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Abstract

Abstract

Pathogenetic impact of Glutathione Peroxidase-1 on the arterial vascular wall

Glutathione peroxidase-1 (GPx-1) is an importantioaidant enzyme which plays a
protective role in the atherogenic process. We hsalkewn previously that GPx-1
deficiency accelerates atherosclerosis and incsdlasen cellularity in apolipoprotein E-
deficient (ApoE’) mice. Here, we studied (1) the expression of @@ferms in the aortae
of GPx-I"ApoE” and ApoE" control mice during atherosclerotic lesion deveiept and
(2) the effect of GPx-1 deficiency on foam cellrf@tion and proliferation of peritoneal
macrophages in order to understand how GPx-1 unfddsl protective function in
atherogenesis.

At 8 weeks of age female GPX-ApoE’ mice and ApoE control mice were placed on an
atherogenic Western-type diet (WTD) for anotherél 42 weeks, respectively. The
expression of different GPx isoforms was invesgdatyin situ-hybridization (ISH). GPx-

1, GPx-3 and GPx-4 expression was confined to npaages from atherosclerotic lesions
of ApoE’" mice, whereas smooth muscle cells exhibited nect&tle expression. Female
ApoE” and GPx-1’ApoE’ mice were placed on a standard chow diet for 5thsorOil
red O staining showed that OxLDL (oxidized LDL) aBd.DL (enzyme-modified LDL)
enhanced macrophage-derived foam cell formatiomduition, quantitative measurement
revealed an increased cholesterol accumulation entgmeal macrophages of GPx-1
deficient mice after OXLDL incubation. This resptbved that GPx-1 deficiency increases
OxLDL intake and foam cell formation. Deficieny GPx-1 led to increased proliferative
acitivity of peritoneal macrophages (BrdU basednuhaninescence assay). The MCSF-
and OxLDL-induced macrophage proliferation was rmaedl by the ERKL/2
(extracellular-signal regulated kinase 1/2) sigmplpathway as demonstrated by ERK1/2
inhibitors PD98059 and U0126. p38-MAPK (p38 mitogaivated protein kinase)
inhibitor SB203580 increased the cell proliferateomd decreased the caspase-3/7 activity
independently of GPx-1 levels. By use of Westewt hihaylsis on cell lysates, a short-
term phosphorylation of ERK1/2-cascade but not pBE?K and JNK (c-Jun N-terminal
kinase) was detected as early as five minutes stiteulation with MCSF and/or OxLDL
in GPx-1 deficient macrophages.

In summary, deficiency of GPx-1 has a significampact on macrophage foam cell
formation and proliferation via the ERK1/2 pathw&Px-1 deficiency increases MCSF-
and OxLDL-induced ERK1/2 phosphorylation in macragés, whereas the p38-MAPK
pathway contributes to the suppression of macraphpopliferation and promotes
apoptosis.Thus atherosclerotic lesion progression is acciddran apolipoprotein E-

deficient mice.
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Einleitung

I. Einleitung

1. Atherosklerose

Atherosklerose, eine progressiv verlaufende Erkuagkist die wichtigste kardiovaskulare
Erkrankung (CVD) und die fuhrende Ursache fir Mditigit und Mortalitdt in der
westlichen Welt. Es handelt sich um eine Form deomischen Entziindung, die aus der
Interaktion zwischen modifizierten Lipoproteinen, akfophagen, T-Zellen und den
normalen zellularen Elementen der Arterienwand ltesu Am Ende kann dieser
entzindliche Prozess zur Entwicklung von komplex&sionen oder Plaques in der
GefaBwand fihren. Plaqueruptur und Thrombose kodnmaan akuten klinischen
Komplikationen wie Herzinfarkt oder Schlaganfalhfén3>

Aus zahlreichen epidemiologischen und Klinischemd®in wurden Hypertonie, Diabetes
mellitus, Hypercholesterinamie, Ubergewicht oderudeen bereits hinreichend als
Risikofaktoren fur die Entstehung und die Entwiciduder Atherosklerose beschrieben.
Ein erhohter Plasmacholesterinspiegel, insbesonderé.ow-Density Lipoproteir{LDL)
Cholesterin, ist einer der Hauptrisikofaktoren Atherosklerosé.

1.1 Morphologie der Atherosklerose

1.1.1 Die gesunde Arterienwand

Die gesunde Arterienwand besteht aus drei Schichkien- von luminal nach abluminal —
als Tunica intima Tunica mediaund Tunica adventitisdbezeichnet werdem.unica intima
und Tunica mediawerden durch die so genanritamina elastica internazoneinander
getrennt, die fur gewoéhnlich dd@unica mediazugerechnet wird. Didunica mediasetzt
sich aus alternierenden Schichten von glatten Masken (SMCs) und elastischem
Bindegewebe zusammen. Dieunica adventitiabesteht aus Bindegewebe und enthalt
Nerven und kleine Gefal3e, so genanvdea vasorumwelche die duRer€unica media
nutritiv versorgen.

Fur die Entstehung der atherosklerotischen Lassdindie Struktur defTunica intima
bedeutsam. Sie reicht vom Gefal3endothel bis zunmhlen Rand defunica mediaDie
Dicke der Tunica intimaim arteriellen Gefa3bett des Menschen ist variabetke
Segmente reprasentieren physiologische AdaptatianeBlutdruck und Wandspannung.
Sie finden sich deshalb bevorzugt an Orten, anrdenaBlutstrom Turbulenzen entstehen,



Einleitung

und werden als ,adaptive Intimaverdickungen* bezegt. In diesem Bereich wird die
physiologische Zweischichtung der menschlicAemica intimadeutlich. Sie besteht aus
einer dem Lumen zugewandteamina fibroelasticadie sich vorwiegend aus Bindgewebe
zusammensetzt, und einer demnica mediazugewandteriLamina fibromuscularisdie
verstreut angeordnete SMCs enthélt. Inldemina fiboromuscularigler Gefaldwandintima
beginnt die Proliferation glatter Muskelzellen ames der entscheidenden zellularen
Ereignisse in der friihen Atherogenese. Fortgesehsatatherosklerotische Lasionen des
Menschen entstehen nahezu ausschlief3lich auf detenBadaptiver Intimaverdickungen,
die somit als Pradilektionsstellen der Atheroskéerangesehen werden kénden.

1.1.2 Die arteriosklerotische Lasion

Nach dem Committee on Vascular Lesions of the Council orerasclerosis der
“American Heart Associatidrwerden atherosklerotische Plaques nach morphstbgn
Kriterien in verschiedene Typen eingeteilt (Tald)3.

Tabelle 1.1Klassifikation der verschiedenen atherosklerotschasionstypen

Typ Bezeichnung Stadium Lokalisation
I initial lesion early lesion
Il fatty streak Vorlaufer fortgeschrittener Lasion
intermediate lesiaon Tunica intima
1] preatheroma Ubergang von der frithen zur
fortgeschrittenen L&sion
IV | atheroma ) gesamte Arterienwand:
- advanced lesian L
\ fibroatheroma . . Tunica intima
fortgeschrittnen Lasion . _
. . . . Tunica media
VI | complicated lesion (klinische Symptomatik) _ N
Tunica adventitia

2. Lipoproteine
2.1 Zusammensetzungen der Lipoproteine

Weil Lipide wasserunléslich sind, miussen sie entweds Einzelmolekile an spezifische
Transportproteine gebunden werden, oder bilden llaireeKomplexe mit Proteinen, so
genannte Lipoproteine. Die einzelnen Partikel deégoproteins bestehen aus einem
zentralen Lipidkern und einer Hulle€Core-Lipide sind die apolaren Cholesterinester,
Triglyzeride und andere fettlésliche Substanzem, zvB. Vitamine. Die Hulle besteht aus
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den polaren Phospholipiden, freiem CholesterintsBaten sowie den Apolipoproteinen.
Nach ihrer Dichten werden die Lipoproteine in sedhauptfraktionen aufgetrennt:
Chylomikronenen (CM),Very-low-density LipoproteindVLDL), Intermediate-density
Lipoproteine(IDL), Low-density Lipoprotein€LDL), High-density LipoproteindHDLE,
HDL, und HDLs)® (Tab. 1.2).

Tabelle 1.2Eigenschaften der Lipoproteine

Lipoprotein | GréRe (nm) | Dichte (kg/l) Apolipoproteinbestandteil
CM <1¢ < 1,000 ApoA-IV, ApoB-48, ApoC-I, ApoC-Il, ApoCHil ApoE
VLDL 50 < 1,006 ApoB-100, ApoC-I, ApoC-II, ApoC-IlIApoC IV, ApoE
IDL 30 <1,019 ApoC-I, ApoC-Il, ApoC-IlIl, ApoC IV
LDL 21 < 1,063 ApoB-100
HDLg 12 <1,125 ApoA-I, ApoA-Il, ApoA-1V, ApoC-IV, ApoE
HDL, 10 <1,125 ApoA-1, ApoA-Il, ApoA-IV, ApoC-IV
HDL3 8 <1,210 ApoA-I, ApoA-Il, ApoA-IV, ApoC-IV, ApoD

Der Proteinanteil der Lipoproteine, das Apolipopimof ist zudem ein Ligand far
verschiedene Rezeptoren und Cofaktor fir Enzymeitiisden Lipidmizellen zusatzliche
Stabilitat und spielt im Stoffwechsel der Lipideeientscheidende Rolle.

Apolipoprotein A (ApoA) ist das Hauptapolipoprotein im HDL-Partikel. Nebsginer
Aufgabe als Lipidstabilisator ist ApoA-l1 auch eiragsischer Aktivator der Lecithin-
Cholesterin-Acyltransferase (LCAT). ApoA-Il wirkt eb der zellularen Cholesterin-
aufnahme mit und kann die hepatische Triglyzeraim(HTGL) aktivieref.

Apolipoprotein B-100 (ApoB-100)ist das einzige Apolipoprotein der LDL, ApoB-100
kommt auch in VLDL Partikeln vor. Jedes LDL-Partilemthalt ein Molekil ApoB-100,
das als Ligand fur den LDL-Rezeptor (LDLR) fungieApoB-100 vermittelt die Bindung
von LDL an den LDL-Rezeptor, wodurch die Aufnahnos\LDL in die Zellen stattfinden
kann®

ApoB-48, das aminoterminale Ende des ApoB-100, entstelthdRNA-editing (ein
gewebsspezifischer C zu U Austausch, in der ethtieRNA entsteht eiBtop-Codonwas
in der Translation zu einer verkirzten Isoform desB fihrt). Es wird nur im Dinndarm
synthetisiert und kommt in Chylomikronen vor. ApdB-ist essentiell fur die Aufnahme
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von Lipiden aus der NahrufigApoB fordert zudem die Cholesterinakkumulationdin
Arterien durch die Bindung an Proteoglykane deraadllularen Matrix.

Apolipoprotein E (ApoE) ist ein Bestandteil von Chylomikronen sowie VLDhdiagiert
als Ligand fur die Rezeptor-vermittelte Aufnahmesdir Partikel. Es kommt jedoch auch
in HDL vor und bildet dort eine eigene Lipoprotdiamse, zusammen mit ApoAZl.

2.2 Fettstoffwechsel

Im Stoffwechsel der Lipoproteine des Plasmas weklanexogenes, ein endogenes und
ein reverses Cholesterintransportsystem untersehied

Der exogene Wedransportiert Lipide, die mit der Nahrung aufgemoem wurden. Nach
ihrer Resorption werden die Nahrungslipide in derinBdarmmukosa mit
Apolipoproteinen komplexiert. Dadurch entstehen |Gimkronen (CM), die an die
Lymphe abgegeben und lber den Ductus thoracicaemnnventdsen Kreislauf gelangen.
Hier werden die Chylomikronen hauptsachlich von dapoproteinlipase (LPL)
hydrolysiert. Nach ihrerSekretion in den Blutkreislauf nehmen CM aus denut Bl
Apolipoprotein C (ApoC) aus HDL auf. ApoC-II ist d&ofaktor der endothelialen LPL,
diese spaltet die Triglyzeride im Kern der Chyloroiken in freie Fettsduren und 3-
Monoglyzeride, die vor allen vom Fettgewebe und Meskulatur aufgenommen werden.
Im Verlauf der Lipolyse nehmen die Chylomikronenof&paus HDL auf, wahrend sie
Uberschissige Oberflachenkomponenten wie Apoligepre A-I, A-IV, C und
Phospholipide als Surface-Remnaritsan HDL abgeben. Chylomicron-Remnaritsdas
Produkt dieses Umbaus, sind reich an Cholestearmesind ApoE. Sie werden uber
Lipoproteinrezeptoren von der Leber aufgenomrhen.

Der endogene Wegwird von den Lipoproteinen hepatischen Ursprungschritten. Im
Hungerzustand versorgt dieser Weg periphere Gewtbériglyzeriden und Cholesterin.
Triglyzeridreiche Lipoproteine werden zuerst vorr deber alsVLDL sezerniert. Dann
wird die Struktur der VLDL in einer Reihe von Reakien so moduliert, dass sie entweder
als ,Remnants aus der Zirkulation entfernt oder ibDL umgewandelt werden. LDL
werden entweder Uber LDL-Rezeptor (LDLR) oder Ub&en ,Scavenger
Pathway abgebauf’

ApoB-100 ist die integrale Proteinkomponente deDV/tPartikel. Der Zusammenbau der
VLDL erfolgt tber einen relativ komplizierten Synthesgw ApoB wird an den
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Ribosomen synthetisiert und in das endoplasmatisttéulum verlagert, dort werden
Lipide auf das ApoB ubertragen, dann gelangen die gebildeten VLDL in den Golgi-
Apparat. Die Verfugbarkeit von Lipiden in der Lebelfe bestimmt die jeweilige
Zusammensetzung der VLDL-Partikel, was auch diatiked Heterogenitat der Partikel
erklart.

In der Zirkulation andern die VLDL-Partikel ihre Zammensetzung. Zuerst nehmen sie
weitere Molekile ApoE und ApoC aus ddbL auf. AuRerdem werden, vermittelt durch
das Phospholipid-Transferprotein (PLTP), Phospliaéipm Austausch gegen Cholesterin
auf HDL Ubertragen. Die LPL hydrolysiert ca. 90% deiglyzeride der VLDL-Partikel,
wobei der grof3te Teil der ApoC und ein Teil desefieCholesterins in die HDL-Partikel
zurtcktransferiert wird. Das freie Cholesterin waldrch die mit dem HDL assoziierte
LCAT verestert und kann spéter wieder, durch dasl€sterinestertransferprotein (CETP)
vermittelt, auf die ApoB enthaltenden Lipoproteirtpeel zurticktransferiert werden.

,VLDL-Remnants das Produkt nach Hydrolyse der Triglyzeride, dsimeich an

Cholesterinester sowie ApoE. Sie werden entweder dbn LDL-Rezeptor in der Leber
aufgenommen oder Uber Zwischenstufen intermedi@mhte (IDL) mittels einer

Delipidierungskaskade in LDL dberfuhrt. VLDL-Remisndie in LDL umgewandelt
werden, verlieren dabei den ApoE Anteil und nehmeermittelt durch CETP,
Cholesterinester aus HDL auf.

Beim Gesunden transportiert LDL mehr als zwei Brittes Cholesterins im Plasma. LDL
entsteht aus der Umwandlung von VLDL, kann abehaliekt von der Leber sezerniert
werden. Normalerweise werden ca. zwei Drittel déd. liilber LDL-Rezeptor abgebaut,
der Rest wird Uber andere Wege verstoffwechsek. Ilziber leistet den groéf3ten Beitrag
zum Rezeptor-vermittelten Katabolismus der LDL-Ratt das tbrige LDL gelangt in
periphere Gewebe, wo das Cholesterin als Membratdiauwind als Vorlaufermolekul fur
die Synthese von Steroidhormonen oder Vitamin Dveadet wird. Ein Drittel des LDL
wird unabhangig vom LDLR lber desgavenger Pathwayadbgebaut. Im Gegensatz zum
LDLR ist der ,Scavenger Pathwayhicht sattigbar. Uber einer Schwellenkonzentration
von ca. 200 mg/dl LDL-Cholesterin sind alle LDLRsg#igt und die weitere Zunahme der
LDL-Aufnahme erfolgt Uber denScavenger Pathway'Diesem Weg liegen auf zellularer
Ebene mehrere Mechanismen zugrunde: adsorptive Zijtud® (ber niedrigaffine
Rezeptoren, Pinozytose und Aufnahme von LDL UBeavengeRezeptoren, die vor
allem auf Makrophagen und anderen Zellen des fetikstiozytaren Systems (RHS)
exprimiert werder.
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Der reverse Cholesterintransport (RCT) dient dem Transport von Cholesterin aus der
Peripherie zur Leber, Uber diese wird das Cholesteaausgeschieden. Ist der
Cholesteringehalt der peripheren Zellen zu hoch, keonmt es zum Ausfluss des
Cholesterins, zur Aufnahme in HDL und zum RuUcktpams zur Leber. Naszierende
scheibchenférmige HDL werden aus Leber und Intastinns Blut sezerniert. HDL
nehmen freies Cholesterin Uber d&fP-binding-Cassette-Transporter AABCA1) aus
peripheren Organen und Makrophagen auf, und reifezirkulierenden HDL*! Dort wird

es durch LCAT verestert und durch CETP im Austaugeben Triglyzeride (TG) an
VLDL und LDL abgegeben. Diese gelangen nach rezeptmittelter Endozytose in die
Leber und laden dort ihr Cholesterin ab.

HDL-Partikel kbnnen aber auch direkt Cholesterirdia Leber und in endokrine Organe
schleusen. Das geschieht einerseits tUber den 2dlléthenrezeptor Scavenger-Rezeptor
B | (SR-BI), der die selektive Aufnahme von Chodestestern aus HDL vermittelt.
AulRR3erdem kann Uber den relativ unspezifischen SgpreRezeptor CD36 Cholesterin aus
HDL in die Zelle aufgenommen werdén.

3. Atherogenese
3.1 Initiation und Progression der Atherosklerose

Atherosklerose ist eine chronische inflammatoridgEHeankung, und Folge der Insudation
von LDL in die arteriellen Intima. Native LDL besén keine inflammatorische Aktivitat.
Durch biochemische Modifikation werden die Lipogioe atherogen. In der
Vergangenheit wurden zahlreiche Hypothesen entltjcken die Atherogenese zu
erklaren. Davon sind zwei unterschiedliche Hypoghef$ir die Modifikation der
Lipoprotein bekannt: die weit verbreitete Oxidasbgpothese (Abb. 1.1) und die seltenere
E-LDL Hypothese. Die E-LDL Hypothese postuliertsdalie LDL durch die Reaktion von
ubiquitdren hydrolytischen Enzymen (enzymatisch ifimerte LDL, E-LDL) und nicht
durch Oxidation modifiziert werden. Im Hinblick adén Unterschied zwischen Initiation
und Progression der atherosklerotischen Lasiongesstvahrscheinlich, dass sich beide
Modifikationarten der Lipoproteine nicht aussch&alk sondern erganzen. Entsprechend
dieses Prinzips waren E-LDL wichtiger fur die latton der Atherosklerose, wahrend laut
Torzewski und Lackner die oxidative Modifikation rdeDL fur die Diagnose und
Prognose diese Erkrankung hilfreich wéfe.
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Abbildung 1.1 Oxidative Modifikationshypothese fiir die Entwicklung der Atherosklerose®® Der
zentrale Schritt bei der Entstehung einer atheesstibchen Lasion ist die Oxidation von LDL. Untécht
pathologischen Bedingungen tritt LDL in den subehdbalen Raum ein und verlasst diesen wieder. dtind
allerdings unter der Bedingung erhéhten oxidati@resses eine Modifikation des LDL durch reaktive
Sauerstoffspezies (ROS) statt, wird zunachst mmpgbhildet und dann zum OxLDL weiter modifiziert, das
dann im subendothelialen Raum zuriickgehalten ir@ort wirkt das OxLDL chemotaktisch auf
Monozyten, T-Lymphozyten und Gewebsmakrophagen. BesLDL selbst kann die Adhasion der
zirkulierenden Monozyten an die Endothelzellen andchlieende Transmigation in den subendothelialen
Raum forcierert® Zusatzlich induziert OxLDL die Expression und Sgkm von Zelladh&sionsmolekiilen
wie P-Selectin,Vascular Cell Adhesion Protein (WVCAM-1) und Inter-Cellular Adhesion Molecule 1
(ICAM-1) durch Endothelzelletf OxLDL kann die Synthese und Freigabe Wdonocyte Chemotactic
Protein-1 (MCP-1) in SMCs und Endothelzellen induzieren, was Rekrutierung von inflammatorischen
Zellen fihrt. Dieser Prozess l6st die Produktiom \ROS aus, was wiederum zur Folge hat, dass die
Oxidation von LDL weitergefuhrt wird. Im subendoliaéen Raum differenzieren die adhéarenten Monozyten
durch MCSF in gewebsstandige Makrophagen. mmLDImudtert die Sekretion von MCSF durch
Endothelzellert’ Makrophagen nehmen OxLDL tiber den Scavenger-Rez¥peg auf und Cholesterolester
akkumulieren im Zytoplasm&: *® Die Akkumulation von Cholesterin im Zytosol der klaphagen fiihrt zur
Formation von Schaumzellen, ein Kennzeichen déeinijfatty streak Lasion

3.2 Plaquestabilitat

Nach der Entstehung vorfatty streak Lasionen wandern glatte Muskelzellen in die
Intima und den subendothelialen Raum ein. Die gtattluskelzellen (SMCs) kdnnen
proliferieren, modifiziertes Lipoprotein aufnehmend sich in Schaumzellen umwandeln;
produzieren extrazellulare Matrix-Proteine, wie.Zllagen, und fuhren zur Entwicklung
der fibrése Kappd. * Die Nekrose der  Makrophagen- und SMC-abgeleiteten
Schaumzellen fihrt zur Bildung eines nekrotischezrns und zur Akkumulation des
extrazellularen Cholesterin3.Die typische atherosklerotische Plaque (Atherordaro
Fibrose Plaque) besitzt einen nekrotischen Kern ewitazellularen Lipiden. Dariber
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befindet sich eine fibrose KappeEine stabile Plaque besteht meist aus einem kieine
Lipidkern und einer dicken fibromuskularen Kappea 8IMCs und extrazellularer Matrix.
Dies fuhrt zu einer signifikanten Reduktion des &Réimens, mit der mdglichen
Konsequenz einer Stenose oder eines GefallversefluEse instabile Plaque besitzt
typischerweise einen grol3en Lipidkern und eine éilkappe mit vielen inflammatorische
Zellen, besonders im Bereich der sog. Schattér.der Schulter, die Ubergangsbereich zu
der noch erhaltenen Gefal3struktur, ist die Lasiesohders anféllig fir eine Ruptur. Die
Akkumulation der Makrophagen und T-Lymphozyten iasér Region spielt eine grof3e
Rolle bei der Plaqueruptur. Makrophagen sezernidatrix Metalloproteasen (MMP)
und neue GefalRe werden gebildet, die zu einer Hditisiarung der Plaque fuhrt. Die
Plaqueruptur setzt Plaquelipide und GewebefaktdrenBlut frei, wodurch es zur
Plattchenadhéarenz, Thrombusbildung und nachfolgendakuten Koronarsyndrom
kommen kanrt® %

4. Oxidativer Stress

Reaktive Sauerstoffspezies (ROS) sind in die Emistg von Krankheiten wie Krebs,
inflammatorischen und kardiovaskularen Erkrankungewolviert. ROS sind ein
unvermeidbares Nebenprodukt der zellulareren Ragsmir und fihren zur Oxidation von
Lipiden, Nukleinsauren und Proteinen. Zellen halsetbst komplizierte antioxidative
Systeme, um die Menge an ROS zu regulieren. DieuSgoder Homoéostase fuhrt zum
oxidativen Stress und zum Gewebesch&daunter oxidativen Stress versteht man das
Ungleichgewicht zwischen oxidativen und antioxidati Mechanismef.

4.1 Reaktive Sauerstoffspezies (ROS)

Reaktive Sauerstoffspezies entstehen permanent iotoglschen Systemen sowohl
aufgrund des Sauerstoffmetabolismus in physiolbgiscProzessen, als auch infolge
pathologischer Prozesse. Durch die mitochondriatenuigskette wird @ zu HO
reduziert; in diesem Prozess kann die unvollst@n&igduktion von @zur Erzeugung von
ROS wie dem Superoxidradikal {Q fuhren. Ein weiterer Teil der ROS entsteht in den
Zellen durch verschiedene Enzyme, z.B. durch die DRA-Oxidase und die
Myeloperoxidasé® Zusatzlich sind Umwelteinflisse wie z.B. UV-Stnahd,
Warmebelastung, Ozon §) Stickstoffdioxid (NQ), Kohlenstofftetrachlorid (CG) und
Chemotherapie eine weitere Ursache fir die ze#ulazeugung von ROS und oxidativem
Stress?
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4.1.1 Oxidantien

Zu den ROS zéhlen die Sauerstoff-enthaltendennfrR@dikale mit unpaaren Elektronen

(1e-Oxidantien). Aul3erdem gehdren noch nicht rdeikaolekulare Oxidantien (2e-
Oxidantier) in die Gruppe der ROS.(Tab. 1.3)

Tabelle 1.3Typische Oxidatien in biologischen Systemen undmechend Antioxidantieh %2

Name der Oxidantien Formel Reaktion Antioxidantien
Superoxid- Q O, +e-—0y" SOD
Hydroperoxylradikal HQ GPx-4
. . Fe* + H0, - F€" + 'OH + OH )
Hydroylradikal OH CU' + H,0, — Ci2* + OH + OH Harnsaure
LH+ OH— L +H,0
Peroxylradikal, RO,, L' +0,— LOO LZ‘m‘;gﬁ'e"
le- Alkoxylradikal RO LOO +LH — L+ LOOH oA E
Oxidatien LOO +0-TOH - L +4-TO| Ubiquinol-10
Stickstoff, ‘NO, 2L-Arginin + 3NADPH + 43 — | Harnséaure,
Stickstoffdioxid ‘NO, 2L-Citrullin + 4H,0 + 2NO v-TOH
Thiylradikale . . .
Perthiylradikale RS, RSS Peroxiredoxin
Ubergangsmetallionen| Fe, Cu Ferritin,
gang ’ Metallothionein
. - + Katalase,
Wasserstoffperoxid D, 20, +2H" —-H,0, + G, GPx-1, Trx
3-Karotin,
Singlett Sauerstoff o, O, + hv— 0, Harnsaure,
Ascorbinsaure
Ozon Q
Hypochlorit, ‘OcCl, C Lt i
ve Hypochlorsaure HOCI H0,+ CI + H — HOCI + HO | a-TOH
Oxidatien Peroxynitrit, ONOO, 20, + 'NO »ONOO GPx, GSH,
Peroxynitritsdure ONOOH a-TOH
Aklylperoxynitrit, OONO,
Dinitrogen Trioxid, N5,
Nitrylchloride, NO,CI,
Nitrylion, NO,"
Nitrosothiol RSNO
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Unter inflammatorischen Bedingungen konnen ZellarpeBoxid (Q7) und Stickstoff
('NO) generieren, diese zwei freien Radikale kdnneteimander eine Verbindung
eingehen undPeroxynitrit (ONOQO) bilden. Peroxynitrit fihrt zu DNA-Schaden und zur
Lipidoxidation. Selen-Verbindungen sollen vor Pemitrit-Schaden zu schiitzéh 2*

Die elektronische Anregung von Molekiilsauerstoffeeigt derSinglett-Sauerstoff (*O,).
Der Singlett-Sauerstoff ist keine radikale Spezeser sehr aktiv. Agenzien wie UV-
Strahlung und Ozon, sowie Peroxidase-vermitteltekRenen, Peroxynitrit-Reaktionen
und HO,-Reaktionen konnen Singlett-Sauerstoff erzeugersoBaers Nukleinséauren,
Proteine, Lipide und Sterole werden vom Singlette8stoff geschadigt. Antioxidantien
wie [-Karotin und Ascorbinsdure (Vitamin C) konneen Singlett-Sauerstoff
kompensiere?

Das Wasserstoffperoxid (H,O,) ist eine nicht radikale Spezies und entsteht @eis
Dismutation von Superoxid durch SOD oder durch Akévitdt von diversen Oxidasen
wie Glucoseoxidase. J;ist relativ stabil. Es kann direkt durch Membramiffundieren
und hat eine deutlich langere Halbwertszeit, wolkdwges in einer grof3eren Distanz von
seinem Entstehungsort seine biologische Wirkuntpkeh kann. Den groéf3ten oxidativen
Schaden bewirkt pD, allerdings durch den Ubergangsmetall-katalysiertsibau,
wodurch das hoch-reaktive Hydroxylradikal entstdbie Reduktion von kD, erfolgt
mittels zellularer Enzyme wie Katalase und Glutatiperoxidase (GPx), die;B, zu HO
reduzieren kénnet?: %

Das Hydroxylradikal (‘OH) ist die reaktivste schadliche ROS. Die priméneelle des
zellularen Hydroxylradikal sind Fenton oder Fenfyp Reaktionen mit Cuund Fé".
Das Hydroxylradikal reagiert mit Molekilen soforaaih seiner Entstehung und oxidiert
Lipide, Proteine und Nukleinsauren. Die Stérung d&stallhomoostase und erhohte
Konzentrationen freier Metallionen fihrt zur sigkéint erhéhten Generierung von
Hydroxylradikalen und oxidativem Stre<s*

Des Weiteren kann ein freies Radikal ein Wassdedtwh von einem nichtradikalischen
Molekdl abstrahieren. Dadurch wird ein neues Rddiganeriert und I6st eine
Kettenreaktion aus. Solche Radikal-induzierten ngstzymatischen Kettenreaktionen sind
haufig in biologischen Systemen und spielen zunsfidel eine wichtige Rolle bei der
Lipidperoxidation. Dad.ipidperoxylradikal (LOQ) ist ein wichtiger Kettentrager fur die
Lipidperoxidation und eine Zwischenspezies desdtigiroperoxid (LOOH$®
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4.1.2 Die Generierung der ROS

Es gibt verschiedene Enzyme und nicht enzymatiSysteme im S&augetierorganismus,
die ROS generieren kdnnen. (Tab. 1.4)

Tabelle 1.4 Wichtige Enzyme und nichtenzymatische Systemediér Generierung der ROS und ihre
Lokalisation in der GefaRwald

Oxidantien ROS Funktion Lokalisation
NADPH-Oxidase Q Reduziert Qzu G~ Egagsol\jétgn,
Xanthinoxidase (9] generiert @ durch Oxidation von Xanthin EC

i O,", 'NO, | entkoppelte eNOS (wegen BH) reduziert Q@ zu
NO-Synthese ONOG | O,", O, reagiert mit NO zu ONOO EC
Myeloperoxidase HOCI katalysiert die Bildung von &l HOCI
Linoxvaenasen Oxidation von Fettsduren, Bildung von bioIogiscp/lonozyten

POXyg aktiven Lipiden
Mitochondriale - generiert @° durch die mitochondriale Elektronen-
o 0O,
Respiration transportkette
Ubergangsmetalle | . OH Starke Katalysatoren der Hydroperoxide-
Fe, Cu vermittelten Oxidation von Lipiden

EC: Endothelzellen, SMCs: glatte Muskelzellen

Die NADPH-Oxidase (NOX) spielt eine wichtige Rolle fur die Generiaguvon ROS im
Gefal3system. NOX ist das wichtigste Superoxid-geremmde Enzym in der Gefallwand
und kann durch verschiedene Stimuli aktiviert warde Phagozyten wie Neutrophilen,
Monozyten und Makrophagen vermittelt nur die alktite NADPH-Oxidase die
Produktion von groRen Mengen lysosomaler Superagilale. Diese phagozytare
NADPH-Oxidase ist am Wirtsabwehrsystem beteiligte Dicht phagozytdre NADPH-
Oxidase, die in Zellen wie vaskularen glatten Miestiéen (VSMCs), Fibroblasten und
Endothelzellen exprimiert wird, kann sowohl NAD aluch NADPH flir die Generierung
von O~ verwenden (Reaktion s.u.) und hat eine geringeriviédt bei der Generierung
von Q. In Gefal3zellen kann NADPH-Oxidase auch durch creeslene Stimuli, z.B.
Platelet Derived Growth FactoPOGF), TNFe, IL-1 sowie OXLDL aktiviert werder 2°

NAD(P)H + 20, — NADP* + H' + 20,

Die Myeloperoxidase und die Lipoxygenase sind zweitere wichtige prooxidante
Enzyme mit proatherogener Wirkung. Neben diesen Bmeymen spielen noch weitere
fur die Generierung von ROS eine Rolle, z.B. CytoohmP450 Isoenzyme, Hamoxygenase,
Glukoseoxidase und die Xanthinoxidase, die je ragbressionsniveau einen Einfluss auf
den oxidativen Stress in der GefaRwand haben.
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4.2 Antioxidantien

Unter Antioxidantien versteht man Substanzen mitkifig gegen ROS, die zum einen
aus verschiedenen antioxidativen Enzymen wie dempe®uiddismutasen (SOD),
Katalase, Glutathionperoxidasen (GPxs), Glutati@doktase, Glutathion S-Transferase,
Thioldisulfid, Oxidoreduktase und Peroxiredoxinestelen. Zum anderen kommen nicht
enzymatisch antioxidativ wirkende Proteine bzw. tRep wie Schwefel- und Selen-
enthaltende Verbindungen und schlieBlich Spurerstéifie wie [-Karotin, alpha-
Tocopherol ¢-TOH) und Ascorbinsaure (Vitamin C) hif2uf(s. Tab. 1.2).

Es gibt drei Isoformen voBuperoxiddismutase(SOD) in Saugern: die Cu/Zn-SOD, die
Mn-SOD und die extrazellulare SOD (EC-SOD). Die ZLuSOD kommt in allen Zellen
vor, bevorzugt im Cytosol. Die Mn-SOD befindet sigherwiegend im Mitochondrium
und tragt ca. 10 % zur zellularen SOD-Aktivitat.b&uch die extrazellulare EC-SOD hat
Cu und Zn im aktiven Zentrum. Signifikante MengeanvEC-SOD wurden in der
normalen GefalRwand aul3erhalb der Zellen nachgenwyieggbei das Enzym von glatten
Muskelzellen synthetisiert wird. Eine Hauptfunktider Cu/Zn-SOD scheint der Schutz
vor O, -induzierter Inaktivierung von NO aus dem Endothelsein*® Unerwartet waren
deshalb die Daten beziglich der SOD-KO Méause. Qbketivn der EC-SOD ist weder bei
ApoE" noch bei LDLR" Mause proatherogéh Weiterhin hatte die Uberexpression von
Cu/Zn- und EC-SOD keine atheroprotektive FunkfibrDies passt mit der Tatsche
zusammen, dass sich in einem NOX-KO Mausmodell&k&aduktion der Atherosklerose
feststellen lasst Allerdings konnte gezeigt werden, dass eine Ulggession der EC-
SOD die Neointima-Bildung in einem Restenosemduethmt>

Glutathionperoxidase (GPx)undKatalasesind zwei weitere antioxidative Enzyme in der
GefaBwand. Die Katalase ist ein intrazellulares yinzdas ebenso wie GPx-1,®%
reduzieren kann. In der GefalBwand ist die Aktivitét Katalase allerdings relativ niedrig.
Sie spielt hauptsachlich bei einem relativ hohevehlii an oxidativem Stress eine Rofle.
Katalase-defiziente ApoE Mause haben mehr atherosklerotische Lé&sionen als
entsprechende Kontrollmaude.

Auch die nicht enzymatischen Antioxidantien AscérbkaTOH und Glutathion (GSH)
spielen eine wichtige Rolle bei dem Schutz vor akicem Stress in der GefalRwand.
Glutathion ist ein Schwefel-enthaltendes Tripeptid aus deninds@uren Glutamat,
Cystein und Glycin, mit intrazellularen Konzentoaten von 1 — 15 mM* 34 Als ein
entgiftendes Agens fir endogene Radikalspeziesaimdessentieller Kofaktor fir GPx
spielt GSH eine sehr wichtige Rolle fiir das antiative System in der Zelfé.Eine
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zusatzliche wichtige Funktion nimmt Glutathion beier Proteinfaltung und im
Ascorbatmetabolismus effi. Das Ascorbat (Vitamin C) ist ein Kofaktor fiir diverse
Hydroxylasen und ist in der GefaBwand fur die Sgaéhdes Kollagens von Bedeutung.
Quantitativ betrachtet spielt das Ascorbat furfdidgeste Abwehr von oxidativen Schaden
im Plasma sowie bei der Verhinderung der Lipidp&tation die wichtigste Roll€> **Das
alpha-Tocopherol (a-TOH, eine Form des Vitamin E) hat aufgrund seilygophilen
Struktur die Eigenschaft, sich in Membranen odegyoproteinen einzulagern. Es ist ein
bedeutendes Antioxidans, welches aus isoliertem ektrahiert werden kann. Dort hat es
die Funktion, die Radikal-induzierte Lipidperoxiaet zu kontrollieren. Neben seiner
Rolle alsScavengefiir Peroxylradikale wie LOOkann dasi-TOH ebenso mitO,, HOCI
und ONOO reagierert®

4.3 Oxidativer Stress und Makrophagen in der Atbeklerose

OxLDL moduliert verschiedene zellulare Prozesse hasion, Migration, Apoptose,
Genexpression und die Induktion der Signaltransdokkaskaden, die die
Schaumzellbildung und Makrophagenproliferation bfessen kénnef® Der
Makrophage kann ROS produzieren und LDL oxidier@xidativ modifizierte LDL
werden durch Scavenger-Rezeptoren und CD36 in elie Zufgenommen. Makrophagen
konnen auch native LDL durch klassische Rezeptodan Pinozytose aufnehmen. Anders
als der klassische LDL-Rezeptor werden OxLDL-Reaept nicht durch den
intrazellularen Cholesteringehalt reguliert. DasLDk kann auch die Expression von
Scavenger-Rezeptoren auf Makrophagen wie z.B. CDSK-A erhohert> *°
3’Andererseits wird die LDL-Oxidation durch Makropleagsowohl durch LDL-assoziierte
Antioxidantien als auch durch die Balance zwisclhellularen Antioxidanten und
zellularen Oxygenasen (z.B. NOX, LOX) beeinflustAntioxidanten, die an LDL
gebunden sind (z.B. Vitamin E, Carotinoide) odee din Plasma vorkommen (z.B.
Vitamin C, Flavonoide), kénnen die Oxidation von LWDinhibieren. Zellulare
Antioxidantien, die sich in Arterienzellen (z.B. kfaphagen) ansammeln, wie z.B. SOD,
Katalase, reduziertes GSH und GPx, blockieren diev&rmittelte Oxidation der LDE?

0 (Abb. 1.2)

Monozyten/Makrophagen sind eine wichtige Quelle M&®PH-Oxidase-abgeleiteten,O
in atherosklerotischen Lasion&hEs wird vermutet, dass Makrophagen-vermittelte £DL
Oxidation komplett von der £OProduktion durch NADPH-Oxidase abhéangig ist. (Abb.
1.2) Kalzium, Proteinkinase C (PKC), Phospholip&e(PLC) und Ras-related C3
botulinum toxin substratel (Racl) fihren zur Aktivierung/Phosphorylierungdu

13



Einleitung

Translokation der NADPH-Oxidase in die Membfarkénnen die ROS aufgrund einer
Defizienz im antioxidativen Schutzsystem (z.B. SORatalase und GPx) nicht
ausreichend abgebaut werden, reagiert das Ubessgh(US mit freiem NO und bildet
ONOQO. Dadurch wird die Konzentration an freiem NO im @efallwand deutlich gesenkt,
und es entsteht toxisches ONTGG® ONOO verursacht verschiedene schadliche Effekte,
z.B. die Generierung von reaktiven StickstoffspeZRNS) und nitrosiertem Stress sowie
die mitochondriale Dysfunktion, die direkte Auswirlg auf die Apoptose und die
Plaqueinstabilitat und -ruptur hab&h. ** Zusatzlich koénnen auch oxidierte
Cyclooxygenasen (COX) und Lipoxygenasen (LOX) zutdihg von Superoxiden
beitragen und die Funktion der Makrophagen und Eléwiclung der Atherosklerose
beeinflusser?

Monozyte

natives LDL @
S O

Endothelzellen O L g P 1

@) O

Zellvermlttelte
Mcsp
ROH ———  ROS LDLR

Antioxidantien CSD§6 ooo
(z.B. SOD, GPx, Katalase)
ﬁ oxidiertes LDL
Akkumulatlon

———————————————— Makrophage Schaumzelle
Zellulare Oxygenase phag

(z.B. NOX, LOX)

LDL -assoziierte
Antioxidantien
(z.B. VE, Carotinoide)

Abbildung 1.2 Potentielle Rolle bei der ROS vermittelten Oxidatvon LDL in der friihen Atherogenese.
(modifiziert nach Ochsenhfjt VE: Vitamin E, SOD: Superoxiddismutase, NOX: NRB-Oxidase, LOX:
Lipoxygenase, SR: Scavenger-Rezeptor, LDLR: LDLdpear, MCP-1: Monoctye Chemoattractant
Protein-1, MCSF:Macrophage Colony-Stimulating Factor

Durch die Stress-aktivierten Signalwege fuhrt dieodRktion von ROS auch zur
Veranderung der Zellfunktion, z.B. bei AdhasionglReration und Motilitdt. Oxidativer
Stress stimuliert die Endothelsekretion und -exgoesder MCP-1 und MCSF durch den
NF«B-Signalweg:> ‘° Die Aktivierung der PKC ist gekoppelt mit einemI&am-Anstieg
im OxLDL-induzierten Wachstum der Makrophadg@rmie OxLDL-induzierte Expression
von GM-CSF durch PKC fuhrt zur Aktivierung der PI3Kdie fur die
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Makrophagenproliferation wichtig iéf. Abhangig vom p38-MAPK- oder JNK-Signalweg
kann OxLDL die Apoptose-typischen morphologischezrahderungen sowie die DNA-
Fragmentierung in kultivierten Makrophagen induei€Y mmLDL hingegen kann zum
anhaltenden Uberleben von Schaumzellen in der hadioch den PI3K/Akt-Signalweg
beitrageri’®

5. Glutathionperoxidase
5.1 Selen und Selenoprotein

Selen (Se), ein wichtiges Spurenelement des Menscisé hauptsachlich fir seine
antioxidativen, anti-inflammatorischen und antilera Eigenschaften bekannt, sowie fur
seine therapeutische Wirkufi§>® Ein eindrucksvolles Beispiel fiir seine Bedeutistg
das Auftreten der Keshan-Erkrankung, einer Kardiopayhie, die endemisch in
bestimmten Se-armen Gebieten von China auftritt iSt mit Se-Ersatz vollstandig
vermeidbar® Die Hauptform des Selens in den Saugetierproteisenlie Aminosaure
Selenocystein (Sec, U), die durch das TGA Codornekbavird. Es wird ein spezifischer
Mechanismus benutzt, um das UGA Codon in der mRNAdekodieren, wodurch das
Selen als Teil des Sec in die Polypeptidkette ostesional aufgenommen wird. Es gibt
keinen freien Pool fur Sec in den Zellen. Wahreed Broteinkatabolismus wird Sec zum
elementaren Selen abgebaut?

Im humanen Genom sind 25 Gene fur Selenoproteirentifciert worden, die
hauptsachlich in zwei Gruppen entsprechend dertiBosvon Sec eingeordnet werden
kénnen>* Bei der einen Gruppe Selenoproteine ist Sec sahram C-Terminus des
Proteins gelegen, z.B. bei den Thioredoxinredukig3exRs) oder Selenoproteinen S, R,
O, | und K. Die andere Gruppe (einschlielBlich QGhitnperoxidasen (GPxs),
lodothyronindeiodinasen (DIOs), den SelenoproteideM, N, T, V und W, SPS2, Sepl5)
tragt Sec im N-terminalen Teil und besitzt meisheeiThioredoxin-Faltblattstruktur.
Selenoproteine spielen eine Rolle bei der Oxiddtgdn, in der Redox-Signaltransduktion,
bei der antioxidativen Abwehr, im Schilddrisenhom&toffwechsel und bei der
Immunantwort?® Einige Selenoproteine sind antioxidative EnzyBie.mildern den ROS-
induzierten ZellstresS. TrxRs, GPxs und DIOs sind die drei am eingehendste
untersuchten Selenoprotein-Familien, die an deroR&®aktionen beteiligt sind (s. Tab.
1.5). Sec ist Bestandteil des aktiv@entrums des Enzyms, das fur die katalytische
Aktivitat wichtig ist>?
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Tabelle 1.5 Vorkommen und Funktion der wichtigsten Selenagire (modifiziert nach Ochsenhirt)°

Selenoprotein

Lokalisation

Funktion

GPx-1 (cGPx)

Ubiquitar

Antioxidanz

GPx-2 (GIGPX)

Dinndarm, Leber

Oxidationsschutz it G

GPx-3 (pGPx)

Niere

Antioxidanz

GPx-4 (PHGPX)

Ubiquitar

Spermienreifung, Schutz von
Biomembranen

GPx-6 Olfaktorisches Epithel, Embryo

TrxR-1 Ubiquitar Reduktion von Trx
mitochondriale TrxR Ubiquitar Reduktion von Trx
testikulare TrxR Testis Reduktion von Trx
homologe TrxR Unbekannt unbekannt

DIOs Typ | Schilddruse, ZNS, Leber, Niere, ZN$ T4 — T3

DIOs Typ I glc;cigjr(]:itgjse, Hypophyse, Gehirn, T4 T3

DIOs Typ lli Haut, Placenta, ZNS Inaktivierung vo8 und T4

5.2 Die Glutathionperoxidase Familie

GPxs sind bekannt als eine Hauptkomponente desxatdtiven Systems. Beim Menschen
gibt es funf Sec-enthaltende GPxs: die ubiquitagosolische GPx (GPx-1), die
gastrointestinal-spezifische GPx (GPx-2), die Pkms@Px (GPx-3), die ubiquitare
Phospholipidhydroperoxide GPx (GPx-4, PHGPx) ungl fiir das olfaktorische Epithel
und embryonales Gewebe spezifische GPx (GP%-6BPx-1 bis GPx-3 sind
homotetramere Proteine aus vier identischen 2228 grof3e Untereinheiten, wahrend
GPx4 ein 20-22 kDa monomeres Enzyntist’ GPx-6 konnte bisher nur im Embryo und
im olfaktorischen Epithel nachgewiesen werden, @befunktion dieser Isoform ist noch
nichts bekannt® Neben diesen fiinf Glutathionperoxidasen gibt esdgito noch zwei
weitere bekannte Isoformen, GPx-5 und GPx-7, dierdihgs kein Selenocystein im
aktiven Zentrum tragefi. Alle Isoformen der GPxs reduzieren Peroxide bzevoRynitrite

zu den entsprechenden Alkoholen bzw. Nitriten un#arwendung des Kofaktors
Glutathion (GSH). Die Lokalisation, Substratspeatfiund der Syntheseort aber sind bei
jeder GPx unterschiedlich. GPx-1 bis GPx-3 katalysieren nur die Reduktion von
Wasserstoff-peroxiden und organischen Hydroperaxidevahrend GPx-4 auch
Phospholipid- und Cholesterin-Hydroperoxide ditiektler Membran reduzieren karth?>®

GPx-1 ist eines der am haufigsten und ubiquitar expritaie Selenoprotein®: @ Es

reagiert sehr empfindlich auf Veranderungen desStaais. Bei niedriger Se-
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Konzentration werden das mRNA- und Proteinniveaandtisch reduzieff Zusatzlich
zur Se-Konzentration kénnen andere Faktoren widatixier Stress die Expression von
GPx-1 beeinflussen. Oxidativer Stress reduziert@fs-1-Nivealf® Die GPx-1 reduziert
durch Oxidation des Selenols zu Selensaure im ektidzentrum Peroxide zu dem
entsprechenden Alkohol. Die Selensaure wird ars@bhd (ber einen komplexen
Mechanismus unter Verbrauch des Kofaktors Glutathemgeneriert. Dabei wird zunachst
ein Glutathion durch die Bildung einer kovalenteand®ing mit der Selensaure oxidiert, die
dabei unter Wasserabspaltung reduziert wird. DuliehOxidation von einem weiteren
Glutathion wird das reduzierte Selenol wieder fesigtzt, wobei oxidiertes di-Glutathion
(GSSG) entsteht. Das di-Glutathion wird dann dudas Enzym Glutathionreduktase
wieder in die reduzierte Form Uberfihrt und stedris fir einen weiteren katalytischen
Zyklus zur Verfiigung. (s. Abb. 1.3) Fuir die Redoktdes oxidierten Glutathions benétigt
die Glutathionreduktase den Kofaktor NADPHZusétzlich kann GPx-1 Fettsaure-
peroxide innerhalb von Phospholipiden nur nach t8pgl durch die Phospholipase A2
reduziererf®

Peroxynitrite Nitrite
Peroxide Alkohale

Se-H Se-OH

Glutathion
Peroxidase-1

GSH

o

GSSG 2 GSH _ _
~— Abbildung 1.3 Katalytischer Zyklus der
Glutathionperoxidase1?

GSH: Glutathion, SeH: Selenol, SeOH:

Glutathionreduktase -
Selensaure

GPx-2, deren Struktur- und Substratspezifitat ahnlicimjeshegen der GPx-1 ist, wird

aufgrund ihrer Lokalisation auch als gastrointedenGPx bezeichnet, da sie nur im
Diinndarm und in der Leber exprimiert witd. Die wichtige Rolle von GPx-2 besteht
darin, das Darmepithel vor oxidativem Stress zuiitzm>°

GPx-3 (Plasma GPx) ist glykosyliert und kommt in ihreichsten Konzentration im
Plasma vor. Sie wird hauptsachlich in der Nieretlsstisiert und anschlie3end in das

17



Einleitung

Plasma sezerniert. Die hochste mRNA Konzentratiotet sich zwar in der Niere, sie ist
allerdings auch zum Teil in der Lunge, dem Herz imanderen Geweben nachweisar.
" In der Niere wird die GPx-3 am starksten im Ehdbtdes proximalen Tubulus
exprimiert. Es wird vermutet, dass die GPx-3 eir@ldRbeim Schutz der proximalen
Tubuli vor lokal entstehenden Peroxiden uberniffmZusétzlich dient GPx-3 als lokale
Quelle des extrazellularen Antioxidantiensystéfs.

GPx-4 (PHGPx) kommt in zytosolischen, mitochondrialerd uruklearen Isoformen mit
differenzialer Gewebeverteilung vBt. Es ist ein wichtiges Antioxidans in Zellen und is
beteiligt an der zellularen Differenzierung wahrered embryonalen Entwicklurfg.”* Im
Unterschied zu anderen GPx kann GPx-4 als einzigagym membranstandige
Phospholipidperoxide reduzieren und scheint damiisdizlich eine wichtige
antiapoptotische Funktion zu hab8muRerdem spielt GPx-4 eine besondere Rolle fiir die
Spermiogenese, indem sie in den Spermien die Ffamkines Strukturproteins Gbernimmt.

5.3 Glutathionperoxidase und Atherosklerose

Protektive Effekte von Selen-abhangigen GPxs gdmemiAtherosklerose-relevanten
Prozessen sind bekarfft.Einige dieser Effekte sind die Inhibition der oaiiyen
Modifikation von LDL, die Inhibition der putativeproatherogenen 15-Lipoxygenase (15-
LOX) durch den PHGPx-katalysierten Abbau der Hyerogide® und die Modifikation
der Zytokin-induzierten Expression von Adhasionskilen’>" Innerhalb der GPx-
Familie ist GPx-1 das wichtigste intrazellulare édelprotein, das gegen oxidativen Stress
wirkt.

5.3.1 Glutathionperoxidase-1 und kardiovaskulare Ekrankungen

Das Protein GPx-1 wird in den Blutgefalen exprimiemd hat Einfluss auf
kardiovaskulare Erkrankungéh.Es wurde kiirzlich gezeigt, dass bei Patienten mit
koronarer Herzkrankheit unabhéangig von den traddilen Risikofaktoren oder der
Atherosklerose, eine niedrige Aktivitat des GPxalraten Blutzellen mit einem erhéhten
Risiko fir kardiovaskulare Ereignisse einhergéhGPx-1 Aktivitat ist niedriger oder
abwesend in den atherosklerotischen Plagues deridtarotis. Eine inverse Korrelation
zwischen der GPx-1 Aktivitat in der atherosklercitisn Lasion und der Atheroprogression
wurde beim Menschen nachgewiesemfiziert man GPx-1 Mausen mit dem Coxsackie-
Virus Stamm B3, entwickeln die Mause eine MyokasdiDiese Herzmuskelentziindung
filhrt wahrscheinlich zu einem erhéhten zellulareiativen Stres$’
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5.3.2 Potentielle Rolle der Glutathionperoxidase-hei der Atherogenese

Die wichtigsteextrazellulare Funktion der GPx-1 bei der Entstehung der Atherosklerose
ist ihre schitzende Wirkung gegen ROS. GPx-1 kaarR@©S-vermittelte Oxidation von
LDL inhibieren. Zusatzlich ist bekannt, dass einngel am bioaktiven Stickoxid (NO) in
GPx-1 KO Mausen eine Endotheldysfunktion verursackann, was auf eine vaskular
schitzende Wirkung von GPx-1 hinweist. BezuglichRanhd Endotheldysfuntion spielt
die Beziehung zwischen GPx-1 und Homcystein ein8gRolle? %

Bei derintrazellularen Funktion der GPx-1 in der Atherogenese sind zwei Aspekte vo
Bedeutung: die Inhibition der 5-Lipoxygenase (5-L@)d die Beeinflussung der Signal-
transduktionswege. Prostaglandin 12 ist ein potenfasodilator und Inhibitor der
Plattchenaggregatidl. Die GPx-1 inhibieren die Prostanoidsynthese insetiedenen
Zellen, einschlieBlich Endothelzellen, Plattchen weukozyterf? 5-LO ist ein wichtiges
proatherogenes Enzym und wird von GPx-1 in Monozrygpezifisch inhibiert. GPx-1
kann in die Entstehung der Eicosanoide eingreifetem es zum einen Lipidhydroperoxde
direkt reduziert und zum anderen die Aktivitat dgpoxygenasen (LO) und der COX
beeinflussen und damit die Produktion der Eicos#moiverhindern kann.
Lipidhydroperoxide kénnen ein Fe im aktiven Zentrder Enzyme oxidieren und diese
damit in die aktive Form Uberfuhren. In Anwesenltgt GPx-1 wird die Verfugbarkeit
der Lipidhydroperoxide herabgesetzt, wodurch digokiygenasen in der inaktiven Form
verbleiberf?

Die Fahigkeit der GPx-1, ROS wie z.B;®} zu inaktivieren, hat auch Einfluss auf die
Aktivierung der ROS-abhangigen zellularen Signalicuktion? Die intrazellulare und
Gewebe-Konzentration der GPx-1 beeinflusst die Apep und das Uberleben der Zellen
durch die Phosphorylierung der Proteinkinase unel @kidantien-vermittelte N&B-
Aktivierung® Uberexpression von GPx-1 kann die,G#induzierte Zellapoptose
inhibieren®® In Mausmodell wurde gezeigt, dass die Uberexpoassier GPx-1 unter
Hypoxie die p38-MAPK Phosphorylierung verhindérDagegen fiihrt die niedrige GPx-1
Aktivitat in Se-defizienten Mausen zu einer Verménthg der JNK-Phosphorylierufiy.
Die Uberexpression der GPx-1 supprimiert diegOpHoder TNFe induzierte NkB-
Aktivierung in verschieden Zelllinie®?.Da NFRB an der Regulation vieler proatherogener
Faktoren, z.B. inflammatorischer Zytokine, Chemekader Adhasions-molekule beteiligt
ist, kdnnte GPx-1 auch auf diesem Weg die Atheregeteeinflussen.
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6. MAPK-Signaltransduktionswege

Mitogenaktivierte Proteinkinasen (MAPKS) sind ei@ruppe von Prolin-gesteuerten
Serin/Threonin spezifischen Proteinkinasen, diellwerschiedene extrazellulare Stimuli
wie z.B. Wachstumsfaktoren, UV-Strahlung, inflamansiche Zytokine und oxidativen
Stress aktiviert werden und die Signaltransduktion der Zelloberflache zum Nukleus
vermitteln® MAPKs werden in allen Zelltypen exprimiert und uéigren zellspezifische
biologische Reaktionen. Zusammen mit anderen Siggdn konnen MAPKs die
Aktivitat der spezifischen Transkriptionsfaktoreowse der regulatorischen Proteine
regulieren Deshalb spielen MAPK-Familien eine wichtige Rolle vielschichtigen

physiologischen und pathologischen zellularen Phmmen, wie Inflammation,

Zellproliferation, -differenzierung, -entwicklung,-apoptose, -transformation und
Tumorzellinvasion und -metastasiertii§®

In Saugertierzellen sind drei MAPKs bekanextracellular-signal regulated kinase 1/2
(ERK1/2, p44/42 MAPK), p38-MAPK und-Jun N-terminal kinase / stress-activated
protein kinase (JNK/SAPK)®" % Jede Kaskade besteht aus drei Enzymen, die
nacheinander aktiviert werden, namlich MAP-Kinasedse-Kinase (MEKK oder
MAPKKK), MAP-Kinase-Kinase (MEK, MAPKK) und MAP-Kiase (MAPK). In diesem
System phosphorylieren und aktivieren MAPKKKs dieARKKs, die wiederum die
MAPKs phosphorylieren und aktivieren. MEKs sind dpazifische Enzyme, die
Serin/Threonin- und Tyrosinreste-Reste der MAPKgphmrylieren kénnen. Bis jetzt sind
20 MEKKs, 7 MEKs und 12 MAPKs bekafifit*® (Abb. 1.4).

Stimul Growth Factors, Stress, GPCR, Stress,
o Mitogens, GPCR Inflammatory Cytokines, Growth Factors,
l Growth Factors Mitogens, GPCR
X A-Raf ; -
» " . MEKK1,4
MAPKKK B-Raf, C_h,ﬂ, HLIISSI:IIAK’ MLK3 Ml_ErK!;(zz.B
Mos, Tpi2 ' P ASK1 P
L
MAPKK MEK1/2 . MKKs/e MKKa/7 MEKS
 J F p
38 MAPK SAPK/ Erk5/
MAPK ke P ipids JINK1,2,3 BMK1
¥ J \ / l
Biological Growth, Inflammation, Growth,
Response Differentiation, Apoptosis, Growth, Differentiation,
Development Differentiation Development

Abbildung 1.4 Mitogenaktivierte Proteinkinase Kaskale (www.cellsignal.confpathways/map-kinase.jsp)
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6.1 Der ERK Signaltransduktionsweg

ERK1 (p42) und ERK2 (p44) sind die bekanntesten MdRasen. Die klassische ERK-
Familie spielt eine entscheidende Rolle in der Kallg der Mitogenese. Die Aktivitat von
ERK1/2 wird durch Mitogene und Wachstumsfaktoree wiB.Epidermal Growth Factor
(EGF), Uber Tyrosinkinase-Rezeptoren (RTKs, z.B.FRJ stimuliert. Aktivierte RTK
haben eine Bindungsstelle fir Adapterproteine wib2Gund Shc. Die Anlagerung der
Adapterproteine fiihrt zur Verlagerung des GuanitdBiotid-Austauschfaktor (SOSon
of Sevenlegsan die Plasmamembran. SOS aktivieats durch den Austausch von GDP zu
GTP®¥ Ras, ein kleines GTP-bindendes Protein, ist &lpstreamMolekil fiir
verschiedene Signaltransduktionswege inklusive NREK/ERK, PI3K/Akt und
RalEGF/Raf’ Das Ras-GTP bindet direkt aRaf, eine MAPKKK. Raf lagert sich an die
Plasmamembran an, wodurch die Kinaseaktivitat envifld. Raf ist eine Serin/Threonin-
Kinase und kommt in Zellen als Multiproteinkomplaxs Raf, Hsp90 und 14-3-3 V.
Gene in anderen Signalwegen (z.B. PI3K, PTEN, A&t)nen auch die Aktivitat von Raf
regulierem™* Auch G Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCRs) kbzne Aktivierung der
MAPKs fithren®® Die Stimulierung von GPCRs fiihrt zur Tyrosin-PHusgylierung der
RTK, z.B. von EGFR? Neben RTKs konnen sich Integrin-basiertes Scafioid R-
Arrestin-Scaffold an der GPCRs-stimulierten MAPKsKade beteiligen. Zusétzlich
spielen die Proteinkinase-C (PKC) und Kalzium grne3e Rolle bei der ERK-Aktivierung.
Die Aktivierung von PL@ und erhéhtes intrazellulares Cdithren zur Aktivierung der
PKC, die aktivierte PKC kann wiederum Ras aktivieroder Raf-1 direkt
phosphoryliereri®

In der klassischeRaf/MEK/ERK-Kaskade phosphoryliert die aktivierte Raf-Kinase die
MEK an Sef'® und Sef?, die aktivierte MEK phosphoryliert wiederum ERKHA Thr®
und Tyr®® (am TEY-Motiv), dadurch wird ihre enzymatische Aftit erhoht wird.
Weiterhin kbnnen MEKK1 sowie die Mos-Proteinkinasie wahrend der meiotischen
Reifung der Eizellen exprimiert wird, MEK aktiviere Verschiedene zytoplasmatische
Proteine sind als Substrate von ERK bekannt. Datitige Downstream der aktivierten
ERKs sind die 90kDa ribosomale S6-Kinase (p90RSK)e zytoplasmatische
Phospholipase A (cPLA;), Mitogen- und Stress-aktivierte Proteinkinasenudd 2
(MSK1/2) und das Mikrotubulus-assoziierte ProtehAP). Solche Substrate binden an
anderen Proteine oder DNA und wirken als Phosphsteaase und Phosphatase. Die
aktivierte ERK transloziert in den Nukleus und pbiosryliert verschiedene
Transkriptionsfaktoren, z.B. c-Fos, EIlk-1, c-Jung ddie Genexpression regulieren
kénnen®® ERK phosphoryliert auch viele andere Proteine, &%lin D1 und p21, die am
Zellzyklus beteiligt sind. Des Weiteren kann ERKe dinhibitor«B-Kinase (IKK)
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phosphorylieren und aktivieren. IKK phosphorylidriterseits den NkB-Inhibitor kB,
was zu der Polyubiquitinierung und dem Abbau dé3 fuhrt. Dadurch kénnen NkB
Molekile in den Zellkern gelangen und ihre speeifen Funktionen als
Transkriptionsfaktor austibéfDie Raf/MEK/ERK-Kaskade und Raf selbst kénnen Hurc
die Phosphorylierung verschiedener Molekiile, z.REB, Bad, Kaspase-9 die Zellen vor
Apoptose schitztelt: °* Dadurch hat die Raf/MEK/ERK-Kaskade diverse zelfsfische
Wirkungen auf das Zellwachstum, die Zelldifferemarey und -proliferation, den Schutz
vor Apoptose und den Zellzykl§&.8% %

6.2 p38-MAPK Signaltransduktionsweg

Die p38-MAP Kinase hat 4 Isoformen, namlich p3®APK?2a), p38 (SAPK2b), p38
(SAPK3, ERK®6) und p38B (SAPK4). p3& ist ein 38 kDa Protein. Die Stimulation mit
Lipopolysaccharid (LPS) fuhrt zur schnellen Phosplerung der p38. p38und p3®
werden ubiquitar exprimiert, wahrend p381 Muskel und p38 in Pankreas, Dinndarm
und Hoden sowie CD4T-Zellen gefunden wurde. Die p38-MAPKs werden turc
extrazellulare Stimuli aktiviert, z.B. durch UV-8hlung, Warmeshock, osmotischen
Stress, LPS, Wachstumsfaktoren (z.B. MCSF), pramfhatorische Zytokine (z.B. IL-1,
TNF-0) und einige Mitogene. Die Aktivierung der p38-Ksma erfolgt mittels dualer
Phosphorylierung am Sequenzmotiv Thr-Gly-Tyr (TG¥).® Als Reaktion auf
extrazellulare Stimuli I6sen verschiedene MAPKKKge die TAK1 (TGFB-aktivierte
Kinase 1), MLK3 Mixed-Lineage Kinase)3die p38-Kaskade aus. Einige MAPKKK wie
ASK1 (Apoptosis Signal-Regulating Kinase unnd MEKK4 kénnen sowohl die p38- als
auch die JNK-Kaskade aktivieréhMKK3 und MKK6 liegen direkt downstream solcher
Kinasen. Durch die Bindung an MEKK1 oder MLK1 kénn@&TP-bindende Proteine der
Rho-Familie, wie z.B. Rac1 und Cdc42, die Aktividgr MAPKKKs regulierer® %

Drei MAPKKs (MKKs) koénnen p38-MAPK an Threonin- undyrosin-Resten
phosphorylieren. MKK6 kann alle p38-Kinasen phosgheren, wahrend MKK3 nur
p38u/y/6 aktivieren kann. MKK4, ein JNK-Kinase, kann aucB8gs in spezifischen
Zelltypen aktiviere?” %" Unabhangig von der MAPKK kann p&8durch Auto-
phosphorylierung nach Interaktion mit TABl1 (TAKlndiendes Protein) aktiviert
werden?® Nach der Aktivierung transloziert p38 in den Nuldeund phosphoryliert
verschiedene Transkriptionsfaktoren, wie p53 una Mgw? In der p38-Kaskade werden
verschiedene Proteinkinasen aktiviert, um die Gpression zu kontrollieren, z.B. MK2/3
(MAPK-aktivierte Proteinkinase 2 und 3) und MNKI1(®APK-interacting Kinase 1)2
MK2/3 sind im posttranskriptionale Modifikation d&enexpression beteiligt; zusatzlich
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phosphoryliert und aktiviert MK2 daldeat Shock Proteirfz.B. Hsp27)" % MNK1/2
kénnen die Proteinsynthese durch die Phosphorylgerdes eukaryotischen Initiations-
faktors 4E (elFa4E) regulieréf: Sowohl bei der p38- als auch bei der ERK-Kaskade
werden die MSK1/2 , cPLAund p90RSK aktiviert, was zur schnellen Aktivieguder
Transkriptionsfaktoren wie z.B. CREB und ATF-1 fiffir 1% Auch viele zytosolische
Proteine, z.B. cPLA Cyclin D1, Bcl-2-Familie-Protein und WachstumdtakRezeptoren,
sind Substrate fir p88® 1%

Der p38-MAPK Signaltransduktionsweg spielt einef@gdRolle bei der Regulation von
Zelliberleben, Zellapoptose, ZelldifferenzierungelizZyklus und Zellentwicklung sowie
bei der inflammatorischen Reaktion. Innerhalb d8B-MAPK Familie ist p38, ein
Suppressor der Zellproliferation, die am besterorechte Kinase. p38inhibiert die
Zellproliferation unter physiologischen Bedingungendiversen Zelltypenn viva Eine
andere wichtige Funktion der p8&t die Forderung der Zelldifferenzierung. In demnge
spielt die Aktivierung von p38bei der Inhibition der Stamm- und Progenitorzelésme
wichtige Rolle. p38 erhoht aul’erdem die Zellapoptose und verstarkt den
Alterungsprozes¥* Jedoch ist die Rolle von p@®ei der Apoptose abhéngig von Zelltyp

und Stimuli®® 19

6.3 JNK/SAPK Signaltransduktionsweg

Die Proteinkinase, die an c-Jun-Kinase bindet uaglsosphoryliert, wird in Humanzellen
als JNK €-Jun-N-Termianl Kinagebezeichnet, wahrend sie in Zellen der Ratte Sires
aktivierte-Proteinkinase (SAPK) genannt wifd. Die JNK-Familie besteht aus 3
Isoformen, namlich JINK1, JNK2 und JNK3. JNK1 undK2\die in Humanzellen als 46
und 55 kDa Kinase identifiziert wurden, werden uiti@yr in verschiedenen Geweben
exprimiert. JINK3 wird tiberwiegend im Nervensystexpremiert!®® 1°” Die INK/SAPK-
Kaskade wird durch UV-Strahlung, inflammatorischeytakine (z.B. IL-1),
Wachstumsfaktoren (EGF, NGF), Proteinsyntheseitdmn, oxidativen Stress und
Stimulation des T-Zellen-Rezeptor aktiviétf: 1%

Die Aktivierung der JNK-Kinase wird durch zwei Gefgine, Cdc42 und Rac, vermittelt.
Aktivierte cdc42 und Rac binden an die Serin/Thiedtroteinkinase PAK1 und die
folgende Aktivierung von PAK1 vermittelt die Aktetung von MEKK1, einer
MAPKKK.® 19 Cdc42 und Rac vermitteln aulRerdem die Aktivieruran anderen
MAPKKKs (MLK) durch verschiedene Rezeptoren wie .zZIBNF und Fag® MAPKKKs
phosphorylieren und aktivieren MAPKKs (MKK4 und MR an Set*® und Sef®® Es
gibt viele MAPKKKs in der JNK/SAPK-Kaskade, wie MISKASK1, TAK1 und MEKK4,
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die auch die p38-MAPK-Kaskade aktivieren konfien?” MEKK1 ist die einzige
MAPKKK, die nur MKK4 stimuliert und selten Wirkurauf die p38-MAPK hat® 110

Aktivierte MKK4/7 kdnnen JNK1/2 durch Phosphorylieg von Threonin- und Tyrosin-
Resten (am TPY-Motiv) aktivierefi. Aktivierte JNK1/2 bindet an die N-Terminalregion
der c-Jun Kinase und phosphoryliert die c-Jun am®*Send Sef® % Diese
Phosphorylierung, besonders an‘%ererstarkt die Fahigkeit der c-Jun, die Transkoipt
zu aktivieren-* Zusatzlich zur c-Jun kann JNK/SAPK weitere Traiptlonsfaktoren, z.B.
p53 und Myc, sowie andere Molekiile, z.B. Bcl-2 wBul-xL phosphoryliereff" 1" Die
Stress-aktivierte JNK fuhrt zur Induktion der APActivator Protein-) - abhangigen
Zielgene und ist an verschiedenen zellularen Pseres wie Zellproliferation,
Zelliberleben, Zellapoptose, Zelldifferenzierung,ell@digration, Zelltransformation,
Inflammation und DNA-Reparatur beteiligt. Neben dpB8 MAPK-Weg spielt auch der
JNK-Signalweg eine entscheidende Rolle bei der #xdistder Zellapoptosé!? 113

7. Mausmodelle in der Atheroskleroseforschung

Experimentelle Untersuchungen Uber die Effekte Rieterminanten, die die Entwicklung
und den Fortschritt der Atherosklerose beeinflussgerden meist an Mausmodellen
durchgefuhrt, wobei sich besonders die ApoE und H2LR Knock-Out (KO)
Mausmodelle eignen. Durch die Kreuzung der Apofider LDLR" Mé&usen mit dem
jeweils interessierenden Mausstamm kann man eingpp&-Knock-Out (DKO) oder
transgenen Mausstamm fir ein bestimmtes Gen geaeriolche Mausstamme sind die
Basis der heute gangigen Mausmodelle in Bereicitheeroskleroseforschung.

7.1 ApoE Knock-Out Mausmodell

ApoE ist ein amphipathisches Glykoprotein, das eirfechlisselrolle im
Lipoproteinstransport spielt (s. Kap. 1.2.1). IrpdE-defizienten Mause erreicht der
Plasmacholesterinspiegel das 4-5-fache desjeniganWildtyp-Mausen, es entwickeln
sich spontan atherosklerotische Lasionen, auch wbkanMausen mit einer normalen
Haltungsdiat gefittert werden. Die Lasionen in ApBE Mausen ahneln humanen
atherosklerotischen Lasionen und entwickeln siaineiaem initialen fatty streak”bis hin
zu einer gomplicated lesion” Die Entwicklung der Lasion kann durch eine fettid
cholesterinreiche Diat beschleunigt werdgh.
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7.2 GPx-1 defizientes Mausmodell

Fur verschiedene Glutathionperoxidasen existieggrits KO Mausstamme (GPx-1, GPx-
2 sowie GPx-4), anhand derer die Funktion der Gihen untersucht werden kann. Die
GPx-1 defiziente Maus bietet ein Modell fur die ehisuchung bezuglich der Rolle von
GPx-1 in der zellularen antioxidativen Abwehr. Diemozygote GPx-1 KO (GP} Maus
ist phanotypisch unauffallig. Das Gewebe dieser Maeigt weder eine verringerte Rate
im Umsatz der extrazellularen,® noch eine erhéhte Menge an Proteincarbonylgruppen
oder eine verstarkte Lipidperoxidation in Vergleictur Wild-Typ Maus*® In
funktionellen Untersuchungen zeigten sich allerdirgutliche Unterschiede zwischen
dem GPx-1-defizienten Mausstamm und dem Wild-TgpGPx-1 KO Mausen wurde eine
deutlich verstarkte diastolische Dysfunktion naclschBmie und Reperfusion
nachgewieseft® Heterozygote GPx-1 Defizienz (GPX-L filhrt zur endothelialen
Dysfunktion und signifikanten funktionellen sowietrukturellen kardiovaskularen
Abnormitatent'” Eine Assoziation scheint es auch zwischen der GPefizienz und der
Hyperhomocysteinamie zu geben. Damit zusammenhdngennte auch in der GPx-1
defizienten Maus gezeigt werden, dass eine zushzinilde Hyperhomocysteinamie den
Zustand der endothelialen Dysfunktion verstétt.

In Vorstudien konnten wir zeigen, dass ApoElause mit einem Mangel an GPx-1 eine
beschleunigte Atheroskleroseentwicklung mit erholzellularitat (Makrophagen und
SMCs) sowie vermindertem Kollagen in der L&sion wai$en. Erhohte ROS-
Konzentration wurde ebenso in diesen GP¥ioE” (GPx-1 DKO) Mause detektieft?
Ein &hnlich proatherogener Effekt der GPx-1 Defizievurde auch in diabetischen ApOE
Mausen mit erhohter Expression an NADPH-OxidasexBNBowie proinflammtorischen
und profibrotische Molekiilen (VCAM-1, VEGF) nachgesen'*

7.3 SOD2 defizientes Mausmodell

MnSOD (SOD2) dient als die priméare Abwehr gegenoafibndriales Superoxid. Die
dilatative Kardiomyopathie wurde in SOD2-defiziantt&ausen nachgewiesen. SOD2-
Defizienz fuhrte zu erh6hter Suszeptibilitdt gedssrioxidatvem mitochondrialen Schaden
in Neuronen des zentralen Nervensystems, Kardiogtgnzund metabolisch aktiven
Geweben nach postnataler Sauerstoffexposifiotuntersuchungen des Einfluss der
SOD2 auf die Atherosklerose an verschiedenen Madsliem zeigen widersprichliche
Ergebnissé®?*?* Da SODZ" Tiere innerhalb von 21 Tagen nach der Geburt este
wurden SODZ" Tiere fiir unsere Untersuchungen verwendet.
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8. Fragestellung

In dieser Arbeit haben wir ein GPx-1 defizientes ustaodell verwendet, um die
Mechanismen der atheroprotektive Funktion von GPaulklaren. Alle Untersuchungen
basieren auf einem Vergleich zwischen den proatfeeren GPx-fApoE” (DKO)
Mausen und ApoE Kontrollmédusen, sowie zwischen GPX-{KO) Mausen und dem
Wildtyp C57/BL6. Dazu wurden folgende Fragestejiem angegangen:

1) Die Lokalisierung der GPx-Isoform in der Gefal3wamittels in situ-Hybridisierung
2) Wirkung der GPx-1 auf die Schaumzellbildung unduté&te Lipoproteinaufnahme

3) Beeinflussung der Proliferation von Makrophagerctuwrerschiedene Stimuli unter
Einfluss von GPx-1

4) Analyse der einer unterschiedlichen Proliferatiagrende liegenden
Signaltransduktionsmechanismen

5) Der Effekt von GPx-1 auf die zellularen Signaltrdugionswege (z.B. MAPK)

6) Einfluss der GPx-1 auf die Genexpression verschiedpro und antiatherogenen
Faktoren (z.B. MCSF) als Antwort auf unterschiga#iStimuli (z.B. OxLDL)
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[I. Materialien

1. Gerate

1.1 Mikroskope

Steromikroskop Leica MZ 6 mit Kamera Hitachi HV-C@a. Leica, Wetzlar)
Mikroskop Leica DM 2000 mit Kamera Leica DFC 28@(Eeica, Wetzlar)
Fluoreszenzmikroskop Leica DM IL (Fa. Leica, Wetkla

1.2 Zentrifugen

Eppendorf Centrifuge 5415R (Fa. Eppendorf, Hamburg)

Hettich Zentrifuge 22 R (Fa. Hettich, Tuttlingen)

Heraeus Varifuge 3.0R (Fa. Kendro, Burladingen)

XL-90 Ultrazentrifuge mit Type 70 Ti Roter (Fa. B@cann, Krefeld)
Mini Centrifuge MCF-2360 (Fa. LMS, Tokyo, Japan)

1.3 Zellkultur

CO,-begasbarer Brutschrank: Modell Heraeus Hera c&ll 1(Fa. Thermo Scientific,
Langenselbold)

Werkbank: Hera Safe (Fa. Thermo Scientific, Langéodd)

1.4 Western Blot

Netzgerat: Power Pac Basic Power Supply (Fa. BipRaccules, USA)

Gelkammer: Mini Protean System Comb (Fa. BioRadctiles, USA)
Gelelektrophorese: Mini-Protean Tetra Cell (Fa.R&d, Hercules, USA)

Blot: Mini Trans-Blot Electrophoretic Transfer Céffa. BioRad, Hercules, USA)
Scanner: CanoScan 5600F (Fa. Canon, Krefeld)

1.5 PCR und Gelelektrophorese

Geldokumentationssystem: Gel Doc XR (Fa. BioRa&f&ld)
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Gelkammer: Mini Sub Cell GT (Fa. BioRad, Krefeld)

NanoDrop Spectrofotometer ND-1000 (Fa. NanoDrophfetogies, Wilmington, USA)
Netzgerat: Power Pac 300 (Fa. BioRad, Krefeld)

Thermo-Cycler: GeneAnfhPCR System 9700 (Fa. Perkin Elmer LAS, Rodgausligjen)
Real time-PCR: LightCycler 2.0 (Fa. Roche, Mannheim

1.6 in-situ Hybridisierung

Einbettautomat TP 1020 (Fa. Leica Microsystems CW8tzlar)

Entwicklungsmaschine fur Rontgenfilme FPM 3800 Aa.(Fujifilm Photofilm Europe,
Dusseldorf)

Handmonitor LB 122 (Fa. Berthold Technologies, Wddh)

Hybridisierungsofen HB-1000 Hybridizer (Fa. UVP,lapd, CA)

Mikrotom RM 2255 (Fa. Leica Microsystems CMS, Watz|

Schuttelinkubator: Inkubator 1000 / Unimax 1010. (Haidolph Instrument, Schwabach)
Szintillationszahler: Triathler TM Multilabel Testéa. Hidex, Turku, Finnland)

1.7 Sonstiges

Autoklav WEBECO EA (Fa. Webeco, Selmsdorf)

Beheizbarer Magnetruhrer: Heidolph MZ Hei-Stand&a Heidolph, Schwabach)
Dispergiergerate: Ultraturrax® Tube Drive Workstat(Fa. IKA Werke, Staufen)
Lumino- und Fluroszenzmeter: Fluoroskan Ascent (Heermo Labsystems, Waltham,
MA)

Magnetriihrstabchen Set Il (Fa. Roth, Karlsruhe)

Mikroplatten-Reader Sunrise™ (Fa. Tecan, Crailsheim

Mikroplatten-Photometer: Multiskan Ascent (Fa. TherLabsystem, Waltham, MA)
Mikrowelle SHARP Typ (Fa. Sharp)

pH Meter: pH211 Microprocessor (Fa. Hanna instrusienKehl/Rhein); pH-
Einstabmesskette senTix 81 (Fa. WTW Weilheim)

Photometer: WPA 2100 Diode array Spectrophotomd@&@wave (Fa. Biochrom,
Cambridge, UK)

Pipetten Eppendorf Research (Fa. Eppendorf, Hamburg

Rotationsmischer test-tube-rotator (Fa. Snijdersr&ific BV, Tilburg, NL)

Rotlichtlampe (Fa. Roth, Karlsruhe)

Schittler: Heidolph Polymax 1040, Rotamax 120 Heidolph, Schwabach)
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Ultraschall-Homogenisator: Sonopuls HD 2070 (Fandgdin electeconic, Berlin)
Vortex Genie 2 (Fa. Scientific Industries, NY, USA)

Waage: Sartorius MC1 Analystic AC120S (Fa. AS-Wélgiek, Garching)
Waage: MC1 Laboratory LC6200 (Fa. AS-Wéagtechnik;cBimg)

Warmerblock: HLC HTML-133 (Fa. HLC, Bovenden)

Wasserbad Julabo SW23 (Fa. Julabo, Seelbach)

2. Verbrauchsmaterialen

2.1 Plastikwaren

96-well Nunc Maxi Sorp Immunoplatten (Fa. Thermedhier, Denmark)

96-well Nunc steril Nunclon Surface MicroWell Plat@-a. Thermo Fischer, Denmark)
96-well pureGrade Mikrotiterplatten mit F-Bodenha@rz (Fa. Brand, Wertheim)
96-well CellGrade Premium Mikrotiterplatten, weieeril (Fa. Brand, Wertheim)
Mikrotiterplatte 96 Well (Fa. Beckman Coulter, Katf)

Nunc Lab-Tek Chamber Slide Objekttrager mit PermaBSbde (Fa. Nalge Nunc, NY,
USA)

Nunc Nunclon Surface Zellkulturschalen 60 x 15 nia. (Thermo Fischer, Denmark)
Nunc Nunclon Surface Zellkulturschale 92 x 17 mm. (Fhermo Fischer, Denmark)
PCR-Reaktionsgefal3e 0,2 ml (Fa. Brand, Wertheim)

Omnifix 100 Solo U-100 Insulin Luer 1 ml (Fa. B.&m Melsungen, Melsungen)
Petrischalen (Fa. Greiner Bio-one, Frickenhausen)

Pipettenspitzen (Fa. Starlab, Ahrendsburg / Fast&adir, NUmbrecht)

PP Zentrifugenrohrchen 15 ml und 50 ml (Fa. VWRyridstadt)

ReaktionsgefalRe 1,5 ml (Fa. Eppendorf, Hamburg Stalab, Ahrendsburg)
Schraubdeckeldosen 100 ml (Fa. Roth, Karlsruhe)

Serologische Pipetten 5 ml, 10 ml, 25 ml (Fa. Geebio-one, Frickenhausen)
Spritzen, Luer Lock 10 ml (Fa. Becton Dickinsonjddédberg)

Sterilfilter Millex GP, 0,22 um Porendurchmesseat.(Millipore, Schwalbach)
UV-Kivette mikro 2,5 ml (Fa. Brand, Wertheim)

Venenverweilkanile Braunule (Fa. B. Braun Melsundéelsungen)

Zellschaber 25 cm (Fa. Greiner Bio-one, Frickenaajs

Zentrifugationssaulen CentriSep (Fa. Princeton fjoa, Adelphia, NJ, USA)
Zentrifugengefalle (Sarstedt AG & Co., Nimbrecht)
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2.2 Materialien fur in-situ Hybridisierung

Autoradiographiefiilm Kodak BOMAX MR (Fa. Eastman ¢k, Rochester, NY, USA)
Chirurgisches Nahtmaterial (Fa. Resorba, Nirnberg)

Deckglaser #1, 24 x 55 mm (Fa. Gerhard Menzel, iszeloweig)

Einmalskalpell #23 (Fa. Aesculap, Tuttlingen)

Hybridisierungsdeckglaser Hybri-Slip 22 x 22 mm.(Bagyma-Aldrich Chemie, Steinheim)
Jet-Biopsie-Einbettkassette (Fa. Leica Microsystevussloch)

Trocknungsmittel MiniPax (Fa. Multisorb Technologi®uffalo, USA)

Objekttrager Superfrost Plus (Fa. Gerhard MenzeluBschweig)

Parafilm (Fa. Pechiney Plastic Packaging, Chicdgd)S)

2.3 Materialien fur Western Blot

Filter Paper (Trans-Blot) 15 x 20 cm (Fa. Biora@rtules, USA)
Blotmembran: Hybond ECL 30 cm x 3 m (Fa. Amershaos@&ences, Freiburg)
Hyperfilm ECL 18 x 24 cm (Fa. GE Healthcare, Bugkiamshire, UK)

3. Chemikalien

Sofern nicht anders angegeben, stammten die veetamdhemikalien von den Firmen
Sigma-Aldrich (Deisenhofen), Carl Roth (Karlsruh&raun (Melsungen), Invitrogen
(Karlsruhe), Merk (Darmstadt), Biorad (Krefeld) udgpplichem (Darmstadt). Weitere
verwendete Chemikalien werden an gegebener Stelleet aufgefuhrtAlle Chemikalien
hatten mindestens den Reinheitsgrad ,zur Analys€éS‘Aoder, wenn erhdltlich, den
Reinheitsgrad ,fur die Molekularbiologie®.

Der Begriff ,H,O" wird fur Wasser verwendet, das uber eine MillPQus Filteranlage
(Millipore) gereinigt wurde. Als aqua dest wird iRolgenden bidestilliertes Wasser der
Firma B. Braun Melsungen AG (Melsungen) bezeichnet.

Als ,autokalviert® bezeichnete Losungen und Mateia wurden fir 20 Minuten bei
121°C und 1 bar Uberdruck autoklavieAls ,steril filtriert* bezeichnete Ldsungen
wurden durch einen 0,22 pm Filter (Millex-GS, Mldire) filtriert.
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3.1 Puffer und Lésung

Alle Rezepte fur Puffer und Lésung sind in Tab@lle gezeigt.

Tabelle 2.1Puffer und Lésung

40% Acrylamid / Bisacrylamid

Acrylamid / Bisacrylamid
37,5:1 (2.6 %c)

Blockierldsung

5 % Magermilchpulver
in TBST L6sung

Coomassie-Lésung

0,05 % Brilliand Blau (G250)
25 % Isopropanol
10 % Essigsaure

denaturierender Lysepuffer
(Western Blot)

50 mM Tris-HCI

5 mM EDTA

1% SDS

aqua dest auf 100 ml aufgefllt
pH 7,4

steril filtriert

Dialyse-Puffer

150 mM NacCl

5 mM Tris-Base
2,7 mM EDTA
pH7,3-7,4

Entwickler (ISH)

400 ml dH20 (50°C)
81 g D-19 Kodak Developer
507 ml H20 (RT)

Entwickler (Western Blot)

100 ml Kodak GBX Developer

900 ml H20
EDTA - Stocklésung 0,5M
Ethidiumbromid - Stamml6sung 500 pg/mi

Fixier-Losung (ISH)

100 ml Kodak Rapid Fixer-Lésung A
11 ml Kodak Rapid Fixer-Lésung B
290 ml dH20

Fixier-Losung (Western Blot)

100 ml Kodak GBX Fixer
900 ml H20
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10 x Gelladepuffer (DNA)

10 % Glycerin (v/v)
0,4 % Bromphenolblau (w/v)
ad 50 ml dH20

56 pl 40% deionisiertes Glyoxal
8 ul Natriumphosphat-Stammldsung

Glyoxalmix 200 1l DMSO
8 ul 10% SDS
19,2 g KBr
0,
KBr Losung 2 ml 5% EDTA

H20 auf 100 ml aufgefiillt
pH 7,0

Ladepuffer (RNA)

1% Bromphenolblau
30% Glycerin (v/v)

Laufpuffer (Western Blot)

192 mM Glycin
25 mM Tris-Base
0.1 % SDS

Light KBr Lésung

9 g KBr

20 ml 5 % EDTA
H20 auf 1 L aufgefiillt
pH 7,0

Medium Stripping Puffer

200 mM Glycine

0,1 % SDS

1% Tween 20

H20 auf 500 ml aufgefiillt
pH 2,2

3 M Natriumacetat-Lésung (NaAc)

3 M NaAc
pH 5,2
steril filtriert

0,5 M Natriumphosphat-Stammlésung

0,5 M NaHPO,
0,5 M NaHPO,

0,5% Oil red O — Stammldsung (ORO)

0,59 Oilred O
100 ml Isopropanol
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Qil red O - Gebrauchslésung

3 ml ORO - Stammldsung

2 ml dH,0O

mischen und 2 Tage stehen lassen
filtrieren, ca. 1 Woche haltbar

4% Paraformaldehyd-L6sung (PFA)

500 ml 10 x PBS

4 L dH20
Paraformaldehyd 4% (w/v)
H20 5 L aufgefillt

pH 7,2

10 x PBS

1,37 M NaCl

27 mM KCI

43 mM Na2HPO4

14 mM KH2PO4

H20 auf 1 L aufgefiillt

4 x Probenpuffer (Western Blot)

12,5 ml Tris-HCI (pH 6.8)
10 ml Glycerol

2 gSDs

1,5gDTT

0,5 mg Bromphenolblau

H20 auf 50 ml aufgefllt

RNase A-LOsung

10 ml 5 x RNase-Digestion-Puffer
40 ml dH20
50 pl RNase A (450 U / ml)

50x TAE
(Tris-Acid -EDTA)

242 g Tris-Base

57,1 ml Eisessig

7,2 g Na-Ethylendiamintetraessigsaure
ad 1L dHO

pH 8,5
13 mM Tris
TBS 150 mM NacCl
H,0 auf 1 L aufgefillt
0,
TBST 0,1 % Tween 20

in TBS Losung

Transferpuffer (Western Blot)

25 mM Tris
192 mM Glycin
20% MeOH
0,1 % SDS
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3.2 Medien und Sonstiges

Die Bakterienmedien werden nach der Zubereitungkdaniert. Zur Herstellung der
Agarplatten wird der LB-Agar auf 60°C heruntergekilimd Petrischalen (Durchmesser 85
mm) etwa zur Halfte mit diesem beflllt. Die Subgtm fir das LB-Medium werden in
H,O geldst und steril filtriert. 200 pl - Aliquots weken bei -20°C eingelagert.

Tabelle 2.2Verwendete Medien und Zusétze

Medien

20 g Agar-Agar

LB-Agar ad 1 L LB-Medium
20 g LB-Broth
LB-Medium H,0 auf 1 L aufgefillt

pH 7,0

Dulbecco’'s MEM (Fa. Biochrom, Berlin)
10 % FCS Gold (Fa. PAA, Pasching)

1 % Penicillin/Streptomycin

2 mM L-Glutamin

Zellkulturmedium
(fur Peritonealmakrophagen)

Medienzusatze

100 mg/ml Ampicillin-Stammlésung
Ampicillin in H,O
(Arbeitskonzentration: 100 pg/ml)

20 mM IPTG
in H,O
(Arbeitskonzentration: 0,2 mM)

IPTG
(Isopropyl-3-D-Thio-Galactopyranosid)

100 mg/ml Kanamycin-Stammlésung

Kanamycin in H,O
(Arbeitskonzentration: 100 pg/ml)
X-Gal 40 mg/ml X-Gal in DMF

(5-Brom-4-Clor-3-Indolylg-D-Galactosid)

(Arbeitskonzentration: 65 pg/ml)
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Tabelle 2.3Verwendete Medikamente und Sonstiges

Accutase

Accutase (Fa. PAA, Pasching)
in Dulbecco’s PBS mit 0.5 mM EDTA
aliquotiert, -20°C

Cholesterol Esterase

2 mg/ml Stocklésung (Fa. Roche)

1 M CuSQ Stammlésung in 5O

CuSO, frisch hergestellt
(Endkonzentration: 25 uM)
MCSE 10 pug MCSF (Fa. Biozol, Eching)

(Recombinant murine Macrophage-Colony
Stimulating Factor)

100 ul aqua dest
(Endkonzentraion: 100 ng/ul)
aliquotiert, -20°C

PD98059
(MEK Inhibitor)

5 mg PD98059

748 ul DMSO
(Endkonzentration: 25 mM)
vor Licht schitzen
aliquotiert, -20°C

Protease Inhibitor Cocktail

Stocklésung 5 ml
in 100 pl aliquotiert, -20°C

SB203580
(p38 Inhibitor)

1 mg PD98059

530 ul DMSO
(Endkonzentration: 5 mM)
vor Licht schiitzen
aliquotiert, -20°C

3 % Thioglycolat

1 g Thioglycolate Broth
33 ml 0,9 % NacCl

steril filtriert

4 Wochen haltbar bei 4°C

Trypsin

Trypsin (Fa. Serva) in 40
(Endkonzentration: 1 mg/ml)
steril filtriert

Trypsininhibitor

Trypsininhibitor in PBS
(Endkonzentration: 1 mg/ml)
steril filtriert

u0126
(MEKZ1 Inhibitor)

1 mg U0126 in 496 pul DMSO
(Endkonzentration: 5 mM)
vor Licht schitzen
aliquotiert, -20°C
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3.3 Kits

BrdU Cell Proliferation ELISA Kit, chemoluminesceffita. Roche Diagnostics, Mannheim)
Caspase-Gfd3/7 Assay (Fa. Promega Corporation, Madision, USA)

Chol Reagenz (Fa. Abott Laboratories, Wiesbaden)

CHOL CHOD-PAP (Fa. Roche Diagnostics, Mannheim)

Calbiochem Cholesterol/Cholesteryl Ester Quantitation Kit (Filerke Chemicals,
Darmstadt)

DC Protein Assay Kit Il (Fa. Biorad, Hercules, USA)

DNA-free™ Kit (Ambion, Fa. Applied Biosystems, Austin, USA)

ECL-Plus Western Blot Detection Kit (Amersham, 6&&, Buckinghamshire, UK)
LightCycler FastStart DNA Master SYBR Green | Kia( Roche Diagnostics, Mannheim)
LSAB® + Kit, HRP (Fa. Universal Dako Cytomation, CarpitagCA)

Genecleafi II-Kit (Fa. Qbiogene, Solon, OH, USA)

MAXIscript In vitro Transcription (Ambion, Fa. Apigd Biosystems, Austin, USA)
mRNAlocator in situ Hybridization Kit (Ambion, FApplied Biosystems, Austin, USA)
Oligo dT-Primer (Fa. Invitrogen, Karlsruhe)

Plasmid Mini Kit (Fa. Qiagen, Hilden)

RNase-Free DNase Set (Fa. Qiagen, Hilden)

RNeasy Maxi Kit (Fa. Qiagen, Hilden)

RNeasy Mini Kit (Fa. Qiagen, Hilden)

Superscript Il Reverse Transkriptase Kit (Fa. frogen, Karlsruhe)

TOPO TA Cloning Kit (Fa. Invitrogen, Karlsruhe)

3.4 Antikorper

3.4.1 Primare Antikorper

monoklonaler Ratte anti-Maus F4/80 IgG (Fa. Addsrford)

Anti-CD3 Antibody (R&D System, Minneapolis, USA)

Anti-Actin Antibody (Fa. Sigma, St. Louis, USA)

Alle anderen primaren Antikérper wurden von demfarCell Signaling (New England
Biolabs, Frankfurt) synthetisiert. (s.Tab.2.4)
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Tabelle 2.4verwendete priméare Antikdrper der Firma Cell Slgma(F: Durchflusszytometrie, W: Western-
Blot, IHC-P: Immunhistochemie-Paraffin, IP: Immuépipitation, IF: Immunfluoreszenz, IC:
Immunzytochemie)

Antikérper Anwendung Molekdllgewicht Quelle
(kDa)

B-Actin W, IHC-P 45 Rabbit
cPLA2 W, IP 95 Rabbit
MEK1/2 W, IP 45 Rabbit
p38 MAPK W, IHC-P, IF-IC, F 43 Rabbit
p44/42 MAPK W, IHC-P, IF-IC, F 42, 44 Rabbit
RSK1/RSK2/RSK3 W 90 Rabbit
SAPK/INK W 46, 54 Rabbit
Phospho-cPLA2 (Ser505) W, IP 95 Rabbit
Phospho-MEK1/2 (Ser217/221) W, IP 45 Rabbit
Phospho-p38 MAPK (Thr180/Tyr182) W, IP, IF-IC, F 43 Rabbit
Phospho-p44/42 MAPK (Thr202/Tyr204) W, IP, IF-IC, F 42,44 Rabbit
Phospho-p90RSK (Thr573) W, IF-IC 90 Rabbit
Phospho-SAPK/JNK (Trh183/Tyr185) W, IP, IHC-P 46,54 Rabbit

3.4.2 Sekundare Antikorper

Goat Anti-Rabbit IgG-POD, F(ak’}ragment (Fa. Sigma, St. Louis, USA)
Goat Anti-Rabbit IgG Antikodrper (Fa. Invitrogen, Ksruhe)

3.5 Oligonukleotide

Die Oligonukleotidsequenzen werden mittels der P®%ay Design-Software 1.0.6 (Fa.
Biotage AB, Uppsala, Schweden) erstellt. Die Anidifionsprimer fur die in situ-
Hybridisierung wurden von der Firma Metabion intdgfonal (Martinsried) bezogen. Alle
anderen Primer wurden von der Firma Invitrogen [@¢ahe) synthetisiert.

Die lyophilisierten Oligonukleotide wurden in aquest so geldst, dass jeweils eine
Ausgangskonzentration von 10 pmol/L erreicht wuke#. den Ansatz werden die Primer
mit aqua dest zu 1pmol/L verdinnt.
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Tabelle 2.5Sequenzen der verwendeten Oligonukleotide

Primer Sequenz Bp
Amplifikationsprimer (Real-time PCR)
CSF1 forward 5 -ATCCTCTGACCCCCAGATCC-3 02
CSF1 reverse 5 —GGC TCC TCC ACT TCC ACT TGT AG'— 23
18s rRNA forward 5 — GAT ACC GCA GCT AGG AAT AAT G 3 22
18s rRNA reverse 5 -GCG CAATACGAATGCC-3 16
Sequenzierprimer
T7 promotor 5-TAATAC GACTCACTATAG GG - 3 20
T7 terminator 5 -GCT AGT TATTGC TCAGCG G -3’ 91
Amplifikationsprimer (ISH)
GPx-1 1 forward 5 - AGT ATG TGT GCT GCT CGG CTCGB’ 22
GPx-1 2 reverse 5'- CCA GTA ATC ACC AAG CCA ATG@ 22
GPx-1 3 forward 5-TGCTGCTCATTG AGAATGTC:3 20
GPx-1 4 reverse 5 - AGT GAAACC ACCTTT CAT TAG X’ 22
GPx-2 1 forward 5 - GGG GAG AAG ATAGAC TTC AAT AG -3’ 24
GPx-2 2 reverse 5 - TAT TGG ACT CTA AAG CAG ACT G&’ 23
GPx-2 3 forward 5 -CGTTCT ACGATCTCAGTGCC*=-3 20
GPx-2 4 reverse 5 - ACA ACT TCT CAG ACA TCT CC@- 21
GPx-3 1 forward 5 -TCG ATG GGG AGG AAT ACATT -3 20
GPx-3 2 reverse 5-TTGGGCTCATTT GGAACAG -3 19
GPx-3 3 forward 5-TTC CTG AAG AACTCCTGCCC:3 20
GPx-3 4 reverse 5 - TCC TTC ATA GAG ACA CCA Cccc-@ 22
GPx-4 1 forward 5 - AAG CGG GGA CGC TGC AGA -3 91
GPx-4 2 reverse 5'- CCT TCC TCC GGC AGG GAT - 3 81
GPx-4 3 forward 5 - AGT ACT GCAACAGCT CCGAG:-3 20
GPx-4 4 reverse 5 -TGG TTT TCA GGC AGA CCT TC'- 3 20
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4. Bakterien und Vektoren
4.1 Bakterienstamme

— E. coliOne Shot TOP 10 Chemically Competent Cells (Fatrimyen, Karlsruhe)
— E. coli XL10-Gold Ultracompetent Cells (Fa. StratageneJbalia, CA, USA)

4.2 Vektoren

— PpCR 2.1-TOPO Vektor 4 kb (Fa. Invitrogen, Karlsruhe
LacZ a-Gen, multiple cloning site, Ampicillin- und Kanagigresistenz, T7-Promotor

5. Mausfutter (Fa. Ssniff/Soest)

Die Futterzusammensetzung entspricht in ihrem Ara@i Aminosauren, Vitaminen,
Mineralstoffen und Spurenelementen im Wesentlicden vom American Institute of
Nutrition publizierten Experimentaldiat. Der Nahrstoffgehalird in Bezug auf den
Futtermischungsgehalt als Prozent (%) dagestellt.

Haltungsdiat
ssniff® EF R/M

— Rohnahrstoffe [%0]
Trockensubstanz 96,2; Rohprotein (N x 6,25) 12,8hfBit 4,1; Rohfaser 5,0; Rohasche
2,9; N-freie Extraktstoffe 71,9; Starke 44,7; Zu@ee7

— Fettsauren [%)]
C 14:00,02; C 16:0 0,43; C 16:1 0,02; C 18:0 0198:1 1,06; C 18:2 2,12; C 18:3 0,26;
C 20:0 0,02

Western Type Diat
ssniff® EF R/M nach TD88137 modifiziert

— Rohnahrstoffe [%0]
Trockensubstanz 97,0; Rohprotein (N x 6,25) 1Rdhfett 21,2 Rohfaser 5,0; Rohasche
4,5; N-freie Extraktstoffe 49,3; Starke 14/&jcker 32,8

39



[l Materialien

— Fettsauren [%)]

C 4:00,80; C 6:0 0,53; C 8:0 0,29; C 10:0 0,6&2D 0,72; C 14:0 2,21; C 16:0 5,74; C
16:1 0,38; C 17:0 0,13; C 18:0 2,04; C 18:1 4,882 0,38; C 18:3 0,11; C 20:0 0,04; C
20:1 0,02

— Cholesterol [mg/kg] 2.071

6. Software

Leica IM50 Image Manager (Fa. Leica, Wetzlar)

Image Pro (Fa. Media Cybernetics, Silver SpringAUS

MP Navigator EX 2.0 (Fa. Canon, Krefeld)

Photoshop CS (Fa. Adobe, Minchen)

Quantity One 4.5 (Fa. Biorad, Hercules, USA)

Ascent Software 2.6 (Fa. Thermo Labsystems, Finland
PSQ Assay Design Software 1.0 (Fa. Biotage, UppSaladen)
LightCycler Software 4.05 (Fa. Roche Diagnosticgniheim)
SPSS Statistics 17.0 (SPSS, Fa. IBM, Chicago, USA)
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[1l. Methoden

1. Etablierung und Zucht der Mausstamme
1.1 Generierung des GPx-1 defizienten Mausstammes

Der GPx-1 defiziente Mausstamm wurde von Ye Sht'Hpur Verfiigung gestellt. Das
Konstrukt, das fir die Generierung des Mausstanvaegendet wurde, wird in Abbildung
3.1 gezeigt. Das Konstrukt beinhaltete eine NeomiRasistenzkassette, die in das Exon 2
des GPx-1 Gens inseriert wurde. Zusatzlich enthidr Vektor eine Herpes-
Thymidinkinase Sequenz am 3’ Ende fur die negafiekektion mittels Ganciclovir. Das
Konstrukt wurde in embryonale Stammzellen tranefiziund die Stammzellen, die durch
homologe Rekombination des Konstruktes mit dem GP&en erfolgreich das KO
Konstrukt inseriert hatten, wurden durch negatieee&ion mittels G418 und Ganciclovir
selektioniert. Die so erhaltenen Klone wurden duxtikroinjektion in C57BL/6 M&ause
inkorporiert. Aus dem heterozygoten GPx-1 KO Maaissh wurde durch weitere Zucht
ein homozygoter KO Mausstamm generiert.
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Abbildung 3.1 Genkonstrukt zur Generierung der GPx-1 defizieMens
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1.2 Generierung des SOD2 Mausstammes

In unserer Studie wurde zusatzlich ein SGDRlausmodell verwendet, dessen SOD2-
Defizienz nicht mit der Konzentration von,® einhergehtBei KO Mausstamm SOD2
(MnSOD) ersetzt ein humans HPRT Minigen, welchesemurder transkriptionellen
Regulation des PGK Promoters steht, die Exon 12 sthwie den Sequenzbereich ca. 500
bp 5 terminal von Exonl. Die ersetzte Region kddigr die Transkriptions- und
Translations-Startstelle, die mitochondriale Targgtequenz und eine der drei Histidine
die direkt an den Mangan Kofaktor binden. Der hetygote SODZ™ Stamm wurde
kommerziell beim The Jackson Laboratorybezogen (offizielle Stammbezeichung:
B6.129S7-Sod?!*YJ, Stock 2973). Der genetische Hintergrund ist&138J 12

1.3 Haltung der Mausstamme

Die verwendeten Mause wurden in der Zentralen \@histiereinrichtung (ZVTE) der
Johannes-Gutenberg-Universitat gemalR strengen SPR@ditkbnen und Standard-
Tierhaltungsbedingungen in einem 12 h Hell-Dunkgklds mit einer Anzahl von 4-5
Mausen pro Kéfig gehalten. Wasser und Futter wacdelibitumvorhanden.

C57BL/6J-ApoETJL Knockout Mause (ApoE), zuriickgekreuzt auf den C57BL/6J
Stamm fur 10 Generationen, wurden varackson Laboratory(Bar Harbor, USA)
erworben. Beide ApoE und GPx-1 Knockout-Mutantenmdeua erfolgreich durch Inzucht
vermehrt. Der GPx-1ApoE” Stamm wurde durch die Generierung eines F2 Hylmids
den ApoE" und GPx-I" Elternstdammen hergestellt. Der GPXAPoE" Stamm wurde
dann durch Inzucht vermehrt. Hetereozygotes SODZinnchen wurden mit C57BL/6J
Weibchen verpaart. Es ist eine Genotypisierung Machkommen erforderlich. Die
Genotypisierung der Mausstamme erfolgte jeweil$etsitPCR.

1.4 Genotypisierung der Mausstamme

1.4.1 DNA Isolation und PCR

Fur die Genotypisierung der Mausstamme wurde DNA ¥ollblut mittels des DNA
Isolation Kits (High pure PCR Template Prepara#at) Roche) isoliert. 3 ul der isolierten
genomischen DNA wurden anschliel3end fur die PCResetzt. Dazu wurde folgender
Ansatz gemacht (Tab. 3.2). Fur die PCR Laufe wuxdgachiedene Programme (Tab. 3.1)
gewabhilt.
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Die PCR-Laufe zur Identifizierung von Wildtyp (WTnd Knockout (KO) wurden fur die

beiden zu untersuchenden Genotypen (GPx-1 und Ajpells in einem Ansatz gemacht.

Dabei erhielt man fur GPx-1 WT Genotyp eine 294 ol fir den KO ein 509 bp
Fragment. Fur ApoE erhielt man fir den WT Genotiyp255 bp und fir den KO ein 245

bp Fragment.

Tabelle 3.1PCR Programm fir die GPx-1 und ApoE Genotypisigrun

Gen GPx-1 ApoE
Programm Temperatur Zeit Temperatur Zeit
Einmalige Danaturierung 95°C 60 sec 95°C 60 sec
Denaturierung 95°C 10 sec 95°C 10 sec
Annealing 60°C 5 sec 66 °C 5 sec
Amplifizierung 72°C 10 sec 72°C 10 sec
Zyklen 40 40

Tabelle 3.2Ansatzschema fur die PCR zur GPx-1 und ApoE Gelgignoing

GPx-1 Volumen
H,O 3l
MgCl, (1 mM) 2 ul
GPx FINN (10 pM) 2 ul
R3N (5 uM) 1l
RpgKN (5 uM) 1l
Hybrid 3ul
DNA 3ul
ApoE Volumen
H,O 4 ul
MgCl, (0,5 mM) 1l
DMSO 1l
OIMR 180 (10 pM) 4l
OIMR 181 (10 pM) 2 ul
OIMR 182 (10 pM) 2 ul
Hybrid 3l
DNA 3l
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1.4.2 Agarose-Gelelektrophorese

Das PCR-Produkt kann durch Agarose-Gelelektroplearatand seiner Grol3e identifiziert
werden. Die Ladnge des PCR-Produkts kann durch e#teegleich mit einer DNA-Leiter,
die DNA-Fragmente bekannter Grofl3e enthalt und lghralr Probe im Gel mitlauft,
bestimmt werden.

Agarose-Gelelektrophorese ist eine Methode, umNlikleinsdure-Strange (RNA oder
DNA) nach ihrer Gro3e zu trennen und um ihre GrdBech Vergleich mit Strangen
bekannter Grof3e zu bestimmen. Aufgrund ihres ZuBkersphat-Ruckgrats ist die RNA
oder DNA negativ geladen. Diese Tatsache macht msaih bei der DNA-
Gelelektrophorese zu Nutze. Die DNA-Molekile bewegeh im elektrischen Feld zur
Anode und werden in einer Agarosematrix nach iGnéif3e aufgetrennt.

Die Abtrennung erfolgt in horizontalen Agarosegeldie mit 0,03 pug Ethidiumbromid
(EtBr) pro ml Gel versetzt wurden. Ethidiumbromiderpoliert zwischen den Basenpaaren
des DNA-Doppelstranges. Auf diese Weise wird dasABMblekdl im UV-Licht
(Wellenlangéx = 254 nm) sichtbar.

Die Grofienzuordnung der einzelnen Banden ermogkeht zusatzlich aufgetragener
Marker. Die verwendeten Marker (DNA Molecular WeidWarker, Roche) bestehen aus
mit geeigneten Restriktionsenzymen verdauten Ptemiund Lambda DNA. Diese
Restriktionsfragmente besitzen eine Grél3e zwisdi®enond 21226 bp. Der Vergleich der
Laufweiten der Banden von Marker und Probe lasseiickéthisse auf das
Molekulargewicht der Fragmente zu.

Bei TBE (Tris-Borate-EDTA)-Gelen handelt es sich analytische, bei TAE (Tris-Acetat-
EDTA)-Gelen um praparative Gele. Wéahrend die Auftiigs sowie Spannungstoleranz bei
TBE-Gelen héher ist, enthalten TAE-Gele kein Bodais die DNA-Banden-Isolierung aus
dem Gel nach der Geneclean II-Methode unginstignthessen kann.

Die amplifizierte DNA und der Marker wurden auf €in% Agarosegel aufgetragen und
fiir ca. 60 min bei ca. 100 V (10 V/@nin TAE Laufpuffer in einer Gelkammer (Wide
Mini-sub Cell GT, Biorad) laufen gelassen. Das @aftde anschlie3end unter einem UV-
Transilluminator (Gel Doc XR, Biorad) abfotografiend ausgewertet.

— Herstellung eines 1 % Agarosegels:

1 g Agarose (Fa. Starlab, Ahrensburg) wurden inh0Q x TAE Puffer gelést und in der
Mikrowelle fir 3 min aufgekocht. Die Lésung wurdefaa. 50 °C abgekuhlt und 0,03
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pg/ml Ethidiumbromid (3 pl Stammldsung auf 100 mipzugefugt. Das Gel wurde in
einen Geltrager gegossen, ein Kamm fir die Auftesghen eingesetzt und polymerisierte
anschlielend aus.

1.5 Diaten

Fur jeden in vitro Versuch wurden jeweils 5 weibbcGPx-1 ApoE’™ Mause und ApoE
Kontrolltiere fir 5 Monate auf normaler Haltungddighalten.

AuRerdem wurden fiir die in-situ Hybridisierung jélwe3 weibliche GPx-1ApoE”
Méause und ApoE Kontrollmause im Alter von 8 Wochen fir 6 und 12otken auf
Western Typ Diat (WTD) gesetzt.

2. In-situ Hybridisierung

Die in-situ Hybridisierung (ISH) ist eine molekutewlogische Methode, um

Nukleinsduren, also RNA oder DNA, in Geweben, dmze Zellen oder auf Metaphase-
Chromosomen nachzuweisen. Dabei wird eine kinstlielgestellte Sonde aus einer
Nukleinsdure eingesetzt, die Uber Basenpaarungetieanachzuweisende Nukleinsaure
hybridisiert, also bindet. Die Bezeichnung ,in Sitwird verwendet, da der Nachweis
direkt in der jeweiligen Struktur durchgefiihrt wirdnd nicht etwa biochemisch im
Reagenzgefal3. Die ISH beruht auf der Paarung vanplamentaren Basen auf zwei
Nukleinséaure-Einzelstrangen. Einer der beiden §&akommt dabei von einer zuvor
hergestellten und markierten Sonde, der anderet ligg Préparat vor und soll

nachgewiesen werden.

Das RNA-RNA-Hybrid ist sehr stabil und sensitiv fiden Nachweis der mRNA-
Expression in Geweben bzw. Zellen, besonders fiingeexprimierte mRNA. In dieser
Arbeit wurde eine radioaktiv-markierte RNA-Sonde mRNA auf 5 um dicken Paraffin-
Gewebeschnitten von Aortenbogen, Aortensinus, Lebémndarm, Lunge und Niere
hybridisiert. Die radioaktive Sonde wurde mit defStRahler’*P markiert. Def°P hat eine
gute Auflésung und Strahlungsdichte.

Nach Entwicklung der mehrere Wochen an der Phottsomu (Hypercoat LM-1)
exponierten Schnitte wurde eine HE-Farbung durcligef Die histologischen Préparate
wurden unter dem Mikroskop (Leica DM 2000) betrathind abfotografiert. Bei erfolgter
Hybridisierung fallt durch die R-Strahlung d&%-Isotops elementares Silber aus der
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Photoemulsion aus. Dies ist als schwarze Kérnuriglan Schnitten sichtbar. Durch die
HE-Gegenfarbung kann man die Lokalisation des oimd damit des Hybrides sowie
der mRNA im Gewebe sehen.

2.1 Péaparation der Maus

Die Mause mit WTD wurden mittels G@etttet und anschie3end die Bauchhoéhle erdffnet.
Das Herz wurde zuerst mit Nitrolingual infus. Logwmnd danach mit 4 % PFA Ldésung
gespult. Zunachst wurden Leber, Dinndarm, Niere umthch der Eroffnung des
Brustraumes die Lunge entnommen. Das Herz wurdedenitAorta am Aortenbogen bis
zur iliakalen Bifurkation nach unten frei prapatieklle Gewebe wurden sofort nach der
Entnahme im einen 50 ml Falcon mit 4 % PFA Ubetfihd fur 12 h bei RT fixiert.

Nach der Fixierung wurden die drei Abgange der AdA. innominata, A. communis
sinistra, A. subclavia sinistjaam Herz freigelegt, die Aorta wurde entnommen and
Aortensinus vom Herz abgetrennt. AnschlieRend wutele Aortenbogen unterhalb des
Abganges der linke\. subcalviavon der Aorta abgetrennt und vom umgebenden Fett-
und Bindegewebe freiprapariert. Das Herz wurde ltygschnitten und der obere Teil mit
dem Aortensinus mit NaCl Losung vorsichtig gespily Gerinnsel zu entfernen. Der
freipraparierte Aortenbogen, Herzsinus und andezevgbe (ca. 5 mm dick) wurden in
einer Jet-Biopsie-Einbettkassette bis zum Einbetten% PFA gelagert.

2.2 Einbetten und Schneiden des Gewebes

Das Mausgewebe wurde mittels des EinbettautomafeaOR0 (Leica) entwassert und in
Paraffin eingebettet. Die Paraffinblocke wurden z&unshéarten 10 min bei 4°C inkubiert.
Von den Paraffinblécken wurden mittels des Mikroté&tivl 2255 (Leica) 5 pm dicke
Schnitte hergestellt, auf Superfrost Plus Objeggdrg Gerhard Menzel) aufgezogen und 2
h bei 50 °C fixiert. Die Schnitte wurden, wenn ricim Tag der Hybridisierung
geschnitten, vor der Hybridisierung 20 min bei’&0inkubiert.

2.3 Synthese der radiomarkierten RNA Probe
Die cDNA-Templates von verschiedenen Mausgewehekas. 111.10), namlich Leber fur
GPx-1, Dunndarm fur GPx-2, Lunge fur GPx-3 und @Pwurden im Thermo-Cycler

(GeneAmp PCR System 9700, Perkin) mit entsprechen&eogramm (Tabelle 3.4)
amplifiziert. Die Ansatze fur die PCR-Amplifikatiomurden wie folgt zusammenpipettiert
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(Tabelle 3.3) und zentrifugiert. Die Amplifikatigmsmer wurden von Metabion bezogen
(Tabelle 2.5). Bei der Polymerase handelt es siohdie TagPolymerase (5 U/ul) der
Firmen Qiagen.

Tabelle 3.3PCR Ansatzschema fir GPx-1, GPx-2, GPx-3, GPx-4

Komponente Volumen / Reaktion
10 mM dNTPs 1l
10 pmol forward primer 2 ul
10 pmol reverse primer 2 ul
10 x Puffer (Qiagen) 5pul
TagPolymerase 1U
gaf. 5 x Q-Solution (Qiagen) 10 pl
DNA 20 -200 ng
H,0 ad 50 pl

Tabelle 3.4PCR Programm fir Amplifikation der GPx-1, GPx-BXz3, GPx-4

Programm Temperatur Zeit
Einmalige Denaturierung 94°C 5 min
Denaturierung 94°C 45 sec
Annealing 56°C 45 sec
Elongation 72°C 1 min
Zyklen 38
Terminale Elongation 72°C 7 min

Um die entsprechenden grol3en PCR-Produkte in deniédungsreaktion einzusetzen,
wurden die PCR-Produkte durch Gelelektrophoresegedgnnt (s.Kap.lll.1.4.2) und
einzelne Banden ausgeschnitten, wodurch andere FGtRikte entfernt wurden. Danach
folgt die Aufreinigung restringierter DNA. Das Gefeman 1l Kit (Qbiogene) wurde
verwendet, um die Banden aus TAE-Gelen zu isolieren

Die PCR-Produkte der GPx-Isoformen wurden in dERp.1TOPO-Vektor kloniert, um
das DNA-Fragment fir die ISH zu vermehren. Nacholgtér Transformation und
Amplifikation in XL10-Gold ultrakompetenten Zellemnurde das Insert wieder aus dem
Vektor herausgeschnitten. Die Plasmid-DNA wurde d&in Plasmid-Mini Kit (Qiagen)
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isoliert und durch die Restriktionsendonuklease BathNew England Biolabs) linearisiert.
Der Erfolg des Verdaus wurde mittels Gelelektroplser Gberprift, danach wurden die
entsprechende Banden aus dem Agarosegel ausgeschurid mit dem Geneclean Il Kit
isoliert und aufgereinigt.

Um mRNA in situ zu nachweisen, muss eine kompledrentRNA (antisense-cRNA)
vom entsprechenden DNA-Template fur GPx-1, GPx-Bx-G und GPx-4 transkribiert
werden. Die sense-Probe wurde parallel als neg&iverolle verwendet. Die sense- und
antisense-cRNA wurden vom linearisierten Plasmitiflate mittels des T7-RNA-
Polymerase MAXIscript in-vitro Transcription Kit @bion) und §-**PJUTP (GE
Healthcare) transkribiert. Das pTRI-3-Actin wurdse Kontrolltemplate transkribiert. Die
radioaktiv markierten cRNA-Proben wurden Uber ei@entriSep-Saule (Princton
Separation) aufgereinigt, und die Probe bis zutesen Verwendung bei -20°C gelagert.
Das ausfiihrliche Protokoll firr diesen Teil findiethsbei Hauser (2012

2.4 In-situ Hybidisierung

Die **P markierte sense- und antisense-cRNA fiir GPx-X-%R5Px-3 und GPx-4 wurde
auf den Gewebeschnitten hybridisiert. Die Hybrielishg wurde nach dem Protokoll des
mRNAlocator In-Situ Hybridization Kit von Ambion dchgefihrt. Die radioaktiv
markierten cRNA-Sonden wurden mit Hybridisierungsiig auf 5 x 1bcpm/ul verdiinnt
und fur 20 min bei 60°C denaturiert. Diese Losungde auf den Schnitt pipettiert und mit
einem Hybri-Slip (Sigma) bedeckt. Die Schnitte wendin vorgewarmten feuchten
Kammern fur 16 h inkubiert. Die Hybridisierungstesngturen der verschiedenen Sonden
sind in Tab 3.5 gezeigt. Nach der Posthybridisigsilehandlung wurden die Objekttrager
in die Hypercoat-Emulsion (0,09 g Ag/g Hypercoat{IMEmulsion, GE) getaucht und ftr
3 Wochen bei 4 °C im Dunkeln inkubiert. Nach detvioklung und Fixierung wurden die
Objekttrager mit Hamatoxylin/Eosin gefarbt (HE R#émbg) und unter dem Mikroskop
analysiert:?®

Tabelle 3.5Hybridisierungstemperatur und verwendete Geweb&Rx Gene

Gen verwendete Gewebe Hybridisierungstemperatur
GPx-1 Leber, Niere, Herz, Aorta 55°C

GPx-2 Dunndarm, Herz, Aorta 55°C

GPx-3 Lunge, Niere, Herz, Aorta 52,5°C

GPx-4 Lunge, Herz, Aorta 55°C
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3. Zellkultur

Alle Zellen wurden im Brutschrank bei 37 °C, 5% £0nd wasserdampfgesattigter
Atmosphare unter sterilen Bedingungen kultiviertbéiten an Zellkulturen fanden an
einer sterilen Werkbank unter Verwendung sterilezdin, Losungen und sterilisierter
Pipetten statt, um Kontamination mit Pilzen oderktBeen zu vermeiden. Vor
Arbeitsbeginn erfolgte eine grindliche Desinfektder Hande und verwendeten Waren.

Isolierung von Mausperitonealmakrophagen

Zur Isolierung von peritonealen Mausmakrophagendewunachst bei den Méausen eine
milde Peritonitis induziert. Dazu wurde den Maugeml einer 3 % Thioglykolat-Losung
intraperitoneal injiziert. Nach 4 Tagen wurden Méuse mit CQ getotet. Zur Isolation
der Zellen wurden 8 ml Zellkulturmedium (DMEM mi0@ 26 FCS und Antibiotika wie L-
Glutamin, Penicillin/Streptomycin) mit einer 26 Gaille in das Peritoneum injiziert und
das Peritoneum leicht geklopft, um die Zellen abgeh. Anschlie3end wurde das Medium
mittels einer 19 G Kanule aspiriert und die Zelierder Suspension 5 min bei 1500 rpm
(460 x g) zentrifugiert. Das Pellet wurde fur WestBlot in 9 ml Medium aufgenommen
und in drei 60 mm ZellkulturschalenN@nclon Surface ausplattiert.  Fur den
Proliferationsassay wurde das Pellet in 10 ml Medaufgenommen und in einer 92 mm
Zellkulturschale unclon Surfaceausplattiert. Nach 3 h Plastikadharenz wurdemidtilet
adharenten Zellen durch zweimaliges Waschen mit PB&tfernt und die
Peritonealmakrophagen fir 72 h mit 10 ng/ml murifdacrophage Colony-Stimulating
Factor (MCSF) stimuliert.

4. Préaparation der modifizierten Lipoproteine
4.1 LDL Préaparation

Menschliches LDL hat eine Dichte von 1,019 bis 2,661l und eine Grol3e von 18 bis 25
nm. Die Isolierung von LDL erfolgte aus humanenghmilipamischem Blutplasma, das
von der Transfusionszentrale der Universitatsmadizr Johannes Gutenberg-Universitat
zur Verfugung gestellt wurde. Bei den 18 bis 65rdahlten Spendern war kein

Bluthochdruck, keine koronare Herzkrankheit odeal®ies mellitus bekannt und sie
nahmen keine Medikamente ein. Bei der Praparationdev soweit moglich aseptisch

gearbeitet. Grundprinzip der Isolation ist die Aefinung Uber einen Kaliumbromid

(KBr)-Dichtegradienten wie von Havel et al bescheie’?®
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Um zunéchst das VLDL abzutrennen, wurde das Plas@#@ ml Ultrazentrifugenréhrchen
geflullt und zugeschweil3t, dann bei 10 °C, 45000 riim 24 h zentrifugiert. Dabei
sammelten sich die schwereren Lipoproteine wie Wibd HDL am Boden des Réhrchens
als gelbbraune, zahflussige Schicht, wahrend da#3-tngbe VLDL ganz oben
aufschwamm.

Die Rohrchen wurden mit einer 18 G Kanlle seitbetgestochen und das VLDL wurde
mittels einer 10 ml Spritze entnommen. Dann wurdierR6hrchen aufgeschnitten und das
Rest-Plasma ohne VLDL ausgegossen und gut gemischtlm nachsten
Zentrifugationsschritt wurde LDL von HDL abgetren@uerst wurde das Volume )

fur das Plasma ohne VLDL gemessen. Um die Dicbtg (ler Lipoproteinfraktion zu
bestimmen wurde 1 ml der Fraktion entnommen undogew. Dann wurde KBrXi = V;

x 0,3265 g) zum Plasma hinzugeben und gel6st, dibt® des Plasma-KBDg) wurde
bestimmt, 1 ml Plasma-KBr wurde entnommen und gernodpie Plasma-KBr Lésung
wurde in 40 ml Roéhrchen geteilt und mit Light KBé4ung (Dichte 0,009 g/ml)
unterschichtet. Die Ultrazentrifugation erfolgteederum fir einen Tag unter den oben
angegebenen Bedingungen.

Am nachsten Tag hatte sich das LDL als orangegstitecht oben abgesetzt und wurde
seitlich mit der Kanule entnommen, das HDL blieb ladédunliche Schichte am Boden. Das
Volumen {/,) der LDL-KBr Fraktion wurde gemessen, 1 ml LDL-KB&Hsung wurde
entnommen um die Dichte des LDL-KBD4) zu messenDann wurde die Lipidfraktion
mit KBr (X3) auf die Dichte des LDL-KBr¥s) gebracht (s. Formel 1) und mit Light KBr-
L6sung unterschichtet.

X2 = (Dz2- D3) / (D2- Dy) x 0,3265 x \4(Q) (Formel 1)

Nach der 24 h Ultrazentrifugation wurde die LDLJg&ran wie oben beschrieben
gesammelt, das VolumeW4) und die Dichte @,) wurden gemessen. Die Lipidfraktion
wurde mit KBr K3) auf die Dichte 1,15 gebracht (s. Formel 2) undromit KBr-Losung
(Dichte 0,192 g/ml}iberschichtet.

X3=(D4-1,15) / (Dx- Dy) x 0,3265 x () (Formel 2)

Nach einem Tag Ultrazentrifugation wurde die LDlakion gesammelt (s.0.) und bei 4
°C im Dialysepuffer 3 - 4 Tagen dialysiert.
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4.2 LDL-Cholesterin Bestimmung

Die Bestimmung des LDL-Cholesterins erfolgte m#téer kommerziell erhéltlichen Tests
CHOD-PAP von Roche. Bei der CHOD-PAP Methode werdéholesterin und
Cholesterinester mit Detergenzien aus Lipoproteinad nachfolgend das Cholesterin
mittels der Cholesterinesterase freigesetzt. Daargte freie Cholesterin wird dann mittels
Cholesterinoxidase enzymatisch oxidiert und daseidamtstehende @, in einer
Peroxidase katalysierten Reaktion zu dem farbigedlkt ,Quinoneimin® umgesetzt,
dessen Konzentration photometrisch ermittelt wekdem. (Abb. 3.2)

10 pl des Lipoproteins (z.B. LDL) wurden in einerkkb-Einmalkivette (Fa. Brand) zu 1
ml CHOL-Reagenz (Roche) gegeben und gut gemiscih 5 Min Inkubation bei
Raumtemperatur (RT) wurde die Absorption des Gemeisdei 546 nm im Photometer
gemessen und daraus nach Firmenprotokoll der Gkdlegehalt berechnet.

Chol. Konzentration = OD x Faktor 8,53 (mg/ml)

Cholesterclesterase
Ft"ALO HO?
Chelesteroloxidase
~ A + HO
HO o

o] H ) Q
MH, Peroxsidase N:@EO
4
4-[p-benzochi -rmomnail

incn-rnonoimino j-phenazon

Abbildung 3.2 Reaktion der Cholesterinbestimmung mittels CHODRPHReagenz
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4.3 Generierung von modifizierten Lipoproteinen

4.3.1 Enzymatische Modifikation von LDL zu E-LDL

Beim Enzymverdau von LDL wurde zuerst das Apoligdpin B durch eine Protease
abgespalten. 1 ml LDL wurde in einem Eppendorfgef@B Trypsin (1,7 pg je mg
Cholesterin) bei 37 °C Ubernacht geschuttelt. Dia auganglichen Cholesterinester im
Inneren des LDL-Partikels wurden dann mittels Csiglenesterase zu freiem Cholesterin
und freien Fettsauren gespalten. Um den Abbau dholeGterinesterase sowie
unerwinschte proteolytische Aktivitat des fertigerLDL zu vermeiden, wurde
Trypsininhibitor (2,5 pg je mg Cholesterin) im Ubenuss zugegeben. Dann wurde 40
png/ml Cholesterinesterase a@bandida cylindracegRoche) zugegeben und bei 37 °C flr
24 - 48 h bis zur deutlichen Tribung geschuttedts Bertige E-LDL wurde steril filtriert
und bei 4°C gelagert.

4.3.2 Oxidation von LDL zu OxLDL

Zugabe von Kupfer-lonen katalysiert die Oxidatias d.ipoproteins. Zunachst wurde das
aus dem Dialysepuffer stammende EDTA im LDL entfeda es mit Kupfer-lonen einen
stabilen Komplex eingeht. Dazu wurde die dialysietDL-Fraktion im Dialysepuffer
ohne EDTA bei 4 °C fir 3 - 4 Tagen dialysiert. Damarde 25 pM CuS©in 1 ml LDL
zugegeben und fur 24 - 72 h bei 37 °C bis zur wehiBh Tribung geschuttelt. (Die
Losung darf nicht sofort nach Zugabe des Cu8db werden.) Nach der Beendigung der
Inkubation wurde 0,5 mM EDTA zugegeben, um weit@ddation zu verhindern. Das
fertige OXLDL wurde steril filtriert und bei 4°C pgert.

5. Farbung der Mausmakrophagen

5.1 Zellbehandlungen

Die Zellen wurden nach der Ablosung mit Accutase Kap. 11l.7) auf einen 8-well
Chamber Slide ObjekttrageP¢rmanox Slideausplattiert und adhéarierten anschlieend
fur 24 h. AnschlieRend wurde das Medium abgezamgehdie Zellen mit 4 % PFA fur 30

Min bei RT oder fur 24 H bei 4°C fixiert. Vor derafbung wurde die PFA-L6sung
abgesaugt.
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5.2 Immunzytologische Farbung mit F4/80 Antikorper

Zum Nachweis, dass es sich bei den isolierten Zall® Makrophagen handelt, wurde
eine i(gnmunzytologische Farbung des Makrophagen{ldlobenantigens F4/80 mittels
LSAB + Kit, Peroxidase (LSAB + Kit, HRP, Universal Dakytomation) durchgefuhrt.

Die vorbreiteten zytologische Praparate (s. Kdpb.l1) wurden zuerst fir 10 Sekunden in
Aqua dest eingetaucht. Nach 5 min Blockierung Paitoxidase wurden alle Schnitte mit
PBS-Puffer einmal kurz und dann weitere 5 min geWwes. Der Primarantikdrper (BMatte
anti-Maus F4/80, Acris) der Maus wurde zuerst mgrdiinnungsmedium (REAL
Antibody Diluent, Dako) 1:100 oder 1:500 verdunAnhschlie3end wurden die Schnitte
mit dem Primarantikorper fur 30 min inkubiert uner diberschissige Antikorper wie oben
beschrieben mit PBS entfernt. Die Inkubation mimd8iotin-konjugiert sekundéaren
Antikorper ,Link* (biotinyl. Link Universal, Dako)erfolgte fir 15 min bei RT, der
Uberschissige Antikérper wurde wiederum mit PB$eent.

Die Entwicklung der Schnitte erfolgte mittels dekdibation mit Streptavidin Peroxidase
(Streptavidin-HRP, Dako) fur 15 min, dann wurdea 8ichnitte mit PBS gewaschen. Die
Farbentwicklung erfolgte mittels der Substrat-Chogen Losung. Dazu wurde 1 ml DAB
Substratpuffer mit 2 Tropfen (20 ul) DAB Chromoggemischt. Die Inkubation erfolgte
bei RT fur 5 - 15 min, es wurde wiederum mit PBS/gechen. AnschlielRend wurde eine
Gegenfarbung mit Hamatoxylinlurchgefiihrt. Dazu wurden die Schnitte 5 min mit
Hamatoxylin inkubiert und fir 5 Min unter flieRemdeLeitungswasser gespult. Ein
Tropfen Glycerin-Gelatine (Sigma) wurde auf derckemen Objektstrager gegeben und
mit dem Deckglas eingedeckt.

5.3 Oil-Red-O Farbung

Oil Red O(ORO) ist ein lipophiler Farbstoff, der in Zellemdringt und neutrale Fette und
Cholesterinester rot anfarbt. An unverestertes €ttetin bindet ORO nicht. Zur ORO-
Farbung wurde der Objektstrager mit den fixiertetieh (s. Kap. 111.5.1) zuerst in Aqua
dest und dann in 50 % Isopropanol kurz gespult.abawurde die ORO-LOsung auf das
Praparat gegeben und fur 10 - 15 Min inkubiert. Naimmaligem Waschen mit aqua dest
wurde der Schnitt fir 3 Min mit Hamatoxylin inkubieind fir 10 Min unter flieRendem
Leitungswasser gespult. Schlief3lich wurden die Behmit Glycerin-Gelatine eingedeckt.
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6. Zellulare Cholesterinbestimmung
6.1 Cholesterinbestimmung

Die Bestimmung des zellularen Cholesterins erfoigitels des kommerziell erhéltlichen
Cholesterol/Cholesteryl Ester Quantitation KFEa. Calbiochem). Zunachst wurden die
Cholesterinester in der Probe durch die im Kit eltdme Cholesterinesterase zu
Cholesterin hydrolysiert. Weiterhin enthalt der Kitholesterinoxidase, die das freie
Cholesterin zu Cholest-4-en-3-on und,(4d oxidiert. Das HO, reagiert mit einer
empfindlichen Cholesterin-Probe im Kit zum pinkfanen fluoreszierenden Farbstoff
Resorufin, der mittels Spektrophotometrie bei 5% ader durch Fluorometrie bei einer
Exzitationswellenlange von 535 nm und einer Emissigellenlange von 587 nm detektiert
werden kann. Der fluorometrische Assay kann Kotraéionen bis hinab zu 0,02 - 1
pg/well ermitteln und ist ~10fach empfindlicher dbr kolorimetrische Assay.

Zur Bestimmung der zellularen Lipide wurden Zeliendrei 60 mm Zellkulturschalen
(Nunclon Surfadeausgeséat und fur 72 h mit 200 ng/ml murinem MG8&iruliert. (s. Kap.
[11.3) Nach 72 h Inkubation wurden die Zellen rdgm Stimulus (z.B. OxLDL, E-LDL)
fur weitere 24 h inkubiert. Nach der Behandlung deudas Medium abgezogen und die
Platte wurde zweimal mit PBS gewaschen. Dann wurt@ pl eiskalter
Cholesterinreaktionspuffer aus de@holesterol/Cholesteryl Ester Quantitation KFa.
Calbiochem) als Lysepuffer auf jede Platte gegeli@n. Zelllysate wurden mit einem
Zellschaber zusammengeschabt und in Eppendorfggig@diert. Um die Zellen weiter
zu homogenisieren und aufzubrechen wurden dieyBalké 1 nin gevortext und eine
weitere Minute mit Ultraschall sonifiziert. Der Retngehalt der Proben wurde mit dem
DC-Protein Assay bestimmt (s. Kap. 111.6.2).

Die zu testenden Zelllysate wurden in einer schamrazindurchsichtigen 96-Well

Flachbodenplatte (Nunc) vorgelegt. Der Cholestéimdard im Kit wurde mit Cholesterin-

Reaktionspuffer vorverdinnt und entsprechend demtoRoll des Kits wurde eine

Standardkurve (40 — 200 pl pg/ml) erstellt. Daskieasgemisch wurde frisch angesetzt
(2 ul Cholesterin Probe, 2 ul Enzymmix, 2 pl Chtdesesterase und 44 pl Cholesterin-
Reaktionspuffer / Well). Je Well wurden 50 ul Prafoer Standard und 50 pl Reaktions-
gemisch zugegeben, als Leerwert diente Cholestationspuffer. Die Platte wurde fur
eine Stunde bei 37 °C lichtgeschitzt inkubiert. Bisorption wurde bei 450 - 650 nm im
Mikroplatten-Reader (Sunrise™, Tecan) bestimmt uwmthand des Standards die
Cholesterinkonzentration der Proben berechnet.réafe Cholesterinkonzentration < 40
pg/ml war, wurden alle Probe mit dem Cholesteriktieaspuffer verdiinnt und der Test
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wiederholt. Zur Detektion wurde die Fluoreszenz Hhnoroskan Ascent (Thermo) mit

einer Exzitationswellenlange von 485 nm und einarnidsionswellenlange von 590 nm

gemessen und die Cholesterinkonzentration wurdarahleiner Standardgerade (4 - 20
pg/ml) kalkuliert. Der zellulare Cholesteringehalturde als Gesamtcholesterin pro
zellulares Protein (ug/mg) dargestellt.

6.2 Proteinbestimmung

Die Proteinkonzentration wurde unter Verwendung D€&sProtein Assays (BioRad) in
Anlehnung an die Methode nach Lowry bestimmt. Diefessay basiert auf zwei
Proteinreaktionen mit einer alkalischen Kupfer&trrdésung und einem Folin-Reagenz.
Der erste Schritt beruht auf der Reaktion zwisctem Protein und Kupfer in alkalischer
Losung. In einem zweiten Schritt wird das gelbeir-Bleagenz durch das Kupfer-
behandelte Protein reduziert. Die resultierendeensive Blaufarbung wird zur
guantitativen Bestimmung der Proteinkonzentratiottets Photometrie bei 405 - 750 nm
gemessen.

Als Vergleichsprotein bei der Ermittlung der Stamkairve wurde bovines Serum
Albumin (BSA) verwendet. 1,52 mg/ml BSA aus dem Wiirde im Aqua dest gel6st und
eine 1:1 Verdunnungsreihe in einer 96-Well Mikrerjitlatte erstellt. Je 5 pl Probe oder
Standard wurden pro Well verwendet, als Leerweshid der Lysepuffer. Zuerst wurde
eine Mischung aus Ldsung A (alkalische Kupfertéwti@sung) mit 1:50 verdunnter
Losung S frisch eingesetzt. Wenn die Probe keirei@enz enthielt, wurde nur Losung A
verwendet. Dann wurden 25 ul vorbereitete Mischumgl 200 pl Lésung B (Folin
Reagenz) in jedes Well gegeben. Zum Mischen wureléthtte kurz gerittelt und fur 15
Min bei RT inkubiert. Die Absorption wurde bei 450n im ELISA-Reader (Multiskan
Ascent, Fa. Thermo) bestimmt und anhand des Stdsidi@r Proteingehalt der Proben mit
Hilfe des Programms Ascent 2.6 (Fa. Thermo) bereichn

7. BrdU Proliferationsassay

Zur Untersuchung der Proliferation der Makrophageach Stimulation wurde désrdU
Cell Proliferation ELISA (chemiluminescent) Kibn Roche verwendet. Der Assay beruht
auf dem Einbau von Bromdesoxyuridin (BrdU) anstelten Thymidin in DNA von
proliferierenden Zellen. Das eingebaute BrdU kanttets eines Antikorpers basierten
Chemilumineszenz-Assays nachgewiesen werden.
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Fur den Proliferationsassay wurden die Makrophageh 72 h Inkubation mit MCSF (s.
Kap. 111.3) durch 10 min Inkubation mit Accutaseduanschlielendem leichtem Schaben
mit einem Zellschaber von der Platte abgelost. Nachin Zentrifugation bei 1500 rpm
(460 x g) wurde das Pellet in 1 ml Medium aufgen@nnund die Zellzahl mit der
Trypanblau-Farbung bestimmt. Jeweils 2,5 X Z8llen wurden pro Well in eine weiRRe
undurchsichtige 96-well Mikrotiterplatte (Nunc) alettiert und nach 1 Stunde
Vorinkubation mit dem ERK-Inhibitor (z.B. PD98059J0126) oder p38-Inhibitor
(SB203580) fur weitere 24 - 48 h mit dem Stimulz8( MCSF oder OxLDL) und BrdU
inkubiert. Der Proliferationsassay wurde mittelss d€its von Roche laut Protokoll
durchgefiihrt. Dazu wurden nach Ablauf der Inkubatitit BrdU der Uberstand abgesaugt
und die Zellen mit Fix Denat (70 % Ethanol) flrr&th bei RT fixiert. Die fixierten Zellen
wurden dann mit PBS gewaschen und pro Well 10tidBxdU-POD Antikérper (1:100
Verdinnung in der Antibody Dilution Solution) daaggben, 4 x fur 5 min mit PBS
gewaschen und pro Well 50 pl Detektionsreagenz (hobh dazu pipettiert. Das
Detektionsreagenz enthélt Substrat B und Substr&ulstrat B wurde 1:100 mit Substrat
A verdunnt und muss 5 min vor Zugabe vorbereitaidee. Innerhalb von 10 min wurde
die Platte am Fluoroskan Ascent Luminometer ausgalgEinstellung: Messung der
Chemilumineszenz fir 300 msec). Als Kontrollen varrdZellen ohne Zugabe von BrdU
(Hintergrundskontrolle) und nur Medium (Blank) vemdet (Abb. 3.3).

OO0 OOXOOO
l+BrdU.

OO0 OOOOA0

l Einbau von BrdU in proliferierende Zellen

LS_@_GXE_OAJ

l Fixieren, denaturieren, Nachweis von BrdU mit anti BrdU-POD

A8 A4 g

l Abbildung 3.3
Schema zur Durchfiihrung des BrdU Proliferationsassa

Detektion mittels Luminol
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8. Bestimmung der Kaspaseaktivitat

Um die Apoptosesrate der Makrophagen zu analysieverde die Aktivitat der Kaspasen
3 und 7 mittels de€aspase-GI® 3/7 Assay(Fa. Promega) bestimmt. Dieses Assay
enthalt ein Enzym (Luciferase) das von den Kasp&send 7 gespalten werden kann. Die
aktive Form der Kaspasen 3 und 7 spaltet ein Agjpasaure enthaltendes Peptid von der
inaktiven Luciferase ab, dadurch wird das Amindieen freigegeben. Dies Substrat
emittiert ein Lumineszenz-Signal, proportional ainer Menge, und damit proportional
zur Menge der aktiven Kaspasen. Die Bestimmung @eemolumineszenz erfolgt im
Fluoroskan. 1,5 x T0kultivierte Peritonealmakrophagen (s. Kap. IIM@)rden pro Well

in eine weil3e undurchsichtige 96-well Mikrotiteréa (Brand) ausplattiert und nach 1
Stunde Vorinkubation mit dem p38-Inhibitor (SB208%8ur weitere 24 - 48 h mit dem
Stimulus (z.B. MCSF oder OxLDL) inkubiert und dieagpaseaktivitat bestimmt. Die
Bestimmung wurde entsprechend dem Protokoll @Gaspase-Glo 3/7 Assalrchgefuhrt.

9. Western Blot

Das Western Blot-Verfahren dient zur AuftrennungnvBroteingemischen und zum
Nachweis einzelner Proteine durch Antikérperbindudg Proben werden zuerst auf ein
SDS-Gel gegeben, wobei sich das negativ geladeterdgemz SDS an positive Gruppen
des Proteins anlagert. Ungeachtet einer moglichganiadung des Proteins ist nun das
ganze Molekil durch den Uberschuss an SDS negatizdgn. Wird eine Spannung
angelegt, wandert es zum positiven Pdbelelektrophoresg. Dabei wird die
Geschwindigkeit, mit der es sich durch das Gel lggweon seiner Gréf3e und von seiner
Ladung bestimmt. Da das Ausmald der Anlagerung Vb8 $ etwa proportional zur
Proteingrol3e ist, ist die Wanderungsgeschwindigkes Proteins bei der SDS-PAGE
lediglich abhéangig von seiner GroRe. Kleine Praeainingen weit in das Gel vor, grof3e
kommen nur wenig voran.

Die im Gel aufgetrennten Proteine wandern durchAtdsgen eines elektrischen Feldes
auf eine Nitrocellulose-MembrarBlpt). Dort lassen sie sich anfarben oder durch die
Bindung von Antikorpern an die Membran spezifiscarkreren. Die Antikdrper kdnnen
durch verschiedene Verfahren sichtbar gemacht werdedB. indem ein zweiter, mit
Meerrettichperoxidase (HRP) gekoppelter Antikérparden ersten bindet und ein durch
Peroxidase spaltbares Chemilumineszenz-Substragebgn wird. Wo die Antikorper
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gebunden sind, spaltet die Peroxidase das Suhsichtdas entstehende Licht belichtet
einen aufgelegten Réntgenfilm.

9.1 Gewinnung der Proben

Zellen fur Western Blot wurden in drei 60 mm Zeltkmschalen lunclon Surface
ausgesat und fur 72 h mit murinem MCSF (100 ngétntyuliert (s. Kap. 111.3). Nach 72 H
Inkubation wurden die Zellen mit dem Stimulus (zMBCSF, OxLDL) fur entsprechende
Zeit inkubiert, evtl. nach Vorbehandlung mit demKzRhibitor (z.B. PD98059, U0126)
oder p38-Inhibitor (SB203580). Nach der Inkubatiwarde das Medium abgezogen und
die Platte zweimal mit PBS gewaschen. Um die Rn@iaktionalitat zu bewahren, wurde
der Protease-Inhibitor-Cocktail (Sigma) 1:10 mgkailtem, denaturierendem Lysepuffer (s.
Tab. 11.2.1) gemischt und je 150 ul auf jede Plajegeben. Der Protease-Inhibitor-
Cocktail hemmt die meisten Proteasen in der ZdHe.kann die Degradierung von
Proteinen inhibieren, wahrend SDS im Lysepufferadienert. Die Zelllysate wurden mit
einem Zellschaber zusammengeschabt und in Eppgedaife pipettiert. Um die Zellen
weiter aufzubrechen wurden die Zelllysate fur 1 meavortext und mit dem Ultraschall
sonifiziert. Der Proteingehalt der Proben wurde dam DC-Protein Assay bestimmt (s.
Kap. 111.6.2) und bis zur Analyse bei -20°C eingsén.

9.2 SDS-PAGE

Die Elektrophorese wird in einem Polyacrylamidgaflahgefuhrt, das mit SDS geladen
und chemisch inert ist. Fir die analysierten Pngf€il3en erwies sich ein 10 % Gel als
geeignet. In einem GielRstander wurde zunadchst 6in%l Trenngel gegossen, mit
Isopropanol Uberschichtet, um eine glatte, blasenfOberflache zu erhalten und fur 1
Stunde zur Polymerisation stehen gelassen. Dandendas Isopropanol ausgegossen, das
restliche Isopropanol mit Filterpapier aufgesaugd das 5 % Sammelgel darauf gegossen,
in das dann der Probenkamm vorsichtig eingesetmiiev(s. Tab. 3.6). Das Gel wurde vor
Verwendung zur Polymerisation fur mindestens 2 ¢hest gelassen oder in feuchten
Papiertlichern Ubernacht bei 4°C gelagert.
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Tabelle 3.6Rezept fiir Gel zur SDS-PAGE

Ansatz

Menge (fur zwei Gele)

Bestandteil

Sammelgel (5 % PAA)

Trenngel (10 % PAA)

40% Acrylamid /Bisacrylamid

682,5 pl

2,12 ml

1,0 M Tris-HCI 700 pl (pH 6,8) 3,15 ml (pH 8,9)
dH,O 4,08 ml 2,93 ml

20% (w/v) SDS-L6sung 28 pl 42 ul
TEMED 7 ul 7 ul

10% Ammoniumperoxodisulfat 35 pl 35 pl

Vor dem Gellauf wurden die Zelllysate mit Lysepufierdiinnt und mit dem Probenpuffer
(4 x) auf die Endkonzentration (0,4 mg/ml) einglist€usatzlich werden reduzierende
Thiole wie Dithiothreitol (DTT) dem Probenpuffer gesetzt, um Disulfidbriicken durch
Reduktion zu spalten. Um Sekundar- und Tertiarstingka durch das Unterbrechen von
Wasserstoffbriicken und das Strecken der Molekifeubatechen, wurden die Proben
direkt vor dem Auftragen fuir 5 Min bei 95°C erhitzt

Zur Gelelektrophorese wurde der Kamm aus dem Sageigézogen, die Apparatur mit
Laufpuffer geflllt, so dass beide Elektrodendraltker Elektrophoresekammer mit
Flussigkeit bedeckt waren, und die entstandenenhBasim Gel mit Laufpuffer von Gel-

Resten freigespult. Dann wurden je 5 ul ProteinmaiPageRuler Prestained Protein
Ladder, Fa. Fermentas) und 20 pl Proben in die hEse@ingefullt. Es wurde darauf
geachtet, die Taschen nicht zu Uberfillen, damitielst zur Verunreinigung von Proben
kam.

Die Kammer wurde an eine Spannungsquelle angesemoand die Proben wurden
zunachst bei 80 V in das Gel einlaufen gelassea.3pannung wurde auf 100 V erhoht,
sobald die Proben sich im Sammelgel befanden.

9.3 Blot

Nach ca. 2 h Lauf wurde das Gel aus der Elektraggaiammer entnommen, das
Sammelgel abgetrennt und das Trenngel mit eineohiylECL Blotmembran (GE), zwel
Faserpads und zwei Filterpapieren (Biorad) bei 4irfQransferpuffer 15 min bis 1 h
eingeweicht und &aquilibriert. Die Proteine sind aturdas SDS negativ geladen und
wandern zum Pluspol, die Membran muss also zumpBlysgveil3e Seite) gerichtet sein,
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das Gel zum Minuspol (graue Seite). Von aul3en rniaokn wurde ein befeuchteter
Faserpad, Filterpapier sowie die aquilibrierte Blemmbran auf die weil3e Seite der
Kassettegelegt. Das aquilibrierte Trenngel wurde blaserdugi die Membran und wieder
von innen nach aul3en mit einem befeuchteten Fifeep und einem Faserpad abgedeckt.
Die Kassette und eine gefrorene Bio-eis-Kuhlunitrdem in die Blotapparatur gelegt.
Dann wurde die Apparatur mit Transferpuffer gefuio dass die ganze Kassette mit
Flussigkeit bedeckt war, und fur 2 h ein Strom 860 mA angelegt.

9.4 Farbung

9.4.1 Ponceau-Rot-Farbung

Die Membran wurde mit Ponceau-Rot gefarbt, um zerpittifen, ob das Protein auf die
Membran tbertragen wurde. Ponceau-Rot (Ponceaws®igd Sigma) bindet reversibel an
die positiv geladenen Amino-gruppen der Protein@e BPonceau-Rot-Farbung ist sehr
leicht mit Wasser auszuwaschen, um die Membran di& Immundetektion mit
Antikdrpern weiterzuverwenden. Die Membran wurdemaem Blot enthommen und
kurz mit Ponceau-S-Losung (Fa. Applichem) beded&hn mit Wasser abgespult, bis die
Proteinbanden auf der Membran sich rosa vom weklfiatergrund abhoben. Nach der
Farbung wurde die Membran mit TBST gespiilt, um BaneS zu entfernen.

9.4.2 Coomassie-Farbung

Auf SDS-Gelen, die nicht fur einen Western-Blot wendet wurden, wurden die
aufgetrennten Proteine durch Coomassie-Farbuntpsicgemacht. Der Triphenylmethan-
Farbstoff Coomassie-Brillantblau farbt Proteine pemfisch, indem er an basische
Seitenketten von Aminosauren bindet. Zum Anfarbemnden die Gele fur 15 Min bei RT
mit der Coomassie-L6sung geschittelt. Zur Entfagbwurde die Coomassie-Losung
abgegossen und das Gel bei RT mit Wasser geschittel

9.5 Blocken, Waschen, Antikorperbindung

Um die unspezifische Bindung der Antikorper an dtrocellulosemembran zu
verhindern, wurde diese zuerst mit Protein abggsédiazu wurde eine 5%ige Losung
Magermilchpulver in TBST verwendet. Die Membran deimit der Blockierlosung flr
eine Stunde bei RT oder Uber Nacht bei 4 °C gesahltddanach zum Abwaschen
Uberschussigen Proteins einmal mit TBST geschiittelt
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Der verwendete erste Antikorper (s. Tab. 2.4) wusteveit nicht anders angegeben, in 5
ml 5%iger BSA-TBST-L6sung 1:1000 verdiinnt und aid Membran gegeben. Diese

wurde Uber Nacht bei 4 °C langsam geschittelt. Efamaurde die Membran dreimal far

20 Min mit TBST gewaschen, um Reste des ersterkémters zu entfernen.

Dann wurde der zweite Antikorper (anti-rabbit Ig@rdinnt, auf die Membran gegeben
und fur eine Stunde bei RT geschuttelt. War deteefmtikOrper aus dem Kaninchen
gewonnen, wurde als zweiter Antikorper das HRP-kgieyrte anti-rabbit IgG (Fa. Sigma)
mit TBST 1:2000 verdunnt.

Nach Inkubation mit dem zweiten Antikdrper wurde dilembran 3 x 20 Min mit TBST
gewaschen, dann wurde das Antikorpersignal detéktie

9.6 Detektion

Die Detektion erfolgt mit ECL Plus Western Blottibgtection Reagent (GE Healthcare).
Die Peroxidase am zweiten Antikorper katalysietbedadie Oxidation von Luminol, bei
der Licht frei wird. (Abb. 3.4) 50 pl Substrat B wen in 2 ml Substrat A gegeben, die
Mischung wurde auf die Membran gegeben und fur 2 Mkubiert. Nach Abtropfen
Uberschussiger Detektionsldsung wurde die Membnaschen zwei Folien in die Kassette
eingeklebt und ein Rontgenfilm (Hyperfilm ECL, GEe&lthcare) aufgelegt. Der Film
wurde nach Bedarf einige Sekunden bis hin zu emi§&unden belichtet, entwickelt,
fixiert, gespult, trocknen gelassen und gescannt.

Peroxide + HRP 3

buffer
Peraide CH,

(Acridinium ester)

F
Light -ff——-o ‘ +
T H H F

(excited praduct)

Abbildung 3.4 Chemilumineszenz-Reaktion von Lumigen PS-3 mit POD
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9.7 Stripping der Membran

Um verschiedene Proteine nachzuweisen, wurdenabargienen Antikdrper wieder von
der Membran entferntStripping und durch andere ersetzt. Zustripping wurde die
Membran mitStrippingPuffer fir 1 Stunde bei RT geschittelt, danachntaemit TBST
fur 20 Min gewaschen und erneut geblockt. Die Bmgluund Detektion anderer
Antikdrper konnte nun wie bereits beschrieben dgebiihrt werden. (s. Kap. Ill. 6.6)

10. Bestimmung der Genexpression
10.1 Praparation der Maus

Die Mause wurden unter einer Isofluran-Kurznarkdsech HWS-Luxation getotet und
anschlieBend wurde die Bauchhdhle erdffnet. Zunéelisden Leber, Dunndarm, Niere
und nach der Er6ffnung des Brustraumes die Lumgeoenmen. Der Dinndarm wurde
mit PBS durchgespult. Proximal wurde das Herz rBiSRlurchgespult und freigelegt, die
Aorta am Aortenbogen entlang nach unten frei piagar Die Aorta wurde entnommen
und am Aortensinus vom Herz abgetrennt. Alle Geweilen sofort nach der Enthnahme
in Schalen mit kaltem PBS Uberfuhrt. Die Schalemdso auf Eis gelagert.

Dunndarm, Niere, Leber und Lunge wurden zerkleined in 50 ml Falcons uberflhrt.
Die entnommenen Gewebe wurden ausgewogen, die Msalemirden auf Trockeneis
zwischengelagert und bei -80 °C eingefroren, welenGkewebe nicht sofort weiter fur
RNA-Isolierung verwendet wurden.

10.2 RNA Isolierung

10.2.1 RNA Isolierung mittels RNeasy Mini Kit

Die RNA aus Gewebe und Peritonealmakrophagen wmitlelem RNeasy Mini Kit von
Qiagen isoliert. Dieses Kit wird zur Aufreinigungrv RNA, die langer als 200 bp ist (z.B.
MRNA) verwendet. Die RNA bindet an eine Kieselgeksbran, wahrend Kontaminanten
in mehreren Schritten ausgewaschen werden. Die Bgwebe wird in RLT-Puffer lysiert
und mit dem Sonopuls Ultraschall homogenisiert. DBLT-Puffer ist ein
Guanidinisothiocyanat (GITC)-haltiger Puffer mithHes Denaturierungsaktivitat. GITC
kann RNasen schnell inaktivieren und die Isolaiisiakter RNA ermdglichen. Weitere
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RNA-Anteile (tRNA oder rRNA), die kleiner als 200pbsind, kénnen nicht an die
Silicamembran binden und werden dadurch ausgewasche

RNA-Gewinnung aus der Mausgewebe

Das vorbreitete Mausgewebe 30 mg) wurde in einem 1,5 ml Reaktionsgefald Uletfl
Es wurden in 600 pl RLT Puffer verdinnt R-Mercaghaeol (3-ME) 1:100 zugegeben, im
Anschluss wurde das Gewebe mit Hilfe eines Ultratur Dispergiergerates (IKA)
homogenisiert. Das Lysat wurde mit einem Volumee&nfO %igen Ethanol durch
Pipettieren gemischt. Es wurden max. 700 ul Lyss#t die Saule gegeben und 15
Sekunden bei 8000 x g und RT zentrifugiert. Derdbfluss wurde verworferes folgte
die Verdauung der DNA mit dem RNase-Free DNase(Q&tgen). Vor und nach dem
Verdau wurden jeweils 350 pul RW1 Puffer auf die I18agegeben und bei obigen
Bedingungen zentrifugiert, der Durchfluss wurdewafen. Die Séule wurden zweimal
mit 500 pl RPE Puffer durch Zentrifugation fur Xt zw. 2 min bei 8000 x g gewaschen.
Die Saule wurde 1 min bei max. Geschwindigkeitkestzentrifugiert und zu Elution der
RNA in ein neues Reaktionsgefald wurden 30 — 50 Ndde-freies Wasser auf die Saule
gegeben und fir 1 Minute bei 8000 x g zentrifugi&ie isolierte RNA wurde bis zur
weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert.

RNA-Gewinnung aus der Mausperitonealmakrophagen

Zellen fur die RTD-PCR Real Time Detection PQRwurden in drei 60 mm
Zellkulturschalenlunclon Surfaceausgesat und fur 72 h mit murinem MCSF (100 ng/ml
stimuliert (s. Kap. 3). Nach 72 h Inkubation wurdgie Zellen mit dem Stimulus (z. B.
OxLDL) inkubiert. Nach der Behandlung wurde das Med abgezogen und die Platte
wurde dreimal mit eiskaltem PBS gewaschen. Danrdamu600 pl RLT Puffer auf jede
Platte gegeben. Die Zelllysate wurden mit Zellsenalgesammelt, in 1,5 ml
Eppendorfgefal3e tberfihrt und mit einer Spritze emger 20er Nadel homogenisiert.
Wenn die Zelllysate nicht sofort fur die RNA-Isalieg verwendet wurden, wurden sie bei
-80 °C eingefroren oder es wurde wie oben besahmiehit Hilfe des RNeasy Mini Kits
RNA aus dem Zelllysat isoliert und bei -80 °C geldg

10.2.2 DNase Verdau

Genomische DNA (gDNA) kann die Ergebnisse der RTTRRReal Time Detection PQR

verfalschen. Um eventuelle Verunreinigungen durbiNg zu entfernen, wurde deshalb
ein zusatzlicher Verdau durch DNase | mit anschkinelér Aufreinigung der RNA

durchgefuhrt.
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DNase Verdau auf der Saule

Wahrend der RNA Isolierung mit RNeasy Mini Kit werduf der Saule ein DNA-Verdau
mit Hilfe vom RNase-Free DNase Set (Qiagen) durfiiige

Lyse und Homogenisierung der Probe und die BinduwmgRNA an die RNeasy Membran
wurde entsprechend dem Protokoll des RNeasy Mirs Kiurchgefihrt. Nach dem
Waschen mit einem verringerten Volumen des RW1dpsifivurde die RNA wahrend ihrer
Bindung an die RNeasy Membran mit DNase | behan@&izu wurde 10 pl DNase |
Stock Solution mit 70 ul RDD Puffer gemischt. 350RW1 Puffer wurden auf die Saule
gegeben und 15 sec bei 8000 x g zentrifugiert. D@nchfluss wurde verworfen, dann
wurden 80 ul DNase I- Inkubationsgemisch direktgiafMembran der Saule gegeben und
fur 15 Min bei RT inkubiert. Die DNase wurde durdfaschen mit 350 ul RW1 Puffer
entfernt. Das Waschen mit RPE Puffer und die Hlmgrvon RNA wurden dann
entsprechend dem Standardprotokoll durchgefuhrt.

DNase Verdau nach der RNA Isolierung

Wenn kein DNase-Verdaauf der Saule durchgefiihrt wurde, erfolgte dieser nach der
RNA Konzentrationsbestimmung mit dem DN#ee™ Kit (Ambion).Bei diesem System
wird zuerst DNA durch DNase verdaut und dann dieaBN durch einen Inaktivator
inaktivieren, so dass weder eine Erhitzung oder A{Zligabe noch eine Phenol-
Chloroform-Extraktion zur Enzymentfernung nétigaibasDNase Inactivation Reagent
besteht aus einer fest-flissigen Suspension, dieGatrauch zunachst durch vortexen
aufgeschwemmt werden muss.

Die 44 ul RNA-Probe wurde mit 5 pl 10 x DNase Ifeufind 1ul rDNase (2 U) gemischt
und far 30 Min bei 37 °C inkubiert. Durch Zugabew® pl DNase Inactivation Reagent
und sorgfaltiger Mischung wurde die Reaktion gestoplach einer Zentrifugation fur 1,5
Min bei 10000 x g konnte der Uberstand abgenomrimerjn sauberes Eppendorfgefa
Uberfuhrt und die aufgereinigte RNA bis zur weiteMerarbeitung bei -80 °C gelagert
werden.

10.3 cDNA Synthese
Die cDNA (komplementare DNA) wird mittels des EnzymReverse Transkriptase aus

einzelstrangiger RNA synthetisiert. Diese cDNA wials Matrize fir Polymerase-
Kettenreaktionen (PCR) zur Amplifikation der DNArwendet.
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Unter Verwendung des SuperScrip™ Ill Reverse Traptase Kits sowie des Oligo-dT-
Primers der Firma Invitrogen wird die RNA aller Gawetypen revers zu cDNA
transkribiert. Der Oligo-dT-Primer (12-18 dTs) ksimplementar zum Poly-A-Schwanz
der eukaryotischen mRNA und steht nur fir die Rey@ranskription zu Verfigung.

Es werden maximal 4 pg RNA in maximal 12 pb(Heingesetzt. Liegt die RNA

Konzentration tber 5 pg / 12 ul, so wird die RNAspnechend mit Wasser verdinnt. Zu
12 pul RNA wurden 1 pl Oligo (dT) Primer (0,5 pg/phd 1 pl dNTPs (10 mM) gegeben.
Der Ansatz wurde 5 min bei 65 °C denaturiert, undde im Anschluss 1 min auf Eis
abgekuhlt. Die Ansatze wurden kurz anzentrifugidsgvor der Transkriptionsmix

zugegeben wurde. Der Transkriptionsmix setzt satpehdermalien zusammen:

= 4 ul5x First Strand Buffer
= 1ul DTT (0,1 M)
= 1 ul SuperScript 1ll Reverse Transkriptase (2001)J/u

Der Transkriptionsmix wurde durch vorsichtiges Ripeen gemischt, zur jeweiligen
Probe gegeben und erneut durch Pipettieren gemidobt Ansatz wurde kurz
anzentrifugiert. Die reverse Transkription findeh bei 50 °C statt. Im Anschluss wurde
die reverse Transkriptase 15 min bei 70 °C inastiviDie Anséatze wurden bis zur
weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert.

10.4 Bestimmung der Nukleinsdurekonzentration

Die Bestimmung der DNA- und RNA-Konzentration égte mittels des UV/VIS-
Spektralphotometers (NanoDrop ND 1000). Dieses Gkaain 1 pl Probe mit hoher
Richtigkeit und Reproduzierbarkeit messen.

1 pl Probe wurde direkt auf die Faseroptik pipgttidie Messung kann dber den PC
kontrolliert und gespeichert werden.

10.5 Semiquantitative Real Time-PCR

Die Real-Time-DetectioCR (RTD-PCR) ist eine Vervielfaltigungsmethoder fi
Nukleinsauren, die auf dem Prinzip der Polymerastédfreaktion (PCR) beruht, und die
Quantifizierung der gewonnenen DNA ermdéglicht. Qieantifizierung wird mit Hilfe von

Fluoreszenz-Messungen durchgefihrt, die wahreresddCR-Zyklus erfasst werden. Die
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Fluoreszenz nimmt proportional mit der Menge deRHF&Zodukte zu. Wahrend eines
Laufs wird anhand von erhaltenen Fluoreszenzsigndile Quantifizierung zu Beginn der
exponentiellen Phase der PCR vorgenommen. Dieskddetunterscheidet sich somit von
anderen quantitativen PCR-Methoden, die erst nablauh der PCR eine quantitative
Auswertung, meist unter Einbeziehung einer gelebgktoretischen Auftrennung der PCR-
Fragmente, vornehmen.

10.5.1 Detektion der PCR Produkte in Echtzeit

Die RTD-PCR wird mit dentightCycler FastStart DNA Master SYBR Gred{itl(Roche)
oder QuantiTec? SYBR Green PCRit (Qiagen) imLightCyclef 2.0 Real-Time PCR
detection systemer Firma Roche durchgefihrt.

SYBR Green |

SYBR Green | ist ein Fluoreszenzfarbstoff, er binde die doppelstrangige DNA,
wodurch die Fluoreszenz dieser Farbstoffe anst®gt. Zunahme der DNA Kkorreliert
daher mit der Zunahme der Fluoreszenz von Zyklugyhlus. Die Messung findet am
Ende der Elongation in jedem Zyklus statt (Abb)3.5

SYBR Green

PriV

3 ] 5"

E‘é Frimar

e - ] 5"

excilafion amiscion

N NS NS

|5

Abbildung 3.5 Prinzip der SYBR Green | basierten Detektion deRAProdukte in der RTD-PCR.
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Schmelzkurve

Nach abgelaufener PCR wird eine Schmelzkurvenaaatyschfiihrt, anhand derer die
Fragmentlangen und dadurch die Spezifitat bestinwerden konnen. Bei einer
Schmelzkurvenanalyse wird die DNA aufgeschmolzedem die Temperatur langsam
kontinuierlich erhéht wird (50 °C-» 95 °C). Bei einer fir das Fragment spezifischen
Schmelztemperatur denaturiert der Doppelstrang wai zinzelstrangigen Molekdlen.
Dabei wird der SYBR Green | freigesetzt, und esiwiine Fluoreszenzabnahme registriert.
Da die doppelstrangige DNA von spezifischen PCRiBkten einen hdheren
Schmelzpunkt hat als unspezifisch entstehende Ritimere, ist eine Unterscheidung
maoglich. Die Hohe des Peaks der Schmelzkurve giblaend Auskunft Gber die Menge
des gebildeten Fragments.

10.5.2 Relative Quantifizierung

Die relative Quantifizierung vergleicht zwei Ratiatie Ratio der Menge eines Target-
Gens zu einem Referenz-Gen in einer unbekanntdreRvod mit der Ratio der gleichen

Gene in einer Standard-Probe verglichen. Das Eigetiner relativen Quantifizierung

wird als normalisierte Ratio dargestellt, die Merdges Target-Gens wird mit Hilfe einer
externen Standardkurve mittels LightCycler Softwéfb (Roche) berechnet.

Cr+-Wert

Um immer am Anfang der exponentiellen Phase messekbnnen, wird haufig der-€
Wert (Cycle Thresholdfiir Schwellenwert-Zyklus) bzw. derp@Vert (Crossing Poink
verwendet, der den Zyklus beschreibt, an dem dierEkzenz erstmalig signifikant Gber
die Hintergrund-Fluoreszenz ansteigt.

Referenz-Gen

Es wird mindestens ein Referenz-Gen (z.B. GADPH{imMAc18S rRNA) zusatzlich

bestimmt, um einen relativen Mengen-Vergleich dauttihren (relative Quantifizierung).

Normalerweise werderHousekeepingoder Maintenance Gen als endogene Referenz
ausgewahlt. Target- und Referenz-Gen werden vorgléechen Probe amplifiziert. Das
ideale Referenz-Gen ist leicht zu detektieren, w®ne Expression sollte unter
verschiedenen experimentellen Bedingungen oder arschiedenen Geweben nicht
variieren.
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Standardkurve

Proben mit bekannter Konzentration werden verwendet eine Standardkurve zu
erstellen. Es besteht eine lineare, umgekehrt ptiopale Beziehung zwischen dem
Logarithmus der eingesetzten Menge und demWert. Ist die Ausgangsmenge bekannt,
kann eine Standardkurve durch Auftragen des Ldgartis der Ausgangsmenge gegen die
Cr-Werte erstellt werden. Die Standardkurve wird unt®erwendung einer
Verdinnungsreihe von mindestens 5 verschiedenerdfrationen des Standards erzeugt.

10.5.3 Real-Time-DetectioPCR

Die Detektion der Expression des MCSF (CSF1l) natimuBation mit OxLDL in
Mausperitonealmakrophagen erfolgte durch RTD-PCR deim LightCycler FastStart
DNA Master SYBR Green | Kit (Roche). Die Expressides Gens wurde im Vergleich
zum Expressionsniveau des Referenz-Gens (18S rRdépgchnet. Als Standard und
Kalibrator wurde die cDNA der Lunge verwendet.

Die Anséatze fiur die RTD-PCR wurden in einer Kapédlavie folgt (Tab. 3.7) zusammen-

pipettiert. Jede Probe wurde mit zumindest 3 véesiemen Verdinnungen 3 x wiederholt.
Fur die Laufe der RTD-PCR inlLightCyclef 2.0 (Roche) wurden verschiedene
Programme (Tab. 3.8) gewahlt. Die Amplifikationsper wurden von der Firma

Invitrogen (Karlsruhe) synthetisiert (s. Tab. 2.Bje Annealingtemperatur richtet sich

nach dem Temperatur-optimum des Primers.

Tabelle 3.7RTD-PCR Ansatzschema fur CSF1 und 18S rRNA

Komponente (Roche) Volumen/Reaktion Endkonzentratin
10 x LightCycler FastStart DNA
Master SYBR Green | 2 L
25 mM MgClI2 1,6 ul 2 mM
forward primer 2 ul 0,5 uM
reverse primer 2 ul 0,5 uM
H,O 10,4 ul
cDNA Probe 2 ul ca. 0,1 pg/ul
Gesamt-Volumen 20 pl
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Tabelle 3.8RTD-PCR Programm fur CSF1 und 18s rRNA

Programm Zyklus Schritt Temp. Zeit
Pre-Inkubation 1 Denaturierung 95°C 10 min
Denaturierung 95°C 10 sec
Amplifikation 45 Annealing 56°C 10 sec
Elongation 72°C 10 sec
Schmelzkurve 1 Annealing 65°C 15 sec
Kihlung 1 Kihlung 40°C 30 sec

10.6 Gelelektrophorese

PCR-Produkte und RNA kénnen durch die Agarose-@kiedphorese anhand ihrer Grol3e
identifiziert werden (s. Kap. 111.1.4.2).

10.6.1 DNA-Gelelektrophorese

Nach dem RTD-PCR Lauf wurden die Reaktionskapiiane 1,5 ml Reaktionsgefald
gelegt und kurz zentrifugiert. Danach wurden 20dgé DNA-Produkts mit 6 pl 3 x
Ladepuffer gemischt. Die DNA-Proben und der Mankeirden auf ein 1,2 % Agarosegel
in einer Gelkammer (Wide Mini-sub Cell GT) aufgegiea und fur ca. 60 min bei 100 V in
TAE Laufpuffer laufen gelassen. Das Gel wurde als@bBnd unter einem UV-
Transilluminator (Gel Doc XR) photographiert.

10.6.2 RNA-Gelelelektrophorese

Die isolierte RNA wird zuerst mit Glyoxal und DMSd2naturiert, um Sekundarstrukturen
aufzulésen und eine Degradation durch RNase A rhinaern. Dazu wurde 5 pl RNA (<
30 pg) mit 10,8 pl Glyoxal-Mix gemischt und 1 h B8i °C inkubiert.

Um die RNasen aus der Gelkammer (Wide Mini-sub GAl) zu entfernen, wurde diese
zuerst mit Wasser und Seife gewaschen. Dann wuel&dlkammer 15 min mit 10 %
H,O,, 5 min in DEPC-HO, 15 min mit 70 % EtOH und wieder 5 min mit DEP@cH
gespuilt.
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Die glyoxalisierten RNA Proben wurden anzentrifugiend mit 5 pl Ladepuffer gemischt,
dann auf ein 1 bis 1,4 %iges Agarosegel in der &etker aufgetragen und fur ca. 1 h bei
70 V in 10 mM Natriumphosphat-Puffer laufen gelasse

Nach dem Gellauf wurde das Gel durch 15-minutigeulbation mit 0,1 N NaOH

deglyoxalisiert und durch 2 x 15 min Inkubation r8itM NaAc (pH 5,2) gesauert. Dann
wurde das Gel 15 min in EtBr-L6ésung gefarbt, 15 nmmnaqua dest entfarbt und
anschlieBend unter einem UV-Transilluminator (GetIXR) ausgewertet.

11. Auswertung

Fotoaufnahmen der gefarbten Schnitte erfolgte akrddkop (Leica DM 2000) mittels
des Programms Leica IM50 Image Manager.

Unter dem UV-Transilluminator (Biorad Gel Doc XR)uwlen die Gele fir die
Elektrophorese ausgewertet. Sie konnen zudem fafisgh festgehalten werden und am
PC bearbeitet werden (Quantity One 4.5, Biorad).

Die Filme fur den Western Blot wurden mit dem SaniCanoScan 5600F) gescannt und
die relative Intensitdt der Banden wurde mit Hilfen Programm Quantity One 4.5
guantifiziert. Quantitative Ergebnisse der phosplerten ERK1/2, p38-MAPK,
SAPK/INK, MEK1/2, p90RSK und cPLAvurden auf die nicht-phosphorylierten ERK1/2,
p38 MAPK, SAPK/INK, MEK1/2, RSK1/2/3 und cPLAormalisiert.

Alle Daten wurden als Mittelwert Standardabweichung von mindestens drei separaten
Experimenten dargestellt. Die statistische Auswegterfolgt mittels des Zweistichproben-
t-Tests. Statistische Unterschiede wurden als fékgnit angenommen, wenn p < 0,05 ist.
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IV. Ergebnisse

1. Etablierung des GPx-TApoE” DKO Mausmodells

Um einen Mausstamm zu generieren, der auf dem igeheh Hintergrund der ApoE-
defizienz zusatzlich die Defizienz von GPx-1 tragrden ApoE” Mannchen mit GPx-1
Weibchen gekreuzt. In der F1 Generation erhielt M@oE/GPx-1 heterozygote KO
Mause. Diese Mause wurden weiter verpaart und ergabder F2 Generation zu einem
Anteil von 1:16 den gewiinschten ApoE/GPx-1 homomig®KO Genotyp (Abb. 4.1).

ApoE ™" GPx-1"
l C57BL/6
F1 Generation h,)
ApoE " GPx-1*"
C57BL/6
F2 Generation h;
ApoE” ApoE” ApoE"™ ApoE” ApoE"™ ApoE” ApoE"™ ApoE™*
"] GPx-1"" GPx-1" GPx-1" GPx-1" GPx-1" GPx-1" GPx-1" GPx-1"*
1:16 1.8 1:8 1:4 1:8 1.8 1:16 1:16

Abbildung 4.1 Kreuzungsschema fir die Generierung der ApoE/GRartozygoten DKO Maus

Die Genotypisierung erfolgte mittels PCR der aus 8ehwanzspitzen isolierten DNA.
Die PCR mit den Primern fur den Wildtyp (WT) undnd&poE sowie GPx-1 KO wurde
jeweils in einem Ansatz durchgefuhrt. Fir den GPWT erhielt man ein Fragment von
294 bp und fur den KO ein 509 bp Fragment. Fur Apditelt man fir den WT ein 255 bp
und fur den KO ein 245 bp Fragment. (s. Kap. H)1Der GPx-TApoE" Mausstamm
wurde durch Inzucht vermehrt. Der ApbEMausstamm wurde als Kontrolle fir alle
Experimente verwendet.
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2. Untersuchung der GPx-Isoformen im GPx-TApoE”" Mausmodell

In  Voruntersuchungen konnten wir zeigen, dass eirangdl an GPx-1 die
Atheroskleroseentwicklung in ApdE Mausen beschleunigt und modifiziert. Die
atherosklerotischen Lasionen in GP%APoE’ Mause zeigten eine erhohte Zellularitat bei
Makrophagen und glatten Muskelzelféd Aus diesem Grund wollten wir zuerst mittéis
situ-Hybridisierung (ISH) klaren, in welchen Zellen dierschiedenen Isoformen der GPx
(GPx-1, GPx-2, GPx-3, GPx-4) in GPx-1 defizienteduglen und ApoE Kontrolltieren
exprimiert werden. Auf diese Weise sollte einesseiiberprift werden, ob alle
Protagonisten der Atherosklerose (z.B. Makrophagkaite Muskelzell) auch hinsichtlich
der Expression der GPx-1 von Bedeutung sind, argkte nach Hinweisen fur eine evitl.
gegenregulatorische Herauf- oder Herabregulation ideigen GPx-Isoformen gesucht
werden.

2.1 Atheroskleroseinduktion mittels einer fettréien Western Type Diat

Das ApoE" Atherosklerosemodell hat den Vorteil, dass untetefung mit der fettreichen
Western Typ Diat (WTD) relativ schnell grol3ere loin im Bereich des Aortenbogens
und der Aorta en face entstehen. Nach 12 Wochen auf WTD enthalten die
atherosklerotischen Lasionen von GPXApoE” Mausen mehr Makrophagen als die der
ApoE" Mause, wahrend nach 24 Wochen auf WTD die Makrgehanteile in den
Lasionen beider Mausgruppe ahnlich siftiDeshalb wurde die Atherosklerose im DKO
und ApoE~ Mausmodell durch 6 bzw. 12 Wochen WTD induzieiir Bie ISH wurden
GPx-1"ApoE”" Weibchen und ApoE Kontrollweibchen ab einem Alter von 8 Wochen
fur 6 und 12 Wochen auf WTD gesetzt

2.2 Lokalisierung der mRNA der GPx-Isoformen

Es wurde die Expression von verschiedenen IsofordeenGPx (GPx-1, GPx-2, GPx-3,
GPx-4) wahrend der Atheroskleroseentwicklung in deorten von GPx-TApoE"
Méausen und ApoE Kontrolltieren untersucht. Da geeignete paraffitgjge Antikdrper
gegen samtliche interessierende GPx-Isoformen niehiigbar sind, wurde zu diesem
Zweck diein sit-Hybridisierung (ISH) etabliert.
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2.2.1 GPx-1

GPx-1 mRNA wurde mittels ISH in Lasionen des Aobegens und des Aortensinus der
ApoE" Mause nach 6 und 12 Wochen WTD detektiert, unzelielare Herkunft der GPx-
1 Genexpression in murinen atherosklerotischenob&si zu lokalisieren. Nach 6 (Abb.
4.2 A, oberes linkes Panel) und 12 Wochen (Abb.Gl.2beres linkes Panel) auf WTD
wurde eine starke GPx-1 mRNA Expression in ApoMéause detektiert. In ApoE
Mausen wurde die GPx-1 Uberwiegend in Makrophagieht aber in glatten Muskelzellen
exprimiert. Wie erwartet, war GPx-1 in Aorten dePXG1 ApoE’™ Mause nicht vorhanden
(Abb. 4.2 A und C, unteres linkes Panel). DurchHybridisierung der Antisenseprobe zur
murinen GPx-1 wurde die GPx-1 Expression in dereteter ApoE” Mause (Abb. 4.2 B,
oberes linkes Panel), aber nicht in der Leber dex-G ApoE” Mause (Abb. 4.2 B,
unteres linkes Panel) nachgewiesen. In der NierglevGPx-1 in der Nierenrinde und im
auReren Nierenmark der Ap6Bause (Abb. 4.2 D, oberes linkes Panel), abertmicter
Niere der GPx-TApoE" Méause (Abb. 4.2 D, unteres linkes Panel) expritmigeine
Hybridisierung wurde mit der Sensekontrolle fir GPgefunden.

2.2.2 GPx-2

Weder in den Lasionen des Aortenbogens von GRxpbE’ (Abb. 4.3 A, unteres linkes
Panel) noch von ApoE Mausen (Abb. 4.3 A, oberes linkes Panel) war rdhochen
WTD eine spezifische Expression von GPx-2 mRNA magbkbar. Die braunliche Farbe
ist unspezifischer Hintergrund. Kontrollschnittegten die Expression von GPx-2 mRNA
im Dunndarm von ApoE (Abb. 4.3 B, oberes linkes Panel) und GP¥poE’” Mausen
(Abb. 4.3 B, unteres linkes Panel). Die Hybridisieg mit der Sensesonde fur GPx-2
zeigte kein Signal (Abb. 4.3, rechte Panels).

2.2.3 GPx-3

GPx-3 wurde in Makrophagen und Adipozyten der Mattsavon GPx-TApoE’ Mausen
(Abb. 4.4 A, unteres linkes Panel) und von ApoEontrolltieren (Abb. 4.4 A, oberes
linkes Panel) nach 6 Wochen WTD exprimiert, wolmeMakrophagen-reichen L&sionen
GPx-3 sowohl bei den GPx:ApoE’” Mausen als auch bei den ApbEKontrolltieren
ahnlich exprimiert wurde. Verglichen mit der Lasipeigte sich eine hdohere Expression
von GPx-3 mRNA im Fettgewebe beider GPXADoE’” und ApoE" Mause (Abb. 4.4 B,
linke Panels). Es wurde keine Hybridisierung mit datsprechenden Sensekontrolle fur
GPx-3 gefunden (Abb. 4.4, rechte Panels).
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2.2.4 GPx-4

In den Aorten von GPx“1ApoE” (Abb. 4.5 A, unteres linkes Panel) und APoE
Weibchen (Abb. 4.5 A, oberes linkes Panel) wurdehnd2 Wochen WTD eine auf
Makrophagen und Adipozyten konzentrierte GPx-4 Egpion nachgewiesen. Im
Vergleich zur Lasion zeigte sich eine hohere Expoesvon GPx-4 mRNA im Fettgewebe
sowohl bei GPx-TApoE’ (Abb. 4.5 B, unteres linkes Panel) als auch beEp Mausen
(Abb. 4.5 B, oberes linkes Panel), wahrend in Mpkegen die GPx-4 eine starkere
Expression in den GPX'ApoE’~ Mausen gegeniiber den ApoKontrolltieren zeigte. In
der Niere war die Expression der GPx-4 nur im Nierark der ApoE Mause
nachweisbar (Abb. 4.5 C, linkes Panel). Fur GPxelgte sich keine spezifische
Hybridisierung mit der Sensesonde (Abb. 4.5, reEtateele).

Zusammenfassung der ISH-Ergebnisse: GPx-1 wurdeiegend in Makrophagen der
atherosklerotischen Lasion von ApbBviausen exprimiert, wahrend GPx-3 und GPx-4
sowohl in Makrophagen als auch im Fettgewebe dersslarta von GPx71ApoE” und
ApoE’ Mausen exprimiert wurden. Insofern liegt es naeindest im Modell der GPx-
1-defizienten Maus fur Zellkulturversuche vorran§iignozyten bzw. Makrophagen und
nicht etwa glatte Muskelzellen zu verwenden.
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A B

GPx-1 antisense GPx-1 sense GPx-1 antisense GPx-1 sense
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Aortenbogen (6 Wochen WTD) Leber
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GPx-1 antisense GPx-1 sense GPx-1 antisense GPx-1 sense

. 5 X
)C 40 X ( A =)

Aortensinus (12 Wochen WTD) Niere

Abbildung 4.2 Detektion der GPx-1 mRNA Expression mittéhssitu-Hybridisierung in GPx-TApoE”
und ApoE” Mausen. Links: anti-sense Sonde, Rechts: sensgeSBmpression von GPx-1 in Makrophagen-
reichen Léasionen des Aortenbogers pberes linkes Panel, ¥ und des AortensinusC( oberes linkes
Panel, ¥ von ApoE" Mausen nach 6X) bzw. 12 C) Wochen WTD. Die Aortengewebe von GPXApoE

" Méausen zeigen keine Expression von GPx-1 mRMA , unteres linkes Panél Die Grenze zwischen
Intima und Media ist durch Pfeilspitzen markierasDGefalRlumen befindet sich jeweils oben links. -GPx
mMRNA ist nachweisbar mittels Hybridisierung derisemse Sonde auf der Leber von ApoHausen B,
oberes linkes Panel, }; nicht aber von GPx?IApoE” Mausen B, untere Panel3. In der Niere ist GPx-1
mMRNA in der Nierenrinde und im &uReren Nierenmaok ApoE" Mausen D, oberes, linkes Panel, )t

nicht aber von GPx“1ApoE” Mausen exprimiert[, unteres linkes Panél Kein Signal wird mit der
entsprechenden Sensekontrolle fur GPx-1 gefunden.
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GPx-2 antisense GPx-2 sense

Aorenbogen

Dinndarm

Abbildung 4.3 Detektion der GPx-2 mRNA Expression mittissitu-Hybridisierung in GPx-TApoE” und
ApoE” Méausen. Links: anti-sense Sonde, Rechts: senseeS@&ine spezifische Expression von GPx-2 ist
weder in den Lasionen des Aortenbogens von Ap¢E oberes linkes Pandl noch von GPx-TApoE”
Mausen A, unteres linkes Panel) nach 6 Wochen Haltung auf Wi@Ehweisbar. Das Gefallslumen befindet
sich oben links. Die Grenze zwischen Intima und Medt durch Pfeilspitzen markiert. Kontrollschaitt
zeigen die Expression von GPx-2 im DiinndaBn 1) von ApoE" (B, oberes linkes Panglund GPx-1
ApoE" Mausen B, unteres linkes Pangl Fiir GPx-2 zeigt sich keine Hybridisierung mit dense Sonde.
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GPx-3 antisense GPx-3 sense

o .

Aortenbogen

Fettgewebe

Abbildung 4.4 Detektion der GPx-3 mRNA Expression mittaissitu-Hybridisierung in GPx-’i‘ApoE" und
ApoE" Mausen. Links: anti-sense Sonde, Rechts: senseeStn Aorten wurde die Expression von GPx-3
in Makrophagen-reichen Lasionen des Aortenbog&nsdr ApoE" (A, oberes linkes Panglund GPx-1
ApoE” (A, unteres linkes Panél Mause nach 6 Wochen WTD nachgewiesen. AuRerdem &Px-3
mMRNA im Fettgewebe*) der ApoE (B, oberes linkes Panglund GPx-1’ApoE” Mause B, unteres
linkes Pane) exprimiert. Das Gefa3lumen befindet sich obeksiDie Grenze zwischen Intima und Media
ist durch Pfeilspitzen markiert. Die Hybridisierungt der Sensesonde fiir GPx-3 zeigt kein Signal.
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GPx-4 antisense GPx-4 sense

Aortensinus

Aortenbogen

Fettgewebe

Niere

Abbildung 4.5 Detektion der GPx-4 mRNA Expression mitteissitu-Hybridisierung in GPx-tApoE” und
ApoE" Mausen. Links: anti-sense Sonde, Rechts: sensgeStm Aorten wurde die Expression von GPx-4
in Makrophagen-reichen Lasionen des Aortenbogedsdas Aortensinustf von ApoE~ (A, oberes linkes
Panel) und GPx“1ApoE” (A, unteres linkes Panel) Mausen nach 12 Wochen Haltamig WTD
nachgewiesen. Das Gefal3lumen befindet sich ob&s. IDie Grenze zwischen Intima und Media ist durch
Pfeilspitzen markiert. GPx-4 mRNA wurde auch imt§etvebe {) der ApoE"~ (B, oberes linkes Panel) und
GPx-1"ApoE" Mause B, unteres linkes Panel) gefunden. GPx-4 mRNA wurdelditybridisierung mit
der antisense Sonde auf der Niere von APgE, linkes Panel) kontrolliert. In der Niere wur@®x-4 im

Nierenmark der ApoE Mause C, *) exprimiert. Fiir GPx-4 zeigt sich keine spezifisdtybridisierung mit
der Sensekontrolle.
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3. Invitro Untersuchungen an isolierten Peritonebmakrophagen

Unsere Voruntersuchungen haben gezeigt, dass ewgéflan GPx-1 die Entwicklung der
Atherosklerose in ApoE Mausen beschleunigt und modifiziert. AuBerdem ren sich
die atherosklerotischen Lasionen der DKO Mauserimalb des Aortenbogens durch eine
erhohte Zellularitat und einen geringeren Gehakxrazellularer Matrix nach 12 Wochen
WTD aus*® Um dem Zusammenhang zwischen diesem Ph&notyp emBefizienz von
GPx-1 nachzugehen, wurden verschiedene funktioniliersuchungen an den Mausen
durchgefuhrt, die auf normaler Haltungsdiat gelmalteurden (jeweils 5 Mause pro
Mausstamm).

3.1 Der Einfluss der GPx-1 Defizienz auf die durdamodifiziertes LDL induzierte
Schaumzellbildung in Peritonealmakrophagen

Die Akkumulation von Cholesterin in Makrophagen undie nachfolgende
Schaumzellbildung sind ein Kennzeichen der friiheherasklerotischen L&sidh’
Makrophagen sind in der Lage, LDL zu oxidieréhDieser Prozess ist abhangig vom
antioxidativen System in Makrophagen, bei dem GRX Glutathion (GSH) eine wichtige
Rolle in der Zell-vermittelten Oxidation von LDlLpiglen?® Deshalb sollte untersucht
werden, ob die Makrophagen durch eine erhohte Rtmolu von reaktiven

Sauerstoffspezies in GPx-1 defizienten Mausen viernigpoprotein aufnehmen.

3.1.1 Der Effekt der GPx-1 Defizienz auf die OxLDLinduzierte Schaumzellbildung

Die oxidative Modifikation von LDL fuhrt zur erhéérh Aufnahme von modifizierten
Lipoproteinen Uber die Scavenger-Rezeptoren in bjakagen und beglnstigt so die
Akkumulation von Cholesterin in Zellen und damit dschaumzellbildung®® *** In
atherosklerotischen Lasionen akkumulieren sowohbl€terinester-Tropfchen als auch
unverestertes, freies Cholesterin.

Um den Einfluss der GPx-1 Defizienz auf die OxLDidizierte Schaumzellbildung zu
untersuchen, wurden die isolierten Mausperitonellaphagen mit 10 ng/ml MCSF flr 3
Tage differenziert, und dann mit 5 und 10 pg/ml OkLflr 24 h inkubiert. Die

Darstellung deiSchaumzellenerfolgte mittels de©il-Red-O (ORO) Farbung. Die sich
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dabei in den Zellen ansammelnden Lipidtropfcheadassich mit ORO anfarben. ORO ist
ein so genanntes Lysochrom, ein lipophiler Farlhstdr sich an Fette anlagert. Es ist
spezifisch fur Triglyzeride und Cholesterinestaryerestertes Cholesterin farbt es dagegen

nicht**?

Die ORO-Farbung zeigte die Akkumulation der intth#@&ren Lipidtropchen bzw. die
Schaumzellbildung. Peritonealmakrophagen von GPApbE™ Mé&usen zeigten eine
gualitative Tendenz zu umfangreicheren ORO-positit/etttropfchen im Vergleich zu
ApoE” Mausen nach 24 h Inkubation mit 5 pg/ml bzw. 10/migOxLDL. Die
Schaumzellen enthielten meist eine Vielzahl vomnieie roten Tropfen je Zelle. (Abb. 4.6
A)

Die OxLDL-induzierte Schaumzellbildung wurde durdjuantitative Analyse des
zellularen Cholesteringehalts bestatigt. Bolesterinaufnahme von Mausperitoneal-
makrophagen nach 24 h Inkubation mit 5 pg/ml bZvugy/ml OxLDL wurde mittels der
Gesamtcholesterinbestimmung der Zelllysate Ubetprif

Ein erhohter Cholesterinspiegel wurde nach Stimadamit 5 pg/ml bzw. 10 pg/ml
OxLDL detektiert (p < 0,05, Abb. 4.6 B, *). Die Batdlung mit 10 pg/ml OXLDL fuhrte
zu einer signifikanten Erhéhung des gesamten Ctavlegehaltes in Makrophagen der
GPx-I"ApoE’" Mause im Vergleich zu ApdE Kontrollméausen (p < 0,05), wahrend die
Inkubation mit 5 pg/ml OxLDL lediglich einen stdtsech nicht signifikanten héheren
Cholesteringehalt in Makrophagen der GP¥ApoE’™ Méause zu Folge hatte (Abb. 4.6 B).
Diese Ergebnisse zeigten, dass der Mangel an GRiel OxLDL-induzierte
Schaumzellbildung verstarkt, was mit einem erhohtagllularen Lipidspiegel in
Peritonealmakrophagen der ApoElause verbunden ist.
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Abbildung 4.6 Der Effekt der GPx-1 Defizienz auf die OXLDL-indete Schaumzellbildung. Nach 3 Tagen
Differenzierung mit MCSF wurden die Mausperitoneaknmophagen mit 5 bzw. 10 pg/ml OxLDL fiir 24h
inkubiert. Die mit 4 % PFA fixierten Zellen wurdenit Ol-Rot-O gefarbt und fotografierd, Reprasentative
Beispiele der ORO-Farbung nach Transformation dearitdhealmakrophagen zu Schaumzellen
(VergroRerung x 100, Insert, x 20B, Quantitative Bestimmung des zellularen Cholesgeiraltes in
Peritonealmakrophagen. Nach der Inkubation mit OxMirden die Zellen lysiert und homogenisiert und
der Gesamtcholesteringehalt durch Fluoreszenzmgssyuantifiziert. Die Ergebnisse werden als
Gesamtcholesterin bezogen auf den zellularen Pgebalt dargestelliMean £ SD,n = 4). (*) zeigt einen
statistischen signifikanten Unterschied in Verdlemit den unbehandelten Zellen innerhalb der gesich
Mausgruppe (p < 0,05).
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3.1.2 Der Effekt der GPx-1 Defizienz auf E-LDL indizierte Schaumzellbildung

Es wurde bereits gezeigt, dass E-LDL die Schautmishling von Makrophagen
induziert’®® E-LDL ist der starkste in der Lasion nachweisb&ehaumzellbildnel?
Zuséatzlich weisen Makrophagen nach Behandlung mitDE einen erh6hten
Cholesteringehalt adf*

Peritonealmakrophagen von GPXApoE”™ Mausen und ApoE Kontrolltiere zeigten
eine starke Ansammlung grof3er, roter Lipidtropfchexh 24 h Behandlung mit 5 pg/ml
oder 10 pg/ml E-LDL (Abb. 4.7). Wir vermuten, dass Mangel an antioxidativen GPx-1
die Aufnahme des enzymatischen modifizierten Liptgins und die Umwandlung der
Peritonealmakrophagen der ApbElause zu Schaumzellen verstarkt.

GPx 1" ApoE " ApoE 7
- : i P N
5 pg/mi |
E-LDL
10 pg/mi
E-LDL

Abbildung 4.7 Effekt der GPx-1 Defizienz auf die E-LDL-inudzierSchaumzellbildung. Nach 3 Tagen
Differenzierung mit MCSF wurden die Mausperitoneakmophagen mit 5 bzw. 10 pg/ml E-LDL, resp. fur
24h inkubiert. Die mit 4 % PFA fixierten Zellen vdan mit Ol-Rot-O gefarbt und fotografiert.
Repréasentative Beispiele der ORO-Farbung nach Tfoanation der Peritonealmakrophagen zu
Schaumzellen (VergréRerung x 100, Insert, x 20).
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3.2 Immunzytologische Farbung der Peritonealmakioggen

Um nachzuprifen, ob es sich bei den isoliertefedelm Makrophagen handelte, wurden
die Makrophagen auf Chamber Slide Objekttragerlattggt und eine immunzytologische
Farbung mit einem anti-F4/80 Antikdrpern durchgefliBei F4/80 handelt es sich um ein
Oberflachenantigen, das spezifisch auf aktivieMakrophagen exprimiert wurde.

Die Abbildung 4.8 zeigt die Farbung der Makrophageit dem anti-F4/80 Antikdrper
sowie mit einem anti-CD3 Kontrollantikérper. Esgtei sich, dass die Farbung spezifisch
fur den F4/80 Antikdrper ist und man deshalb dasosgehen kann, dass es sich bei den
isolierten Zellen um Makrophagen handelt.

L4 o . B¢ 2 ’ qé \ a ﬁ 6 .:‘
- “ | - " ‘ *‘ "Bv, -
oy « ~

« o 2N " _,,;g

) o\ ¢ ; "‘» f, c ‘bf'7 5
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Abbildung 4.8 Immunzytologische Farbung von isolierten Peritbmakrophagen mit anti-F4/80 Antikorper.
Isolierte Peritonealmakrophagen wurden mit 4% Pkdet und mit einem Ratte anti-F4/80 Antikdrper
gefarbt (rechtes Panel, braun). Als Negativkorgrallurde ein Hase anti-CD3 Antikdrper verwendet, die
braun gefarbten Zellen sind Lymphozyten (linkesePaoraun).

3.3 Der Einfluss verschiedener Stimuli auf die Piferation von Makrophagen

Es ist bekannt, dass durch die Hemmung von GPx-Kdnzentration von D, erhoht ist.
Erhohter oxidativer Stress induziert haufig einedéte Proliferationsrate in verschiedenen
Zelltypen. Vor allem fiir KO, ist bekannt, dass es die Proliferation induzigtann’®
Auch in atherosklerotischen Plaques kdonnte diebéndmen eine grol3e Rolle spielen. In
unserer vorliegende Studie wiesen die Plaques hafterdes Aortenbogens der GPx-
1/ApoE DKO Mause eine erhohte Zellularitat mit eid@nahme der Makrophagenanteile
in friihen atherosklerotischen Lasionen gegeniibetdsionen der Kontrolltiere atf’

Fur die erhohten Makrophagenanteile in der Lasimfitssich die Frage, ob vermehrt
Makrophagen in die Lasion eingewandert sind oderaafgrund erhéhten oxidativen
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Stresses in der Lasion die Proliferation der Makeqen vermehrt ist. Aus diesem Grund
wurde die Proliferationsrate von isolierten Peraimakrophagen nach Stimulation mit
verschiedenen Agenzien ermittelt. Bei den Mausenrdevudurch Injektion mit
Thioglykollat 3 Tage zuvor eine milde Peritonitigluziert. Der Nachweis der Proliferation
der Peritonealmakrophagen erfolgte mittles einedlUBProliferationsassay, bei dem in
proliferierenden Zellen in der S-Phase BrdU statyrfidin in die DNA eingebaut wurde,
das dann von einem anti-BrdU Antikorper detekieerden kann. Der Versuch wurde an
20 Wochen alten DKO und ApdEMausen mit normaler Haltungsdiat (jeweils 5 pro
Gruppe) durchgefuhrt. (Abb. 4.9)

Thioglykollatinjektion

N\

ApoE” AR 4 crx-17 ApoE”

3 Tage l Isolation von Peritonealmakrophagen

s En B

72h l + MCSF

Ausplattieren der Zellen in 96-well Platte
(2,5 x 10* Zellen/Well)

+ Stimulus

72h | Brqu®

Abbildung 4.9
Schema zur Durchfihrung des
BrdU Proliferationsassays

Nachweis des eingebauten BrdU
mittels anti-BrdU-Antikdrper

3.3.1 MCSF fordert die Proliferation der Makrophagen

Die Proliferationsrate aus isolierten Peritonealropkagen der GPx-1 defizienten Mause
und WT-Mause nach Inkubation milacrophage-Colony-Stimulating FactqMCSF)
wurde ermittelt. Abbildung 4.10 zeigt das Ergelaes Proliferationsassays. Es zeigte sich,
dass MCSF die Proliferation der Makrophagen sowai GPx-1"ApoE’ als auch
ApoE” Mausen signifikant erhoéht (p < 0,05, Abb. 4.10 #, AuRerdem zeigten
Peritoneal-makrophagen von GPXApoE” Mausen eine erhohte Proliferationsrate
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gegeniiber den Makrophagen der ApoEontrollméduse (p < 0,05). Ahnlich induziert
MCSF signifikant die Proliferation der Makrophagemn GPx-1" und B6/J Mausen (p <
0,05, Abb. 4.10 B, *). Makrophagen von GPX-Mé&usen zeigten dabei eine starkere
BrdU-Aufnahme als Makrophagen von B6/J Kontrollngiugp < 0,05). Wir vermuten,
dass MCSF die Proliferation der Makrophagen indtizied ein erhéhter oxidativer Stress
bei GPx-1 Defizienz die MCSF-induzierte Makrophggetiferation verstarkt.

—]
° 10 OI o5 B GPx-1-/- ApoE-/- 10 I
I p<U, - <0,05 *H-
g 8 O ApoE-/ % g 4 p|_| oB6/J
S 6 n.s. g *
S — * S 61 n.s.
S 24 =
2 g 47 *
= 22 mm— M
[a =
o ‘ ¢ | mm
0 10 0 10
MCSF (ng/mi) A MCSF (ng/ml) B

Abbildung 4.10 MCSF induzierte Makrophagenpoliferation. Nach 8iéinzierung von isolierten
Peritonealmakrophagen der GPXApoE’ und ApoE” Mause A) oder GPx-1 und B6/J MauseR) mit 10
ng/ml MCSF fir 3 Tage wurden die resultierenden tpkagen (2,5 x T0Zellen/Well) mit MCSF und
BrdU fir 48 h inkubiert. Danach wurde die prolifiva Aktivitat mit einem BrdU-basierten
Chemilumineszenz-Assay ermittelt und als Proliferarate im Vergleich zur Kontrolle (Zellen der WT
Kontrollmaus ohne Behandlung mit MCSF) ermittéfie@n + SD,n = 5). (*) zeigt signifikanter Unterschied
zwischen den behandelten Zellen und den Zellen delegandlung mit MCSF innerhalb der gleichen
Mausgruppen (p < 0,05).

In unserer Studie wurde auch ein SODRlausmodell verwendet, dessen SOD2-Defizienz
nicht mit einer Veranderung der Konzentration vogOHeinhergeht. Es wurden keine
unterschiedlichen Proliferationsraten der Perittma&rophagen zwischen der SOD2
Mause und der B6/J Kontrollméuse detektiert. (Abhl)

Abbildung 4.11 MCSF induzierte Makrophagen-
poliferation. Nach Differenzierung von isolierten
Peritonealmakrophagen der  entsprechenden
Méause mit 10 ng/ml MCSF fiur 3 Tage wurden
s die resultierenden Makrophagen (2,5 x*10
4 — T Zellen) mit MCSF und BrdU flr 48h inkubiert.
21 Danach wurde die Proliferationsaktivitat mit
e einem BrdU-basierten Chemilumineszenz-Assay
ermittelt und als Proliferationsrate im Vergleich
zur Kontrolle  (Zellen der WT-Maus ohne
Behandlung mit MCSF) dargestelMéan + SD,

@ SOD2 +-
81 ns. 0 B6/J

Proliferationsrate
>
w

0 10
MCSF (ng/ml)
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3.3.2 Der Einfluss von OxLDL auf die Proliferation von Makrophagen

Die Stimulation der Zellen mit 10 bzw. 20 pg/ml L hatte einen signifikanten
Einfluss auf die Proliferation der Makrophagen \@Rx-I"ApoE” M&ausen (Abb. 4.12 A,
*).  Kein proliferativer Effekt hingegen wurde bei ed Stimulation der
Peritonealmakrophagen von ApbEAbb. 4.12 A), GPx-1 und B6/J Mausen (Abb. 4.12
B) mit OxLDL beobachtet. Allerdings zeigten sowdfie Makrophagen von GPx‘1
ApoE” Mausen gegeniiber ApdEKontrollmausen (Abb. 4.12 A), als auch die
Makrophagen von GPx?1IM&usen gegeniiber dem Wildtyp (Abb. 4.12 B) eindvdleten
Einbau von BrdU in die DNA (p < 0,05).

10 *k | @ GPx-1-/- ApoE-/-
o | ) p<0,05 o< 0,05 OAPOE
Q
< 0,05
§ n.s. p<0,05 p<o x *k
g °] T
T
g 4
IS
e B
MCSF (ng/ml) - - - - 10
OXLDL (ug/ml) - 5 10 20 - A

10 @ Gpx-1/-

Q 8 oB6/J
S p < 0,05
€ 6| NS |—| p<0,05
2 1 —
g 4
2
o

o o O

0 5 10
OXLDL (ug/ml) B

Abbildung 4.12 OxLDL induzierte Makrophagenpoliferation. Nach f@ienzierung von isolierten
Peritonealmakrophagen der GP%ApoE" und ApoE" Mause A) oder GPx-1 und B6/J MauseR) mit 10
ng/ml MCSF fiir 3 Tage wurden die resultierenden Mpkagen (2,5 x T@ellen/Well) mit 5, 10 bzw. 20
pg/ml OxLDL oder 10ng/ml MCSF und BrdU fir 48 h udkiert. Danach wurde die proliferative Aktivitat
mit einem BrdU-basierten Chemilumineszenz-Assayitegthund als Proliferationsrate im Vergleich zur
Kontrolle (Zellen der WT-Kontrollmaus ohne Behamatj mit OxLDL) ermittelt Mean £ SD,n = 4).
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3.4 Der Einfluss von MAPK-Inhibitoren auf die Prdfleration von Makrophagen

MAPK Familien (ERK, p38, JNK/SAPK) spielen eine BeoRolle in der Regulierung der
zellularen Proliferation, Differenzierung, Entwioklg, Migration und Apoptose als
Antwort auf verschiedene extrazellulare Stintefli >’ (Abb. 4.13)

Es ist bereits bekannt, dass ROS die MAPK-Signattaktionswege in verschiedenen
Zelltypen aktivieren kanf®®**° Unsere Untersuchungen konzentrierten sich auRdie
der MAPK-Aktivierung im Rahmen der ProliferationdiApoptose der Makrophagen und
den Einfluss von GPx-1 auf die MAPK-Signaltransdiorkswege in Makrophagen.

Oxidative Wachstumsfaktor , Wachstumsfaktor Inflammatorische Oxidative
Stimulus Stress Mitogene, GPCR z.B. TGFR Zytokine Stress
v A - A
MEKK T Raf TAKL  MLK2/3 ASK1 MEKK 1-4
(MAPKKK) Tpi2
o N
(MAPKK, MKK) /. MEK 1/2 MEK 3/6 MEK 4/7
SB203580
u0126 e
MAPK ERK12 —»  p38 MAPK JINK1/2/3

SIS

A\

4-----------

Zytoplasma P9ORSK cPLA, <«— MNK1/2 MK3 PRAK
1
v v v
Nukleus P9ORSK ERK1/2 —  MSK1/2 < Pp38MAPK — MK2/3 JINK

—

Transkriptionsfaktor Aktivierung

Abbildung 4.13 MAPK Signaltransduktionswege: MAPK werden durch verschiedene extrazellulare
Stimuli aktiviert und vermitteln eine Reihe mehfgjar Signaltransduktionswege vom Zytoplasma zum
Nukleus.ERK1/2: extracellular signal-related kinasep38 MAPK: p38 mitogen-activated protein kinase
JNK: c-Jun-N-terminal kinasegGPCR: G-Protein gekoppelter RezeptdiAK1l: TGF-activated kinase,1
ASK1: Apoptosis signal regulated kinaseMLK: Mixed-Lineage Kinase,390RSK: p90 ribosomal S6
kinase MNK1/2: MAPK interacting serine/threoninkinase,MSK: mitogen- and stress-activated protein
kinase cPLA2: cytoplasmic phospholipase AIK: MAPK-activated protein kinas€®D98059: MEK1/2-
Inhibitor, U0126: MEK1/2-Inhibitor, SB203580:p38-Inhibitor
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3.4.1 Die Effekte von MAPK-Inhibitoren auf die MCSF oder OxLDL-induzierte
Makrophagenproliferation

MEK1/2 ist dieupstreamERK-Kinase, die ERK1/2 aktivieren kann. PD98059 w0126
konnen die Aktivitat von MEK1/2 selektiv inhibieredadurch wird die Aktivierung von
ERK1/2 gehemmt oder verhindert. Das PyridinylimmlasB203580 bindet mit hoher
Affinitat an die p38-MAPK nahe der ATP-bindenderel#t, wodurch die p38-MAPK
inaktiv wird. Um die Beeinflussung von MAPK-Signadgen wie z.B. ERK, p38 auf die
MCSF oder OxLDL-induzierte Makrophagenproliferatiozu erklaren, wurden
Peritonealmakrophagen von GPXApoE’ und ApoE" Mausen zuerst mit den MEK1/2-
Inhibitoren PD98059 und U0126 oder dem ATP-kompetit p38-Inhibitor SB203580
vorinkubiert und dann die BrdU-Aufnahme in Makrogha ermittelt.

Die Vorbehandlung mit PD98059 inhibierte signifikalie MCSF (p < 0,01, Abb. 4.14 A
links) und OxLDL- (p < 0,05, Abb. 4.14 A rechts)durierte Proliferation der
Peritonealmakrophagen von GPXApoE” Mausen. U0126 inhibierte lediglich die
MCSF- (p < 0,05, Abb. 4.14 A links), nicht aber aXL- (Abb. 4.14 A rechts) induzierte
Proliferation der Makrophagen in GPXApoE’~ Mausen signifikant. In Gegensatz zum
MEK1/2-Inhibitor erhéhte SB203580 sowohl die MC§p-< 0,05, Abb. 4,13 A link) als
auch die OxLDL- (p < 0,05, Abb. 4.14 A recht) inderre Proliferation der
Peritonealmakrophagen von GPXApoE”~ Mause signifikant. Die Vorbehandlung mit
PD98059, nicht aber U0126 inhibierte signifikané diCSF-induzierte Proliferation der
Peritonealmakrophagen in Ap6Eontrollmausen (p < 0,01, Abb. 4.14 B link), watde
kein Inhibitionseffekt durch PD98059 und U0126 dig OxLDL-induzierte Proliferation
der Makrophagen der ApdEMause zu verzeichnen war (Abb. 4.14 B rechts).@3B80
stimulierte die MCSF (p < 0,05, Abb. 4,14 B links)d OxLDL- (p < 0,05, Abb. 4.14 B
rechts) induzierte Proliferation der Peritonealnopkragen von ApoE Mause signifikant.

SB203580 erhohte die Proliferationsrate der Pegatmakrophagen von GPX-ApoE’
Méause (p < 0,05, Abb. 4.15 links) und ApbKontrolimause signifikant (p < 0,01, Abb.
4.15 rechts). Wir vermuten, dass die Inhibition ¢@&8-Aktivierung zur vermehrten
Proliferation oder verringerten Apoptose der Makragen fihrt.

Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass die Aktimg des ERK-Signalwegs an der
Proliferation der Makrophagen beteiligt ist. Die BE/OxLDL-induzierte Proliferation der
Peritonealmakrophagen der GPXApoE’™ Mause ist sehr empfindlich gegeniiber der
Inhibition des ERK-Signalwegs. In Gegensatz dazddii die Inhibition der p38-MAPK
die MCSF und OxLDL-induzierten Proliferation der klaphagen.
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Abbildung 4.14 Einfluss der MAPK-Inhibitoren auf die MCSF- odexIDL -induzierte Proliferation der
Mausperitonealmakrophagen. Nach 3 Tagen Differenzge von isolierten Peritonealmakrophagen wurden
die Makrophagen (2,5 x 1@ellen/Well) von GPx-1ApoE" Mausen A) und ApoE" Kontrollmausen B)

mit 75 pM PD98059, 15 pM U0126 oder 15 pM SB2035801h vorinkubiert und dann mit 10 ng/ml
MCSF (inks) oder 10 pg/ml OxLDL rechts) und BrdU fir 48 h inkubiert. Danach wurde die
Proliferationsrate mit einem BrdU-basierten Chemilueszenz-Assay ermittelt und prozentual im Vedjlei
zur proliferativen Aktivitat der unbehandelten 2ell(100 %) dargestellMean + SO n = 3-5).

Abbildung 4.15 Einfluss des pZInhibitors

GPx-1"ApoE " ApoE ™ SB203580 auf die Makrophageproliferation. Nach
500 3 Tagen Differenzierung von isolierten
c 0] PO p<0,01 Peritonealmakrophagen wurden die Makrophagen
S — (2,5 x 10 Zzellen/Well) von GPx-TApoE”"
< 300 - Mausen Knks) und ApoE" Kontrollmausen
= 200 | (rechts) mit 15 uM SB203580 fur 1h vorinkubiert
g und dann mit BrdU fiir 48 h inkubiert. Danach
< 100 A wurde die Proliferations-rate mit einem BrdU-
N 04 basierten Chemilumineszenz-Assay ermittelt und
prozentual im Vergleich zur proliferativen
e 50 T R Aktivitat der unbehandelten Zellen (100 %)
dargestellt lean + SD,n=3).
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3.4.2 Die Effekte von p38-Inhibitoren auf die MCSF-oder OxLDL-induzierte
Kaspase-3/7 Aktivitat in Mausperitonealmakrophagen

Die Asparaginsaure-spezifische Cysteinprotease p#se Familie spielt eine
entscheidende Rolle bei der Apoptose in SaugetienzeDie p38-MAPK vermittelt die
Aktivierung der Kaspase-9 und Kaspase-3 durch twedene Stimuli** *? Um den
Einfluss des p38-MAPK Signalweg auf die MCSF odet DL-induzierte Apoptose der
Makrophagen zu erklaren, wurden der Effekt von SI5380 auf die Kaspase-3/7 Aktivitat
in Makrophagen von GPx'ApoE’” M&use (Abb. 4.16, links) und ApdEKontrollméuse
(Abb. 4.16, rechts) untersucht. In Makrophagen dgueinen Inhibitionseffekt vom
SB203580 auf die Kaspase-3/7 Aktivitdt beobachpet<(0,01), wahrend MCSF die
Kaspase-3/7 Aktivitat signifikant erhohte (p < Q,8p OxLDL hatte keinen signifikanten
Einfluss auf die Aktivierung der Kaspasen 3 undSB203580 inhibierte sowohl die
MCSF- (p < 0,05) als auch die OxLDL- (p < 0,01) uacerte Kaspase-3/7 Aktivitat in
Peritonealmakrophagen beider Mausgruppen signifikan

GPx-1"ApoE ™ ApoE "
- 400
ST p <0,05 p < 0,05
= 300 * [—
= *
<
~ 2004 p<o01 p <0,01 p <0,01 p <0,01
2 |_|
% 100 1 ﬁ xx xx
5 7l
@
N 0
MCSF S T S S
OxLDL - - - - + o+ - - .- + o+
SB203580 T -+ -+ -

Abbildung 4.16 Einfluss des p38-MAPK Inhibitors SB203580 auf dikaspase-3/7 Aktivitat in
Peritonealmakrophagen. Nach 3 Tagen Differenzigramirden die Peritonealmakrophagen (2,5 X 10
Zellen/Well) von GPx-1TApoE" Mausen lfnks) und ApoE~ Kontrollmausenrechts) mit 15 pM SB203580
fur 1 h vorinkubiert und dann mit 10 ng/ml MCSF odé® pg/ml OxLDL fiir 48 h inkubiert. Danach wurde
die Kaspase-3/7 Aktivitat ermittelt und prozentimlVergleich zur Aktivitat der unbehandelten Zeli@®0
%) dargestellt lean + SD,n=5). (*) zeigt signifikanter Unterschied zwischden behandelten Zellen und
den unbehandelten Zellen innerhalb der gleichendgiayppen (*, p < 0,05 und **, p < 0,01).
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3.5 Die Wirkung von MCSF auf die MAPK-Signaltransdition in isolierten
Peritonealmakrophagen

Unsere Ergebnisse zeigten, dass die BeteiligungMARK eine Voraussetzung fir die
MCSF-induzierte Proliferation der Makrophagen @b das MCSF die Aktivierung der
MAPK in Makrophagen der GPx-1 defizienten AfoMause beeinflussen kann, ist noch
nicht geklart. Deshalb wurden nach der Induktion t miIMCSF die
Phosphorylierungsniveaus von ERK, p38-MAPK und SAINK in Makrophagen mittels
Western Blot und entsprechenden Antikdrpern nacregam.

3.5.1 Peritonealmakrophagen der DKO Mause zeigen re@ erhohte
Signaltransduktion des ERK1/2-Pathways nach Stimul@on mit MCSF

Wir haben das Phosphorylierungsniveau RK1/2 in Peritonealmakrophagen mittels
Antikdrper gegen phosphoryliertes ERK und ERK lestt. MCSF induzierte signifikant
die ERK1/2-Phosphorylierung in Makrophagen von @PApoE’ Mausen im Vergleich
zu ApoE" Kontrollmausen nach 5 min Inkubation mit MCSF (005, Abb. 4.17 A).
Diese Wirkung ging nach 15 min wieder auf das Aaggaiveau zurick.

In der ERK-Kaskade wurde ERK1/2 durbhEK1/2 aktiviert und kann danp90RSK
wiederum aktivieren. Weitere Untersuchungen erérigtiaher mit Hilfe der Antikérper
gegen phosphorylierte MEK1/2, phosphorylierte p9RRSd MEK sowie p90RSK. Die
maximalen Niveaus der phosphorylierten MEK (Abbl14.B, *) und p90RSK (Abb. 4.17
C, *) wurden nach 5 Min Stimulation mit MCSF erralttund waren in Makrophagen von
GPx-I"ApoE” Mause deutlich hoher im Vergleich zu ApoElausen (p < 0,05).

Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass MCSF einestargte, zeitabhangige
Phosphorylierung von ERK1/2, MEK1/2 sowie p90RSKlen Makrophagen der GP%-1
ApoE” Mause induziert und die Signaltransduktion duvEK/ERK-Kaskade vermittelt.

3.5.2 Kein signifikanter Einfluss von MCSF auf diep38-MAPK und SAPK/JNK
Signalwege in Peritonealmakrophagen

Die Phosphorylierungsniveaus vop38-MAPK und SAPK/IJNK in Peritoneal-
makrophagen wurden mittels Western Blot mit denik&mpern gegen phosphorylierte
p38-MAPK, phosphorylierte SAPK/JNK sowie p38-MAPSAPK/INK quantifiziert. Im
Gegensatz zum ERK erhdhte MCSF die Phosphorylievongp38-MAPK (Abb. 4.18 A)
und SAPK/IJNK (Abb. 4.18 B) nicht signifikant, didhésphorylierungsniveaus waren in
den Peritonealmakrophagen der GP¥ApoE” und ApoE  Mause &hnlich. Diese
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Ergebnisse zeigten, dass MCSF keine signifikantekWpg auf die Aktivierung der p38-
MAPK und SAPK/JNK Signalwegen in Mausperitonealnogitragen hatte.
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Abbildung 4.17 Western Blot-Analyse des ERK-Signalwegs in MCSFuizidrten Peritonealmakrophagen.
Nach 3 Tagen Differenzierung mit MCSF wurden dietBeealmakrophagen erneut mit 10 ng/ml MCSF fur
5 und 15 min inkubiert. Zellulares Protein wurderatiert und Proteinproben (0,4 mg/ml) mittels Véest
Blot mit spezifischen anti-phospho-ERK1/2 oder -#&®RK1/2 (A), anti-phospho-MEK1/2 oder anti-MEK1/2

(B) bzw. anti-phospho-p90RSK oder anti-RSK1/2/8) (Antikérpern

analysiert réchte Panels

reprasentative Experimente). 3-Actin oder Actin deurals Kontrolle verwendet. Die Banden wurden
densitometrisch ausgewertet und als Intensitatpesphorylierten ERK1/2A), MEK1/2 B) bzw. pQORSK
(C) relativ zur Intensitéat des nicht-phosphoryliertERK1/2, MEK1/2 bzw. p90RSK angegebdmke

Panels Mean + SO n =

unbehandelten Zellen innerhalb der gleichen Maygggyp < 0,05).

3). (*) zeigt statistisch signifikante Untelngede im Vergleich mit den
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Abbildung 4.18 Western Blot Analyse der p38-MAPK und SAPK/INK Kidd¢rung in MCSF-induzierten
Peritonealmakrophagen. Nach 3 Tagen Differenziermig MCSF wurden die Peritonealmakrophagen
wieder mit 10 ng/ml MCSF fir 5 und 15 min inkubie#Zellulares Protein wurde extrahiert und
Proteinproben (0.4 mg/ml) mittels Western Blot apezifischen anti-phospho-p38 oder anti-p38-MARK (
und anti-phospho-SAPK/JNK oder anti-SAPK/JNKB) ( Antikdrpern analysiert réchte Panels
reprasentative Experimente). R-Actin oder Actin deurals Kontrolle verwendet. Die Banden wurden
densitometrisch ausgewertet und als Intensitaptiesphorylierten p38A) und SAPK/JINK B) relativ zur
Intensitat des nicht-phosphorylierten p38 und SARK angegeberlifke Panels Mean £S0O n = 3).

cPLA; ist ein wichtigesdownstrearrSubstrat der aktivierten ERK und p38-Kinasen bei
der MAPK-Signaltransduktion. Die Produktion der Aidonsaure (AA) durch cPLAist
ein wichtiger Regulator der Monyozyten/Makropha§@DPH-Oxidase Aktivitat. cPLA
spielt eine wichtige Rolle in dera;.Makroglobulin-induzierten Mitogenese und
Proliferation der Mausperitonealmakrophad&Da aktivierte ERK1/2 und p38-MAPK in
der Lage sind, cPLA2 zu phosphorylieren, wurde Wekung von MCSF auf das
Phosphorylierungsniveau von cPLAnittels Antikbrpern gegen phosphorylierte-cBLA
und cPLA gepruft. MCSF induzierte die cPLAhosphorylierung in Makrophagen der
beiden Mausgruppen nach 1 h, 14 h und 24 h sigmfikp < 0,05, Abb. 4.19 B, C, *).
Allerdings konnte kein Unterschied zwischen GP¥ApoE” Mé&usen und ApoE
Kontrolltieren beobachtet werden. (Abb. 4.19)
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Abbildung 4.19 Western Blot Analyse der cPLAktivierung in MCSF-induzierten Peritonealmakropgba.
Nach 3 Tagen Differenzierung wurden die Peritona&hmphagen mit 10 ng/ml MCSF fur 5 und 15 min (A),
1 und 2 h (B) bzw. 14 und 24 h (C) inkubiert. ZElhes Protein wurde extrahiert und Proteinproli:a (
mg/ml) mittels Western Blot mit spezifischen antiggpho-cPLA oder anti-cPLA Antikdrpern analysiert
(rechts: reprasentative Experimente). [3-Actin wuras Kontrolle verwendet. Die Banden wurden
densitometrisch ausgewertet und als Intensitéat ptiesphorylierten cPLArelativ zur Intensitat des nicht-
phosphorylierten cPLAangegeben (linkdylean £ SO n = 3 - 5). (*) zeigt einen statistischen sigkafiten
Unterschied in Vergleich zu den unbehandelten Aeti@erhalb der gleichen Mausgruppe (p < 0,05).
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3.5.3 Der Einfluss des p38-MAPK Inhibitors auf dieMCSF-induzierte ERK- und
JNK-Signaltransduktion in isolierten Peritonealmakrophagen

Nach 1 h Vorinkubation mit SB203580 und 5 min Stimtion mit MCSF wurde eine
signifikante Erhohung der ERKZL/2-Phosphorylieruny Peritonealmakrophagen der
beiden Mausgruppen nachgewiesen (p < 0,01, Abb. A,2*). Zusatzlich wurde ERK1/2
in Makrophagen der ApdE Mause im Vergleich zu GPX'ApoE’ Tiere starker
phosphoryliert (p < 0,01, Abb. 4.20 A). SB2035804ite das Phosphorylierungsniveau
der JNK nach Stimulation mit MCSF gegeniiber unbébken Zellen in ApoE Mausen
(p < 0,01, *), nicht aber in GPX“ApoE’~ Mausen. (Abb. 4.20 B) Allerdings wurde kein
Unterschied bei der JNK-Aktivierung nach der Belhang mit SB203580 zwischen GPx-
17ApoE” und ApoE” Mausen beobachtet. Die Ergebnisse zeigten, dasniibition
von p38-MAPK zur verstarkten Phosphorylierung vétkeund JNK in den Makrophagen
der ApoE"~ Mause fiihrt.

3.6 Die Wirkung von OxLDL auf die MAPK Signaltrartkiktion in isolierten
Peritonealmakrophagen

Es ist bekannt, dass MAPK in Makrophagen durch OxkaRtiviert werden** Auf diesen
Grund sollte der Effekt von GPx-1 auf die OxLDL-umlerte MAPK-Signaltransduktion
in Mausperitonealmakrophagen geklart werden. Nachirb Inkubation mit OxLDL (10
pg/ml) waren die Phosphorylierungsniveaus von MEK({g < 0,05, Abb. 4.21, A),
ERK1/2 (p < 0,05, Abb. 4.21, B) und p90RSK (p <10,8bb. 4.21, C) in Makrophagen
der GPx-1"ApoE” Méuse hoher als in ApdE Kontrolltieren, unabhangig davon, ob die
Zellen mit MCSF inkubiert wurden oder nicht. Allargs war die Wirkung von OxLDL
auf die Aktivierung der MEK1/2 und ERKZ1/2 nicht sifikant. Eine deutlich erhéhte
Phosphorylierung der p90RSK nach Stimulation mit_Dix wurde in GPx-1ApoE”
Mause beobachtet (p < 0,05, *). OXLDL und MCSF ruseen phosphorylierten ERK1/2
(p < 0,05, Abb. 4.21, B, *) und p90RSK (p < 0,099bA4.21, C, *) in Makrophagen der
beiden Mausgruppen signifikant, wahrend die Akiivider MEK1/2 nur in GPx“1ApoE"
Mause deutlich erhdht war (p < 0,01, Abb. 4.21*3,,
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Abbildung 4.20 Western Blot Analyse des Einflusses des p38-lidnibiauf den MAPK-Signalweg in
MCSF-induzierten Peritonealmakrophagen. Nach 3 agefferenzierung mit MCSF wurden die
Peritonealmakrophagen mit 15 pM SB203580 fiir 1 finkabiert und dann mit 10 ng/ml MCSF flr 5 min
inkubiert. Zellulares Protein wurde extrahiert undroteinproben (0,4 mg/ml) mittels Western Blot mit
spezifischen anti-phospho-ERK1/2 oder anti-ERK1/&) (und anti-phospho-SAPK/INK oder anti-
SAPK/IJNK B) Antikdrpern analysiertréchte Panels reprasentative Experimente). [3-Actin oder Actin
wurde als Kontrolle verwendet. Die Banden wurdensitemetrisch ausgewertet und als Intensitat des
phosphorylierten ERK1/2A) und JNK B) relativ zur Intensitat des nicht-phosphorylierteRK1/2 und
JNK angegeberifke Panels Mean + SO n = 3 - 5). (*) zeigt einen statistisch signifitan Unterschied im
Vergleich zu den unbehandelten Zellen innerhalb gleichen Mausgruppe (p < 0,05). Bei der dritten
schwachen Bande handelt es sich um eine unterpbodieinte ERK oder JNK-Bande.
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Abbildung 4.21 Western Blot Analyse der Aktivierung des ERK1/2+&ilyvegs in OxLDL- und/oder
MCSF-induzierten Makrophagen. Nach 3 Tagen Differenung mit MCSF wurden die
Peritonealmakrophagen mit 10 pug/ml OxLDL und/od€r rig/ml MCSF MCSF fir 5 min inkubiert.
Zellulares Protein wurde extrahiert und Proteingrolf0.4 mg/ml) mittels Western Blot mit anti-phosph
MEK1/2 oder anti-MEK1/2 4), anti-phospho-ERK1/2 oder anti-ERK1/B)(bzw. anti-phospho-p90RSK
oder anti-RSK1/2/3 @) Antikorpern analysiertréchte Panel: reprasentative Experimente). 3-Actin oder
Actin wurde als Kontrolle verwendet. Die Banden ekem densitometrisch ausgewertet und als Intercstit
phosphorylierten MEK1/2 X), ERK1/2 @) bzw. p90RSK C) relativ zur Intensitat der nicht-
phosphorylierten ERK1/2, MEK1/2 bzw. p90RSK datsigihke Panels Mean S0 n = 5). (*) zeigt einen
statistischen signifikanten Unterschied in Verdieimu den unbehandelten Zellen innerhalb der gleiche
Mausgruppe (*, p < 0,05 und **, p < 0,01).
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3.7 Genexpressionsuntersuchungen in isolierten Remealmakrophagen nach
Stimulation mit OxLDL

Wir vermuten, dass der erhdhte oxidativen Stresghddie Deletion von GPx-1 die
OxLDL-induzierte Cholesterinakkumulation in Makrgen und Schaumzellbildung
fordern kann. Der oxidative Stress kann aul3erdesmeddotheliale Sekretion des MCSF
stimulieren und zur Adhasion und Differenzierungnvblonozyten fithren® In-vitro
Untersuchungen zeigten, dass oxidierte Lipide wid [@. die MCSF und GM-CSF
Expression induzieren kénnen. MCSF und GM-CSF spi@ine wichtige Rolle in der
OxLDL-induzierten Proliferation von Makrophagéh.*® 4’ Deshalb sollte im GPx-1
defizienten Mausmodell Gberprift werden, ob OxLDile d&Expression der MCSF in
Makrophagen mit erhéhten ROS beeinflusst.

Wie bereits beschrieben, wurden Peritonealmakrogrhagit oder ohne 10pg/ml OxLDL
fur 24 h inkubiert. Die Quantifizierung der Expriessder MCSF (CSF1) mRNA erfolgte
mittelsreal-time PCRDas Expressionsniveau von CSF1 wurde auf daseSgamsniveau
des Referenzgens 18S rRNA bezogen. Die OxLDL-Inkabaverdoppelte das CSF1
mRNA-Niveau in Makrophagen von GPX-ApoE” Mause gegeniiber unbehandelten
Zellen, wahrend keine stimulierende Wirkung auf Bigression der CSF1 in Apé’Ezu
beobachten war (Abb. 4.22).

relative Expression der
5 CSF1 gegen 18S rRNA

0O GPx1-/- ApoE-/-
O ApoE-/-
4
2 3
=)
S
2 2
Ll
1- T
0

Inkubation mit OxLDL

Abbildung. 4.22 RTD-PCR Analyse fur die OxLDL-vermittelte CSF1-Eg&psion in Makrophagen. Nach 3
Tagen Vorinkubation mit MCSF wurden Peritonealmakagen von GPXIApoE” und ApoE~ M&usen mit
10 pg/ml OXLDL fir 24 h inkubiert. Nach RNA-Isali;mg wurde die CSF1-Expression dumgal-time
PCR (RTD-PCR) quantifiziert. Die Erhéhung der relativ&xpression von CSF1 gegen 18S rRNA in
OXxLDL-stimulierten Zellen im Vergleich zu unbehattda Zellen ist in der Abbildung dargesteliéan +
SD, n=3).
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V. Diskussion

Nach den Ergebnissen unserer Vorstudie fihrt diex-GBefizienz unter einer
cholesterinreichen Westerntyp-Diat (WTD) zu einegsdhleunigten Atherosklerose-
entwicklung. Besonderes Kennzeichen der atherastidehen L&sionen der GPX:1
ApoE" Tiere ist die in den frihen Stadien stark erhited#ularitat (Makrophagen und
glatten Muskelzellenﬁ?9 Um die Mechanismen der atheroprotektiven FunktienGPx-1
auf der zellularen Ebene weiter zu klaren, wurdedar vorliegenden Arbeit (1) die
zellulare Herkunft der GPx innerhalb der atheraskischen Lasionen identifiziert, (2) die
Wirkung der GPx-1-Defizienz auf die Schaumzell-Bindy untersucht und (3) der Effekt
der GPx-1-Defizienz auf die Signaltransduktionswegtie eine Rolle bei der
Zellproliferation spielen, geklart.

Diese Studie zeigte folgende Ergebnisse: Die Isodor der GPx (GPx-1, GPx-3, GPx-4)
wurden vorwiegend in Makrophagen, aber nicht in ttgila Muskelzellen der
atherosklerotischen Lasion von ApoBause exprimiert. Der Mangel an GPx-1 erhohte
die OxLDL-induzierte Schaumzellbildung und fiihrte erhdhter proliferativer Aktivitat
von Peritonealmakrophagen. OxLDL selbst hatte keisgnifikanten Effekt auf die
Makrophagenproliferation. Durch die Inhibition deRK1/2 und p38-MAPK Signalwege
und Uberprifung der Phosphorylierungsnieveaussé-Kaskade wurde nachgewiesen,
dass bei GPx-1 Defizienz die ERK-Kaskade an der MC@&nd OxLDL-induzierten
Makrophagenproliferation beteiligt war.

1. Lokalisierung der GPx-lsoformen mRNA in den Mausaorten

Um die Mechanismen und die Funktion der antioxidet Enzyme wahrend der
Entwicklung der atherosklerotischen L&sion zu kidrest es notwendig, die
Expressionsniveaus und die Lokalisation solcheryBezzu untersuchen. 't Hoen et al.
haben die mMRNA Expression der pro- und antioxidgtiznzyme in Aortenbogen und der
Aorta descendens mittels RTD-PCR bestimmt. Die &gion der antioxidativen Enzyme
ist in der Mausaorta in friher Phase der Atheraekke erhdht, geht aber wahrend der
Progression der Atherosklerose zurtitkAufgrund der verwendeten Methodik konnte die
zellulare Herkunft der GPx-1 mRNA nicht identificiaverden. Allerdings scheint in der
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frihen Phase (im Alter von 6 — 12 Wochen) die Espien der verschiedenen
antioxidativen Enzyme mit dem Expressionsnivean @D68 positiv zu korrelieren,
wahrend sie nach 12 Wochen negativ korreti&tinsere Untersuchungen zeigten, dass
die GPx-1 in atherosklerotischen L&sionen von ApoHieren (iberwiegend in
Makrophagen, nicht aber z. B. in glatten Muske&el[SMCs) exprimiert wurde. Kirzlich
wurde berichtet, dass mit dem Fortschreiten deriobddie relative Anzahl der
Makrophagen abnimnit® Deshalb kénnte der Anstieg in der GPx-1 Expressioder
Aorta der ApoE” Maus nach 6 und 12 Wochen WTD also unter andergmeamehrter
Einwanderung der Makrophagen in die Lasion zurUtikmen sein, die zumindest zu
Beginn der Atherogenese GPx-1 exprimieren. Insafeflektiert die kirzlich beschriebene
Abnahme der Expression der GPx-1 wéahrend der Pssigre der Atherosklerose in der
Mausaortd”® eher eine Abnahme des Makrophagenanteils im Verlals eine
.,Hochregulation®* in frihen Stadien. Dieses Ergebnitegt nahe, dass
Expressionsuntersuchungen von GewebehomogenatsohéeBlich mittels quantitativer
PCR ohne gleichzeitigm situ-Hybridisierung (ISH) mit definitiver Lokalisationu einer
Fehlinterpretation der Expression antioxidativezyme wéahrend der Atheroprogression
fuhren.

Die GPx-3 sowie die GPx-4 zeigten eine auf Makrgemaund Adipozyten konzentrierte
Expression, wahrend die GPx-2 nicht exprimiert veurth Makrophagen wurde GPx-3
sowohl bei den ApoE Mausen als auch bei den GPXApoE” Mausen ahnlich stark
exprimiert, wahrend GPx-4 eine starkere Expressiaten GPx-1-defizienten Mausen im
Vergleich zu den Kontrolltieren zeigte. Wir vermuitelass der Mangel an GPx-1 durch die
anderen GPx kompensiert werden kann. So ist zuspeifir die GPx-2 Maus bekannt,
dass im Darm die GPx-1 kompensatorisch hochreguligd.**® Da GPx-4 die einzige
Isoform mit der Fahigkeit zur Reduktion von Lipidpriden ist, erklart dies
maoglicherweise den eher moderaten Einfluss einerx-GPefizienz auf die
Atheroskleroseprogression. Diese vorlaufigen Ergetenmuissen jedoch durch weitere
Versuche mit entsprechender semi-quantitativer Be&sRatigt werden.
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2. Der Effekt von GPx-1 auf die Schaumzellbildung

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass en atherosklerotischen Lasion GPx-1
vorwiegend in Makrophagen exprimiert wurde (s.o)ir Wonzentrierten uns daher auf
Makrophagen, um zu untersuchen, ob der Mangel ar-1GHie Schaumzellbildung

beeinflussen kann.

Es wurde gezeigt, dass der Mangel an GPx-1 die @xbDuzierte Schaumzellbildung
signifikant verstarkte. Diese Daten erganzen digcBee andereArbeitsgruppenGuo et

al. haben in der Aorta und in glatten MuskelzeNem GPx-1 defizienten Mausen eine
erhohte Konzentration an OxLDL nachgewiesen. Sowaél Oxidation von LDL nach
Inkubation mit LDL als auch die OxLDL-induzierte @#ptose wurden signifikant
erh6ht™° Anders als bei Guo et &° wurden die Makrophagen in unserer Studie jedoch
mit bereitsin vitro oxidierten LDL inkubiert, was bei GPx-1-Defizieemen deutlichen
Effekt auf die zellulare Lipid-Aufnahme hat.

Wir konnten zusatzlich nachweisen, dass bei GPefizienz die E-LDL-induzierte
Schaumzellbildung verstarkt wurde. Dieses Ergehmigerstitzt das neue Model der
Atherogenese: Enzymatische und oxidative Modiftkatder Lipoprotein erganzen sich
wahrend dieses Prozesgés.

3. Einfluss der GPx-1 auf die Proliferation von Patonealmakrophagen

Die Untersuchungen zeigten, dass OxLDL selbst keisignifikanten Effekt auf die

Proliferation der Peritonealmakrophagen hatte. MMangel an GPx-1 erhdhte die
Proliferationsrate der Makrophagen, unanhangig ulagb die Zellen mit MCSF oder mit
OxLDL (bei niedrigen Konzentrationen bis zu 20ug/nmihkubiert wurden. Diese

Ergebnisse weisen auf den wichtigen Einfluss degativen Stresses bei GPx-1 Defizienz
auf die Makrophagenproliferation hin. Dagegen wulse Makrophagen ohne GPx-1-
Defizienz eine signifikante Wirkung von OxLDL aufedProliferation nur bei héheren
Dosen (ab 20 pg/ml) beobachtét? 136 151 15%jn anderes Beispiel fiir den additiven
Effekt der OxLDL auf den oxidativen Stress bei GRBefizienz bezieht sich auf die
Phosphorylierung der p90RSK, ein wichtigksvnstreanBubstrat der ERK1/2 (s. Kap. V.
5.2).
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4. Peritonealmakrophagen von SODZ Mausen zeigen keine erhohte
proliferative Reaktion auf MCSF

In unserer Studie konnten wir jedoch keine erhdhtBroliferationsraten der
Peritonealmakrophagen in SO Mausen beobachtet werden. SODs spielen offenbar nu
eine marginale Rolle bei der Entstehung friher drgesn. Weder eine Defizienz noch eine
Uberexpression der zytoplasmatischen oder extrddegin SOD fiihrte zu einer relevanten
Beeinflussung der AtherogenésSe®® **Kirzlich wurde die Hypothese aufgestellt, dass
innerhalb der ROS dem langlebigepQd (Substrat der Katalase und der GPx-1) bei der
Progression atherosklerotischer Lasionen eine geoBedeutung zukommt als dem sehr
kurzlebigen Superoxid (Substrat der SOB3).

5. Die Wirkung der MAPK-vermittelten Signaltransduktion auf das
Wachstum der Peritonealmakrophagen und der Effekt ér GPx-1 auf die
MAPK-Kaskade

5.1 der Einfluss der MAPK-Aktivitat auf die Makropdgenproliferation

Wie werden die extrazellularen Signale von MCSFroQ&LDL Ubermittelt, die eine
zellulare proliferative Reaktion induzieren? Hiarbpielt vermutlich die MAPK-Familie
eine Rolle. p44/42 MAPK (ERK1/2extracellular-Signal regulated Kinase }/2p38
MAPK (p38 Mitogen activated Protein Kingsend JNK/SAPKs Jun N-terminal Kinase /
Stress-activated Protein Kingsesind die drei wichtigsten MAPK-Subfamilien. Die
Untersuchung des Einflusses der MAPK-AKktivitat di¢ MCSF- und OxLDL-induzierte
Makrophagen-proliferation und des Effektes der GPxauf den MAPK
Signaltransduktionsweg weist darauf hin, dass di€SM und OXxLDL-induzierte
Proliferation der Peritonealmakrophagen in GP¥fioE™ Mausen extrem empfindlich
gegenuber der Inhibition des ERK1/2-Signalwegs wsihrend die Inhibition von p38-
MAPK die Proliferation der Makrophagen von GPXApoE” Mé&usen und ApoE
Mé&ausen stimuliert.

Unsere Ergebnisse ergédnzen eine Vielzahl der Pelity in denen die Aktivierung der
ERK1/2 durch oxidativen Stress bereit beschriebearde; um GPx-1-defiziente
MakrophagenDie Aktivierung der ERK1/2 durch 40, oder das Superoxid-Anion wurde
in VSMC, pulmonalen Epithelzellen, V79 Fibrobladiee, usw. nachgewiesért °+1%¢
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ERK1/2 beteiligte sich an der OxLDL-induzierten Hewsation von Makrophagen der
C3H/He Mausé®* Des Weiteren wurde die Expression und Aktiviermog ERK1/2 in
atherosklerotischen L&sionen von Cholesterin-gefi@ih Kaninchen nachgewiesen; die
phosphorylierte ERK1/2 kolokalisierte dort mit demoliferierenden Zellen (inklusive
Makrophagen¥>’

Die letztgenannte Beobachtung (Stimulation der Mpkegenproliferation durch p38
MAPK-Inhibition) unterstreicht die kontroverse Rw®ll der p38-MAPK bei der
Zellproliferation und der Kontrolle des ZellzykluSenokuchi et al. zeigten, dass OxLDL
die p38-MAPK in Peritonealmakrophagen der C3H/Heud& aktivierte und der p38-
Inhibitor die OxLDL-induzierte Makrophagenprolif¢i@n inhibierte. Senokuchi et al.
zeigten aber auch, dass GM-MCSF die MEK/ERK-Kaslade/iert. ERK1/2 kann durch
negative Regulation des p38-MAPK Signalwegs die mdpkagenproliferation
reduzierert®® Der Effekt dieses Gross-talk§ zwischen ERK1/2 und der p38-MAPK
Kaskade bei der GM-MCSF-induzierten Makrophagefaation ist noch nicht geklart.
Abbilung 5.1 =zeigt Cross-talk§ und ,Feedback zwischen p38 und anderen
Signaltransduktionswege in der Zellproliferation.nddre Daten zeigten, dass die
Hemmung des p38-Signaltransduktionswegs durch pB®itor SB203580 (bei hoher
Konzentration ab 15uM) zu vermehrter Proliferatioder verringerter Aktivitat der
Kaspasen-3 und 7 im Rahmen der Apoptose der Ma&gmshfiihrte. Ahnlich wurde eine
Dualfunktion der p38-MAPK in Erythroleukdmiezellenon Birkenkamp et al.
nachgewiesen. Die Arbeitsgruppe konnte zeigen, &B203580 den apoptotischen
Prozess inhibiert und die zellulare Aktivierungmitelt.*>® Dariiberhinaus haben Hui et al.
die suppressive Funktion der p38ir die Proliferation in vielen Kultursystemen ant
Verwendung von p38 defizienten Zellen nachgewies®f.SB203580 selbst erhéht die
Formononetin-induzierte Proliferation der Endotle#én ' Die p38-MAPK reguliert die
Aktivitdt der Kaspase-3 wahrend der Anti-Fas-Antpe&r/Actinomycin D-induzierten
Apoptose in Hepatomzellen herd(if. Die Aktivierung der p38-MAPK spielt eine groRRe
Rolle bei der Proliferation der T-Lymphozyten durdie Stimulation mit mitogenen
Zytokinen wie z.B. Interleukin-2 (IL-2) und Intetlkin-7 (IL-7).}%° Andererseits inhibiert
die Expression der Cdc42Hs, der konstitutiv aktiv@rm des kleinen GTP-bindenden
Proteins, in NIH3T3 Fibroblasten durch den p38-MARKgnalweg den Zellzyklus beim
Ubergang von der G1 in die S-Pha%eZzusammenfassend kann also gesagt werden, dass
die Rolle der p38-MAPK im Ablauf des Zellzyklus effbar stark abhangig vom Zelltyp
ist.
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)
’///_\
MKK3/6 —>  TAK1

MEK1/2 |—— ‘ MLK3 — MKKA4/7

ERK1/2 <—| SB20358 p38a —> JNK1/2/3
c-Jun

G D

Zellzyklus

y
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Abbildung 5.1 ,Crosstalk” und , Feedback" zwischen p38& und anderen Signaltransduktionswege in
der Zellproliferation. In normalen Zellen fiihrt die p38-Signaltransduktimm sofortigen Inaktivierung der
ERK1/2 durch dieProtein Phosphatase PPP2A). Die p38-MAPK kann die JNK-Aktivitdt durctiie
Phosphorylierung der MLK3 und des TAK1-bindendent®ins (TAB1) negativ regulieren. Dadurch kann
p38: die Expression der Cyclin D1 und Cdc2 inhibierer wiederum den Zellzyklus negativ regulieren.
Die Hochregulation dieser zwei Proteine ist veriobtlvon der JNK/c-Jun Kaskade abhéngig. Die
MEK1/ERK-Kaskade kann ebenso die Aktivitat von QydD1 hochregulieren. p38erhoht aul3erdem das
Proteinniveau der MAPK Phosphatase 1 (MKP1), eli¢K-Phosphatase in Myoblasten. Der JNK/c-Jun
Signalweg ist ein rickgekoppelter Inhibitor fir ¢i88:-Aktivitat in Fibroblasten und Hepatozyten. p38
kann die Zellproliferation durch die Herabregulatider EGFR oder die Heraufregulatlon der p53-Aldivi
einschranken. EGFP und p53 kénnen durch den JNKicSignalweg reguliert werdéff: Zusatzlich kann
die Aktivitdt der JNK durch den anti-apoptosicheakter NFB inhibiert werden. Die p38 MAPK reguliert
die Transkriptionsaktivitat von NdB, und die Aktivierung ist abhangig von Zelltypddoder Stimulus. Der
SB203580-induzierte ERK- Slgnalweg erhoht die Traipslonsaktivitat von NkB.
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5.2 Der Effekt der GPx-1 auf die MCSF/OXLDL inudaite MAPK-Signaltransduktion

Um den Effekt von GPx-1 Defizienz auf die MCSF wu#r OxLDL-induzierte
Aktivierung der MAPK in Makrophagen zu klaren, habeir die Phosphorylierungs-
niveaus der MEK1/2, ERK1/2, p90RSK, p38-MAPK undP&JINK in MCSF und/oder
OxLDL induzierten Peritonealmakrophagen mittels Wes Blot ermittelt. Wir haben
bereits durch die Inhibitionsuntersuchungen naclegen, dass die Aktivierung von
ERK1/2 eine wichtige Rolle in der MCSF- und OxLDhduzierten Proliferation der GPx-
1 defizienten Makrophagen spielt. EntsprechendediEsgebnisse wurde eine signifikante,
kurzzeitig erhdhte Phosphorylierung der MEK1/2 uBBRK1/2 nach Stimulation mit
MCSF in GPx-1 defizienten Makrophagen beobachtéts@& Effekt der GPx-1 wurde
auch nach 5 min Stimulation mit OXLDL festgestedibwohl mit als auch ohne MCSF.
Dies passt zu der Hypothese, dass ein frihes Mamiher ERK-Aktivierung (3-5 min)
durch MCSF, GM-CSF und IL-3 die Proliferation deell&n induziert:® 62 183
Gegensatz dazu fuhrt ein spates Maximum (ca. 19 durch LPS zur Aktivierung der
Zelldifferenzierung und zur Produktion inflammasafier Zytokiné®® Besonders RSK,
ein wichtiges Substrat der ERK, wurde sowohl dWIDSF als auch OXLDL sehr deutlich
phosphoryliert. RSK ist bekannt als ein ubiquitémed versatiler Vermittler der ERK-
Signaltransduktion bei biologischen Funktionen usikle der Regulierung der
Genexpression, der mRNA-Stabilitdt und der Traislasowie der Zellproliferation und
des Zelliiberleben'$?

Da ERK1/2 durch MEK1/2 aktiviert wird und selbstQpK weiter aktiviert, weisen
unsere Ergebnisse aus Western Blot und Inhibitiotessuchung darauf hin, dass der
ERK1/2-Signaltransduktionsweg empfindlich ist gegser einem durch GPx-1-Defizienz-
verursachten erhohten oxidativen Stress und einemelate Proliferation der
Mausperitonealmakrophagen zur Folge hat. Andetsrssind die p38-MAPK und
JNK/SAPK Signalwege nicht so empfindlich wie ERKBgeniber oxidativem Stress bei
GPx-1 Defizienz. Hier gibt es eine gewisse Diskmzpaur Literatur, nach der ROS, wie
Singulett-Sauerstoff, Wasserstoffperoxid, Stickouittl Peroxynitrit die Aktivierung von
JNK- und p38-Signaltransduktionswegen induzieremien'®>*¢’
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Die zytoplasmatische Phospholipase (BPLA;), deren Expression ebenfalls untersucht
wurde, ist ein wichtiges Substrat der aktivierteRKE/2 und der p38-MAPK. OxLDL
kann cPLA in Endothelzellen durch MAPK-Signalwege aktiviel&hwir konnten zeigen,
dass auch MCSF eine dauerhafte Aktivierung der PinAMausperitonealmakrophagen
stimuliert. Es wurde jedoch kein Effekt der GPx-&fiRienz auf die Aktivitat der cPLA
nachgewiesen. Die OxLDL-induzierte cPLA2-Genexpmsswird durch verschiedene
Wege wie z.B. ERK1/2, p38 MAPK und SAPK/INK coregrl'®® 1"° Der ERK-Weg
scheint zwar notwendig, aber allein nicht ausreicheu sein, um cPLA2 zu induzieren.
AulRerdem ist die Aktvierung der MAPK-Kaskade alstwort auf oxidativen Stress
abhangig vom Zelltyp®® Die Aktivierung des JNK- und p38-Signaltransdukforegs
durch die Zwischenprodukte des reaktiven Sauesstoiifd vermutlich durch Ras, ASK1
und MEKK1 vermittel®® Méglicherweise ist in Mausperitonealmakrophagere di
Aktivierung der p38-MAPK und JNK/SAPK durch MCSFalbhangig von bD;.
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Zusammenfassend lal3t sich feststellen, dass die-1dPefizienz einen signifikanten
Einfluss auf die Schaumzellbildung hat und durche dERK1/2-Kaskade die
Makrophagenproliferation beeinflusst (Abb. 5.2). eBBr Sachverhalt konnte als
Ausgangspunkt fur weitere Studien zur Entwicklunguer therapeutischer Strategien
gegen Atherosklerose dienen.

Cholesterin ¢ A »
Akkumulation RSK1/2/3 cPLA, 3
Schaumzell Proliferation Apoptose

Differenzierung

Abbildung 5.2 Die GPx-1-Defizienz (GPx-1) tbt signifikanten Einfluss auf die Schaumzellbilding
und die Proliferation von Mausperitonealmakrophagenaus.1) In GPx-1 defizienten Makrophagen ist die
OxLDL-induzierte Cholesterinakkumulation verstarR}. Die Proliferation der Makrophagen wird Utber den
ERKZ1/2 Signaltransduktionsweg positiv, und Uber g88-MAPK-Weg negativ reguliert. 3) Die Apoptose
der Makrophagen wird Uber den p38-MAPK-Weg positiguliert. 4) MCSF und OXLDL induzieren die
Aktivierung des ERK1/2 Signaltransduktionswegs. PiEK/ERK/RSK-Kaskade ist empfindlich gegentuiber
oxidativen Stress (ROS) bei GPx-1-Defizienz. 5) p&8-MAPK reguliert die Aktivierung der ERK1/2 und
JNK1/2/3 negativ.

107



Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die antioxidative Aktivitdit des Enzyms Glutathionpedase-1 (GPx-1) schutzt vor
Atherosklerose und ihren Folgeerkrankungen. Inréastudie konnten wir zeigen, dass
der Mangel an GPx-1 die AtheroskleroseentwicklungApolipoprotein E defizienten
(ApoE") Mausen beschleunigt und modifiziert. Allerdingsdsdie Verteilung der GPx-1
in atherosklerotischen L&sionen und die Mechanisméir den erhohten
Makrophagengehalt in der Lasion noch nicht gekBgshalb haben wir (1) dim-situ
Expression der GPx-Isoformen in atherosklerotischasionen von GPx1ApoE’ und
ApoE’ Mausen und (2) den Einfluss der GPx-1 Defizienzciel Schaumzellbildung und
Proliferation der Peritonealmakrophagen in Apd#iusen untersucht.

Die GPx-I"ApoE” und ApoE" Weibchen wurden fir 6 und 12 Wochen auf einer
atherogenen ,Western-type* Diat gehalten. iesitu-Hybridisierung zeigte, dass die
verschiedenen Isoformen der GPx (GPx-1, GPx-3, &Pwerwiegend in Makrophagen,
nicht jedoch in glatten Muskelzellen der atheroskischen Lasionen von ApdEMausen
exprimiert wurden. Fir dign vitro Untersuchungen wurden 5 Monate alte, GPx-1
defiziente und Wildtyp-M&use, gehalten auf Normitdiverwendet. Die OI-Rot-O
Farbung zeigte, dass die GPx-1 Defizienz die OxL{kidiertes LDL) - und E-LDL
(enzymatisch modifiziertes LDL) - induzierte Schaatfbildung forderte. Dartiber hinaus
war die OxLDL-induzierte Cholesterinakkumulation el{alarer Cholesterinester/
Cholesterin-Gehalt) in GPx-defizienten Makrophagen verstarkt, sodass ein Maage
GPx-1 die Aufnahme von OxLDL durch Monozyten undndadie Umwandlung in
Schaumzellen beschleunigt. Hinsichtlich der Prddifien zeigte sich, dass MCSF
(Macrophage Colony-Stimulating Facptein starkerer Stimulus als OxLDL ist. Ein
Mangel an GPx-1 fordert die Proliferation zusatzlibaran ist die ERK1/2ktracellular-
signal regulated kinase 1y2- Kaskade beteiligt, denn es wurde eine schnelle
Phosphorylierung der ERK1/2-Kaskade durch MCSF agtel/ OxLDL nachgewiesen.
Entsprechend reduzieren ERK1/2-Inhibitoren dieifen@tive Aktivitat der Makrophagen.
Die Hemmung der p38-MAPK pB8 mitogen-activated protein kingsdihrt zur
vermehrten Proliferation und bei gleichzeitig vegerter Caspase-3/7 Aktivitat der
Makrophagen unabhéngig von der Expression der GEBinlMangel an GPx-1 hat auch
keinen Einfluss auf die MCSF-vermittelte Aktiviegider p38-MAPK und JNKctJun N-
terminal kinasg

Zusammenfassend lal3t sich feststellen, dass die-1dPefizienz einen signifikanten
Einfluss auf die Schaumzellbildung und Proliferatison Makrophagen hat, was zur
Beschleunigung der Atherosklerose und zu vermehzigtularitdt der entstehenden
atherosklerotischen L&sionen fuhrt. Die Prolifenatiwird tGber den ERK1/2 Signal-
transduktionsweg positiv und Uber den p38-MAPK Whgativ reguliert, wobei die
ERK1/2-Kaskade empfindlich gegenltber oxidativenesitibei GPx-1-Defizienz ist.
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