweltfaktoren und genetischer Disposition fiihren zur Hypertrophie der Adipozyten
und zu einer GbermaBigen Akkumulation des viszeralen Fettgewebes (- 17); was dann

das Fettgewebe in einen pathologischen Zustand, die Adiposopathie, bringen kann.

In Rahmen der Adiposopathie ruft die Fettzellenhypertrophie eine Organellen-
dysfunktion in den Adipozyten, v.a. in den Mitochondrien und im endoplasmatischen

Retikulum, hervor. Die Organellendysfunktion in diesen Zellen fuhrt wiederum zu einer
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Beeintrachtigung der Fettsaurespeicherprozesse und einem erhohten Fettsauren-
Spiegel im Blut. So kommt es zur Lipotoxizitat anderer Organe wie Leber, Muskulatur
und Pankreas. Hormonelle Dysregulation, vermehrter Energiespeicher und
Fettakkumulation in viszeralen, perikardialen und perivaskularen Fettdepots sind
weitere Folgen der Organellendysfunktion in Adipozyten (17 18),

Adiposopathie ist nicht nur mit metabolischen und endokrinischen Stérungen
assoziiert, sondern auch mit einer vermehrten Produktion von reaktiven
Sauerstoffspezien (ROS) und oxidativem Stress ), verstarkten proinflammatorischen
Antworten (e.g. erhdhtes TNF-a('®, IL-6 und CRP(9) und mit verminderten
antiinflammatorischen Prozessen (e.g. vermindertem Adiponectin??); denn bei einem
ubermaligen Gewebswachstum kann das Fettgewebe nicht ausreichend vaskular
versorgt werden, geht das Fettgewebe in eine hypoxische Stoffwechsellage uber und
I6st anschlieRend eine pathologische Immunantwort aus @9 18),

Abhangig von dem nachfolgenden Crosstalk und der Interaktion mit anderen
Korpergeweben (wie Muskulatur, Leber, Pankreas etc.) kdnnen die pathologischen
metabolischen und proinflammatorischen Konsequenzen der Adiposopathie direkt,
durch perikardiale und perivaskulare pathogene Effekte, oder indirekt, durch
metabolische Erkrankungen wie z.B. T2DM, Hypertonie und Dyslipidamie, an der
Entwicklung der Atherosklerose beteiligt sein (Abbildung 1).

5.2 Atherosklerose

Unter Atherosklerose (von griechisch athara = "Grutze" und skleros = "hart") versteht
man eine entzundliche Erkrankung der Intima multifaktorieller Genese, die sich an
Pradilektionsstellen mit hamodynamischer Belastung manifestiert. Die Pathogenese
der Atherosklerose ist seit Mitte des 19. Jahrhunderts Gegenstand fortdauernder
Forschung und noch nicht vollstandig geklart. Die Studien zeigen, dass die Entstehung
der Atherosklerose sowohl von den genetischen Faktoren als auch von
Umweltfaktoren beeinflusst wird, darunter Hyperlipidamie ") Rauchen ??), Diabetes
mellitus ?3 und Hypertonie 4. Ausgel6st durch endotheliale Dysfunktion und in der
Begleitung von strukturellen Veranderungen in der Arterienwand konnen die LDL-
Partikeln in subendotheliale Schichten der Tunica intima gelangen und dort
akkumulieren. Dies wird durch die Interaktion zwischen dem Proteinanteil der LDL-
Partikeln, Apo-B100, und Proteoglykane in der Intima %, sowie durch den erhohten
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LDL-Spiegel im Serum (6), angetrieben. AnschlieBend werden die LDL-Anhaufungen
innerhalb der Intimaschicht durch reaktive Sauerstoffspezies (ROS), die urspringlich
als Abfallprodukte von den GefaRzellen bzw. zur Immunabwehr gebildet werden ("),
oxidiert. Die oxidierten Lipoproteine hemmen einerseits die Stickstoffmonoxid (NO)-
Produktion in den Endothelzellen, wobei die vasodilatatorische Wirkung von NO
wegfallt 8, andererseits werden Endothelzellen durch oxidierte Lipoproteine
angeregt, Monozyten aus dem Blut anzulocken. Die Endothelzellen kdonnen die
Monozytenrekrutierung durch die Produktion von Chemokinen, z.B. Monocyte
Chemotactic Protein-1 (MCP-1), fordern (29-31),

Die Endothelzellen kdnnen aber auch zusatzlich durch vermehrte Expression von
Adhasionsmolekullen die Bindung von Monozyten an Endothelzellen erleichtern. Die
Adhasionsmoleklle, die eine erhohte Bindungsaffinitat der Intima gewahrleisten,
stammen hauptsachlich aus zwei Familien. Die erste Gruppe, die Selektine, knupften
die ersten Kontakte zwischen Endothel und Leukozyten, wobei die P-Selektine
besonders bei atherosklerotischen Lasionen vorkommen. Die zweite Gruppe, die
Adhasionsmolekulle aus der Immunglobulin-Familie, kdbnnen Leukozyten binden und
eine dauerhafte Adhasion verursachen. Vor allem die Expression von Vascular Cell
Adhesion Molecule-1 (VCAM-1) ist fur die weitere Entwicklung der atherosklerotischen
Lasion wichtig. VCAM-1 bindet spezifisch an Monozyten und T-Lymphozyten - zwei
Zellgruppen, die bei der Entwicklung der atherosklerotischen Lasionen von groler
Bedeutung sind 2. Nach dem Durchtritt von Monozyten durch das Endothel
proliferieren diese und differenzieren sich unter dem Einfluss von Monocyte Colony
Stimulating Factor (MCSF) zu Makrophagen. Die Makrophagen produzieren dann
Zytokine wie den Tumor Necrosis Factor-a (TNF- a), Interleukin-1, und den
Transforming Growth Factor-B (TGF-B), die daraufhin noch mehr Monozyten und T-
Lymphozyten anziehen. Aktivierte T- Lymphozyten setzen ebenfalls Zytokine, wie
Interferon-y und Tumor Necrosis Factor-a und -3, frei, welche den
Entziindungsprozess weiter vorantreiben 3. Die Akkumulation von Makrophagen in
der Intima ist zunachst eine Schutzfunktion. Dennoch, wahrend die Makrophagen sich
weiter anhaufen und mit Lipiden beladen, schafft inre Gegenwart die Voraussetzung
fur die weitere Zerstorung der Arterienwand. Die Makrophagen besitzen Scavenger-
Rezeptoren wie Scavenger-Rezeptor A (SRA) und CD-36, die oxidierten Lipoproteine
identifizieren kdnnen und daraufhin deren Internalisierung initiieren ©34-36)_ Weil diese

Rezeptoren nicht herabreguliert werden konnen, kann die weitere Anhaufung
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oxidierter Lipoproteine in den Makrophagen zur Zerstorung der Zelle fuhren. Glatte
Muskelzellen kdnnen ebenfalls zu Schaumzellen umwandeln, wenn sie dazu aktiviert
werden. Deren Wanderung von der Media zur Intima durch chemotaktische
Mediatoren wie Platelet Derived Growth Factor (PDGF) fuhrt zu einer Akkumulation
von glatten Muskelzellen in der Intima, zur Expression von Scavenger-Rezeptoren und
Aufnahme von oxidierten Lipoproteinen ©7). Die Schaumzellen, die mit Lipiden
aufgefullt sind, machen hochstwahrscheinlich einen Prozess durch, bei dem die Zellen
absterben, deren Zellinhalt austritt und so sich eine Nekrosezone bildet. Der Zelltod
kann durch Apoptose oder toxische Effekte oxidierter Lipide herbeigefuhrt werden. Die
Folge ist eine Ausscheidung von oxidiertem LDL und freien Radikalen®?) (Abbildung
2).

Die atherosklerotische Lasion wird oft erst symptomatisch, wenn die Kappe einer
instabilen Plaque reif3t (Ruptur) und der Inhalt des mit Lipiden und Makrophagen
angefullten Kerns mit dem Blut in Beruhrung kommt. Dieser Riss kann entweder durch
einen Schwachungsprozess innerhalb der Lasion entstehen, oder durch aullere
Einflisse herbeigefuhrt werden (32),
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Abbildung 2: Pathogenese der Atherosklerose bermommen aus (36)
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5.3 Oxidativer Stress

Helmut Sies definierte 1985 den oxidativen Stress als ein Ungleichgewicht zwischen
Pro-oxidantien und Anti-oxidantien @9, Dabei kommt es zu erhéhten Spiegeln oxidativ
wirksamer Substanzen, die zu einer Schadigung von Biomolekulen fuhren konnen.
Dies beruht zum einen auf einer erhdhten Produktion dieser reaktiven Spezies und
zum anderen auf einer verminderten antioxidativen Abwehr %49, Zu den oxidativen
Stress verursachenden Molekulen zahlen reaktive Sauerstoffspezies (ROS), sowie
reaktive Stickstoffspezies (RNS).

Radikale konnen einerseits durch ihre hohe Reaktivitat in biologischen Systemen
zerstorend wirken, andererseits fungieren sie bereits in niedrigen Konzentrationen als
Signalmolekule. Dies gilt vor allem fur Stickstoffmonoxid (*NO) sowie seinen
biologischen Gegenspieler, das Superoxidradikalanion (*O27), mit dem es in einer
extrem schnellen Reaktion zu Peroxynitrit (ONOO-) reagiert. Diese drei Molekule
bilden einen wichtigen Teil eines regulatorischen Redox-Netzwerkes, das flr
verschiedene biologische Prozesse, beispielsweise den Gefal3tonus, von
uberragender physiologischer Bedeutung ist. In der Abbildung 3 sind die Reaktionen
und Bedingungen, die bei diesen Prozessen beteiligt sind, zusammengefasst
dargestellt 4",

2H,0 + O,

1

Katalase
o Aktivierung der sGC U e Hemmung der sGC

e Vasodilatierend H,0,+ O, e Hemmung der PGIS
e Antiatherogen o Vasokonstiktiv
® Antithrombotisch Cu. Zn-50D e Atherogen

N _o 7

sGC m ‘NO Entkopplung | ONOO"
+

NO-Biosynthese\E/ BH;-Oxidation

Abbildung 3: Die Wechselwirkung zwischen NO und Superoxid und die Prozesse, bei denen diese
eine Rolle spielt. Modifiziert aus (42).
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Die Tatsache, dass Radikale in niedrigen Konzentrationen auch physiologische
Funktionen in der Signaltransduktion ubernehmen, zeigt NO anhand der Modulation
des Gefaldtonus, aber auch Superoxid und Peroxynitrit anhand der Redoxregulation
verschiedener enzymatischer Systeme Uuber Thioloxidation, S-Nitrosylierung,
Tyrosinnitrierung und ihrer anschlielenden regulatorischen Vorgange. Konkrete
Beispiele dafur reprasentieren die Modulation der Aktivitdt der Cyclooxygenase
(COX-1 und COX-2) und damit die Prostaglandin-/Thromboxan-Bildung, Modulation
der mitochondrialen Atmungskette, sowie Aktivierung der Proteinkinase-C durch
Wasserstoffperoxid ¢2),

Oxidativer Stress ist eine pathophysiologische Situation, in der die Produktion an
Superoxidradikalen die Produktion von NO ubersteigt bzw. generell mehr ROS
generiert werden als die Zelle abbauen kann, so dass uberschissige
Superoxidradikale sowie das gebildete Peroxynitrit frei in der Zelle vorliegen, wo sie
die Funktion oder Struktur von Proteinen, Lipiden oder Nukleinsauren direkt
beeinflussen kénnen ©3 44), Diese Situation kann durch verschiedene systemische
Einflisse hervorgerufen werden, die zu einer Uberaktivierung der nachfolgend

genannten Superoxidquellen fuhren.

Fir die Entstehung der ROS sind hauptsachlich NADPH-Oxidasen (Nox), die
Xanthinoxidase, die mitochondriale Atmungskette und entkoppelte NO-Synthasen
(NOS) verantwortlich:

- NADPH-Oxidasen sind Multi-Enzym-Komplexe. Mittlerweile wurden mehrere

Isoformen von NADPH-Oxidase entdeckt, die in unterschiedlichen Geweben
exprimiert werden und sich mafgeblich in ihrer Funktion unterscheiden “2). Die
verschiedenen Isoformen der NADPH-Oxidase und ihre Vorkommensorte sind in der
Tabelle 2 dargestellt 9. Die phagozytare Isoform (Nox2) benétigt fiir inre Aktivierung
eine Translokation der zytosolischen Untereinheiten (z.B. p47phox, p67phox, rac1) an
die membranstandigen Untereinheiten (z.B. gp91phox, p22phox), um Elektronen von
NADPH auf Sauerstoff zu Ubertragen und Superoxid zu bilden. Die Nox1 wird ahnlich
wie die Nox2 durch Translokation der zytosolischen regulatorischen Untereinheiten
NoxO1 und NoxA1 aktiviert, wohingegen die Regulation der Nox4 wohl Uberwiegend
auf Expressionsebene stattfindet und die Nox4 dadurch als konstitutiv aktiv bezeichnet
wird  “®_  Durch die permanente Bereitstellung eines  niedrigen

Wasserstoffperoxidspiegels reguliert die Nox4 vermutlich auch wichtige zellulare
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Funktionen wie Differenzierung, Proliferation und Migration “7). Die Nox5 wird in den
Nagetieren nicht expremiert, daher sind die traditionellen Studien mit Mausen und
Ratten fur diese Isoform nicht moglich; die genaue pathophysiologische Rolle von
Nox5 ist noch nicht vollstandig bekannt. Eine erhohte Expression der Nox5 wurde
allerdings in vielen humanen Erkrankungen beobachtet “8)., DUOXs (NOX/DUOX-
Familie) sind ebenfalls eine neu entdeckte Reihe von NADPH-Oxidase-Homologen,
die die oxidative Basis fiir die Biosynthese der Schilddriisenhormone bereitstellen 9.
Sie kommen zudem im Epithel der exokrinen Drisen sowie in der Schleimhaut des
Gastrointestinal- und Respirationstraktes vor; hier ist ihre Funktion jedoch noch nicht
vollstandig klar 9,

Tabelle 2: Isoformen der NADPH-Oxidase

Isoform Gewebe
Nox 1 Kolon, glatte Muskulatur, Uterus, Prostata
Nox 2 Phagozyten, Endothel, Myokard, Lunge
Nox 3 Innenohr, Niere, Lunge, Milz
Nox 4 Niere, Endothel, Myokard
Nox 5 Lymphgewebe, Gehirn
Duox SchilddrUse, Epithel der exokrinen Drisen, Schleimhaut der
Gastrointestinal- und Respirationstrakt

- Xanthinoxidase ist ein Molybdan-enthaltendes Enzym, das unter physiologischen

Bedingungen als Dehydrogenase Form vorliegt und eine wichtige Rolle bei dem
Purinabbau spielt. Als Dehydrogenase bildet es aus Hypoxanthin Uber Xanthin
letztendlich Harnsaure und dabei Ubertragt zwei Elektronen auf NAD®*. Unter
pathologischen Bedingungen kommt es durch oxidative und proteolytische
Veranderungen zur Umwandlung dieses Enzyms in eine Oxidase, die Elektronen auf
Sauerstoff Gbertragt und Superoxid bildet “? 51, Die Xanthinoxidase bindet an das
Endothel und bildet dort Radikale. Somit spielt dieses Enzym bei Dysregulation der
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endothelialen Gefalfunktion und kardiovaskularen Erkrankungen eine wichtige Rolle
(51),

- Die mitochondriale Atmungskette prasentiert vielleicht die wichtigste aller Quellen

fur oxidativen Stress. Die mitochondriale Atmungskette besteht aus Multi-Enzym-
Komplexen, die wahrend der mitochondrialen Atmung unvorstellbar grofe Mengen
von Elektronen zur Energiegewinnung transportieren und auf Wasserstoff Ubertragen,
wobei Wasser und ATP als die wichtigste ,Energiewahrung” des Korpers entsteht.
Diese Enzym-Komplexe, insbesondere der Komplex | und Ill, kdnnen durch oxidative
Modifikationen entkoppelt werden und Superoxid generieren ©¢2). Die mitochondriale
ROS Bildung wird mafigeblich durch ATP-sensitive Kaliumkanédle (Katp) und die

Offnung der mitochrondrialen Permeabilitdtspore (mPTP) reguliert ©3),

- Die Entkopplung der eNOS gilt als eine weitere wichtige Quelle fur oxidativen

Stress (12 %% Die NO-Synthase (NOS) ist in drei unterschiedlichen Isoformen zu
finden, zudem wird eine vierte mitochondriale Isoform postuliert 5 56) (Tabelle 3).

Tabelle 3: Isoformen der NO-Synthase

Isoform Gewebe

NNOS (neuronal) oder NOS | Gehirn und Nerven

) ) . Immunzellen, glatte Muskelzelle,
iINOS (inducible) oder NOS I _
und viele andere Zelltypen

. Endothelzellen, Kardiomyozyten
eNOS (endothelial) oder NOS |lI _
und viele andere Zelltypen

mtNOS (mitochondrial) oder NOS IV Postuliert fur Mitochondrien

eNOS ist ein Homodimer, welches sauerstoffabhangig die Oxidation von L-Arginin zu
Stickstoffmonoxid katalysiert. Dabei werden die Elektronen vom Cofaktor NADPH uber
die Reduktase-Domane (FAD, FMN) einer Untereinheit auf die Oxygenase-Domane
der zweiten Untereinheit Ubertragt. Die Elektronenubertragung auf das Eisen-
Porphyrin wird durch Tetrahydrobiopterin (BH4) gewahrleistet und reaktive Eisen-
Sauerstoffintermediate werden durch BH4 stabilisiert. Unter oxidativem Stress kann
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es zu einer Unterbrechung des Elektronenflusses, zu strukturellen Anderungen und
sogar zu einem Auseinanderbrechen des eNOS-Dimers kommen. So kdnnen die
Elektronen nicht mehr auf das naturliche Substrat L-Arginin Ubertragen werden,
sondern auf Sauerstoff und zwar unter Superoxid-Bildung (Abbildung 4) “2). Eine
partiell entkoppelte NOS bildet Superoxid und Stickstoffmonoxid und wird daher als
Peroxynitritsynthase bezeichnet, oder auch Janus-gesichtiges Enzym, da es von einer
protektiven NO Synthase zu einer schadlichen Superoxidsynthase umschalten kann.
Studien zeigen, dass die sogenannten ,kindling radicals®, die von Mitochondrien oder
NADPH-Oxidasen stammen, zu einer Entkopplung der NOS und dadurch zur Senkung
der NO-Bioverfugbarkeit und vermehrten Superoxid- und Peroxynitritbildung fuhren

kénnen “1),

Reductase Domain
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,
BH Y
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Abbildung 4: Entkopplung der NO-Synthase. Ubemommen aus (54)

5.4 Endothelfunktion und -dysfunktion

Das Endothel wurde ursprunglich als eine einlagige kontinuierliche Zellschicht an der
Innenwand der Gefalle definiert, die das Gefaligewebe gegen das zirkulierende Blut
abgrenzt. Im 20. Jahrhundert wurde es jedoch auf Grund seiner Zellzahl von ca.
5x10'3, Masse von insgesamt ca. 1,5 kg, und Oberflache von ca. 1000 m?, sowie

seiner Schlusselrolle in der strategischen anatomischen Position zwischen dem
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intravasalen Raum und dem GefalRmuskulatur der Media als ein eigenstandiges Organ
aufgefasst ©7). Neben seiner Barrierefunktion produziert das Endothel vasoaktive,
Matrix- und Wachstums-modulierende Substanzen und Ubt somit auch wesentliche
auto-/parakrine Funktionen aus ©8 %9, Es steuert den GefaRtonus, reguliert die
Blutgerinnung sowie die Adhasion und transendotheliale Migration der Blutzellen,
moduliert das GefalRwachstum und beeinflusst die Strukturierung der extrazellularen

Matrix. Dabei spielt Stickstoffmonoxid (‘NO) die Rolle eines zentralen Mediatores.

Stickstoffmonoxid (NO) wird aus L-Arginin Uber zwei Oxidationsschritte gebildet. Diese
Reaktion wird in den Endothelzellen durch das Enzym endotheliale NO-Synthase
(eNOS) katalysiert. Wegen seiner lipophilen Eigenschaften kann NO die Zellmembran
passieren und zum glatten GefalRmuskel diffundieren, wo es durch die Aktivierung der
I6slichen Guanylatzyklase (sGC) intrazellular zu erhdhten cGMP-Spiegeln fuhrt, die
Uber eine Senkung der intrazellularen Calcium-Spiegel letztendlich zur Vasorelaxation
fuhren. Eine Vielzahl von mechanischen, hormonellen und pharmakologischen Stimuli
kann zur NO-Freisetzung fuhren, hierzu zahlen beispielsweise die pulsatile Dehnung
der GefalRwand, Acetylcholin oder Calcium-lonophore A23187 (60),

Die Fahigkeit der GefalRe zur Vasodilatation ist stark mit einer intakten
Endothelfunktion verbunden. Nur ein intaktes Endothel garantiert eine ausreichende
NO-Bioverfugbarkeit. Die NO-vermittelte Vasodilatation wirkt der physiologisch durch
humorale und neuronale Einflisse erzeugten Spannung der Gefalimuskulatur

entgegen.

Ist die Stickstoffmonoxid-Bioverfugbarkeit eingeschrankt, sei es durch die
Inaktivierung von Stickstoffmonoxid durch Superoxid, durch eine geringere Produktion
oder eine verminderte Wirkung am glatten Gefafmuskel, kommt es zu einer
eingeschrankten endothelabhangigen Vasodilatation. Dies beschreibt den Zustand
einer endothelialen Dysfunktion. Obwohl die Ursachen endothelialer Dysfunktion
multifaktorieller Genese sind, ist eine Verbindung von endothelialer Dysfunktion und
erhohtem oxidativem Stress anzunehmen ©". Oxidativer Stress reduziert die
Stickstoffmonoxid- Bioverfiigbarkeit 2 83). Die Halbwertszeit und biologische Aktivitat
von Stickstoffmonoxid werden somit durch ROS begrenzt. Superoxid reagiert schnell
mit Stickstoffmonoxid zu Peroxynitrit. Diese Reaktion lauft schneller ab, als die
Umwandlung von Superoxid zu dem  Wasserstoffperoxid durch die
Superoxiddismutase. Hohe Konzentrationen an Peroxynitrit wirken zytotoxisch ¢4,
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Peroxynitrit kann zur Entkopplung der eNOS durch Oxidation des Kofaktors
Tetrahydrobiopterin und des Zink-Thiolatkomplexes und somit zu einer weiteren

Erhéhung des oxidativen Stresses fiihren (65 66),

Am intakten Endothel fihren die endotheliale NO-Produktion und anderen Autakoiden
zur Herabsetzung des Gefaldtonus, Hemmung der Thrombozytenaggregation, der
Blutgerinnung und Leukozytenadhdsion, zur Hemmung der Proliferation der
GefalRmuskulatur und Apoptose. Alle diese Faktoren wirken anti-atherosklerotisch 7).
Durch Verletzung, Entziindung oder kardiovaskulare Risikofaktoren, wie Hypertonie,
Diabetes mellitus und Hypercholesterinamie und Rauchen verliert das Endothel nicht
nur seine protektiven Eigenschaften, sondern entwickelt sogar pro-atherosklerotisches
Potenzial. Die endotheliale Dysfunktion zeigt sich dann klinisch durch eine
Abschwachung der endothel-abhangigen Relaxation ¢2),

Die Abbildung 5 zeigt die Interaktion zwischen den Prozessen, die am oxidativen
Stress, an der endothelialen Dysfunktion und der vaskularen Entziindung beteiligt sind.
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Abbildung 5: Interaktion zwischen oxidativem Stress, endothelialer Dysfunktion und vaskulérer
Entzu'ndung. Modifiziert aus (12)

1. Klassische kardiovaskuldre Risikofaktoren tragen zu einem proinflammatorischen Phenotyp des
Geféal3es bei.

2. Infiltration der aktivierten Immunzellen fiihrt durch Aktivierung der sekundédren ROS-Quellen, wie
vaskuldre NOX1, 2 und 4, mitochondriale Atmungskette, entkoppelte eNOS und Xanthinoxidase, zur
Verstérkung des oxidativen Stresses.

3. Verstérkter oxidativer Stress induziert wiederum einen proinflammatorischen Phenotyp in der
GeféalBwand und fiihrt zu der Aktivierung der zirkulierenden Immunzellen
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5.5 CD40/CD40L Signaling:

Die molekulare Pathophysiologie des CD40/CD40L-Systems beschaftigt die
Wissenschaftler seit mehr als 30 Jahren. CD40 wurde zum ersten Mal 1984 auf den
B-Lymphozyten detektiert ¢870) Es konnte nur gezeigt werden, dass die Expression
dieses ca. 50kDa grof3en Proteins mit der Zellzyklus-Progression der B-Zellen und
interessanterweise mit der Bindung eines unbekannten Liganden zusammenhangt '),
Spater wurde aufgedeckt, dass die Aktivierung der B-Lymphozyten eher von dem
direkten Kontakt mit T-Helferzellen als von den I6slichen Zytokinen abhangig ist (72 73)
und dabei spielt die Interaktion eines integralen Membranproteins mit CD40 eine
zentrale Rolle. Dieses Protein wurde CD40 Ligand (CD40L, CD154, gp39) genannt (74
). Danach richteten die meisten Studien ihren Fokus auf die Bedeutung des
CD40/CD40L-Signalweges bei der Wechselwirkung zwischen B- und T-Lymphozyten.
Spater wurde festgestellt, dass Mutationen im CD40- oder CD40L-Gen fur das Hyper-
IgM-Syndrom (HIGM) verantwortlich sind ©% 8); eine Immuninsuffizienz mit x-
chromosomalem Erbgang, die mit IgA- und IgG-Mangel einhergeht. HIGM-Patienten
leiden an einer Vielzahl von chronischen Infektionen, die ohne prophylaktische
Behandlung gegen Infektionen (z.B. Antibiotika und intravendse Immunoglobulin
Gabe) mit einem letalen Ausgang im jungen Alter verbunden sein kdnnen. In den
letzten 30 Jahren ergab sich, dass die CD40/CD40L-Dyade an vielen verschiedenen
physiologischen und pathologischen Prozessen beteiligt ist und von vielen
unterschiedlichen Zellarten exprimiert wird. Es ist heute bekannt, dass die
CD40/CD40L-Dyade eine wichtige Rolle bei diversen Krankheiten, wie zum Beispiel
Arthritis 82), M. Alzheimer ®3), Lupus Erythematodes ®4, Hashimoto Thyreoditis (85 &),
Behcet-Syndrom ©7),  AbstoRung des Transplantates 8, Diabetes mellitus % und
Atherosklerose (90-92) gpielt.

5.5.1 Molekulare und zelluldre Eigenschaften von CD40 und CD40L:
CDA40:

CD40 ist ein Typ 1-transmembranarer Glykoproteinrezeptor mit einem
Molekulargewicht von 47-48 kDa. Er besteht aus 277 Aminosauren, die durch eine
1,5 kb langen mRNA codiert wird. Das entsprechende Gen ist auf der q12-q13.2
Region des Humanen Chromosoms 20 lokalisiert (3.
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CDA40 ist ein Mitglied der Tumornekrosefaktorrezeptor-Superfamilie (TNFR-SF). Es
bestehet aus einer intra-, einer trans- und einer extrazellularen Domane mit jeweils 62,
22 und 171 Aminosauren. Die extrazellulare Doméane tragt, wie viele andere Mitglieder
dieser Familie, mehrere Cystein-haltige Sequenzwiederholungen, besteht aus drei
Subregionen, die jeweils mit einer oder zwei Disulfidbindungen stabilisiert werden, und
endet in einem N-Terminus ©% %499 Es wird angenommen, dass CD40L an die zweite

und die dritte Subregion der extrazellularen Doméne bindet 3.

CD40 wird hauptsachlich auf der Oberflache der antigenprasentierenden Zellen (APC),
wie z.B. B-Zellen, Makrophagen/Monozyten und dendritischen Zellen gefunden (€0 9.
9). AuBerdem exprimieren viele andere Zellarten dieses Protein, darunter
Endothelzellen, Epithelzellen, Keratinozyten, glatte Muskelzellen, Fibroblasten und
Thrombozyten (6-190) CD40 kann sich in der Zellmembran sowohl als Monomer als
auch als Dimer oder Trimer finden. Es wurde gezeigt, dass die Dimer-Form fur die
CD40-vermittelte Signaltransduktion essenziell ist; wahrend die Trimer-Form eine

verstarkende Wirkung auf die Signaltransduktion ausubt (101 102),

A 3 B

c2
Cc3
C4
C5

Cé6

extracellular
(EC)

trans Cysteine module
membrane
(M)

intracellular
(ic) ¢

Abbildung 6: Schematische Darstellung der Struktur des CD40-Molekdils.
Die extrazelluldre Doméne ist Cysteinreich. Die horizontalen Linien zeigen die
Cysteinreste. Ubernommen aus (103)

CD40L:

CD40 Ligand (CD40L, gp39, TRAP oder CD154) ist ein Typ ll-transmembranares

Protein und Mitglied der Tumornekrosefaktor (TNF)-Familie. Es wird von einer 2,3 kb
24



MRNA kodiert und enthalt 261 Aminosauren. Das entsprechende Gen befindet sich
auf dem X-Chromosom (q26.3—q27.1). Das Protein besteht aus einer intra-, einer
trans- und einer extrazellularen Doméane mit jeweils 22, 24 und 214 Aminosauren %)
CD40L kommt in zwei verschieden Formen vor: eine transmembranare Form mit
einem Molekulargewicht von 33 kDa und eine I6sliche Form mit einem
Molekulargewicht von 18 kDa. Die losliche Form, sCD40L, ist das Produkt eines
Spaltungsprozesses des 33 kDa CD40L Molekuls, die vermutlich von den ADAM-
Metalloproteasen katalysiert wird (1. Aufgrund der nahen Verwandtschaft des
sCD40L zu TNF-a, kommen die TNF-a konvertierenden Enzyme (TACE) auch als

potenzielle Katalysatoren dieses Prozesses in Betracht (105 106),

CD40L wird, wie CD40 auch, von vielen verschiedenen Zelltypen (e.g. Leukozyten,
Endothelzellen, Epithelzellen, glatte Muskelzellen und Thrombozyten) exprimiert,
jedoch im Gegensatz zu CD40-Expression nicht dauerhaft und nur unter Induktion ©3),

(o)

TNF
like
domain

extracellular
(EC)

trans
membrane

(T™)

intracellular
(1c)

N

Abbildung 7: Schematische Darstellung der Struktur des CD40L-Molekiils. Ypermommen aus (103)

5.5.2 CDA40L in der Immunantwort und Entziindung:

Schon in den ersten Studien Uber die Rolle von CD40L in der Immunantwort wurde
festgestellt, dass CD40L sowohl an den zellularen als auch an den humoralen
Immunprozessen beteiligt ist. Die Aktivierung der B-Zellen durch CD40L erwies sich
als ein unerlasslicher Schritt bei der Proliferation, Differenzierung und
Reifungsprozessen der Lymphozyten, sowie Isotyp-Wechsel dieser Zellen (197, Es
ergab sich, dass die Interaktion zwischen CD40L und CD40 die Zytokinbildung (IL-6,
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IL-10, TNF-a, LT- a), Expression von Adhasionsmolekulen und ko-stimulatorischen
Rezeptoren (interzellulare Adhasionsmolekule (ICAM), CD23, B7.2/CD80,
B7.2/CD86), Klasse I-Il MHC sowie TAP-assoziierten Transportern auf den B-Zellen
beeinflusst (1%8), Die signifikante Rolle des CD40L/CD40-System in der Immunantwort
bestatigte sich durch die Entdeckung der CD40L-Gen Mutation bei HIGM (©0. 81),

AuBerdem fuhrt die Bindung des CD40L an den auf den Endothelzellen und
Fibroblasten befindlichen CD40 (Proteinrezeptor) zu einer erhdhten Ausschattung der
Metalloproteasen und einer erhohten Produktion der Chemokine (IL-8, MCP-1,
Makrophagen-inflammatorisches Protein (MIP)-1a, RANTES) und Zytokine (IL-1, IL-6,
IL-12 und TNF-a). Dies lockt wiederum die Lymphozyten zum Entzindungsherd und
verstarkt die Expression der Adhasionsmolekule (ICAM-1, VCAM-1 und E-Selectin),
die fur die Rekrutierung der Monozyten und Lymphozyten verantwortlich sind. So

kommt es zu ihrer Akkumulation in der inneren GefaRmembran (109,

CD40L/CD40-Interaktion fiihrt zur Uberexpression von Cyclooxygenase-2 (COX-2)
und einem Uberschuss von Prostaglandin-E2 (PGE2) (1'%, Der sCD40L kann die
Thrombozyten aktivieren und R-Thromboglobulin (R-TG) und 5-Hydroxytryptamin
Sekretion stimulieren; wahrend die transmembranare Form, CD40L die Sekretion von
RANTES, ein Protein mit starken inflammatorischen Merkmalen, von Thrombozyten

auslost (1. 112),

5.5.3 Die CD40/CD40L-Dyade und Adipositas:

In den letzten Jahren wurde bekannt, dass die Pathophysiologie der Adipositas mit
einem chronischen, niedergradigen Entziindungszustand einhergeht &19). Es ist
ebenfalls bekannt, dass die CD40-CD40L Dyade, als ein ko-stimulatorisches
Rezeptor-Ligand-Paar, in der Optimierung und der Regulation der Immunantwort

sowie in den Entzindungsprozessen eine wichtige Rolle spielt.

CD40 wird, neben den Leukozyten, auf Praadipozyten sowie reifen Adipozyten
exprimiert und sein Prasenz im Fettgewebe korreliert positiv mit dem BMI-Wert (113-115),
Studien zeigen, dass seine Stimulation mit dem rekombinanten I0slichen oder
membrangebundenen CD40L das CD40-Signaling in Adipozyten induziert. Dies fuhrt
zur Aktivierung von ERK, p38, JNK, MAPK und NF-kB und folglich Freisetzung von

TNF, IL-6, MCP-1 und PAI-1 (116118 Diese proinflammatorischen Mediatoren
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aktivieren im Weiteren Endothel- und Immunzellen, was einen generalisierten
proinflammatorischen Zustand im Fettgewebe begunstigt. Dies gilt insbesondere fur
das viszerale Fettgewebe, denn es ist fur Inflammation anfalliger als das subkutane
Fettgewebe (119),

5.5.4 Die CD40/CD40L-Dyade und Atherosklerose:

Da die atherosklerotische Lasion viele verschiedene Zellen enthalt, die weitgehend an
dem CD40/CD40L-Signaling beteiligt sind (129 121 konnte vermutet und spater
nachgewiesen werden, dass die CD40L-Expression in Plaque-Zellen bei Menschen
mit der Instabilitat der atherosklerotischen Plaque korreliert ('22) und zur Plaque Ruptur
beitragt; denn die CD40/CD40L-Dyade kann einerseits die Produktion von
interstitiellem Kollagen in den Zellen der Gefalmuskulatur vermindern, andererseits

kann sie die Bildung der MMP verstarken (123),

AulRerdem stellt sSCD40L, das uberwiegend von Thrombozyten nach ihrer Aktivierung
abgespalten wird, einen hilfreichen Biomarker fur Herzkreislauf-Erkrankungen dar.
Gesteigerte sCD40L-Werte sind mit Hypercholesterinamie, Diabetes mellitus,
Hypertonie, ischamischem Insult und akutem Koronarsyndrom assoziiert und
reprasentieren prognostische Relevanz far die rezidivierenden

Herzkreislauferkrankungen (124-130),

Die proinflammatorische und prothrombotische Aktivitat des CD40/CD40L-Systems in
Diabetes mellitus, Atherosklerose und kardiovaskularen Erkrankungen konnte in
mehreren Studien nachgewiesen werden (2'. 131) Es konnte gezeigt werden, dass ein
erhohter sCD40L-Spiegel ein prognostischer Risikofaktor fur Herzinfarkt,
rezidivierende Angina pectoris bei akutem Koronarsyndrom und zukunftige
kardiovaskulare Episode bei gesunden Frauen darstellen kann (132), Es ist ebenso ein
zuverlassiger Marker fur Patientengruppen mit ACS und hohem Risiko fur

Herzereignisse (129),
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6 Material und Methoden

6.1 Material

6.1.1 Tiere
C57BL/6 Maus Jackson Laboratories Bar Harbor, USA
CD40L knockout Maus Jackson Laboratories via Bar Harbor, USA

Dr. M. Radsak and H.
Schild, Institut fur Immunologie,

UM Mainz

6.1.2 Chemikalien

2-Mercaptoethanol Promega, Mannheim, Deutschland
Acetylcholinchlorid Sigma-Aldrich, Hamburg

Acrylamide/bis 40% Bio-Rad, Minchen, Deutschland
Ammoniumpersulfat Bio-Rad, Munchen, Deutschland
Aprotinin Sigma-Aldrich, Hamburg

Aqua B. Braun B.Braun, Melsungen

BenchMark™ Protein Ladder Invitrogen, Karlsruhe

Bio-Rad DC Protein Assay Bio-Rad, Minchen, Deutschland
Reagent A

Bio-Rad DC Protein Assay Bio-Rad, Minchen, Deutschland
Reagent B

Bio-Rad DC Protein Assay Bio-Rad, Minchen, Deutschland
Reagent S

Bovine Serum Albumin Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland
Braunol® B. Braun Melsungen, Melsungen, Deutschland
Bromphenolblau AppliChem, Darmstadt

Dihydroethidium Fluka, Seelze, Deutschland

DMEM-NM Gibco, Darmstadt, Deutschland

ECL™ Western Blotting Amersham Biosciences, Freiburg, Deutschland
Reagent

Heparin 250001U/5ml Rotexmedica, Trittau, Deutschland
Isoflurane® Baxter, UnterschleilRheim, Deutschland
Lucigenin Fluka, Seelze, Deutschland

NADPH Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland
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Phenylmethylsulphonylfluorid
Ponceau-S

Pre-stained protein ladder
Tissue Tek®

Triton X-100

Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland
Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Sakura, Staufen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland

6.1.3 Haufig verwendete Puffer und Losungen

6.1.3.1 Organbadpuffer (Krebs-Henseleit buffer)

Substanzname

Natriumchlorid

Kaliumchlorid
Calciumchlorid
Magnesiumsulfat
Di-Kaliumhydrogenphosphat
Glucose
Natriumhydrogencarbonat
Glukose

pH 7.4

6.1.3.2 Krebs-HEPES Puffer

Substanzname

Natriumchlorid

Kaliumchlorid
Calciumchlorid
Magnesiumsulfat
Di-Kaliumhydrogenphosphat
Glucose

Na+-HEPES
Natriumhydrogencarbonat
pH 7.4

6.1.3.3 Inhibitorenpuffer

Substanzname

Substanzmenge

118,3 mM
4,69 mM
2,5 mM
1,2 mM
1,03 mM
11,1 mM
25,00 mM
11,1 mM

Substanzmenge

99,01 mM
4,69 mM
2,5 mM
1,2 mM
1,03 mM
11,1 mM
20 mM
25,00 mM

Substanzmenge

29



Aprotinin (1,2 mg/ml)
Pepstatin (2,5mg/ml)
Leupeptin (5mg/ml)

100 pl
40 pl
10 pl

auf 10 ml Krebs-Hepes Puffer, wie zuvor beschrieben.

6.1.3.4 Tris-Puffer fiir Membranfraktion

Substanzname

Tris-HCI

EDTA free COMPLETE

auf 50 ml Tris-Puffer; pH 7,4

6.1.3.5 Tris-DTT-Puffer

Substanzname
Membranfraktion Tris-Puffer pH 7,4
DTT

6.1.3.6 Homogenisierungspuffer (HG-Puffer)

Substanzname
Tris-HCI
Sucrose

EGTA

EDTA

Substanzmenge
50 mM
1 Tablette

Substanzmenge
10 ml
1TmM

Substanzmenge
20 mM

250 mM

3 mM

20 mM

6.1.3.7 Homogenisierungslésung (Hg-Lésung)

Substanzname
Tris-HCI

Sucrose

EGTA

EDTA

pH

Auf 10ml H20 bidest +

Protease Inhibitor Cocktail (Sigma-Aldrich)

Substanzmenge
20 mM

250 mM

3 mM

20 mM

7,5

100 pl

Phosphatase Inhibitor Cocktail (Sigma-Aldrich) 10 pl

PMSF (0,1 M; in Methanol)
Triton-X-100

50 ul
100 (1% viv) pl
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6.1.3.11

6.1.3.12

6.1.3.8 3x Laemmli-Puffer

Substanzname
Tris-HCI (1M, pH 6,8)
SDS (20%)

Glycerol

1% Bromphenolblau in a.d.

H20 bidest
2-Mercaptoethanol

6.1.3.9 Laufpuffer

Substanzname

Tris-base

Glycin

SDS

pH nicht adjustiert

6.1.3.10 Transferpuffer

Substanzname

Tris-base
Glycin

Auf 800ml H20 bidest + 200mI Methanol

pH nicht adjustiert

Substanzname

Tris-base
NaCl
pH 7,6

Substanzname
Waschpuffer TBS

Tween-20

pH nicht adjustiert

Waschpuffer TBS (10x)

Waschpuffer TBS-T

Substanzmenge

1880 pl
3000 pl
3000 pl
300 pl
320 pl
150 pl

Substanzmenge
25 mM

192 mM

3,5 mM

Substanzmenge
25 mM
192 mM

Substanzmenge
200 mM
1,4 M

Substanzmenge

1x
1% (v/v)
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6.1.3.13  Waschpuffer PBS (10x)

Substanzname Substanzmenge
NaCl 1,5M

Naz:HPO4 200 mM
NaH2PO4 40 mM

pH 7,6

6.1.3.14  Waschpuffer PBS-T

Substanzname Substanzmenge
Waschpuffer PBS 1x
Tween-20 1% (v/v)

pH nicht adjustiert

6.1.3.15 Waschpuffer PBS-TT

Substanzname Substanzmenge
Waschpuffer PBS 1x

Tween-20 1% (v/v)
Triton-X-100 3% (viv)

pH nicht adjustiert

6.1.3.16  Sammelgelpuffer

Substanzname Substanzmenge
Tris-HCI 0,5M
pH 6,8

6.1.3.17  Trenngelpuffer

Substanzname Substanzmenge
Tris-HCI 1,5M
pH 6,8

6.1.3.18  Sodium dodecyl! sulfate polyacrylamide (SDS) 10% w/v

Substanzname Substanzmenge
SDS 109
Auf 100ml H20 bidest.
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6.1.3.19  Ammoniumpersulfat (APS)

Substanzname
APS
Auf 100ml H20 bidest.

6.1.3.20 Sammelgel (4%)

Substanzname
H20- bidest.
0,5M Tris (pH6,6)
Acrylamid (40%)
SDS (10%)

APS (10%)
TEMED

6.1.3.21  Trenngel (7,5%)

Substanzname
H20- bidest.
1,5M Tris (pH8,8)
Acrylamid (40%)
SDS (10%)

APS (10%)
TEMED

6.1.3.22  Trenngel (10%)

Substanzname
H20- bidest.
1,5M Tris (pH8,8)
Acrylamid (40%)
SDS (10%)

APS (10%)
TEMED

Substanzmenge

109

Substanzmenge
3,2 ml

1,2 ml

1ml

50 pl

50 pl

5 ul

Substanzmenge
5,4 mi

2,5 ml

1,88 ml

100 pl

100 pl

10 pl

Substanzmenge
4,8 ml

2,5 ml

2,5 ml

100 pl

100 pl

10 pl
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6.1.3.23  Trenngel (12%)

Substanzname
H20- bidest.
1,5M Tris (pH8,8)
Acrylamid (40%)
SDS (10%)

APS (10%)
TEMED

6.1.4 Kits and Assays:

ABC
Bio-Rad Protein assay
CDA40L (probe-and-primer)

Substanzmenge
4,3 ml

2,5 ml

3 mi

100 pl

100 pl

10 pl

Vector Laboratories, Burlingame, USA
Bio-Rad, Minchen, Deutschland
Applied Biosystems, Foster City, USA

Human CCLS5/RANTES Quantikine ELISA Kit R&D Systems, Minneapolis, USA

Human IL-6 Quantikine ELISA Kit

R&D Systems, Minneapolis, USA

Human CD40 Ligand/TNFSF5 Quantikine R&D Systems, Minneapolis, USA

ELISA Kit

Mouse/Rat Leptin Quantikine ELISA Kit, no. R&D Systems, Minneapolis, USA

MOB 00

IL-6 (probe-and-primer)

iINOS (probe-and-primer)

NOX-1 (probe-and-primer)

NOX-4 (probe-and-primer)
QuantiTect™ Probe RTPCR Kit
RNeasy Fibrous Tissue Minikit
TagMan® Gene Expression Assay
ICAM-1 (probe-and-primer)
VCAM-1 (probe-and-primer)

6.1.5 Antikorper

Alpha-Actinin
CD40
CD40L

Applied Biosystems, Foster City, USA
Applied Biosystems, Foster City, USA
Applied Biosystems, Foster City, USA
Applied Biosystems, Foster City, USA
Quiagen, Hilden, Deutschland

Quiagen, Hilden, Deutschland

Applied Biosystems, Foster City, USA
Applied Biosystems, Foster City, USA
Applied Biosystems, Foster City, USA

Sigma Aldrich Hamburg, Deutschland
Novus Biologicals, Littleton, UK
Novus Biologicals, Littleton, UK
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CD62P-FITC

IL-6 (IHC)

NOX-2

p67phox
Anti-Maus IgG
Anti-Kaninchen IgG

6.1.6 Gerate und Materialien
6.1.6.1 Allgemeine Laborausstattung

Axiocam MRm

Axiovert 40 CFL

Blotting-Anlage

Centro chemiluminescence plate reader
Counter Lumat LB 9507

Chromjet CH1

Cryostat Leica

Durchlichtmikroskop MZ 5400
Feinwaage ARJ 120-4M

Feinwaage LE225D

Filterpapier (Mini Trans- Blot®)
Fluoreszenzmikroskop: Axiovert 40 CFL
Heizruhrer MR 3001

Homogenisator RW16 Basic
Isometrische Transducer

Isometrische Transducer

Kamera: Axiocam MRm

Microplate reader MRX 2
Mikropraparierschere + Pinzette
Minifold® | System (DotBlot System)

MiniShaker M52
Objekttrager
Organbath

BD Biosciences, Franklin Lakes, USA
Abcam, Cambridge, UK

BD Biosciences, Franklin Lakes, USA
BD Biosciences, Franklin Lakes, USA
Vector Lab., Burlingame, CA, USA
Vector Lab., Burlingame, CA, USA

Zeiss

Zeiss

BioRADLaboratories, Minchen
Berthold Technologies

Bertold Technologies

Spectra Physics

Leica Biosystems, Nussloch
Kruss

Kern

Sartorius

BioRADLaboratories, Minchen
Zeiss

Heidolph

IKA Werk Laboratory Equipment
Kent, Torringtin, CO, USA
Radnoti, Monrovia, CA, USA
Zeiss

Magellan Biosciences/Dynex
Fine Science Tools

Whatman GmbH-Schleicher und Schuell,
Dassel

Laboratory Equipment
Paul Marienfeld, Lauda-Konigshofen

Kent, Torringtin, CO, USA
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Organbath
pH-Meter Microprozesser PH211
Photometer Helios alpha
Pipetten: Pipetman
Power Pac Basic
Powerlab 8/30 ML870
Powerlab 8sp
RuhrerMR 1000
S- Monovette Z- Gel
Test Tube ThermostatTCR 100
Thermomixer comfort MTP 5355
Thermostat 2761
Tissue Lyser
Tissue-Tek® OCT Compound
Vortex Genie 2 G560E
Waage KB800-2
Western Blot Imager, CHEMICAM HR 16
Zentrifugen:
Mikro22R Typ 1110
Mini Spin Plus 5435
Rotofix 32 Typ 1205 (Serum)
Ultrazentrifuge Discovery M120SE

6.1.6.2 Software

Adobe Photoshop CS2, Version 9.0
Axiovision 4.3

FlowJo Software

Gel- Pro Analyzer™ Version 6.0
Revelation 4.25

Radnoti, Monrovia, CA, USA
Hanna Instruments

Thermo electron corporation
Gilson

BioRADLaboratories, Minchen
ADInstruments, Sydney, Australien
ADInstruments, Sydney, Australien
Heidolph

Sarstedt

Roth

Eppendorf

Eppendorf

Qiagen

Johnson & Johnson, Belgien
Scientific Industries

Kern

Intas, Gottingen

Hettich
Eppendorf
Hettich

Sorvall Kendro Laboratory Products

Adobe Systems

Carl Zeiss Microimaging

Tree Star

Media Cybernetics, Bethesda, MD, USA
ilf bioserve, D-89129 Langenau

36



6.2 Methoden

6.2.1 Tiermodell

Alle tierexperimentellen Versuche wurden in Ubereinstimmung mit der Deklaration von
Helsinki und der Genehmigung des Landesuntersuchungsamtes Koblenz, Rheinland-
Pfalz, durchgefuhrt (Genehmigungsnummer: 21 177-07/G 11-1-020). Vorab uberprufte
und genehmigte die Ethikkommission der Universitatsmedizin der Johannes-
Gutenberg-Universitat Mainz die in dieser Arbeit durchgefuhrten Experimente an

Tieren.

Fur die Untersuchung der Fragestellung dieser Arbeit wurden CD40L” knockout
Mause mit C57BL/6 Hintergrund und Wildtyp C57BL/6 Mause verwendet. Um die Tiere
auf den pathologischen Zustand der Adipositas zu bringen, wurden sie fur 16 Wochen
mit einer fettreichen Diat (HFD: 34% Fett, 1.25% Cholesterin) gefuttert.

6.2.2 Organentnahme und Aortenpraparation

Die Tiere wurden durch eine Isofluran-Uberdosis in eine tiefe Narkose versetzt. Dann
wurden das Abdomen und der Thorax eroffnet. Um die postmortale Blutkoagulation zu
verhindern, wurden 200 IU Heparin in den linken Ventrikel des noch schlagenden
Herzens injiziert. AnschlieRend wurde so viel Blut wie moglich aus der rechten Kammer
des Herzens entnommen. Ein Teil der enthommenen Blutprobe wurde in eine Citrat-
Monovette und der Rest in eine Serum-Gel-Monovette Uberfuhrt, die spater
zentrifugiert wurden. Das Serum wurde in weiteren Versuchsreihen eingesetzt.
Danach wurde das Herz von den abgehenden Gefallen getrennt und sofort in ein
Gefald mit eisgekuhltem Krebs-HEPES-Puffer (s. 6.1.3.2) eingebracht.

Anschliellend wurde die Aorta, unter Vermeidung von Zugspannung, von den
abgehenden Gefalden getrennt und explantiert. Sofort nach der Enthahme wurde die
Aorta in den eisgekuhlten Krebs-HEPES-Puffer Gberfuhrt und im Weiteren nur noch
auf Eis bearbeitet. Die Aorta wurde dann unter dem Lichtmikroskop und mit
feinchirurgischer Federschere aus dem perivaskularen Bindegewebe vorsichtig
freiprapariert. Ziel war es, die Endothelzellschicht der Aorta vollstandig zu erhalten,
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sodass Quetschungen oder Dehnungen wahrend der Praparation der Aorta vermieden

wurden.

6.2.3 Organbadstudien mit isometrischer Spannungsmessung

Aus den frei praparierten Aorten wurden mit einem Skalpell 4 mm lange Aortenringe
herausgeschnitten. Diese wurden auf zwei triangulare Drahte aufgezogen, die am
unteren Ende an einem festen Haken angebracht waren und am oberen Ende mit
einem Kraftumwandler (Force-transducer) verbunden waren (Abbildung 8). Diese
Apparatur konnte nun in ein Organbad eingebracht werden, das mit 25 ml
Organbadpuffer (Krebs-Henseleit-Puffer; s. 6.1.3.1) befullt war. Der Puffer wurde auf
37° C erwarmt und mit 95% CO. sowie 5% O begast. Dieser Aufbau sollte eine
physiologische Umgebung fur die Gefalizellen simulieren. Die Methode wurde wie
bereits von meiner Arbeitsgruppe publiziert angewendet (133 134),

Linearer
Kraftumwandler

|

|

1
]

Abbildung 8: Schematische Darstellung der beschriebenen Organbadanlage.

Der Aortenring ist durch feine Dréhte mit dem Kraftwandler verbunden, so kann

Jjede Verénderung der Gefal3weite registriert werden. Die so gewonnenen Daten

werden per EDV weiterverarbeitet. Upernemmen aus (135)
Eine manuelle Vorspannung der Aortenringe wurde angelegt. Dazu wurde die
Basalspannung schrittweise (jeweils 7 min) von 0,4 g uber 1,0 g, 1,6 g und 2,3 g auf
3,0 g erhoht. Darauffolgend wurde eine aufsteigende Menge an KCl in das Organbad
gegeben (Finale Konzentration in mM: 5, 10, 20, 40, 80). Dies fuhrte zu einer
schrittweisen Konstriktion, die Uber den Kraftwandler aufgenommen und auf den

Computer Ubertagen wurde. Nach Wiederholung des Vorgangs, konnte das KCI
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ausgewaschen werden. Die KCI Konstriktion dient dem Gefal} als ,Training” und dem
Test der vollen Funktion des Gefalmuskels vor den eigentlichen Untersuchungen.
Nachdem die Aorta ihre Basalspannung wieder erreicht hatte, wurde durch die Zugabe
von Prostaglandintitration (PGF2q, 3 uM final) eine Vorkontraktion der Aorta auf 40-
50% der Maximalspannung bewirkt.

Zur Untersuchung der endothelabhangigen Vasodilatation der Aorta, dienten
aufsteigende, kummulierende Mengen an Acetylcholingaben (ACh). Die finale
Konzentration wurde von 10° Gber 1082, 108, 1075, 107, 105, 10 auf 10°° M
erhoht. ACh wirkt bei intaktem Endothel als potenter Vasodilatator, indem es Rezeptor-
vermittelt und Calcium-abhangig zu einer NO-Freisetzung aus den Endothelzellen
fuhrt (136, welches in den glatten Muskelzellen Uber die Aktivierung der I6slichen
Guanylatzyklase die Vasodilatation zur Folge hat. Beschadigtes Endothel jedoch, ist
nicht mehr in der Lage die NO- Freisetzung zu erhdhen. ACh wirkt dann Uber den
muskarinergen AChR der glatten Gefalimuskelzellen konstringierend — durch die
Erhohung der intrazellularen Calciumspiegel in der Glattmuskelzelle kommt es direkt
zu einer Aktivierung der Myosinleichtkettenkinase und damit erhohter Kontraktilitat der
Actin-Myosin-Filamente. Dieses Phanomen bezeichnet man als paradoxe
Vasokonstriktion (137), die auch im Katheterlabor diagnostische Anwendung findet, um
stenotische Bereiche in den Koronarien zu identifizieren — dafur wird ACh in steigenden
Dosen mittels Infusionskatheter direkt in die Koronarien infundiert und dabei die
Kontriktion/Vasodilatation der Gefalle im Angiogramm nach Verabreichung
entsprechender Kontrastmittel beobachtet. Das bedeutet, dass ein intaktes Endothel,
aus der Vorkontraktion heraus, gut relaxieren kann, wahrend ein beschadigtes oder
krankhaftes Endothel weniger gut relaxiert oder seltenen Fallen bei hohen ACh

Konzentrationen sogar anfangt zu kontrahieren.

6.2.4 DHE-Mikrotopographie zur ROS-Detektion in Aortensegmenten

Dihydroethidin hat sich als Fluoreszenz Farbstoff fur die Messung von
Superoxidanionen (aber auch anderen ROS) in biologischen Proben sehr bewahrt (138),
Daher ist es sogar moglich ROS-Quellen topographisch in intaktem Gewebe wie
Aortensegmenten zu lokalisieren. Abbildung 9 zeigt die Oxidation von DHE durch
Superoxid unter der Bildung von 2-Hydroxyethidium.
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Abbildung 9: Die Reaktion von DHE mit Superoxid. Ubernommen aus (139)

Eine Gewinnung von Aortenringsegmenten der Grof3e von 3-4 mm aus den Aorten
wurde mit einem Skalpell vorgenommen. Die Aortenringsegmente inkubierten in
Krebs-HEPES-Puffer bei 37°C fur 10 min und wurden anschlieend langsam in
flussigem Stickstoff mit Hilfe eines Einbettmediums (Tissue Tek®) eingefroren. Aus
den Aortenblocken konnten mittels eines Kryotoms 8 uym dicke Schnitte angefertigt
werden. Zur Farbung mit Dihydroethidium (DHE, 1uM in PBS, 0,5% DMSO)
inkubierten die Schnitte auf Objekttragern fur 30 min auf einem Heizblock (37°C). In
weiteren Untersuchungen erfolgte eine Inkubation mit NADPH-Oxidase Inhibitor
VAS2870 (25mM) oder Superoxid-Radikalfanger PEG-SOD (200 mU/ml) vor der DHE-
Farbung. Direkt darauffolgend konnten mit einem Auflicht-Fluoreszenzmikroskop von
Zeiss, Bilder der Aorten mit AxioVision aufgenommen werden. Die Bilder der einzelnen
Gruppen wurden mit Photoshop in einer Ubersicht zusammengefiigt und
densitometrisch mit Hilfe des Programms GelProAnalyzer ausgewertet. DHE reagiert
mit Superoxid zu 2 -Hydroxyethidium und unspezifisch mit Sauerstoffradikalen zu
Ethidium. Die Produkte interkalieren mit der DNA und weisen eine rote Fluoreszenz
auf (Anregung 480- 530 nm, Emission 560- 620 nm). Die Methode wurde wie bereits
von meiner Arbeitsgruppe bereits publiziert angewendet (149),

6.2.5 Herstellung der Herzmembranfraktion

Das Herzgewebe wurde mit dem Skalpell zerkleinert und in Tris-DTT-Puffer (s. 6.1.3.5)

homogenisiert (Glas-Glas-Homogenisierung).

AnschlieBend wurde die Membranfraktion des Herzgewebes durch die folgenden
Zentrifugationsschritte von den restlichen Zellbestandteilen getrennt - die Methode

wurde wie bereits von meiner Arbeitsgruppe publiziert angewendet (140, 141):

1. Zentrifugationsschritt: 6 Minuten, 2.000 x g, 4° C
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Uberstand wurde abgenommen, in neues
Eppendorfgefald dberfuhrt und in den nachsten
Zentrifugationsschritt ~ eingesetzt. Pellet  wurde

verworfen.

2. Zentrifugationsschritt: 20 Minuten, 20.000 x g, 4 ° C
Uberstand wurde abgenommen, in
Ultrazentrifugenrohrchen Uberflhrt und in den nachsten
Zentrifugationsschritt ~ eingesetzt. Pellet  wurde

verworfen.

3. Zentrifugationsschritt: 60 Minuten, 100.000 x g, (in unserer Zentrifuge mit dem
vorhandenen Rotor waren dies 42.000 RPM), 4° C
Der Uberstand wurde verworfen, Pellet wurde in Tris-
Puffer (ohne DTT; s. 6.1.3.4) resuspendiert.

6.2.6 Proteinbestimmung nach Lowry

Die Proteinbestimmung nach Lowry beruht auf zwei hintereinander geschalteten
Farbreaktionen (142, Die erste Farbreaktion ist die Biuret-Reaktion, bei der
Peptidbindungen in wassrig alkalischer Losungen einen farbigen (dunkelvioletten)
Komplex mit vorhandenen Kupfer(ll)-lonen eingehen (42 Mit dieser Reaktion sind
jedoch nur die Proteinkonzentrationen zwischen 1 und 10 pg/mL nachweisbar. Um
diese Nachweisgrenze zu verbessern (0,1 bis 1 ug/mL), wird eine zweite Farbreaktion
angeschlossen (43), Die nachste Reaktion ist die Reduktion von Kupfer(ll)-lonen zu
Kupfer(l)-lonen, die wiederum die Folin-Ciocalteu Reagenz (Molybdan(VI)- und
Wolfram(VI)-Heteropolysauren) zu Molybdanblau reduzieren. Daraus resultiert eine
intensive Blaufarbung der Losung, die zur quantitativen Bestimmung der
Proteinkonzentration bei einer Wellenlange von 700 nm verfolgt werden kann. Die

verwendeten Assay-LOosungen wurden von der Firma Biorad bezogen.

Die Herzfraktionsproben werden zunachst 1:20 mit 0,1%iger SDS L6sung verdunnt
(475 pl 0,1%ig SDS + 25 ul Probe), als Nullabgleich (Blank) wurden 25 ul Tris-Puffer
(s. 6.1.3.4) verwendet. Die so hergestellten Verdunnungen wurden dann zehn Minuten
bei 37° C inkubiert und anschliel3end 25 pl davon in Kuvetten vorgelegt. Anschlie3end
wurden 125 pl der vorher hergestellten Mischung aus ,Reagent A“ und ,Reagent S*

41



(1.000 pl A + 20 pl S) und 1.000 pl ,Reagent B* in die Kuvetten gegeben (Losungen
des kommerziellen Biorad Lowry Assays), vermischt und dann zehn Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Die Messung der Proben erfolgte photometrisch bei einer
Wellenlange von 700 nm (Photometer Helios alpha).

6.2.7 Detektion reaktiver Sauerstoffspezies mittels Chemilumineszenz Assays

6.2.7.1 Lucigenin-basierte Chemilumineszenz

Der klassische Chemilumineszenz Assay zur Detektion von Superoxidanionen
verwendet den Farbstoff Lucigenin (Bis-N-Methylacridiniumnitrat), der ausschlieflich
mit Superoxidanionen zu einem Dioxetan-Intermediat reagiert, welches dann zum
Acridon-Derivat zerfallt. Dabei wird ein Photon Licht emittiert ('44-146) Es ist darauf
hinzuweisen, dass Lucigenin aufgrund seiner ,redox-cycling” Eigenschaften beim
Einsatz hoher Konzentrationen (> 50 uM) und im Beisein von Xanthinoxidase, NADH
oder NADPH selbst die Bildung von Superoxidanionen katalysieren kann. Diese
Eigenschaften konnten allerdings bei niedrigeren Konzentrationen von Lucigenin
(5uM) nicht beobachtet werden(4"). Lucigenin wurde in dieser Arbeit verwendet, um in
isolierten Herzmembranfraktionen die Aktivitat der NADPH-Oxidase Uber die Bildung

von Superoxidanionen zu detektieren.

Lucigenin (Luc?) Lucigenin cation- Lucigenin ° .
radical (-.Luc?) dioxetane N-Methylacridinium
(Luc=0,) (NMA)

NMA* — NMA + photon

Abbildung 10: Superoxid und Lucigenin-Reaktion. Ubemommen aus (147)

Die Herzmembranfraktionsproben wurden zunachst mit Hilfe der Proteinbestimmung
nach Lowry auf eine finale Proteinkonzentration von 0,2 mg/ml in 500 yl PBS
eingestellt und dann mit 5 pM Lucigenin versetzt. Die Produktion freier
Sauerstoffradikale (,reactive oxygen species”, ROS) nach Stimulation mit NADPH (200
MM) wurde auf einem Luminometer (Lumat, Berthold) in Intervallen von 30 Sekunden
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uber einen Gesamtzeitraum von funf Minuten detektiert. Die Signale wurden als
Counts/mg Protein/Minute am Ende der Messzeit dargestellt. Die Methode wurde wie

bereits von meiner Arbeitsgruppe publiziert angewendet (140 141),

6.2.8 Proteinextraktionen aus Gewebe

Die frei praparierten Aorten inkubierten fur zehn Minuten bei 37° C in einem Protease-
Inhibitorenmix aus Aprotinin, Leupeptin und Pepstatin in KH-Puffer (s. 6.1.3.3). Dies
verhinderte einen Abbau der Proteine durch korpereigene Proteasen.

Das entnommene Aortengewebe wurde zunachst in flussigem Stickstoff gemorsert. Im
Volumenverhaltnis 1:1 wurde das gewonnene Pulver mit 4°C kalter
Homogenisierungslosung (s. 6.1.3.7) versetzt und fur eine Stunde inkubiert. Das nicht
ionische Tensid Triton-X diente dazu Proteine aus der Zellmembran zu I16sen. Um den
Zelldetritus aus dem Homogenat zu beseitigen wurden die Proben bei 10.000 g und
4°C fur 10 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues GefaR (iberfiihrt.
Im spateren Western-Blot musste gewahrleistet sein, dass fur jede Probe gleiche
Mengen Protein eingesetzt wurden. Um die Proteinkonzentration der Homogenate zu
bestimmen, wurde eine Standard-Proteinbestimmung nach Bradford mit
kommerzieller Reaktionslosung durchgefihrt (14®), Nach der Proteinbestimmung
wurden die Proben im Verhaltnis 2:1 mit Laemmli-Puffer versetzt (s. 6.1.3.8). Bei
Proben, die fur Dot-Blot oder Immunprazipitation vorgesehen waren, wurde auf die
Zugabe von Laemmli-Puffer verzichtet. Die Methode wurde wie bereits von meiner

Arbeitsgruppe publiziert angewendet (133. 149),

6.2.9 Proteinbestimmung nach Bradford

Um die Proteinkonzentration des Homogenats festzustellen, wurde eine
photometrische Methode, die Proteinbestimmung nach Bradford, durchgefiinrt (148),
Eine Vierfachbestimmung mit 80 pl der jeweiligen, in destillietem Wasser (1:100),
vorverdunnten Probe wurde mit 200 pl Roti-Quant-Reagenz (1:50 in aqua dest.) auf
eine 96-Well-Platte vorgenommen. Der Farbstoff ,Coomassie brilliant blue G 250
welcher sich im Roti-Quant—Reagenz befindet, verschiebt sein Absorptionsmaximum
unter Bindung an Proteine von 465nm zu 595nm. Damit stellt die Zunahme der
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Absorption bei 595nm ein Mal} fur die vorhandene Proteinkonzentration der Probe dar.
Mit bekannten Konzentrationen von BSA (bovines Serumalbumin) im Bereich von 1-
50 ng/pl und einem Leerwert konnte eine Eichkurve erstellt werden. Mit Hilfe der
Software ,Revelation” konnte aus den Absorptionswerten die Proteinkonzentration der
Lysate errechnet werden.

6.2.10 SDS-PAGE und Western-Blot

Ziel der Western-Blot Methode, war die Identifikation und Quantifizierung bestimmter
Proteine aus den gewonnen Proteingemischen. Zur Auftrennung der Proteine wurde
die Methode der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese verwendet (1°°). Die Proben
wurden mit Laemmli-Puffer versetzt (s. 6.1.3.8) und bei 95° C fur 5 Minuten inkubiert.
Das darin enthaltene anionische Tensid SDS bewirkte eine Denaturierung der Proteine
und fuhrte zu einer gleichmafigen Ladungs-Massen-Verteilung. 20 ug Proteingemisch
wurde mit 20 pyl Laemmli-Puffer auf das Polyacrylamidgel aufgetragen. Daraufhin folgte
die elektrophoretische Auftrennung im Laufpuffer (s. 6.1.3.9) bei 130V mit konstanter
Stromstarke in etwa 2-3 Stunden. Bromphenolblau im Laemmli-Puffer diente dabei zur
Beobachtung der Laufmittelfront und Vermeidung, dass das Gel zu lange lauft und die
Proteine am anderen Ende austreten und verloren gehen. Eine Gro3enzuordnung der
aufgetrennten Proteinbanden erfolgte mittels eines Gewichtsstandards am rechten
und linken Rand des Gels. Dort liefen ungefarbte bzw. gefarbte Protein-
Gewichtsstandards, anhand derer sich die Molekularmasse der einzelnen

Proteinbanden in den Proben zuordnen lie3en (Abbildung 11).

Sample loading
Cathode

Protein mixture

Porous gel

Direction of

\
anion migration ’
Electrophoresis
—_—

Abbildung 11: Trennung von Proteinen mittels Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese. Ubermommen aus (151)

Nach der Auftrennung der Proteine entsprechend ihrer GroRe erfolgte die Ubertragung

der Proteine auf eine Nitrozellulosemembran (Abbildung 12). Dazu wurden die
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Membran, sowie Schwamme und Filterpapier in Transferpuffer (s. 6.1.3.10)
eingetaucht. Das Gel wurde direkt auf die Membran platziert, die der anodischen Seite
der Transferkammer zugewandt war. Bei konstanter Stromstarke von 200 mA fand der
Proteintransfer in der in Eis eingebettete Transferkammer statt (2,5 h). Zur Lokalisation
der gesuchten Proteinbanden wurde die Membran mit Ponceau-S angefarbt. Zur
Vorbereitung der Antikorperinkubation wurden entsprechende Streifen aus der
Membran geschnitten, die den Molekulargewichtsbereich umfasste, in dem ein
bestimmtes Protein von Interesse zu finden sein musste. Der Proteinmarker Bench

Mark®, der zuvor auf das Gel mit aufgetragen wurde, half bei der Orientierung.
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Abbildung 12: Schematische Darstellung von Transferschritten beim Western-Blot Verfahren.
Ubernommen aus (152)
Nach dem Entfarben der Membranstreifen mit dem jeweiligen Waschpuffer des zu
inkubierenden Antikdrpers, folgte eine Blockierung der unspezifischen Bindungsstellen
mit Blockierungspuffer fur eine Stunde. Darauf folgte die Inkubation der Membran mit
dem in Blockierungspuffer gelosten primaren Antikorper (Tabelle 4) Uber Nacht bei
4°C.

Vor der Inkubation der Membranstreifen mit dem sekundaren Antikdrper wurden vier
Waschschritte mit Waschpuffer fur 5 Minuten durchgefuhrt. Dann konnte die
Sekundarantikdrperinkubation (Tabelle 5) vorgenommen werden, wobei der
Sekundarantikorper der Spezies des Primarantikdrpers angepasst wurde. Am
Sekundarantikorper befand sich eine gekoppelte Meerrettich-Peroxidase, welche bei

der Chemilumineszenzreaktion (ECL), das ECL-Reagenz in Gegenwart eines
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Peroxids umsetzte (Abbildung 13). Uberschiissiges ECL Reagenz wurde dann von der

Membran entfernt.

Daraufhin konnten in der Dunkelkammer mittels CCD

Detektionskamera (Intas) die Ergebnisse aufgezeichnet werden. Die Belichtungszeit

wurde nach bestmdglicher Beurteilbarkeit der Banden ausgewahlt.

Tabelle 4: Primérantikérper die fiir Western-Blot und Dot-Blot verwendet wurden.

. Waschpuffer/
Antikorper Verdinnung Hersteller
Blockierungspuffer
IL-6 1:5000 PBS-T + 3 % BSA Abcam, Cambridge, UK
BD Biosciences, Franklin
p47Phox 1:500 TBS-T + 3 % BSA
Lakes, USA
BD Biosciences, Franklin
NOX-2 1:500 TBS-T + 3 % BSA
Lakes, USA
. Sigma Aldrich Hamburg,
a-Actinin 1:2500 TBS-T + 3 % BSA
Deutschland

* Alpha-Actin als ubiquitéar exprimiertes Strukturprotein diente als Ladungskontrolle.

Tabelle 5: Sekundérantikérper die fiir Western-Blot und Dot-Blot verwendet wurden.

. Waschpuffer/
Antikorper Verdiinnung Hersteller
Blockierungspuffer
Anti-Maus Es wurden die gleichen Puffer und Vector Lab.,
Blockmedien verwendet wie fur den Burlingame, CA,
Anti-Kaninchen primaren Antikdrper. USA
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Abbildung 13: Das Prinzip des Western-Blot Verfahrens mit ECL. Ubernommen aus (153)
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Durch die digitale Detektion der Chemilumineszenz standen die Bilder des Western-
Blots direkt zur densitometrischen Auswertung im Computer zur Verfiugung. Mit der
Software Gel-Pro-Analyzer 3.0 wurden die densitometrischen Werte der einzelnen
Banden bestimmt. Mit Hilfe dieser Grauwerte konnten die relativen Unterschiede der
Expression einzelner Proteine zwischen den Versuchsgruppen untersucht werden.
Alpha-Actinin als ubiquitar exprimiertes Strukturprotein diente als Ladungskontrolle.
Die Grauwerte jeder Gruppe wurden auf den entsprechenden Wert der
Ladungskontrolle abgeglichen, um Unterschiede durch ungleiche Proteinmengen zu
kompensieren. Die Methode wurde wie bereits von meiner Arbeitsgruppe publiziert

angewendet (133, 149),

6.2.11 Dot-Blot

Beim Dot Blot wird im Vergleich zum Western Blot auf die Auftrennung der Proteine
nach Grole durch Elektrophorese verzichtet. Jedoch entspricht die Vorarbeit des Dot
Blots den oben beschriebenen anfanglichen Schritten des Western- Blots. Nach der
Proteinbestimmung nach Bradford des Herzgewebes wurde die Proteinkonzentration
auf 1 pg/pl eingestellt. Das Proteingemisch wurde nativ, ohne Zusatz von Laemmli-
Puffer, verwendet. Mit Hilfe eines Dot-Blot Minifold 96-Well Systems und durch
Unterdruck wurden 40 pl des Proteingemisches auf eine Nitrozellulosemembran
aufgebracht (Abbildung 14).

Membrane

Filter paper (3 sheets)

Sealing gasket

Gasket support plate

Abbildung 14: Der Aufbau des Dot-Blot-Systems Ubernommen aus (154)
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Nach einer Spulung aller Wells mit jeweils 250pl PBS wurde die feste Bindung der
Proteine auf der Membran durch eine 15-minutige Trocknung bei 60°C auf dem
Blockheizer sichergestellt. AnschlieBend wurden freie Bindungsstellen durch
Blockierungspuffer besetzt und die Antikdrperinkubation, wie fur den Western-Blot
beschrieben, durchgeflhrt. Analog zur densitometrischen Auswertung der Western-
Blots erfolgte die Auswertung der Dot-Blots. Die Methode wurde wie bereits von

meiner Arbeitsgruppe publiziert angewendet (133, 149),

6.2.12 Quantitative Echtzeit- Polymerase Kettenreaktion (QRT-PCR)

Anhand der quantitativen Echtzeit- Polymerase Kettenreaktion, ist es moglich das
DNA-Produkt aus der reversen Transkription der RNA zu quantifizieren (5%, Dazu
erfolgte die Isolierung von RNA aus Herz- und Aortengewebe mit Hilfe eines
gewerblich erhaltlichen QIAGEN Kits (RNeasy® Fibrous Tissue Mini Kit). Dieser
Vorgang beinhaltete eine mechanische und chemische Lyse (,RNA Lysis Buffer),
sowie eine Homogenisierung (,Qiagen Tissue Lyser®) des gefrorenen Gewebes. Die
Reinheit der mRNA wurde mit einem Nanodrop Gerat der Firma peglab bestimmt. Das
Gerat bestimmt die optische Dichte der Probe durch eine UV-Absorptionsmessung bei
260nm, dem Absorptionsmaximum von RNA bzw. DNA. Gleichzeitig wurde die
optische Dichte bei 280 nm bestimmt, wodurch der Protein- bzw. Phenolgehalt der
Probe untersucht wurde. Durch die Bildung des Quotienten der optischen Dichte bei
260 nm zu 280 nm (OD260/OD2go) konnte somit die Reinheit der isolieten RNA
errechnet werden. War der Koeffizient OD260/OD2so geringer als 1,8, so musste davon
ausgegangen werden, dass die Probe mit Protein oder aromatischen Verbindungen
(z.B. Phenol) verunreinigt war, was eine erneute Aufreinigung erforderlich machte. Lag
der Koeffizient zwischen 1,8 und 2, wurde die Konzentration der Probe nach der

folgenden Formel berechnet:
Konzentration [ng/pl] = OD2s0 x Verdinnung x 40

Anschliefiend wurde 250 ng isolierte RNA zur RT-PCR-Analyse mit dem QuantiTect™-
Probe RT-PCR kit (Qiagen) verwendet. TagMan® Gene Expression Assays fur TATA
box binding protein (TBP) wurde als ein Referenzgen und iNOS, CD40L, Nox1, Nox4,
IFNy, VCAM-1, ICAM-1, CD11b und CD68 wurden als Probe-und-Primer Set (Applied
Biosystems, Foster City, CA) angewendet. IFNy, VCAM-1 und ICAM-1 wurden nur im
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humanen Gewebe gemessen. Die komparative AACt-Methode wurde zur relativen
Quantifizierung der mRNA herangezogen. Genexpression wurde auf die endogene
Kontrolle TBP mRNA (One-step PCR) normalisiert und das Ausmaly der mRNA-
Expression fur jede Probe relativ zum Kontrollwert dargestellt. Die Methode wurde wie
von bereits meiner Arbeitsgruppe publiziert angewendet (133, 149),

6.2.13 Durchfluss Zytometrie

Mit Citrat antikoagulierte Blutproben wurden 1:5 mit Hanks’ Balanced Salt Solution
versetzt. Anschlielend wurden die Proben 30 Minuten mit Formaldehyd (0,2%) bei
einem pH-Wert von 7,4 fixiert. Im nachsten Schritt wurden sie mit PBS gewaschen und
45 Minuten mit CD62P-FITC Antikorper (1:200 in PBS, BD Pharmingen) gefarbt, um
P-Selectin positive Thrombozyten zu detektieren. Messung und Analyse wurde mittels
eines FACS Canto Il Durchflusszytometers und FlowJo Software (Tree Star) am FACS

der Core Facility in Kooperation mit Dr. Hausding durchgefuhrt.

6.2.14 Humanproben

Basierend auf den von dem CD40L’-Mausmodell gewonnenen Daten wurden
Biomaterialien von zwei KHK-Patientengruppen analysiert und verglichen: adipOse
Patienten mit BMI>35 und nicht-Ubergewichtige Patienten mit BMI<25. Die Biobank
des Deutschen Herzzentrums (Berlin, Deutschland) stellte im Rahmen einer
wissenschaftlichen Kooperation mit dem Deutschen Zentrum fur Herz-Kreislauf-
Forschung (DZHK) kleine GefalRproben und Serum der Bypass-Patienten zur
Verfugung (Ethik-Kommission Berlin #EA4/028/12; Dr. Knosalla, Leitung der Biobank).
Alle Gewinnungs- und Versuchsverfahren der Humanproben wurden in
Ubereinstimmung mit der Deklaration von Helsinki durchgefiinrt. Die
Patientencharakteristika sind in der Tabelle 6 dargestellt.
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Tabelle 6: Patientencharakteristika

BMI <25 BMI>35 p-Value
Anzahl in der Gruppe 10 10

Alter [Jahr] 65,6 66,1 0,914
Gewicht [kg] 68,32 111,28 >0,001
Arterielle Hypertonie [%] 70 100 0,065

KHK [%] 100 100 1
Dyslipidamie [%] 40 90 0,018
Diabetes [%)] 20 60 0,074

Schlaganfall [%] 10 10 1
Dialyse [%] 0 20 0,151
Myokardinfarkt [%)] 40 50 0,673
Herzinsuffizienz [%] 40 50 0,673
Vorhofflimmern [%] 40 0 0,025
PAVK [%] 30 10 0,288

* p-Value wurde mittels t-Testes mit SPSS v.23 berechnet.

6.2.15 mRNA-Isolierung aus humanem Gewebe und nCounter-Analyse

Die mRNA-Expression in Humanproben wurde unter Einsatz des nCounter-Systems
(nanoString Technologies, Seattle, USA) (1% analysiert. Das nCounter-System ist ein
Genexpressionsanalyse-System, das die RNA-Proben direkt und ohne eine
enzymatische Amplifikation oder Klonierung misst. Bei dieser Methode kann die
Menge der zu untersuchenden RNA-Molekule in der Probe erfasst und die
Konzentration der Transkripte im Verhaltnis zu dem internen Standard ermittelt werden
(Wahrend z.B. bei der rtPCR die Konzentration des Transkripts aus der Anzahl der
enzymatischen Schritte berechnet wird, die zum Erreichen einer gewissen Menge an
Produkte notwendig ist). In diesem Verfahren werden zwei sequenzspezifische
Sonden fur das jeweilig zu untersuchendem Gen angewendet: Fanger- und
Reportersonde (Abbildung 15). Die Reportersonde ist mit einem farbkodierten Marker
verbunden, der als Detektionssignal dient. Nach der Hybridisierung der Sonden-Satze
mit der zu untersuchenden RNA-Probe in einer einzigen Hybridisierungsreaktion
entstehen dreigliedrige Strukturen, bestehend aus Target-mRNAs gebunden an ihrer

jeweiligen spezifischen Fanger- und Reportersonde (156),

50



Capture probe Reporter probe

A
—P— e

S Single-stranded backbone >
repeats  probes repeats
f_*_\r N N\ e’ — ~ ,
3/ meomen -_— 5
~— e
—_——
Target Labeled RNA segments
5" (mRNA) 3

Abbildung 15: Schematische Darstellung des hybridisierten dreigliedrigen Komplexes. Upernommen aus (156)

So kann jedes Targetmolekul mit dem von der Reportersonde prasentierenden
Farbcode identifiziert werden. Das Expressionsausmal’ wird dann durch Berechnung
der Anzahl der Farbcodes ermittelt. Die detektierte Anzahl der Farbcodes des
analysierten Gens wird dann auf den geometrischen Mittelwert der Intensitat des
Referenzgens nach Abzug des Hintergrundes mittels nSolver 2.0 software (NanoString
Technologies, USA) normiert. In dieser Arbeit wird der Expressionsgrad des Target-
Gen-mRNA in Patienten mit Adipositas im Verhaltnis zu dem entsprechenden Wert in
nicht adiposen Patienten dargestellt.

Die Isolierung von Gesamt-RNA aus Aortengewebe der Patienten erfolgte mit Hilfe des
QIAGEN Kits (RNeasy® Fibrous Tissue Mini Kit). Prifung der RNA-Vollstandigkeit
(mittels Agilent RNA 6000 Nano Kits) und nCounter-Technologie-Analyse mit einem
Bioanalyzer wurden in der nCounter-Core-Facility (Institut fur Humangenetik,
Universitatsklinikum Heidelberg) durchgefuhrt. Die individuellen Sonden Satze fur die
folgenden humanen Target-Gene wurden gemeinsam mit nanoString-Technologies
entworfen und von Integrated DNA-Technologies (IDT, Coralville, USA) hergestellt:
TNFa, NOX-1, NOX-4, p22phox, p67phox, VCAM-1, ICAM-1, IL-6, SELP, CD68,
CD11b, CD40, CD40L, Gewebsfaktor (TF), IFNG, TRAF2, und TUBB3. Die Sonden
Satze fur die folgenden humanen Referenz-Gene wurden ebenfalls von denselben
Anbietern bereitgestellt: HPRT, GAPDH, TBP, ACTB, TRAF6, und ACTN. Weitere
Target-Gene wurden entworfen und untersucht ohne verwertbare Ergebnisse zu

erhalten.

Eine Reihe von Target-Genen (CD40L, IL-6, IFNG, VCAM-1, ICAM-1, NOX-1, NOX-
4), die laut nCounter-Analyse deutlich reguliert waren, wurden mittels konventioneller
RT-PCR Analyse (wie oben beschrieben) validiert. Auch hierbei handelte es sich um

eine wissenschaftliche Kooperation mit dem Deutschen Zentrum fur Herz-Kreislauf-
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Forschung (DZHK). Die Analysen wurden in Kooperation mit Dr. Niesler von der
nCounter-Core-Facility in Heidelberg und Dr. Dib aus dem Labor fur Molekulare

Kardiologie an der Universitatsmedizin Mainz durchgefuhrt.

6.2.16 ELISA

Enzyme-linked-immunosorbent-assay ist der englischsprachige Name des
Verfahrens, das sich hinter der Abkurzung ELISA verbirgt. ELISA ist in der
Molekularbiologie und Medizin weit verbreitet. Im klinischen Alltag findet der ELISA in
der Labordiagnostik seine Anwendung. Wie auch in dieser Arbeit wird er dazu
verwendet die Menge an sCD40L, IL-6 und RANTES in Serum der Patienten sowie
den Leptin-Spiegel in Serum der Mause zu quantifizieren. Dafur wurden Quantikine®
ELISA Kits von R&D Systems verwendet und die Durchfihrung wurde entsprechend

der Angaben des Herstellers durchgefuhrt.

6.2.17 Quantifizierung der Lipidwerte im Serum

LDL-, HDL-, Gesamtcholesterin-, Triglyzerid- und Blutglukosewert wurden mittels
routinemafiger Laborverfahren in dem Institut fur klinische Chemie und
Laboratoriumsmedizin der Universitatsmedizin-Mainz untersucht (Kooperation mit

Prof. Lackner).

6.2.18 Statistische Auswertung

Alle Daten werden als Mittelwert mit Standardfehler des Mittelwerts angegeben. Eine
zweifache Varianzanalyse (2-Way ANOVA-Analysis of Variance, wiederholte
Messungen, mit Tukey’s Korrektur) wurde zum Vergleich der Vasodilatatorstarke
anhand der isometrischen Tonus-Bestimmung herangezogen (Prism 6.05 Windows,
GraphPAd Software Inc, La Jolla, CA.). Eine einfache Varianzanalyse (1-Way ANOVA-
Analysis of Variance, mit Bonferroni’s oder Dunn’s Korrektur) wurde zur Untersuchung
von 2 Gruppen wie z.B. Futteraufnahme oder humane ELISAs (Prism 6.05 Windows,
GraphPad Software Inc, La Jolla, CA.) herangezogen. Ein p-Wert <0,05 wird als
signifikant angesehen. Two-way ANOVA (mit Sidak-Korrektur zum Vergleich von
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mehreren Mittelwerten) wurde zum Vergleich von vier Gruppen mit zwei Variablen
(Genotyp und Behandlung) verwendet. Ein p-Wert <0,05 wird als signifikant
angesehen. Die Beschreibung der statistischen Analyse von nCounter nanoString
Daten wurden in dem nCounter Abschnitt noch ausfuhrlicher gestaltet.
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7 Ergebnisse

7.1 CDA40L-Defizienz vermindert die Gewichtszunahme und den

Cholesterinanstieg in Serum der mit fettreicher Diat behandelten Mausen

Wahrend die CD40L-Expression im Aorten-Gewebe des Wildtyps nach der
Behandlung mit der fettreichen Diat einen deutlichen Anstieg zeigte, war dieser Effekt
in den CD40L"-M&usen nicht zu sehen (Abbildung 16). Die Mause der Wildtyp-Gruppe
und der CD40L"-Gruppe zeigten einen unwesentlichen Unterschied in der
Nahrungsaufnahme (Abbildung 18-A). Wahrend der Glukose- und Triglyzeridspiegel
keine bedeutenden Veranderungen in den beiden Tiergruppen zeigten (Abbildung17),
fuhrte eine fettreiche Diat zu einer signifikanten Erhdhung des Korpergewichts, des
Leptin-, Gesamtcholesterin-, LDL- und HDL-Wertes in Serum der Wildtypmause,
wobei bei der CD407--Gruppe nur einen geringen Anstieg dieser Werte nachgewiesen
werden konnte (Abbildung 18).
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Abbildung 16: CD40L-Expression in Aortengewebe
CD40L-Expression wurde mittels qRT-PCR ermittelt. Die Abbildung zeigt Mittelwerte £+ SEM; n= 3
Tiere in jeder Gruppe; * p<0,05 vs. WT; § p<0,05 vs. WT+HFD.
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Abbildung 17: Effekte der CD40L-Defizienz auf den A) Glukose- und B) Triglyzerid-Wert im Serum.
Die Abbildung zeigt Mittelwerte + SEM; 9-10 Tiere in jeder Gruppe; * p<0,05 vs. WT.
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Abbildung 18 : Effekte der CD40L-Defizienz auf die A) Nahrungsaufnahme und B) Gewicht wurden
empirisch ermittelt, wohingegen die Effekte auf das C) Gesamtcholesterin, D) Leptin, E) LDL und F)
HDL im Serum wurden mittels ELISA ermittelt.

Die Abbildung zeigt Mittelwerte +

SEM; n= 15 WT-Tiere und 6 CD40L"-Tiere (A), 10 (B), 5

Mischproben (jeweils aus 2-3 Tieren)(C), 9 (D), 9 (E), 9 (F) Tiere in jeder Gruppe; * p<0,05 vs. WT;
§ p<0,05 vs. WT+HFD; #P < 0.05 vs CD40L~".
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7.2 CDA40OL-Defizienz verbessert die Hyperlipidamie-induzierte endotheliale
Dysfunktion und oxidativen Stress

7.2.1 Prufung der endothelialen Funktion mittels isometrischer Tonusstudien

Die isometrischen Spannungsmessungen an Aortenringen wiesen eine signifikante
Verschlechterung der endothelialen Funktion bei der Wildtypgruppe nach der
Behandlung mit fettreicher Diat auf. Die CD40L’-Mausen zeigten jedoch keinen
signifikanten Verlust der endothelialen Funktion durch diese Diat (Abbildung 19).

Relaxation [%]

= WT

704 == WT + HFD
CD40L-/- 3
801 -~ CD40L-/-+ HFD

-9 -8 -7 -6 -5
log (ACh)

Abbildung 19: Isometrische Spannungsmessung zum Effekt der CD40L-Defizienz auf die

endothelabhéngige Relaxation bei HFD-induzierter Hyperlipidémie.

Die Gefal3funktion wurde durch isometrische Spannungsmessung ermittelt und die Relaxation durch
Acetylcholin induziert. Hierdurch lasst sich die endothelabhdngige Gefél3funktion beurteilen. Die
Abbildung zeigt Mittelwerte + SEM von Aortenringen von n=11-18 Tieren pro Gruppe; * p<0,05 vs. WT;
§ p<0,05 vs. WT+HFD; # P < 0.05 vs. CD40L™"-.

Abbildung 20 zeigt die Endothel-unabhangige Relaxation sowie Vasokonstriktion in
CD40L"- und Wild-Mausen bei HFD-induzierter Hyperlipidamie. Hier konnten keinen
bemerkenswerten signifikante Unterschieden zwischen den Tiergruppen festgestellt
werden.
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Abbildung 20: Isometrische Spannungsmessung zum Effekt der CD40L-Defizienz auf die Endothel-
unabhéngige Relaxation sowie Vasokonstriktion bei HFD-induzierter Hyperlipidémie.

Die Gefal3funktion wurde durch isometrische Spannungsmessung in Antwort auf Nitroglyzerin (GTN)
(A), 80 mM KCI (B) und 3 uM PGF2a (C) ermittelt. Die Abbildung zeigt Mittelwerte + SEM von
Aortenringen von n=13-20 Tieren pro Gruppe. * p<0.05 vs WT; #, p<0.05 vs CD40L"".

57



7.2.2 ROS Detektion in intaktem Aortengewebe mittels DHE-Mikrotopographie

Es zeigte sich, dass die ROS-Bildung in der GefalBwand der mit fettreicher Diat
behandelten Wildtyptiere im Vergleich zu den entsprechenden Kontrolltieren erhoht
war. In den CD40L"-Mausen konnte aber kein deutlicher Anstieg der ROS-Spiegel
unter der Behandlung mit fettreicher Diat beobachtet werden (Abbildung 21). Die
Unterdrickung des Signals mit PEG-SOD deutete auf ein Superoxid-spezifisches
Signal hin. Die Unterdruckung des Signals mit VAS2870 deutete auf eine Bildung der
ROS durch NADPH-Oxidasen hin.

4001 Il untreated

ZA vAs2870
* = PEG-SOD
300+

200+ n.s.

1004

DHE staining for vascular
ROS formation [%]

wT WT  CD40L-/-CD40L-/-
+ HFD + HFD

WT WT +HFD CD40 | CD40 lg +HFD

Vas2870 basal

PEG-SOD

Abbildung 21: Fluoreszenzmikroskopie zum Effekt der CD40L-Defizienz auf den oxidativen Stress bei
HFD-induzierter Hyperlipidémie im vaskuldren Gewebe.

Durch Fluoreszenzmikroskopie, in der DHE als Farbstoff verwendet wurde, konnte oxidativer Stress in
Gefal3kryoschnitten sichtbar gemacht werden. Unterhalb des Diagramms sind reprdsentative
Fluoreszenzfdrbungen gezeigt. Das Signal wurde mit dem NADPH-Oxidase-Inhibitor VAS2870
abgeschwécht und mit polyethylenglykolierter Superoxiddismutase (PEG-SOD) komplett unterdriickt.
Die Abbildung zeigt Mittelwerte +SEM von 8 Tieren pro Gruppe; *p<0,05 vs. WT; #p<0,05 vs. CD40L™";
§p<0,05 vs. WT+HFD.
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7.2.3 NADPH-Oxidase Aktivitat in Herzmembranfraktionen und mRNA-
Expression der NADPH-Oxidase Untereinheiten

Die fettreiche Diat verursachte eine Erhohung der NADPH-Oxidase-Aktivitat im
Herzgewebe der C57BL/6-Mause, jedoch nicht im Herzgewebe der CD40L"-Mausen
(Abbildung 22-A). AuRerdem zeigte die unbehandelte CD40L"-Gruppe eine
verminderte Aktivitat der NADPH-Oxidase im Vergleich zu der Wildtyp-Gruppe. Eine
mogliche Erklarung fur die verminderte NOX-Aktivitat im Herzgewebe konnte der
Expressionslevel von NOX2 und p47Ph*  (phagozytare NADPH-Oxidase-
Untereinheiten) sein. Die Behandlung mit fettreicher Diat fuhrte zu einem drei- bzw.
vierfachen Anstieg der Expression dieser NOX-Untereinheiten in den Wildtyp-Tieren.
CD40L-Defizienz verminderte diese Hoch-Regulation, wahrend die NOX2-Expression
auch per se in der CD40L"-Tieren geringer war (Abbildung 22-B und C).
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Abbildung 22: Effekte der CD40L-Defizienz auf den oxidativen Stress bei HFD-induzierter
Hyperlipidémie.

NADPH-Oxidase Aktivitét (A) wurde mittels Chemilumineszenz-Assay und Expression von NOX-2 (B)
und p47phox (C) durch Western-blot ermittelt.

Die Abbildung zeigt Mittelwerte £ SEM; n=4 (A), 6 (B), 6 (C); * p<0,05 vs. WT; § p<0,05 vs. WT+HFD;
#0<0,05 vs. CD40L".
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7.3 CD40L-Defizienz vermindert die Expression der Entziindungsindikatoren
und die Thrombozyten-Aktivierung durch Hyperlipidamie

Die Expressionsstudien ergaben, dass die Behandlung mit der fettreichen Diat die
Expression der INOS-mRNA in der Aorta und von IL-6-Protein im Plasma im Wildtyp
signifikant steigerte, was bei CD40L" nicht zu sehen war (Abbildung 23-A und 24). Der
gleiche Effekt konnte fur das Expressionslevel des CD62 (P-Selectin) an der
Oberflache der Thrombozyten als Zeichen deren Aktivierung gezeigt werden
(Abbildung 23-B). Zudem wurde eine tendenziell erhdhte Expression von CD11b und
CD68 im Aortengewebe von den mit HFD-behandelten Mausen des Wildtypes
festgestellt. Diese Tendenz war in den CD40L"--Tieren weniger stark ausgepragt.
HFD-Behandlung fuhrte zu keiner signifikanten Veranderung in der Expression von
Nox1-Gen, wahrend die Expression von Nox4-mRNA in der mit HFD behandelten
Wildtyp-Gruppe und in den CD40"-Tieren im Vergleich zu der Kontrollgruppe
signifikant reduziert war (Abbildung 23-C).
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Abbildung 23: Untersuchung der Marker fiir Entziindung und Thrombozytenaktivitdt zum Effekt der
CD40L-Defizienz bei HFD-induzierter Hyperlipidémie.

iNOS-Expression wurde mittels gqRT- PCR in der Aorta (A), der Anteil der aktiven CD62-positiven
Thrombozyten mittels Durchflusszytometrie (B) und die Expression von CD11b, CD68, Nox1 und Nox4
mittels gRT- PCR in der Aorta (C) ermittelt. Reprdsentative FACS Plots finden sich in Anhang 1. Die
Abbildung zeigt Mittelwerte £+ SEM; n=3-4 (A), 4-5 (B), 3—4 (CD11b und CD68) und 6—10 (Nox1 and
Nox4) (C); * p<0,05 vs. WT; § p<0,05 vs. WT+HFD.
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Abbildung 24:
Hyperlipidémie.

IL-6 Expression und Effekt der CD40L-Defizienz bei

HFD-induzierter

Die IL-6-Expression im Plasma wurde durch Dot-Blotting ermittelt. Die Abbildung zeigt Mittelwerte

+ SEM; n=4; * p<0,05 vs. WT.
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7.4 Adipodse Patienten zeigen eine erhohte Genexpression fur Indikatoren der
vaskularen Entziindung und einen Anstieg des sCD40L-Spiegel im Serum

Die  nCounter-Analyse  zeigte eine  erhohte MRNA-Expression  der
Entzindungsmediatoren im Aortengewebe der adiposen Patienten im Vergleich zu
den nicht-Ubergewichtigen Patienten (Abbildung 25-A). Diese Gewebsproben wurden
auch mittels PCR untersucht. Das Ergebnis bestatigte vor allem die hochste Hoch-
Regulation fur CD40L, IL-6, IFNy, NOX-1, VCAM-1 und ICAM-1. Interessanterweise
war NOX-4 mRNA-Expression im Gegensatz dazu reduziert (Abbildung 25-B). Im
Serum der adiposen Patienten war eine signifikante Erhohung des sCD40L-Spiegels
im Vergleich zu den nicht-Ubergewichtigen Patienten zu sehen, wahrend IL-6 und
RANTES nur einen tendenziellen Anstieg der Expression in diesen Patienten zeigten,
wie mittels ELISA gemessen (Abbildung 26).
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Abbildung 25: Gen-Expression in Humanproben von normal- und (ibergewichtigen Patienten.
Differenzielles Genexpressionsprofil wurde mittels nCounter Elements Technology (nanoString)
ermittelt. Gestrichelte Sdulen zeigen die Gene, die mittels RT-PCR verifiziert wurden (A). Das durch
RT-PCR-ermittelte Expressionsmuster der Gene: CD40L, IL-6, IFNG, VCAM-1, ICAM-1, NOX-1, und
NOX-4 (B). Die Abbildung zeigt Mittelwerte £+ SEM; n= 10 Patienten pro Gruppe (A) und 3 gepoolte
Proben von 10 Patienten pro Gruppe (B). *p < 0.05 vs. Lean (Normgewichtige mit BMI<25).
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Abbildung 26: Protein-Expression von
libergewichtigen Patienten.
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Entziindungsmarkern in Humanproben von normal- und

ELISA-Analyse der Expression von sCD40L (A), IL-6 (B), and RANTES (C) im Serum der Patienten.
Die Abbildung zeigt Mittelwerte + SEM; n= 9 (A), 8-10 (B), und 7-8 (C) Proben pro Gruppe. *p < 0.05

vs. WT.
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8 Diskussion

Das Ziel dieser Studie war es, eine direkte Beziehung zwischen CD40Ligand und den
vaskularen Komplikationen der Adipositas-assoziierten Hyperlipiddmie nachzuweisen.
Die Entwicklung dieser Komplikationen ist ein multifaktorielles Geschehen. Hierbei
greifen unterschiedlichste Mechanismen ineinander, die in allen Kompartimenten der
beteiligten Zellen lokalisiert sind. Dabei bleibt das Geschehen nicht auf einen Zelltyp
beschrankt; die Zellen der GefalRwand, Endothelzellen, Glattmuskelzellen und
Leukozyten spielen die Hauptrollen dieses Zusammenspieles. In einer friheren Studie
des Labors fur Molekulare Kardiologie der Universitatsmedizin Mainz- AG. Prof. Daiber
wurde bereits der Einfluss von CD40Ligand-Defizienz auf die pathophysiologische
GefalRveranderung im Rahmen der Hypertonie untersucht, die mit oxidativem Stress
und endothelialer Dysfunktion einhergehen. Eine Beteiligung des CD40L konnte hier
eindeutig belegt werden ("), Wie in der Abbildung 27 zusammengefasst, hat die
CDA40L-Defizienz einen protektiven Effekt auf die durch ATll-induzierten Hypertonie-
Folgen, insbesondere in Bezug auf Endothelaktivierung, Rekrutierung der
inflammatorischen Zellen und Thrombozytenaktivierung (7).
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Abbildung 27: CD40L-Defizienz und ATll-induzierten Hypertonie-Folgen. Ubemommen aus (157)
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In der vorliegenden Arbeit konnte der protektive Effekt der CD40L-Defizinz auf diese
Mechanismen im Rahmen der Adipositas nachgewiesen werden. Im Folgenden sollen
die Wirkungen des CD40L-Defizienz auf die Gewichts- und Lipidprofilveranderung,
endotheliale Funktion, den oxidativen Stress und vaskulare Entzindungsprozesse bei
Adipositas in Mausen diskutiert werden.

8.1 Gewichts- und Lipidprofilveranderungen

In dieser Arbeit wurde ein mit fettreicher Diat behandeltes Maus-Modell als das in-vivo
Adipositasmodell ausgewahlt. Der signifikante Anstieg des Gewichts und der
signifikant erhohte Gesamtcholesterin- und LDL-Spiegel im Serum bei den mit HFD
behandelten Tieren, stimmen mit dem klinischen Bild der Adipositas Uberein (s.
Abb.18).

CD40L spielt eine entscheidende Rolle in der Auslosung und Entwicklung des
chronischen niedergradigen Entzindungszustandes in dem adipoésen Gewebe und
somit ist er in der Entwicklung der mit Adipositas-verbundenen metabolischen
Komplikationen maf3geblich involviert. Studien zeigen, dass eine genetische CD40L-
Defizienz, sowie eine Behandlung mit neutralisierenden o CD40L-Antikorpern die
Entwicklung der Inflammation in dem adiposen Gewebe verhindern und die Adipositas-
induzierten metabolischen Stérungen verbessern (1'7). Die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit bestatigen diese Tatsache (s. Abb. 18 sowie Abb. 23-26).

Der Anstieg der Fettsaurefreisetzung von Adipozyten im adipésen Zustand fuhrt zum
Anstieg der zirkulierenden Fettsauren und Fetteinlagerung in der Leber. Dies hat die
Produktion von pathologisch gro3en TG-reichen ApoB-Partikeln (Chylomikrone,
VLDL, LDL und IDL) zur Folge. Diese Partikel enthalten im Vergleich zu den
physiologisch normalen ApoB-Partikeln einen groReren Anteil von TG im Kern und
eine erhohte Anzahl von ApoC-IlI-Molekulen auf der Oberflache. Im physiologischen
Zustand aktivieren die ApoC-llI-Molekule, die ebenfalls auf der Oberflache von
Lipoproteinen vorkommen, die Lipoproteinlipase (LPL) auf den Endothelzellen der
Kapillargefale. LPL stimuliert einerseits die Hydrolyse von TG, anderseits die
Freisetzung der Fettsduren aus den Lipoproteinen und ihre Aufnahme durch das
periphere Gewebe. Im pathophysiologischen Zustand verhindert jedoch ApoC-lll die
Aktivierung von LPL durch den ApoC-Il und demzufolge die Fettsaurefreisetzung aus
den Lipoproteinen. AuRerdem beeintrachtigt das ApoC-llI-Molekul die VLDL-Bindung

an LDLr und LRP und somit seinen Abbau. VLDL zirkuliert dann fur eine langere Zeit
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im Blut. Die verlangerte Zirkulationszeit bietet dem TG-Cholesterin-Austausch
zwischen ApoB-Partikeln und HDL (ApoA-Partikel) eine grolRere Chance. Die
anfanglich TG-reichen ApoB-Partikel werden folglich zusatzlich mit Cholesterin
angereichert. Der TG-reiche Kern der atherogenen Partikel ist aul3erdem fur die
Hydrolyse durch hepatische Lipase anfallig und begunstigt auf diese Weise die Bildung
eines weiteren pathologischen Partikels: small dense LDL. Small dense LDL kann
leicht oxidiert und ohne Vermittlung des LDL-Rezeptors, wie zum Beispiel von
Makrophagen in der Arterienwand, eliminiert werden, was dieses Molekul stark
atherogen macht (Abbildung 28).

Atherosclerosis

(ApoB, ApoC-Il, ApoC-IIl)

Cholesteryl ester

CETP

Triglycerides

Free cholesterol
HDL
(ApoA)

Excretion via biliary tract

Plasma
Vessel wall

Abbildung 28: Lipoprotein Metabolismus. Ubermommen aus (158)

Die Lipidstoffwechselstorung in Rahmen der Adipositas fuhrt im menschlichen Korper
zu einem erniedrigten HDL-Wert. Die Abnahme des HDL-Wertes bei Menschen kann
sowohl unabhangig vom Anstieg der TG-reichen ApoB-Partikel als auch assoziiert
damit eintreten. Der Anstieg der ApoB-Remnants erleichtert den CETP
(Cholesterinester-Transferprotein)-vermittelten Austausch von Triglyzeriden und
Cholesterin zwischen den ApoB- und HDL-Partikeln. Die Lipidzusammensetzung des
Kerns in HDL-Molekule verandert sich somit zugunsten der TG. Die TG werden der
hepatischen Lipase ausgesetzt und die HDL-Molekule verlieren an Grofe. Dies
erleichtert ihnren Abbau und die HDL-Konzentration im Serum sinkt. So kommt es zu
einem verminderten reversen Cholesterintransport von der arteriellen Gefallwand und
zu der atherogenen Wirkung durch die HDL-Abnahme.

Der HDL-Stoffwechsel in Maus unterscheidet sich von dem menschlichen
Lipidmetabolismus unter anderem in dem Punkt, dass das aktive CETP in Maus nicht
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exprimiert wird (159, Daher ist der adipse Stoffwechselzustand in Maus im Gegensatz
zu dem in Menschen mit einem Anstieg der HDL-Konzentration in Serum assoziiert,

was mit unseren Ergebnissen (s. Abb. 18-F) in Ubereinstimmung steht.

8.2 Endotheliale Funktion und oxidativer Stress

In vielen bereits veroffentlichten Studien stellt die Endothelfunktion ein entscheidendes
Charakteristikum des Fruhstadiums kardiovaskularer Krankheiten wie der
Atherosklerose dar. Daneben ist bekannt, dass Risikofaktoren fur die Entstehung
kardiovaskularer Erkrankungen, wie arterielle Hypertonie oder Hypercholesterinamie,
in aller Regel mit einer Endotheldysfunktion vergesellschaftet sind (169-162) |n der
vorliegenden Studie wurde die Dilatation isolierter Aortenringe ex vivo nach Zugabe
von Acetylcholin (Ach) fur die Bestimmung der Endothelfunktion genutzt. Eine
abgeschwachte Relaxation in der Wildtypgruppe nach der Behandlung mit HFD wies
hierbei auf eine pathologische Veranderung der Endothelfunktion hin (s. Abb. 19),
welche bei CD40L-Defizienz nicht detektiert werden konnte.

Die endothelabhangige Vasorelaxation durch Acetylcholin ist eher von
pharmakologischem als physiologischem Interesse. Periphere Blutgefalle sind nicht
durch den cholinergen Parasympathikus innerviert. Andere Stimuli wie Scherstress,
Bradykinin und Histamin fuhren im experimentellen Versuch zu einer NO- Freisetzung
aus dem Endothel (163 164 Bei Acetylcholingabe kann es bei einem geschadigten
Endothel zu einer sogenannten paradoxen Vasokonstriktion kommen. Dabei ist das
Endothel nicht in der Lage, auf Acetylcholinstimulus ausreichend NO zu generieren,
welches der Vasokonstriktion der glatten Muskelzellen durch Stimulierung des
muskarinergen Acetylcholinrezeptors der motorischen Endplatte entgegenwirkt.
Zudem kann Acetylcholin direkt an den glattmuskularen muskarinergen Rezeptoren
binden und dort eine Konstriktion auslosen. Normalerweise wirde Acetylcholin in der
Endothelzelle Calcium-vermittelt eine eNOS-Aktivierung auslosen und damit zur
Relaxation flihren (137 16%)  Die paradoxe Vasokonstriktion der Koronarien wird als
verlasslicher klinischer Test im Katheterlabor eingesetzt, um stenotische Bereiche zu
identifizieren und besitzt hohe prognostische Bedeutung (166).

In der Entstehung der Endotheldysfunktion spielt der oxidative Stress eine
entscheidende Rolle. Durch diese Situation liegt eine gesteigerte Anzahl freier

Radikale vor, von denen insbesondere Superoxidanionen sehr schnell mit NO
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reagieren konnen, die damit das freie NO inaktivieren und eine Endotheldysfunktion
auslosen konnen. Der Dilatator NO kann also durch erhohte Konzentrationen von
Superoxidanionen abgefangen werden, wodurch einerseits die protektiven
Eigenschaften per se vernichtet werden, andererseits zusatzlich ein noch potenteres
Oxidanz, Peroxynitrit (ONOO-), gebildet wird. Peroxynitrit geht durch seine
chemischen Eigenschaften besonders mit Ham- und Hamthiolat (P450)-haltigen und
mit Eisen-Schwefel-Cluster Proteinen Reaktionen ein, die meist an ihren Tyrosinresten
nitriert bzw. an ihren Cystein-Thiolen bzw. Fe-S-Strukturen oxidiert und damit
inaktiviert werden (160 167-169)  Beijspiele fiir diese Reaktionen stellen die
Prostazyklinsynthase (17 und die Mangan-Superoxiddismutase (""" dar, die beide
durch die genannte Reaktion inaktiviert werden und somit ihre protektiven Funktionen
verlieren.

Die endotheliale NO-Synthase nimmt im Zusammenhang des oxidativen Stresses eine
Sonderstellung ein. Bei Oxidation des Cofaktors BH4 oder durch Oxidation des Zink-
Thiolat-Clusters verliert dieses Enzym nicht nur die protektiven Eigenschaften der NO-
Produktion, sondern es kommt zu einer Entkopplung, wodurch durch Ubertragung der
Elektronen auf molekularen Sauerstoff zuséatzliches Superoxid gebildet wird ©4). Die
NO-Bioverfugbarkeit wird somit durch zwei unabhangige Mechanismen unterbrochen,
einerseits wird die basale Verflugbarkeit von NO durch die Reaktion mit Superoxid stark
eingeschrankt und andererseits die NO-Produktion durch die Entkopplung der
endothelialen NO-Synthase unterbunden.

In der vorliegenden Arbeit konnte ein signifikanter Anstieg der Indikatoren fur den
vaskularen oxidativen Stress nach der Behandlung der Tiere mit HFD festgestellt
werden, die durch CD40L""-Defizienz verbessert wurde.

Die Superoxiddetektion in DHE Fluoreszenzuntersuchungen ergab eine erhohte
Produktion der ROS in der Wildtyp-Gruppe nach der Behandlung mit der HFD, was mit
einer Entkoppelung der eNOS vereinbar ware. Durch die metabolischen
Veranderungen bei der adiposen Stoffwechselkrankheit, kommt es unter anderem zur
Aktivierung der Proteinkinase C, die wiederrum die NADPH-Oxidase mit sukzessiver
Superoxidproduktion zur Folge hat. CD40L-Defizienz normalisiert dabei die
Superoxidfarbung signifikant (s. Abb. 21).

Eine andere Methode zur Bestimmung der reaktiven Sauerstoff- und Stickstoffspezies
basiert auf Messungen mit Chemilumineszenz-Farbstoffen wie Luminol, Luzigenin und
L-012. Die jeweiligen reaktiven Spezies oxidieren dabei die Luminol-Derivate, wobei

Energie in Form von Photonen (Lichtblitze) emittiert wird, die mit Hilfe eines
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Luminometers detektiert werden konnten. Dieser Assay basiert auf einer urspringlich
von Gyllenhammar 1987 aufgearbeiteten Methode zur Detektion von reaktiven
Sauerstoffspezies ('72). Dabei ist von Bedeutung, dass die Konzentration insbesondere
von Luzigenin so niedrig wie moglich gehalten wird, um ein artifizielles Signal, bedingt
durch das sogenannte ,redox cycling“, zu verhindern. Hierbei hat sich eine Lucigenin-
Konzentration von 5 uM bewahrt (45, Eine direkte Messung der NADPH-Oxidase
Aktivitat wurde im Herzgewebe vorgenommen. Als membranstandiger
Multienzymkomplex gilt die NADPH- Oxidase als eine der Hauptquellen des oxidativen
Stresses. Es wurden isolierte Herz-Membranfraktionen in dem Assay eingesetzt, um
eine Abschwachung des Chemilumineszenzsignals, insbesondere durch zytosolische
antioxidativ wirksame Moleklile oder Enzymsysteme wie Ascorbinsaure oder
Superoxiddismutase, zu vermeiden und um die entsprechenden ROS-Quellen isoliert
betrachten zu konnen.

Die Messung der mRNA Expression der phagozytaren NADPH Oxidase Untereinheit
NOX-2 und seiner regulatorischen Untereinheit p47Phox, zeigte eine signifikante
Hochregulation in mit HFD-behandelten Wildtyptieren, was auf eine erhohte vaskulare
Superoxidproduktion hinwies. Wie es friilher berichtet wurde, spielen p47°Phox-
abhangige NADPH-Oxidase-Aktivitat und sekundare Superoxidbildung eine zentrale
Rolle bei vaskularer Dysfunktion (173175 Wie in Abbildung 22 gezeigt wurde, wurde
der genannte Effekt durch CD40L-Defizienz erheblich abgeschwacht, was zu einem
verminderten oxidativen Stress und einer besseren endothelialen Funktion fuhrte.

Die deutlich erhohte NOX-2-Expression prasentiert aulRerdem einen guten Link
zwischen der vaskularen Inflammation und vaskularer Dysfunktion in diesem HFD-

induzierten Adipositasmodell.

8.3 Vaskulare Entziindungsprozesse

Da der enorme Anstieg der NOX-2 mRNA-Expression moglicherweise Ausdruck einer
Infiltration von Immunzellen ist und damit auf eine erhohte vaskulare
Inflammationsreaktion hinweist, wurde die Expression verschiedener Markerproteine
bzw. -gene der vaskularen Inflammation, unter anderem CD40L, iNOS und IL-6 bei
Mausen und sCD40L, iNOS, IL-6, IFNG, ICAM-1 und VCAM-1 in humanen Proben,
untersucht (176-180),

iINOS, induzierbare NO-Synthase, ist eine Isoform der NO-Synthase. Diese NOS-
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Isoform wird von Makrophagen und anderen Immunzellen in hohem Mal3e exprimiert
und rein transkriptionell reguliert (167 181 Die physiologische Funktion der iNOS-
abhangigen NO-Produktion in Makrophagen ist die zytotoxische Wirkung auf
Mikroorganismen. Unter Bedingungen von zellularem Stress kommt es zu einer
Expressionssteigerung der iNOS, die 100-1000fach mehr NO als die beiden
physiologischen, konstitutiv exprimierten Isoformen, eNOS und nNOS, produzieren
kann 5 181 Parallel zur Aktivierung der NADPH-Oxidasen, die Superoxidradikale
produzieren, kann die gleichzeitige Induktion der iINOS zur Einbringung grofRer
Mengen NO in das System fuhren. Durch die rasche Inaktivierung von NO durch die
Reaktion mit Superoxidanionen werden gro3e Mengen Peroxynitrit gebildet, welches
ein viel potenteres Oxidanz als Superoxid darstellt und die Funktion von Proteinen z.B.
durch Nitrierung von Aminosauren modulieren kann (160 167)  Besonders die
Inaktivierung der loslichen Guanylatzyklase, die essentiell ist fur die NO-vermittelte
glattmuskulare Relaxation, und die Nitrierung/Inaktivierung der Prostazyklinsynthase,
die vasoaktives Prostazyklin synthetisiert, forcieren die Endotheldysfunktion (169 170),
VCAM-1 stellt als Adhasionsmolekul an der Zelloberflache ein Verbindungspol fir
zirkulierende, mononukleare Leukozyten her, um die Rekrutierung dieser Zellen in die
arterielle Intima zu vermitteln (182-184) Unter normalen, physiologischen Bedingungen
wird VCAM-1 nicht exprimiert, erst proinflammatorische Signale induzieren die
Expression dieses Adhasionsmolekuils, vor allem in Bereichen von vaskularen
Verletzungen oder in atherosklerotischen Plaques (18 186)  Eine Induktion der
Entzindungsparameter war nach der Behandlung mit HFD in Wildtyptieren zu
beobachten und wurde durch CD40L-Defizienz abgemildert.

Die in Abbildung 23 und 24 dargestellten Ergebnisse weisen darauf hin, dass CD40L-
Defizienz nicht nur die Expression von vaskularen inflammatorischen Parametern, z.B.
VCAM-1 und iNOS, sondern auch die Entzindungsmediatoren und ihre Rezeptoren,
wie IL-6 und INFy, herunterreguliert; somit ist die CD40L-Defizienz mit einer
protektiven Auswirkung auf die Entwicklung der Atherosklerose bei Adipositas
assoziiert.

Das Ergebnis aus den Untersuchungen mittels Durchflusszytometrie deutet zudem
darauf hin, dass CD40L-Defizienz den Anteil der P-Selektin-positiven aktivierten
Thrombozyten reduziert und somit antithrombotisch und antiaggregatorisch wirkt.
P-Selektin (CD62P) ist in inaktiven Thrombozyten in der Membran der a-Granula
gespeichert und wird im Rahmen der Thrombozytenaktivierung auf die Zellmembran

verlagert. P-Selektin spielt eine wichtige Rolle bei der Rekrutierung und Aggregation
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der Thrombozyten im Bereich der vaskularen Verletzung. Es ist aullerdem bekannt,
dass der Expressionsgrad des P-Selektin in Thrombozyten bei Erkrankungen, die mit
arterieller Thrombose assoziiert sind, sowie KHK, akutem Myokardinfarkt, Schlaganfall
und pAVK erhoht ist.

8.4 Expressionsmuster fur Indikatoren der vaskularen Entziindung und

sCD40L-Serumspiegel in adiposen Patienten

Wahrend die angewendete Methode zur Induktion der Adipositas im Mausmodell gut
etabliert ist und eine hohe Effektivitat besitzt, ist es nur schwer abzuschatzen, ob die
erzielten murinen Ergebnisse auf menschliche Patienten Ubertragbar sind. Aus diesem
Grund wurde die CD40L Expression in humanem Gewebe und Serum Proben
untersucht und nach gemeinsamen Genexpressionsmustern zwischen adipdsen
Mausen und Patienten gesucht. Obwohl die niedrige Anzahl der Individuen in den
Patientengruppen die statistische Aussagekraft der Ergebnisse stark einschrankt,
zeigen unsere Ergebnisse eine ausgepragte Tendenz fur zunehmende
Entzindungsmarker und Indikatoren des oxidativen Stresses in adiposen Patienten;
dieses Expressionsprofil zeigt eine deutliche Ubereinstimmung mit dem
Expressionsmuster gleicher Indikatoren im Mausmodel.

Es ist bekannt, dass Adipositas in Menschen mit einem veranderten Expressionsgrad
verschiedener Entzindungsmarker wie C-reaktives Protein, TNF, IL-6, IL-1b, und
MCP-1 verbunden ist (187. 188) Dje Untersuchungsergebnisse der Humanproben in
Rahmen der vorliegenden Studie bestatigen diese Tatsache und zeigen aul3erdem
einen erhohten Expressionsgrad von sCD40L im Serum der adipdsen Individuen. Ob
der erhohte sCD40L-Serumspiegel in direkter Beziehung mit kardiovaskularen
Ereignissen steht, wurde bis jetzt noch nicht geklart. Obwohl viele unabhangige
Studien eine Korrelation zwischen sCD40L und kardiovaskularen Erkrankungen und
ihren Komplikationen, wie instabile Angina pectoris ('8 Restenose nach einer Stent-
Implantation (128) Hypertonie (%0 akutes Koronarsyndrom (®) und pulmonale
Hypertonie (192 zeigen konnten, wurde dieses durch andere Studien bestritten (131,
sCDA40L korreliert zwar eindeutig mit anderen Entzindungsmarker, stellt aber keinen
direkten Risiko-indikator fiir Schlaganfall und Myokardinfarkt dar ('93). Ein erhohter

sCD40L-Serumspiegel wurde ebenfalls bei Typ 2 Diabetes mellitus Patienten
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nachgewiesen, jedoch ohne eine pradiktive Validitat fir die Gesamtmortalitat oder
kardiovaskulare Ereignisse in dieser Patientengruppe zu zeigen (94, Eine aktuelle
Metaanalyse zeigt, wahrend ein erhohter IL-6 Expressionslevel unter anderen
inflammatorischen Zytokinen (z.B. Matrix Metalloproteinase-9, IL-18 und TNF-a) den
groldten Risikoquotienten von 1,37 fur KHK darstellt, weist sCD40L mit einem
Risikoquotienten von 1,01 fast keinen direkten Effekt auf (199,

Obwohl die genaue Wirkungsweise der Interaktion von CD40L mit seinen biologischen
Zielmolekulen im Rahmen der Atherosklerose noch unvollstandig geklart ist, sind drei
unterschiedliche Wirkungswege fur die Beteiligung des CD40L in dieser

Gefalderkrankung bekannt:

- Da die Rezeptoren von CD40L in Endothelzellen und glatten Muskelzellen in groRem
Ausmal exprimiert werden ©7), ist CD40L dazu fahig, die Produktion von ROS (°7. 196),
Chemokine und Zytokine, und die Expression von Zelladhdsionsmolekiilen, wie
VCAM-1, ICAM-1 (197) und E-Selectin anzuregen (198),

- CD40L ist in der Lage die Immunzellen zu aktivieren, die vom entzindeten Endothel
parakrin sowie autokrin rekrutiert werden, und somit die Sekretion von pro-
inflammatorischen Chemokinen, wie MCP-1, MIP-1a,, MIP-1B und RANTES (199, zu
verursachen. CD40L tragt daher zur Bildung wund Progression von
atherosklerotischen Lasionen bei. Aullerdem kann die Rekrutierung der
Makrophagen als ein weiterer schadlicher Effekt von CD40L angesehen werden,

denn diese Zellen sind an der ROS-Bildung in der atherosklerotischen Lasion beteiligt
(200).

- Die Endothel-vermittelte Aktivierung der Thrombozyten fuhrt zur Hoch-Regulation
von CD40L-Expression in diesen Zellen und dadurch zur Adhasion von
Thrombozyten-Leukozyten-Konjugaten an dem aktivierten Endothel. Dies fuhrt
wiederum zur Freisetzung von inflammatorischen und prokoagulatorischen Faktoren

durch Thrombozyten (197:201),

Etwa 90% der sCD40L-Molekule im Blut werden von den aktivierten Thrombozyten
freigesetzt. AuRerdem ist es klar, dass die Thrombozyten eine zentrale Rolle bei der
Pathophysiologie der vaskularen Entziindung spielen %2, Daher kann angenommen
werden, dass die Adipositas-induzierte vaskulare Entziindung und Dysfunktion, durch
von den Thrombozyten freigesetzten sCD40L vermittelt werden.
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Der signifikant erhohte sCD40L Serumspiegel in adiposen Patienten stellt vermutlich
einen guten Ansatzpunkt fur weitere klinische Studien zur Untersuchung der Rolle des
CD40-CD40L-Signalweges  bei  Adipositas  assoziierten  kardiovaskularen
Erkrankungen dar.

Basierend auf diesen Erkenntnissen mogen CD40L und seine nachgeschalteten
Signalwege einen vielversprechenden Ansatzpunkt zur Therapie der Adipositas
bedingten metabolischen und kardiovaskularen Erkrankungen prasentieren — vor
allem da hier im Mausmodell auch eine deutliche Gewichtsreduktion in CD40L-
defizienten Mausen beobachtet werden konnte und damit eine kausale Therapie
moglich ware. Allerdings ist eine systematische Therapie mit direkten CD40L
antagonisierenden Antikorpern ist allerdings mit schweren Komplikationen wie
Beeintrachtigung der Hamostase und abgeschwachtem Immunsystem assoziiert (293
204) Eine selektive Antagonisierung des CD40-CD40L-Weges in spezifischen Zellen
(z.B. nur vaskulare Zellen, keine Thrombozyten oder Immunzellen) konnte jedoch
einen  moglichen Ansatz zur Vermeidung dieser pathophysiologischen
Nebenwirkungen darstellen. In diesem Zusammenhang wurde bereits eine positive
Wirkung der pharmakologischen Inhibition von CD40/TRAF6 in mit HFD behandelten
Mausen 2% sowie bei einem Diabetes mellitus Maus-Modell (db/db) nachgewiesen
(149 Lutgens et al. zeigten, dass Mutationen der CD40L-CD40-TRAF6-Bindungsstelle
an CD40-Molekulen selektiv die CD40L-Aktivitat beim Prozess der Atherosklerose
beeinflussen konnen; wahrend eine Unterbrechung des CD40-TRAF2/3/5

Signalweges keine signifikante Wirkung zeigt (2°6),

8.5 Alternatives Tiermodell des metabolischen Syndroms mit T2DM und
pharmakologischer Ansatz zur Hemmung des CD40/CD40L Signalwegs

Aufgrund der gerade beschriebenen schwerwiegenden Nebenwirkungen einer
systemischen CD40L antagonisierenden Therapie wurde in einem weiteren
Teilprojekt, welches sich an meine Doktorarbeit angeschlossen hat, Ubergewichtige
Mause mit T2DM (db/db Mause) mit einem TRAF6-Inhibitor behandelt (14°). TRAF6 ist
ein Target, das sich unterhalb der CD40/CD40L Signalkaskade befindet und
offensichtlich eher die Wirkungen von CD40L im Gewebe verbreitet. Durch TRAF6

Hemmung konnen offensichtlich die atherosklerotischen Wirkungen von CD40L
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unterbunden werden, ohne ein Auftreten der schwerwiegenden Nebenwirkungen wie
unkontrollierbare Blutungen oder Immundefekte einer systemischen CD40L
Antagonisierung in Kauf nehmen zu mussen. Wie in Abbildung 29 dargestellt wurde,
fuhrte die TRAFG6-Inhibitor Therapie in den db/db-Mausen zu einer nur marginalen
Gewichtsreduktion und Verringerung des Diabetes-Parameters HbA1c. Dagegen
wurde die Endothelfunktion durch TRAFG6-Inhibition tendenziell verbessert, die
Aktivierung von Leukozyten im Vollblut ging zurick und der oxidative Stress in der
GefalRwand und im Serum wurde nahezu normalisiert. Der Inflammationsmarker IL-13
wurde ebenfalls signifikant reduziert. Die in db/db-Mausen tendenziell verringerten
Expressionen von antioxidativen Schutzenzymen wie Glutathionperoxidase-1,
Superoxiddismutase-1 und Katalase wurden durch TRAFG6-Inhibition erhoht (nicht
gezeigt) (149, Dagegen lagen die NOX-2 Expression und der AGE/RAGE Signalweg in
db/db-Mausen erhoht bzw. aktiviert vor und wurden durch TRAFG6-Inhibition

normalisiert.
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Abbildung 29: Medikamentése Hemmung von CD40/TRAF6 verbessert die Gefél3funktion und reduziert den
oxidativen Stress und Entziindung in db/db Mé&usen.

Nahrungsaufnahme (A), Gewicht (B), Leptin-Spiegel im Serum (C) und HbA1c-Blutwert (D) wurden nach der 2-
wdchigen Behandlung mit CD40/TRAF6-Inhibitor ermittelt. ACh-abhéngige Vasodilatation der mit PGF2,-
vorbehandelten Aortenringe (E). Zeitverlauf des Phorbolester (PDBu, 10 uM)-induzierten oxidativen Bursts im Blut,
ermittelt mittels LO12 (100 uM) ECL (F). Endotheliale ROS-Bildung in Aortengewebe, ermittelt durch DHE (1 uM)-
Férbung der Kyrostatschnitten und inhibitorischer Effekt vom eNOS-Inhibitor L-NAME (0,5 mM) (G).
Entziindungsparameter IL-1b (H) und Indikatoren des oxidativen Stresses 3NT-positive Proteine (I).

Die Abbildung zeigt Mittelwerte + SEM; n= 4-8 Messungen oder gepoolte Proben von 8 Mdusen/Gruppe (A-D), 6-
8 (E), 5 (F), 8 (G), 6-8 (H), und 6-8 (4 Proben, teilweise gepoolte Proben von 2 M&usen) (I) Tiere pro Gruppe. *p <
0.05 vs. WT; §P < 0.05 vs. db/db; $P < 0.05 vs. WT+CD40/TRAFi; #P < 0.05 vs. Entsprechende Gruppe ohne L-
NAME. Ubernommen aus (149),
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9 Zusammenfassung

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit bestatigen die Befunde der vorangegangenen
Studien. Zusatzlich gelang es neue Gesichtspunkte zu erlangen, die zu der
molekularen Pathophysiologie in den Gefallen bei Hyperlipidamie/Adipositas
beitragen. Hier konnten neue Erkenntnisse zur Rolle des CD40-Liganden und seiner
genetischen Defizienz gewonnen werden. Diese Studie liefert detailreiche
Beobachtungen zur Entstehung des vaskularen oxidativen Stresses, der endothelialen
Dysfunktion, der vaskularen Entzindung und Thrombozytenaktivierung bei
Hyperlipidamie/Adipositas, die wiederum bei der Entwicklung der Atherosklerose und
kardiovaskularen Erkrankungen eine wesentliche Rolle spielen. Die Ergebnisse der
vorliegenden Studie zeigen auf, dass CD40L-Defizienz diese pathologischen
Mechanismen positiv beeinflusst.

Zudem wird hier gezeigt, dass Adipositas in Menschen mit einem erhohten sCD40L-
Serumspiegel und einer verstarkten Expression der vaskularen pro-inflammatorischen

Gene assoziiert ist.

Auf dieser Basis mag CD40-CD40L-Interaktion und sein Signalweg ein neues
vielversprechendes therapeutisches Ziel fur die Fettstoffwechselstérungen und ihre
Komplikationen reprasentieren, welche eine Hauptursache der atherothrombotischen,
kardiovaskularen Erkrankungen wie Schlaganfall und Myokardinfarkt sind.

Da CD40L und CD40 nicht nur von Thrombozyten und Leukozyten, sondern auch von
Endothelzellen und den glatten Muskelzellen exprimiert werden, bleibt
herauszufinden, ob bei einer CD40L-Defizienz/Inhibition in adipdsen Tieren/Individuen
lediglich die CD40L-Freisetzung aus Thrombozyten und die Gegenaktivierung der
zirkulierenden Immunzellen ausbleibt, oder durch die CD40L-Defizienz/Inhibition die
Entzindungskaskade in  Gefalizellen unterbrochen wird; wobei diese
Entzindungskaskade kann sowohl durch den CD40-CD40L-Signalweg von infiltrierten
Immunzellen ausgelost werden, als auch durch direkte Aktivierung von vaskularem

CD40 durch von Thrombozyten stammendem CD40L.
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