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Einleitung 4

1. Einleitung

1.1  NF-xB/Rel-Transkriptionsfaktoren

NF-kB-Transkriptionsfaktoren spielen eine zentrale Rolle bei entzlindlichen und
immunologischen Prozessen sowie bei Proliferation, Differenzierung und Apoptose (2,138).
Es handelt sich hierbei um regulatorische Proteine, die aus zwei Untereinheiten
zusammengesetzt sind, die entweder in homo- oder heterodimerischer Form vorliegen. Der
prototypische Komplex besteht aus den Untereinheiten p50 und p65 (RelA). Es existieren
jedoch noch weitere Untereinheiten wie etwa c-Rel, p52, RelB, sowie zwei Vorlduferproteine,
pl05 (fir p50) und pl100 (fiir p52) (125,138). Gemeinsam ist allen diesen Proteinen eine
spezielle Region, die Rel-Homologie-Doméne (RHD) (15).

Im nicht aktivierten Zustand liegt NF-xB im Zytoplasma an spezifische Inhibitorproteine
gebunden vor, die sog. IkB-Proteine (2,125,133,138). Am léngsten bekannt ist [kB-a (2), es
existieren jedoch noch weitere Inhibitorproteine wie IxkB-f und IxB-¢ (2,84,133).
Charakteristisch ist fiir alle IkB-Proteine ein Abschnitt mit mehreren repetitiven Ankyrin-
Motiven (ARD, ,,ankyrin repeat domain‘) (2,15). Auch die Vorlduferproteine p105 (IxkB-y)
und p100 (IxkB-8) weisen in ihrem C-terminalen Abschnitt derartige Motive auf (15).

NF-«B wird durch eine Reihe von Stimuli aktiviert, darunter Zytokine, bakterielle und
virale Produkte oder oxidativer Stress (2,138) (Abb.1). Aufgrund eines Stimulus kommt es
zundchst zur Phosphorylierung der Inhibitorproteine IkB an spezifischen N-terminalen
Serinresten (2,133), darauthin zur Polyubiquitinierung und schlieBlich zum proteolytischen
Abbau durch das Proteasom, einem multikatalytischen Proteasekomplex (125,138). Befreit
vom Inhibitor kann das aktivierte NF-«B nun in den Zellkern wandern, wo es an
regulatorische kB-Promoter- und Enhancer-Regionen bindet und so fiir die Transkription
zahlreicher Zielgene verantwortlich ist. Hierzu zdhlen Zytokine, chemotaktische Substanzen,
Zelladhdsionsmolekiile, Wachstumsfaktoren, gerinnungsaktive Substanzen und immun-

modulatorische Molekiile (4,138).
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Abbildung 1. Die Aktivierung von NF-kB. Durch einen Stimulus der Zelle kommt es zur
Phosphorylierung und Ubiquitinmarkierung von IkB, sowie p105/p100. Dieser Vorgang ist
das Signal zur Proteolyse der IkB-Proteine. Der nun vom Inhibitor befreite und damit
aktivierte NF-kB-Komplex kann nun in den Zellkern iibertreten, um dort an regulatorische
kB-Promoter- und Enhancer-Elemente verschiedener Zielgene zu binden und so deren

Transkription zu beeinflussen.
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1.2 Regulation des NF-kB-Systems durch den IKK-Komplex

Obwohl verschiedene Stimuli das NF-kB-System durch unterschiedliche Rezeptoren und
Signaltransduktionswege aktivieren (2,88,133), kommt es doch schlieBlich in den meisten
Féllen zur Serin-Phosphorylierung von IxB. Fiir diese Phosphorylierung von IkB wird ein
hochmolekulares Kinasesystem verantwortlich gemacht, welches als IkB-Kinase-Komplex
(IKK-Komplex) bezeichnet wird (57,61,84,114) (Abb.2). Der ,.klasssische Komplex* besteht
aus den beiden Kinasen IKK-a (85 kDa) und IKK-f (87 kDa) und dem Adapterprotein IKK-y
(50 und 52 kDa), die im Zytosol als hochmolekulare Komplexe vermutlich in hetero- oder
homodimerischer Form vorliegen (57,61,84,114). Die beiden kinaseaktiven Bestandteile IKK-
o und IKK-B weisen sehr dhnliche Strukturen auf und besitzen eine N-terminale
Kinasedomine (KD) und ein C-terminales Helix-Loop-Helix-Motiv (HLH), welches die KD-
Aktivitdt moduliert und an der Interaktion mit IKK-y beteiligt ist. Fiir die Bindung der IKK-a-
IKK-B-Heterodimere wird eine weitere Struktur benétigt, ndmlich der Leucin-Zipper (LZ),
der sich zwischen der KD und dem HLH-Motiv befindet (28,122,137,140).

Es konnte gezeigt werden, dass vor allem IKK-B eine besondere Rolle sowohl bei der
Aktivierung des IKK-Komplexes durch proinflammatorische Stimuli wie auch der
anschliefenden Inaktivierung zukommt (35,61). Die Bedeutung von IKK-o dagegen ist bis
heute weniger klar; es wird vermutet, dass IKK-a eine wichtige Rolle spielt bei der Reifung
von B-Lymphozyten sowie verschiedenen Differenzierungsvorgédngen und proliferativen
Prozessen der Haut (19,55,57,116). Einer weiteren Komponente des IKK-Komplexes, dem
Adapterprotein IKK-y, werden regulatorische Funktionen zugeschrieben (43,61,114,111).

Die Ursache fiir das relativ hohe und variable Molekulargewicht des IKK-Komplexes ist
noch teilweise unklar. Eine Moglichkeit besteht darin, dass es zur Polymerisierung der
genannten Bestandteile im Komplex kommt. Ferner konnte es durch besondere strukturelle
Eigenschaften oder die transiente Interaktion mit weiteren Proteinen erkldrt werden
(57,61,114). Auf diese Weise wurden eine Reihe von assoziierten Kinasen und
Adapterproteinen gefunden, wie etwa NIK (NF-kB-induzierende Kinase) (79,137,139), Act 1
(NF-kB-Activator 1) (74) und CIKS (,,connection to IKK and SAPK/JNK*) (72). In einer
neueren Studie wurden die Molekiile Cd37 (,cell division molecule 37¢) und Hsp90
(Hitzeschockprotein 90) gefunden, die im IKK-Komplex als zusdtzlicher Bestandteil zu IKK-
o, IKK-B und IKK-y einen hochmolekularen Komplex bilden und direkt mit den

Kinasedominen von IKK-a und IKK-f interagieren konnten (20).
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Abbildung 2. Die zentrale Rolle des IKK-Komplexes im NF-kB-Signalweg. Nach erfolgter
Stimulation der Zelle kommt es durch IKK-Kinasen zur Phosphorylierung und damit zur
Aktivierung des IKK-Komplexes. Der IKK-Komplex ist aus den beiden Untereinheiten IKK-
o und IKK-B aufgebaut, die jeweils iiber eine Helix-Loop-Helix-Doméne (HLH), einen
Leucin Zipper (LZ) und eine Kinasedomine (KD) verfiigen. Ein weiterer Bestandteil des
IKK-Komplexes ist das Adapterprotein IKK-y, welches an die beiden kinaseaktiven
Komponenten IKK-o und IKK-f iiber seine C-terminale Region bindet. Der IKK-Komplex
wird fiir die Phosphorylierung der IkB-Proteine und damit letztlich fiir ihre Degradierung

verantwortlich gemacht.
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Ferner unzureichend geklért sind Signalwege, die oberhalb des IKK-Komplexes angebunden
sind (43,57,61). Fiir diese Verkniipfung spielt moglicherweise IKK-y eine bedeutende Rolle,
da verschiedene Stimuli (zumindest unter bestimmten Bedingungen) verschiedene
Subregionen von IKK-y fiir die Aktivierung des IKK-Komplexes bendtigen (61,87,114).
AulBlerdem wird das Vorkommen spezifischer IKK-Kinasen (IKKKs) postuliert, welche in der
Lage sind die IKKs zu phosphorylieren und so zu aktivieren (57). Hierzu sollen NIK, Akt
(Proteinkinase B), PKC (Proteinkinase C)-Isoformen, NAK (NF-kB-aktivierende Kinase) und
MEKK-1 (,,mitogen-activated protein kinase/ERK kinase kinasel*) zdhlen (61,79,96,126).
Moglicherweise existieren auch gewebespezifische IkB-Kinasen, wie die Identifizierung eines

Phorbolester-induzierbaren IkB-Kinase-Komplexes, der IKK-¢ enthdlt, sowie Experimente

mit UV-Licht, nahe legen (8,101).

1.3 Arteriosklerose, eine chronisch entziindliche GefaRerkrankung

Nach wie vor stellt die Arteriosklerose die wichtigste Ursache fiir die héufigsten
Todesursachen in den westlichen Industrieldndern dar, ndmlich koronare Herzerkrankung und
akuter Myokardinfarkt, sowie zerebraler Insult (110). Zu den Risikofaktoren fiir die
Entwicklung von Arteriosklerose und deren Folgen zdhlen in erster Linie eine familidre
Disposition, hoheres Lebensalter und das minnliche Geschlecht (unbeeinflussbare Faktoren),
aber auch Fettstoffwechselstorungen (Hypercholesterindmie), arterielle Hypertonie, Diabetes
mellitus und das Zigarettenrauchen (beeinflussbare Faktoren). Des weiteren sind noch
untergeordnete und seltenere Risikofaktoren zu nennen wie etwa Hyperhomocysteinimie und
erhohte Werte von Lipoprotein(a) (47). In Anbetracht der weiten Verbreitung
arteriosklerotischer GefaBerkrankungen ist es von besonderer Bedeutung, die Mechanismen
threr Entstehung besser verstehen zu lernen. Es sollen hier besonders inflammatorische
Aspekte in der Pathogenese der Arteriosklerose betrachtet werden, die fiir das Gesamtkonzept
der Arteriosklerose eine bedeutende Rolle spielen.

In frithen Stadien der Arteriosklerose kommt es zu einer Beeintrachtigung der
Gefalintegritdt und einer Ablagerung verschiedener Substanzen (z.B. von Lipiden) in die
vorgeschiddigte GefaBwand (9,22,136). Ferner konnen sich aktivierte Thrombozyten an die
duBerlich noch intakte GefiBwand anlagern und dort durch die Ausschiittung
proinflammatorischer und vasoaktiver Substanzen einen Reizzustand der GefaBBwand

mitverursachen (41). Dies fiihrt zu einer Freisetzung von Zytokinen und Chemokinen aus der
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GefaBwand selbst, welche dann Monozyten und Lymphozyten chemotaktisch anlocken. Die
Transmigration dieser Entziindungszellen durch die GefiBBwand wird durch endotheliale
Adhisionsmolekiile gesteuert, die ebenfalls von aktivierten Zellen der GefdBwand produziert
werden. Die Monozyten differenzieren sich zu Makrophagen, die oxidierte Lipoproteine
aufnehmen und dann als ,,Schaumzellen* bezeichnet werden. Die Einwanderung der Zellen in
die glatte Muskulatur der GefaBwand ist begleitet von der Produktion von Wachstumsfaktoren
und extrazelluldrer Matrix, was zu einer Verdickung der GefdBintima fiihrt (9,110). Im
weiteren Verlauf kommt es zu einer deutlichen Beeintrichtigung zelluldrer Funktionen (z.B.
Reparations- und Immunmechanismen) und einem Fortschreiten der Léision mit massiver
Fibrosierung (und damit GefdaBlumeneinengung) und Atherombildung (110). Die gefiirchtetste
Komplikation in diesen fortgeschrittenen Stadien ist sicher die Plaqueruptur, welche die
vollige Verlegung des GefdBlumens und Thrombenbildung zur Folge hat: die
pathophysiologischen Grundlagen fiir koronare Herzkrankheit, akuten Myokardinfarkt und
zerebralen Insult (9,110).

1.4 Rolle von NF-xB bei Arteriosklerose

Bereits seit mehreren Jahren wird vorgeschlagen, dass der Transkriptonsfaktor NF-kB bei der
Pathogenese der Arteriosklerose eine Rolle spielt und hier insbesondere bei den
entziindungsdhnlichen und proliferativen Prozessen dieser Erkrankung (9,22,41). Die
Anwesenheit von aktiviertem NF-kB kann in situ in der arteriosklerotischen Lésion
nachgewiesen werden (12,16). Hierbei wird die aktivierte Form von NF-kB vor allem in
Monozyten und Makrophagen, sowie glatten Muskelzellen gefunden. In fritheren Stadien der
Arteriosklerose ldsst sich aktiviertes NF-«xB auch in Endothelzellen im Bereich
arteriosklerotischer Lisionen nachweisen. Bemerkenswert ist die Tatsache, dass sich in der
Lasion zahlreiche Molekiile befinden, welche zumindest in vitro das NF-kB-System in den
entscheidenden Zellen, die an der Pathogenese der Arteriosklerose beteiligt sind, aktivieren
konnen. Hierzu zdhlen Tumornekrosefaktor (TNF), Interleukin-1 (IL-1), aktivierte
Thrombozyten, Wachstumsfaktoren, bakterielle und virale Produkte, geringgradig oxidiertes
LDL (oxLDL), Thrombin und Fibronektin (14,39,97,138). Durch diese Substanzen wird die
Chemotaxis von Monozyten und Lymphozyten gesteuert, deren Transmigration wiederum
durch spezifische NF-kB-regulierte endotheliale Adhédsionsmolekiile gesteuert wird. Auch in

spéteren Stadien der Arteriosklerose wird eine Bedeutung von NF-kB vermutet, z.B. bei der
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Produktion von Wachstumsfaktoren, Proteasen und prokoagulatorischen Proteinen sowie

Apoptose (2,110,138).

1.5  Aktivierung von NF-kB durch Thrombozyten im Endothel

Thrombozyten spielen sowohl bei der Initiierung arteriosklerotischer Gefd3veranderungen als
auch bei fortgeschrittenen Prozessen der Arteriosklerose eine bedeutende Rolle (113,132).
Entscheidend ist die Tatsache, dass Thrombozyten unter bestimmten Bedingungen in der
Lage sind in vitro wie auch in vivo an das intakte Endothel zu adhérieren (40,86). Wihrend
dieses Adhisionsvorgangs setzen die Thrombozyten bestimmte Substanzen frei, wie z.B. IL-
1B oder CD40-L (cluster of differentiation40-Ligand) (38,46,80). Es wird postuliert, dass
diese Substanzen wiederum die Endothelzellen iiber NF-kB- oder MAP-Kinase p38-
vermittelte Signalwege zur Sekretion chemotaktischer Faktoren wie z.B. MCP-1 (monocyte
chemotactic protein-1) und zur Expression von Adhisionsmolekiilen an der Zelloberfldche
fiihren, z.B. ICAM-1(intercellular adhesion molecule-1) und VCAM-1 (vascular cellular
adhesion molecule-1) (27,39). In dieser Arbeit sollte der Effekt von aktivierten Thrombozyten
auf den NF-kB-Signalweg und insbesondere auf den IKK-Komplex weiter charakterisiert

werden.

1.6 Testung des Effekts verschiedener Arteriosklerose-relevanter Substanzen

auf das NF-kB-System

Da das Zigarettenrauchen mit einer deutlich erhohten Inzidenz von arteriosklerotischen
Gefaflveranderungen und deren Folgen korreliert, zdhlt es zu den wichtigsten Risikofaktoren
kardiovaskuldrer Erkrankungen (18). In welcher Weise das Zigarettenrauchen jedoch Einflufl
auf das menschliche GefaBsystem nimmt ist noch nicht endgiiltig geklédrt. Der Rauch einer
Zigarette besteht aus etwa 4000 verschiedenen Bestandteilen (103,112), so dass eine
komplexe Genese arteriosklerotischer Gefafveranderungen durch das Zigarettenrauchen
angenommen werden mufl. Ein besonders wichtiger Bestandteile ist das Nikotin, welches
auch mafgeblich fiir das Suchtpotential des Zigarettenrauchens verantwortlich zu machen ist
(109). Im Hinblick auf die besondere Bedeutung des Nikotins wurde in dieser Arbeit auf

dessen Auswirkungen auf das NF-kB-System in der Endothelzelle ndher eingegangen.
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Ein weiterer Faktor, der entscheidend auf die GefdBintegritdt EinfluB nimmt, ist der
Hormonhaushalt (58,118). Insbesondere Sexualhormone scheinen hier eine nicht
unbedeutende Rolle zu spielen: Es konnte gezeigt werden, dass Frauen im
fortpflanzungsfahigen Alter weniger hédufig an Arteriosklerose und deren Folgen leiden als
gleichaltrige Maéanner (52,58,118). Erst nach der Menopause gleicht sich das Verhéltnis
Minner zu Frauen beziiglich der Inzidenz an arteriosklerotischen Gefdlverdnderungen
weitgehend aus (52). Auf diese Weise wurde angenommen, dass weibliche Sexualhormone
(Estrogene) einen protektiven Effekt auf das GefaBsystem zu haben konnten. Diese Annahme
konnte tatsdchlich bestitigt werden, speziell im Hinblick auf einen immunmodulatorischen
Effekt auf das NF-kB-System in Endothelzellen (118) und Cardiomyocyten (99,100). Im
klinischen Alltag werden Estrogene deswegen nicht nur zur Prophylaxe der Osteoporose
eingesetzt (107), sondern auch wegen ihres auf verschiedenen Ebenen wirkenden protektiven
Effekts auf das GefdBsystem (34,54). Da in unserer heutigen Gesellschaft Fitness und
Gesundheitsbewusstsein eine sehr groe Rolle spielen, wollten wir nidher untersuchen, ob die
in Sportlerkreisen missbrauchlich verwendeten anabolen Steroide einen EinfluB3 auf das NF-
kB-System in der Endothelzelle haben. Nandrolon, einer der bekanntesten Vertreter anaboler
Steroide, stellt bekanntermaBlen einen Risikofaktor fiir die Entstehung arteriosklerotischer
Lasionen dar. In Studien konnte bereits mehrfach belegt werden, dass die Inzidenz
Arteriosklerose-assoziierter Erkrankungen bei Personen, die regelméfig anabole Steroide
konsumieren, erhoht ist (90).

Rapamycin ist ein Immunsuppressivum, das besonders in der Kardiologie bei der
interventionellen Behandlung arteriosklerotischer Gefalverdnderungen erprobt wird (98). Im
Rahmen dieser Behandlung werden bei Patienten mit KHK durch perkutane transluminare
Koronarangioplastie Stents in die Herzkranzarterien eingebracht, die mit Rapamycin
beschichtet sind. Dadurch erhofft man sich ein geringeres Auftreten der Hauptkomplikation
dieses Eingriffs, ndmlich dem erneuten Auftreten koronarer Stenosen (Restenose) (89,119).
Die Tatsache, dass Rapamycin einen giinstigen Effekt auf das arterielle System im Sinne einer
Proliferationshemmung nach Eingriffen an arteriosklerotisch verénderten Gefdllen zu haben
scheint, legt die Frage nahe, ob Rapamycin auch fiir die Prophylaxe der Entstehung solcher
Gefilverdnderungen geeignet sein konnte. In diesem Zusammenhang wurde untersucht, ob

Rapamycin in der Lage ist, das NF-kB-System in der Endothelzelle zu modulieren



Einleitung 12

1.7  Das ApoE"-Maus-Modell

Um das Verstindnis komplexer Vorgdnge wie Arteriosklerose zu erweitern, wurden
experimentelle Tiermodelle entwickelt, die mit arteriosklerotischen Prozessen beim Menschen
vergleichbar sind und helfen sollen diese besser zu verstehen. Die Entwicklung sogenannter
Htransgener Maiuse“ hat hierbei zu einer wesentlichen Erweiterung der experimentellen
Moglichkeiten gefiihrt. In der vorliegenden Arbeit wurden ApoE-defiziente Méuse (C57/BL6)
verwendet, derzeit eines der Standardmodelle in der Arterioskleroseforschung (31,53).
Aufgrund ihres genetisch determinierten ApoE-Mangels entwickeln diese Miuse sowohl
friihe Typ I-Lésionen (mikroskopisch und chemisch nachweisbare Lipidablagerungen) als
auch spite Typ II-Lisionen im Sinne von intrazelluldren Lipidablagerungen (,,fatty streaks)
(53,134). Diese Mduse wurden mit einer Cholesterin-reichen ,,westlichen Diét* gefiittert, um
die Entwicklung arteriosklerotischer Lisionen zu beschleunigen. Nach bestimmten
festgelegten Zeitpunkten wurden die Tiere dann geopfert und Teile ihres arteriellen
Gefallsystems, die als anfillig fiir das Auftreten arteriosklerotischer Verdnderungen gelten, im

Hinblick auf das NF-kB-System genauer untersucht.

1.8  Fragestellung

Das Ziel dieser Arbeit war es, die Wirkung verschiedener Substanzen mit Bezug zur
Arteriosklerose auf das NF-kB-System genauer zu untersuchen und den Aktivierungsstatus
von NF-kB in einem geeigneten In vivo-Modell fiir Arteriosklerose darzustellen.

e Schwerpunktméfig wurde der Effekt von aktivierten Thrombozyten auf das NF-«xB-
System untersucht. Hierbei wurde insbesondere die Bedeutung des IKK-Komplexes
als zentrale Schaltstelle des NF-kB-Systems, ndher charakterisiert.

e Weiterhin wurde der Effekt verschiedener Substanzen mit Bezug zur Arteriosklerose
auf das NF-kB-System genauer untersucht. Zum einen sollten Risikofaktoren wie
Nikotin und Nandrolon getestet werden, auf der anderen Seite sollte Rapamycin als
Beispiel fiir einen moglichen therapeutischen Ansatz ndher untersucht werden.

e Zuletzt wurde noch der Aktivierungsstatus des NF-kB-Systems in der ApoE'/'-Maus,
einem etablierten In vivo-Modell fiir Arteriosklerose, genauer skizziert, um genauere

Informationen iiber die In vivo-Situation zu gewinnen.
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Die nachfolgenden Experimente sollen ein besseres Verstindnis der Prozesse in der
GefaBwand liefern, die iiber eine Aktivierung des NF-kB-System zu arteriosklerotischen
Verdnderungen und deren Folgen fiihren. Da das Wissen in Bezug auf die molekularen
Mechanismen der Regulation des NF-kB-Systems stindig wéchst, sollte dies Anlass zur
Entwicklung neuer diagnostischer und therapeutischer Strategien in der Arteriosklerose-

Forschung geben.
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2. Material und Methodik

2.1 Material

2.1.1 Antikorper

In den Experimenten dieser Arbeit wurden Antikorper (Ak) gegen folgende Antigene (Ag)

verwendet:

IxkB-a

p-IxB-a

IxB-¢

p-IxB-¢

IKK-a

IKK-B

o-Aktin

Sekundérer Antikorper

2.1.2 Reagenzien

Interleukin IL-1f3
Lipopolysaccharid (LPS)
TNF

Nandrolon

Nikotin

Rapamycin

polyklonaler Kaninchen-Ak (Santa Cruz Biotechnology,
Heidelberg)

polyklonaler Kaninchen-Ak gegen die phosphorylierte
Form von IkB-a (New England Biolabs, Frankfurt am
Main)

polyklonaler Kaninchen-Ak (Santa Cruz Biotechnology)
freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von Dr. N. Rice,
NIH, Frederick, MD

polyklonaler Kaninchen-Ak (Santa Cruz Biotechnology)
polyklonaler Kaninchen-Ak (Santa Cruz Biotechnology)
polyklonaler Kaninchen-Ak (Sigma, Deisenhofen)
Peroxidase-konjugierter polyklonaler Ziege-Ak gegen
Kaninchen-IgG (Dianova, Hamburg)

IL-1B (IL-1F2) aus E. coli (R&D Systems, Wiesbaden)
LPS aus E .coli 0111:B4 (Sigma)

Tumornekrosefaktor (Sigma)

19-Nortestosteron (Nandrolon) (Sigma)
(-)-Nikotin([-]-1-Methyl-2-[3-Pyridyl]Pyrolidin, freie
Base (Sigma)

Rapamycin aus Streptomyces hygroscopicus (Sigma)
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2.1.3 Plasmide

In den Transfektionsstudien wurden folgende Plasmide verwendet:

IKK-a pRKS IKK-a, freundlicherweise zur Verfiigung gestellt
von Dr. M. Rothe, Tularik Inc., South San Francisco, CA

IKK-oka Mutante, freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von
Dr. M. Rothe

IKK-B pRKS IKK-B, freundlicherweise zur Verfligung gestellt
von Dr. M. Rothe

IKK-Bka Mutante, freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von
Dr. M. Rothe

NIK NIK, freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von
Dr. M. Rothe

NIKga Mutante, freundlicherweise zur Verfiigung von
Dr. M. Rothe

MCP-1 pGLNeoMCP-1, freundlicherweise zur Verfiigung gestellt
von Dr. T. Yoshimura, NIH, Frederick, MD

VCAM-1 VCAM-1.luci, freundlicherweise zur Verfiigung gestellt

von Dr. N. Mackman, Scripps Research Institute,
La Jolla, CA

Die Transfektionseffizienz wurde mit Hilfe des Renilla-Luciferase-Plasmids pRLTk (HSV-
Thymidinkinase-Promoter) (Promega, Mannheim) kontrolliert.

Als Negativkontrolle diente ein RcCMV-Plasmid ohne Insert (Invitrogen, Groningen,
Niederlande).
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2.2 Methodik

2.2.1 Zellkultur

Fiir die Experimente wurden verschiedene Zelllinien benutzt, in der Hauptsache monozytére
THP-1-Zellen (DSMZ, Braunschweig). Zur Kultivierung dieser Zellen wurde RPMI 1640
(Biochrom, Berlin) verwendet, welches mit 7,5% fetalem Kélberserum (FKS), 100 U/ml
Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin (alle Reagenzien von Biochrom) angereichert wurde,
um die Zellen bis zu einer Dichte von 5x10° bis 1x10° Zellen/ml in der Zellkulturflasche
heranzuziichten. Der Endotoxingehalt des Mediums und aller Bestandteile lag unter 10 pg/ml.
Fiir die Experimente wurden die Zellen dann in 6-Well-Kulturplatten (Nunc, Eggenstein) mit
einer Dichte von 2-3x10° Zellen pro Schale in 3 ml Medium ausgesit.

Des weiteren wurden endotheliale HUVEC-Zellen (Human umbilical vein endothelial
cells, Promocell, Heidelberg) verwendet, welche in Endothelial Cell Growth Medium
(Promocell) kultiviert wurden. Das fertige Medium wurde zusétzlich mit 100 U/ml Penicillin
und 100 pg/ml Streptomycin und 10% fetalem Kéilberserum versehen. Um mit diesen
adhdrenten Zellen arbeiten zu konnen wurden diese zundchst von ihrer Unterlage gelost
indem sie mit 10 ml Trypsin (0,025%; EDTA 10 mM) fiir 5 min bei 37°C inkubiert wurden.
AnschlieBend wurden die in Trypsin suspendierten Zellen fiir 5 min bei 1000 rpm
zentrifugiert, um das Trypsin wieder absaugen zu konnen. Dann wurden die Zellen in einer
ausreichenden Menge Medium resuspendiert, um sie schlieBlich in 6-Well-Kulturplatten
(Nunc) auszusden und ein Anwachsen der Zellen in je 3 ml Medium pro Schale bis zur
Konfluenz abzuwarten.

Es wurden ferner ECV-304-Zellen (Human urinary bladder carcinoma, derivative of T-
24, DSMZ) eingesetzt, deren Kultivierung in Medium 199 Earle (Biochrom, Berlin) erfolgte
(Zusatz von 100 U/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin und 10% fetalem Kélberserum).
Um mit den Zellen zu arbeiten, wurden sie in gleicher Weise wie die HUVEC-Zellen bei
Konfluenz zunichst mit 10 ml Trypsin (0,025%; EDTA 10 mM) fiir 5 min bei 37°C inkubiert,
um sie von der Unterlage zu 16sen. Zur Entfernung des Trypsins wurden die Zellen dann
zentrifugiert (5 min, 1000 rpm) und der Uberstand abgesaugt. Die Resuspension erfolgte dann
in einer ausreichenden Menge Medium, um die Zellen in 6-Well-Kulturplatten (Nunc)
auszusden und ihr Anwachsen in 3 ml Medium pro Schale bis zur erneuten Konfluenz

abzuwarten.
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Die Kulturbedingungen bestanden jeweils aus 37°C, 9% relative Luftfeuchtigkeit und 5%
CO..

2.2.2 Endotoxintest

Zu Beginn der Experimente wurde in allen eingesetzten Medien und Reagenzien der Gehalt
an Endotoxin bestimmt. Mit Hilfe des chromogenen Limulus-Amdbozyten-Lysat-Assays (Bio
Whittaker, Verviers, Belgien) wurde quantitativ die Endotoxin-abhingige Spaltung des
Substrats Ac-Ile-Glu-Ala-Arg-pNA bei 405 nm bestimmt. Es fanden ausschlieBlich

Substanzen Verwendung, deren Pyrogen-Gehalt weniger als 10 pg/ml betrug.

2.2.3 Zytotoxizitatstest (WST-Test)

Zur Uberpriifung der Zell-Viabilitit wurde der kolorimetrische WST-1-Test (Roche
Diagnostics, Mannheim) verwendet. Zunichst wurden 1,5x10° THP-1-Zellen pro 150 pl
Medium in Mikrotiterplatten (Nunc) mit verschiedenen Konzentrationen der zu testenden
Substanzen inkubiert. AnschlieBend wurde das Tetrazolium-Salz 4-[3-(4-lodophenyl)-2-(4-
nitrophenyl)-2H-5-tetrazolio]-1,3-benzoldisulfonat (WST-1) zugegeben. Zur Auswertung des
Tests wurde schlieflich die Spaltung von WST-1 zu Formazan durch Dehydrogenasen
intakter Zellen photometrisch bei 405 nm gemessen. Uber die erhaltene optische Dichte (OD)
lieB sich dann quantitativ die Stoffwechselaktivitit der Zellen bestimmen. Die Bestimmungen
wurden jeweils 6-fach durchgefiihrt.

Ferner wurde mittels der Trypanblau-Fiarbung routinemifig das Verhéltnis lebender zu

toter Zellen bestimmt und mikroskopisch die Morphologie der Zellen beurteilt.

2.2.4 lIsolierung zytosolischer und nuklearer Extrakte

Die Herstellung der zelluldren Extrakte erfolgte nach einem in der Literatur beschriebenen,
leicht modifizierten Verfahren (83,97).
Zur Isolierung der Extrakte wurden THP-1-Zellen (2-3x10°), bzw. HUVEC-Zellen oder

ECV-Zellen (bei adhdrenten Zellen zunichst absaugen des Mediums und Zugabe von 1 ml
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PBS pro Schale, dann abschaben der Zellen von der Unterlage) verwendet und zunéchst
abzentrifugiert bei 200xg, 7 min, 4°C und einmal in PBS gewaschen. Die Zellpellets wurden
nach erneuter Zentrifugation (2000xg, 7 min, 4°C) schlieBlich in Puffer A (0,1% Nonidet P-
40; 10 mM HEPES, pH 7,9; 10 mM KCI; 1,5 mM MgCl,; 0,5 mM Dithiothreitol (DTT); 300
mM Saccharose; je 0,75 pg/ml Pepstatin, Antipain, Chymostatin, Aprotinin und Leupeptin,
sowie 0,5 mM PMSF) resuspendiert und darin 5 min inkubiert. Auf diese Weise wurde die
duBere Zellmembran aufgebrochen. Um nun den zytosolischen Extrakt von den
Zellmembranresten und den Zellkernen zu separieren wurde erneut zentrifugiert, diesmal mit
15.800xg fiir 30 sec bei Raumtemperatur (RT). Der Uberstand entsprach der zytosolischen
Fraktion des Zellextrakts. Um eine Verunreinigung der im Zellpellet verbliebenen Zellkerne
zu umgehen wurden diese einmal mit Puffer A gewaschen und erneut zentrifugiert. Der
Uberstand wurde abgenommen und zusammen mit der oben gewonnenen zytosolischen
Fraktion des Zellextrakts bei -80°C aufbewahrt.

AnschlieBend wurden die Pellets mit Puffer B (20 mM HEPES, pH 7,9; 100 mM KCI;
100 mM NaCl; 20% Glycerin; 0,5 mM DTT; Proteaseinhibitoren wie bei Puffer A)
resuspendiert und die Kernmembranen mittels eines Ultraschalldesintegrators aufgebrochen.
Nach erneuter Zentrifugation bei 15.800xg, 30 sec, RT konnten analog zu den zytosolischen
nun die nukledren Extrakte abgenommen werden. Auch diese wurden bei -80°C zur weiteren
Verwendung autbewahrt.

Zur Bestimmung der Proteinkonzentrationen der zytosolischen und nukledren Extrakte
kam der Bradford-Assay (Biorad, Miinchen) zum Einsatz (13). Als Bezugsmessgro3e diente
hierbei die Verschiebung des Absorptionsmaximums von Coomassie Brillant Blau G250 von

465 nm zu 595 nm in der Photometrie durch Proteinbindung.

2.2.5 Préaparation von Gewebeproben

ApoE'/'-Méiuse wurden mit einer Cholesterin-reichen ,,westlichen® Diédt {iber verschiedene
Zeitrdume hinweg gefiittert. Nach bestimmten festgelegten Zeitpunkten wurden die Méuse
dann geopfert und die A. carotis (Arteria carotis)und die Aorta abdominalis herauspripariert
und entnommen. Diese Gewebestiicke wurden dann augenblicklich in fliissigem Stickstoff
schockgefroren und schliellich bei -80°C gelagert, um spéter einer Priparation zur Verfligung

zu stehen.
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Fiir die Priparation wurde ein dhnliches Protokoll verwendet wie fiir die Isolierung zellulérer
und nukleédrer Extrakte aus THP-1-Zellen, HUVEC-Zellen und ECV-Zellen. Abweichend von
diesem Protokoll seien folgende Schritte genannt: Zunidchst wurden die bei -80°C gelagerten
Gewebeproben mit einem geeisten Morser fein pulverisiert und dann sofort mit Puffer A
(Proteaseinhibitoren in 10-facher Konzentration; 0,2% Nonidet P-40; insgesamt bis 400 ul pro
Probe je nach Gewebevolumen) versetzt. Um eine Degradierung des Gewebes zu vermeiden
erfolgten diese beiden ersten Schritte bei 4°C. Zur Isolierung der nukledren Extrakte wurde
Puffer B (Proteaseinhibitoren in 10-facher Konzentration) in einer Menge von bis zu 200 pl

pro Probe eingesetzt.

2.2.6 Thrombozytenpraparation

Thrombozyten wurden aus mit ACD-antikoaguliertem Blut (Zusatz von 12,5 g
Trisodiumcitrat; 6,82 g Zitronenséure; 10 g Glucose; auf 500 ml Aqua dest.; pH-Titration auf
4,69 mit NaOH; sterile Filtration) isoliert indem das Thrombozyten-reiche Plasma zundchst
durch Zentrifugation (1000 rpm, 20 min) von den iibrigen Blutbestandteilen abgetrennt
wurde. Daraufhin folgten verschiedene Waschschritte, zunidchst mit Tyrodes pH 6,5 (150 ml
Tyrodes pH 7,4 auf pH 6,5 mit NaOH oder HCIl) und anschlieBend mit Tyrodes pH 7,4 (0,2 g
BSA; 0,2 g Glucose; auf 20 ml Tyrodes 10x; auf 200 ml Aqua dest.; pH auf 7,4 mit NaOH
oder HCI). Zur Stimulierung von HUVEC-Zellen wurden 4x10* Thrombozyten in Tyrodes pH
7,4 (500 pl) pro konfluentem Zell-Monolayer einer Schale in einer 6-Well-Platte (Nunc)
verwendet. Vorstimuliert wurden die Thrombozyten mit a-Thrombin (2 U/ml, Sigma). Nach
Beendigung der jeweiligen Inkubationszeit wurden die Thrombozyten abgesaugt und durch

Medium ersetzt.

2.2.7 Transfektion und Uberexpression

Die transiente Transfektion adhirenter ECV-Zellen erfolgte mit dem SuperFect
Transfektionsreagenz nach einem Protokoll von Qiagen (Hilden). Es wurden folgende
Plasmide transfiziert: IKK-o, IKK-B, NIK, NIKgs, MCP-1 und VCAM-1.

Die Zellen wurden zunéchst einmal in PBS gewaschen, um dann fiir 2 h bei 37°C mit

einer Mischung aus DNA, SuperFect Transfektionsreagenz und Medium (ohne Zusatz von
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FKS und Penicillin/Streptomycin) inkubiert zu werden. AnschlieBend wurde diese Mischung
entfernt und durch Medium (mit Zusatz von FKS und Penicillin/Streptomycin) ersetzt.

Die Zellen wurden dann iiber Nacht bei 37°C inkubiert um am néichsten Tag mit
aktivierten Thrombozyten (2x10*/ml) oder IL-1f (100 pg/ml) fiir 60min stimuliert zu werden.
Nach weiteren 15 h wurden die Zellen dann mit Lysis-Puffer (Promega) (15 min Inkubation
bei RT) lysiert. Danach wurde die Aktivitdt der induzierten Firefly-Luciferase mit dem
Luciferase-Reporter-Assay (Promega) mit Hilfe eines Luminometers quantitativ bestimmt
und das Ergebnis unter Einbeziehung der Aktivitidt der konstitutiv exprimierten Renilla-
Luciferase normalisiert.

Zur Kontrolle der Effizienz der Uberexpression wurden die ECV-Zellen mit den
jeweiligen Uberexpressionsplasmiden transient transfiziert, bzw. blieben unbehandelt. Am
nichsten Tag wurden die Zellen dann einmal in PBS gewaschen und darin abgeschabt, um
zytosolische und nukledre Extrakte gemiB 2.2.4 herzustellen. Die zytosolische Fraktion des
Extrakts wurde dann mittels Western Blot-Analyse (2.2.9) auf die Menge der
iiberexprimierten Proteine im Vergleich zur untransfizierten, bzw. CMYV-transfizierten
Kontrolle bestimmt. Die nukledren Extrakte wurden darliber hinaus mittels

Gelretardierungsassay (2.2.8) untersucht.

2.2.8 Gelretardierungsassay

Um nukledre Extrakte auf die Anwesenheit von DNA-bindenden Transkriptionsfaktoren zu
iiberpriifen wurden Gelretardierungsassays durchgefiihrt. Hierfiir wurden doppelstringige
Oligonukleotide mit Erkennungssequenz fiir die jeweiligen Transkriptionsfaktoren verwendet:
Als NF-kB-Konsensussequenz diente ein Oligonukleotid mit dem prototypischen Igk-Motiv
(5’-CAGAGGGGACTTTCCGAGA-3,” MWG-Biotech, Ebersberg). Mit Hilfe des Klenow-
Fragments der DNA-Polymerase I (Roche Diagnostics) wurde dieses Oligonukleotid in
Anwesenheit der erforderlichen Nukleotide mit [o-** PJdCTP (>3000 Ci/mmol) (Perkin Elmer
Life Sciences, Zaventem, Belgien) markiert. Um eine gleichméBige Proteinladung zu
gewihrleisten wurde zur Kontrolle parallel ein Oligonukleotid mit der Erkennungssequenz fiir
den  konstitutiv  aktivierten = Transkriptionsfaktor  Sp-1  (5’-ATTCGATCGGGG-
CGGGGCGAGC-3’, Promega, Mannheim) verwendet, welches mittels T4-
Polynukleotidkinase (Promega) mit [y-32 P]JATP (>5000 Ci/mmol) (Perkin Elmer Life

Sciences) markiert wurde. Um nicht gebundene Nukleotide zu entfernen wurden Sephadex
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G50 (NF-kB-Oligonukleotid), bzw. G25-Saulen (Sp-1-Oligonukleotid) (Roche Diagnostics)
verwendet. SchlieBlich wurden dquivalente Proteinmengen nukledrer Extrakte (2-6 pg) in
Bindepuffer (20 mM HEPES, pH 7,9; 50 mM KCI; 1 mg/ml BSA; 0,5 mM EDTA; 1 mM
DTT; 0,1% Nonidet P-40; 5% Glycerin; 50 ng Poly[d(I-C)]/ul von Roche Diagnostics)
aufgenommen und dann 30 min mit dem jeweiligen radioaktiv markierten Oligonukleotid (10
ng, 10° cpm) inkubiert. Nachdem der Ladepuffer (0,25x TBE-Puffer; 40% Glycerin; 0,2%
Bromphenolblau) zugegeben wurde erfolgte schlieBlich die Auftrennung der Proteine mittels
Gelelektrophorese in einem 4 oder 6%igen Polyacrylamidgel in 0,25x TBE-Puffer (10x TBE-
Puffer: 890 mM Tris; 890 mM Borsdure; 20 mM EDTA, pH 8,0). Routinemifig wurden
Extrakte LPS-, TNF- oder IL-1B-stimulierter THP-1-Zellen als Positiv-Kontrollen verwendet.
Ferner wurden die Extrakte der stimulierten THP-1-Zellen im UberschuB8 mit unmarkiertem
Oligonukleotid als spezifischem Kompetitor inkubiert und mitaufgetrennt. Zuletzt wurden die
Gele getrocknet, um dann mittels Autoradiographie und Densitometrie ausgewertet zu

werden.

2.2.9 Western Blot-Analyse

Zur Untersuchung der zytosolischen Extrakte wurden Western Blot-Analysen durchgefiihrt.
Hierzu wurden gleiche Proteinmengen (5-10 pg) mit SDS-Probenpuffer (20,8 mM Tris-HCl,
pH 7,5; 1,27% SDS; 4% Glycerin; 1,2% Mercaptoethanol; 330 uM EDTA; 0,2%
Bromphenolblau) 5 min bei 95°C denaturiert. AnschlieBend erfolgte die Auftrennung der
Proteine in einem 12%igen Polyacrylamid-Fertiggel (Novex™ Pre-Cast Gel, Invitrogen,
Groningen, Niederlande). Um die GroBen der aufgetrennten Proteine erfassen zu kdnnen
wurden gleichzeitig vorgefarbte Molekulargewichtsstandards (Rainbow, Amersham
Pharmacia Biotech, Freiburg; Low Range, Biorad) mit aufgetragen. Nach erfolgter
Auftrennung wurden die Gele in Transferpuffer (25 mM Tris-HCI, pH 8,3; 0,2 M Glycerin)
15 min &quilibriert und die Proteine im Wet Blot-Verfahren auf eine ebenfalls dquilibrierte
Nitrocellulosemembran (Biorad) transferiert. AnschlieBend wurden die Membranen mit Aqua
dest. gewaschen und dann mit Ponceau S (Sigma) gefirbt, um die gleichméBige Ubertragung
der Proteine aus den Gelen auf die Membranen zu iiberpriifen. Nach dem Abspiilen dieser
Proteinfarbung wurden die Membranen 1 h lang mit 5% Magermilchpulver in PBST (PBS +
0,05% Tween 20) behandelt, um unspezifische Antikorperbindungen zu vermeiden.

SchlieBlich erfolgte die Inkubation der Membranen mit den gewiinschten primédren
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Antikorpern in der empfohlenen Verdiinnung (je nach Antikorper 1:200 bis 1:2000, jeweils in
PBST + 1% Milchpulver) fiir 1 h bei RT, bzw. iiber Nacht bei 4°C. Darauthin wurden die
Membranen 3x10 min mit PBST + 1% Milchpulver bei RT gewaschen, um anschlieend fiir
1 h bei RT mit einem sekundéren, Peroxidase-konjugierten Antikorper (Verdiinnung in PBST
+ 1% Milchpulver: fiir Anti-Kaninchen 1:20.000) inkubiert zu werden. Es folgten weitere
Waschschritte mit PBST: 1x15 min, dann 4x5 min. Zum Schlu wurden die Antigen-
Antikdrper-Komplexe auf den Membranen mit Hilfe des ECL-Verfahrens auf Rontgenfilm
(beides von Perkin Elmer Life Sciences) sichtbar gemacht und dann mittels Densitometrie

ausgewertet oder direkt gescannt.

2.2.10 Immunprazipitation und Kinaseassay

Zur Fillung bestimmter Proteine wurden Immunprézipitationen (IP) durchgefiihrt. Hierzu
wurden zytosolische Extrakte mit TNT-Puffer (200 mM NaCl; 20 mM Tris-HCI, pH 7.5; 5%
BSA; 1 mM DTT; 0,5 uM 4-(2-)Aminoethyl)-benzolsulfonylfluorid (AEBSF), sowie jeweils
0,75 pg/ml Leupeptin, Antipain, Aprotinin, Pepstatin A und Chymostatin; evtl. Zusatz von
1% Triton X-100) behandelt. Die Fillung erfolgte anschlieBend beim Kinaseassay mit 1 pg
eines Anti-Kinase-Antikorpers (Santa Cruz Biotechnology) und 35 pl 6%iger Protein-
Agarose (Protein-A-Agarose fiir polyklonale Ak, Protein-G1-Agarose flir monoklonale Ak),
bei 4°C fiir 2 h.

Es folgten mehrere Waschschritte, fiir die Assoziation wie folgt: 5x Waschen mit IP-
Puffer ohne Zusatz von BSA und dann Zugabe von SDS-Probenpuffer (+ 10% Glycerin). Die
Proben wurden dann in einem Polyacrylamid-Fertiggel aufgetrennt und die mit dem gefillten
Antigen assoziierten Proteine mittels Antigen-Antikdrper-Komplex (siehe 2.2.9) detektiert.

Fiir die Vorbereitung zum Kinaseassay wurden die gefdllten Proteine folgendermallen
gewaschen: zunéchst 3x mit TNT-Puffer (ohne Zusatz von BSA), dann 3x mit Kinasepuffer
(20 mM Hepes, pH 8,0; 10 mM MgCl,; 100 uM Na3;VOy; 20 mM B-Glycerophosphat; 50 mM
NaCl; 2 mM DTT; 0,5 uM AEBSF; und jeweils 0,75 pg/ml Leupeptin, Antipain, Aprotinin,
Pepstatin A und Chymostatin). Schlielich konnten die gefdllten Proteine im Kinaseassay
untersucht werden. Die Kinasereaktion erfolgte in Anwesenheit von [y-"P]JATP (5 uCi/Probe)
(Perkin Elmer Life Sciences) mit 500 ng GST-IkB-a (Santa Cruz Biotechnology) als Substrat
in Kinasepuffer fiir 30 min, bei 30°C. Die Proteine wurden dann in einem Polyacrylamid-

Fertiggel aufgetrennt. Anschlieend wurden die Gele geblottet (2.2.9), um die Membran dann
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quantitativ mittels Autoradiographie (Perkin Elmer Life Sciences) auszuwerten. Um eine
gleichméBige Ladung sicherzustellen wurde zuletzt die Membran mit dem jeweiligen Anti-
Kinase-Antikorper nachbehandelt und die Antigen-Antikorper-Komplexe mittels Western-

Blot-Verfahren sichtbar gemacht und ausgewertet.

2.2.11 Statistische Auswertung

Die densitometrische Auswertung der Experimente erfolgte mit Microsoft Excel 5.0/95.
Statistische Unterschiede einzelner Werte wurden mittels Student’s t-Test bewertet und bei
einem p-Wert<0,05 als signifikant angenommen, die Ergebnisse wurden als Mittelwert +

Standardabweichung (MW+SD) angegeben.
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3. Ergebnisse

31 Effekt von Thrombozyten auf das NF-kxB-System

Sowohl bei der Entstehung arteriosklerotischer Prozesse als auch bei fortgeschrittenen
GefaBlasionen spielen Thrombozyten eine bedeutende Rolle. Um einen Teil dieser komplexen
Pathomechanismen der Interaktion Thrombozyt — Endothel néher zu charakterisieren wurden

die folgendenden Experimente durchgefiihrt.

3.1.1 Aktivierung von NF-kB durch aktivierte Thrombozyten

HUVEC-Zellen wurden mit aktivierten Thrombozyten (Stimulation mit a-Thrombin) fiir 5,
15, 30, 45 und 60 min inkubiert. Als Kontrolle dienten unstimulierte Zellen. Anschlie3end
wurden nukledre Extrakte aus diesen Zellen gewonnen, die dann mit Hilfe des
Gelretardierungsassay auf eine mogliche Aktivierung von NF-kB hin untersucht wurden. Die
Sp-1-Bindungsaktivitit wurde bestimmt, um die Qualitidt der Extrakte sowie vergleichbare
Ladung auf dem Gel zu iiberpriifen.

Es zeigte sich in diesen Experimenten, dass aktivierte Thrombozyten tatsdchlich in der
Lage sind, das NF-kB-System in HUVEC-Zellen zu aktivieren (Abb. 3), und zwar in einem
Zeit-abhingigen Modus: Nach 5 min war die Aktivitit von NF-xB gerade merklich, doch
dann stieg sie kontinuierlich an in direkter Abhéngigkeit zur fortschreitenden Inkubationszeit.
Die stiarkste Aktivitdt zeigte NF-kB schlieBlich nach 60 min (Abb. 3 und nicht gezeigte
Daten).



Effekt von Thrombozyten auf das NF-xB-System 25

Thrombozyten (min)

0 5 15 30 45 60 0

N"‘ 4 2% 4 > 4 :ISp-1

Abbildung 3. Thrombozyten-abhidngige NF-kB-Aktivierung in HUVEC. Die Zellen wurden
mit aktivierten Thrombozyten (Thrombozyten 2x10%/ml, Aktivierung mit 2 U/ml a-Thrombin
fir 15 min) fiir 0, 5, 15, 30, 45 und 60 min inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen
geerntet und daraus nukledre Extrakte gewonnen. Diese Extrakte wurden mittels
Gelretardierungsassay auf eine Aktivierung von NF-kB und Sp-1 (zur Kontrolle der Extrakt-

und Ladungsqualitét) hin untersucht.

3.1.2 Proteolyse von IxB nach Inkubation mit Thrombozyten, IL-1p und TNF

Um das Proteolysemuster von IkB nachzuweisen wurden folgende weitere Experimente
durchgefiihrt: HUVEC-Zellen wurden mit aktivierten Thrombozyten, IL-1 und TNF
behandelt. Nach verschiedenen Inkubationszeiten fiir die einzelnen Substanzen
(Thrombozyten 0-60 min, IL-13 0-90 min und TNF 0-30 min) wurden zytosolische Extrakte
aus den vorbehandelten Zellen hergestellt, in denen mittels Western Blot-Analyse die
Proteolyse von IkB wuntersucht wurde. o-Aktin wurde in diesen Experimenten als

Ladungskontrolle verwendet.
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Es zeigte sich, dass sich das Proteolysemuster der IkB-Proteine nach der Inkubation mit
aktivierten Thrombozyten und die Ergebnisse der Gelretardierungsassays ergidnzten (Abb.
4A), vgl. Abb. 3. IkB-a war nach 5 min noch kaum abgebaut, doch das Signal wurde mit
zunchmender Inkubationszeit immer schwécher, bis es nach 30 min schlieBlich sein Minimum
erreichte. IkB-¢ bot ein dhnliches Bild, nimlich ein Maximum der Proteolyse nach 30 min. Es
konnte also gezeigt werden, dass sich die NF-kB-Aktivierung im Gelretardierungsassay und
die Konzentration der IkB-o-Proteine in der Western Blot-Analyse nach Inkubation mit
aktivierten Thrombozyten genau spiegelbildlich verhielten. IKK-a und IKK-B waren zu allen
Zeitpunkten des Experiments weitgehend gleichméfig nachzuweisen. Die Ladungskontrolle
mit a-Aktin ergab ebenfalls ein gleichméBiges Bild.

Im Vergleich zu den aktivierten Thrombozyten zeigte sich bei der Inkubation mit IL-1f3
ein dhnliches Proteolysemuster der IkB-Proteine (Abb. 4B): Wenngleich der proteolytische
Abbau von IkB-o mit zunehmender Inkubationszeit etwas schneller voranzuschreiten schien,
so fand er doch auch hier ein Maximum nach 30 min. IkB-¢ dagegen war erst zu einem
spateren Zeitpunkt, ndmlich nach 60 min, maximal degradiert. Auch hier waren bei IKK-a
und IKK-B keine signifikanten Signalunterschiede festzustellen und o-Aktin als
Qualitdtskontrolle konnte eine gleichméfBige Ladung der Proteine bestdtigen.

Des weiteren wurden HUVEC-Zellen mit TNF inkubiert, wobei sich hier ein voéllig
anderes Proteolysmuster beziiglich der IxB-Proteine zeigte (Abb. 4C): Bereits nach 10 min
war [kB-o bei Inkubation mit TNF maximal abgebaut. Gleichsam zeigte sich der Abbau von
IkB-¢ auch hier deutlich akzeleriert im Vergleich zur Inkubation mit aktivierten

Thrombozyten oder IL-1.
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Abbildung 4. Proteolyse von IkB nach Inkubation mit aktivierten Thrombozyten, IL-1 und

TNF. HUVEC-Zellen wurden mit aktivierten Thrombozyten (2x10*/ml, Inkubation 0-60 min)

(A), IL-1pB (100 pg/ml, Inkubation 0-90 min) (B) und TNF (1,67 ng/ml, Inkubation 0-30 min)

(C) inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen geerntet und zytosolische Extakte hergestellt.

Diese Extrakte wurden mittels Western Blot-Analyse auf die Konzentration von IkB-a, IkB-

g, IKK-oo und IKK-B hin untersucht. a-Aktin wurde als Ladungskontrolle verwendet. Die

oberen Pfeile in (C) zeigen die phosphorylierte Form von IkB-o/e. In allen drei Fillen sind

reprisentative Experimente gezeigt (n=3).
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3.1.3 Aktivierung des IKK-Komplexes durch aktivierte Thrombozyten, IL-1 und
TNF

Als néchstes wurde der Effekt von aktivierten Thrombozyten, IL-13 und TNF auf den IKK-
Komplex mit einer weiteren Serie von Experimenten gezeigt. HUVEC-Zellen wurden mit den
oben genannten Substanzen fiir verschiedene Zeitpunkte inkubiert (aktivierte Thrombozyten
0-60 min, IL-1B 0-90 min und TNF 0-20 min) und anschlieBend geerntet, um daraus
zytosolische Extrakte herzustellen. Mit Hilfe von Anti-Kinase-Antikorpern (Anti-IKK-o und
Anti-IKK-B) wurde mit diesen Extrakten Immunprézipitationen durchgefiihrt und dann das
Prizipitat mit GST-IkB-o als Substrat in Anwesenheit von **P-ATP auf eine mdgliche
Kinase-Aktivitét getestet. Zur Darstellung kam die Phosphorylierung des Substrats durch die
aktivierten IKK-Kinasen (Abb. 5). Eine quantitative Erfassung der Kinaseassays wurde
mittels Densitometrie durchgefiihrt, deren Ergebnisse in Abb. 6 noch einmal graphisch
dargestellt sind.

Bei Zugabe von aktivierten Thrombozyten zeigte sich eine deutliche Aktivierung des
IKK-Komplexes, wobei ein Maximum nach 30 min sowohl bei Verwendung von Anti-IKK-o
wie auch fiir Anti-IKK-B erreicht wurde (Abb. 5A und 6). Nach 60 min konnte dann ein
Aktivierungsstatus des IKK-Komplexes festgestellt werden, der wieder dem Ausgangsniveau
entsprach.

Ahnliche Ergebnisse wurden mit IL-1B erzieht, wobei das Maximum der IKK-Komplex-
Aktivierung zu einem etwas spéteren Zeitpunkt anzusetzen war, ndmlich bei 45 min (Abb. 5B
und 6). Der Abfall der Aktivierung des IKK-Komplexes dauerte allerdings wesentlich langer
an als mit aktivierten Thrombozyten, denn auch nach 90 min kehrte die IKK-Aktivitdt immer
noch nicht wieder vollstindig auf das Ausgangsniveau zuriick.

Mit TNF zeigte sich dagegen ein rapider Anstieg der IKK-Aktivitdt (Abb. 5C und 6).
Bereits nach 2,5 min war das Maximum erreicht, das dann ebenfalls vergleichsweise schnell
wieder auf das Ausgangsniveau zuriickkehrte. Nach 20 min war nur noch eine minimal
erhohte IKK-Aktivitdt festzustellen.

Es lasst sich also zusammenfassend feststellen, dass sowohl aktivierte Thrombozyten,
wie auch IL-1f und auch TNF den IKK-Komplex aktivieren, dass jedoch das

Aktivitatsmuster im Zeitverlauf deutliche Unterschiede aufweist.
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Abbildung 5. Aktivierung des IKK-Komplexes in HUVEC. Die Zellen wurden mit
aktivierten Thrombozyten, IL-13 und TNF fiir verschiedene Zeitpunkte inkubiert und
anschlieend zytosolische Extrakte gewonnen. Die Extrakte wurden immunprizipitiert mit
Anti-Kinase-Antikorpern (Anti-IKKo und Anti-IKKf) und schlieBlich das Prazipitat mit dem
Kinase-Assay mit GST-IkB-a als Substrat in Anwesenheit von **P-ATP auf die Kinase-
Aktivitdt hin getestet. Gezeigt ist die Zeit-abhingige Phosphorylierung des Substrats filir die
Stimulation von HUVEC mit aktivierten Thrombozyten (2x10%ml) (A), IL-1p (100 pg/ml)
(B) und TNF (1,67 ng/ml) (C). In jedem Fall ist ein reprisentatives Experiment gezeigt (n=3).
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Abbildung 6. Aktivierung des IKK-Komplexes in HUVEC. Die Auswertung der Assays aus

der Abbildungen 5 erfolgte densitometrisch. Das Diagramm zeigt die x-fache Induktion der

IKK-Aktivitdit gegeniiber der Kontrolle nach erfolgter Stimulation mit TNF, aktivierten

Thrombozyten (Thr) und IL-1p.
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3.1.4 Die Rolle von IKK-f und NIK bei der Thrombozyten-induzierten NF-kB-

Aktivierung

Um die Rolle von IKK und NIK in Bezug auf die Aktivierung des NF-kB-Systems durch
Thrombozyten zu untersuchen, wurden ECV304-Zellen mit Uberexpressionsplasmiden fiir
Flag-markierte Wildtyp (wt) oder mutierte Kinasen zusammen mit dem kB-Reporter-Plasmid
(3xxkB.luci) transfiziert. Nach erfolgter Transfektion wurden die Zellen mit aktivierten
Thrombozyten oder IL-1f fiir jeweils 60 min stimuliert. Nach weiteren 15 h wurden die
Zellen lysiert und dann das Signal der Firefly-Luziferase und Renilla-Luziferase mittels
Luziferaseassay gemessen. Zur Qualitdtskontrolle wurde mittels Western Blot-Analyse mit
einem Anti-Flag-Antikorper iiberpriift, ob eine Uberexpression erfolgreich stattgefunden hatte
(Daten nicht gezeigt). Um zu zeigen, dass nur die Flag-markierten Wildtyp-Proteine, und
nicht die Mutanten, eine Kinaseaktivitit aufweisen, wurden Kinaseassays durchgefiihrt (Daten
nicht abgebildet).

Bei der Uberexpression von NIK zeigte sich ein deutlicher Anstieg des 3xxB.luci-Signals
im Vergleich zur CMV-Kontrolle (Abb. 7, linke Seite). Die Signalaktivitit konnte sowohl
durch aktivierte Thrombozyten (Abb. 7A) als auch durch IL-1B (Abb. 7B) weiter erhoht
werden im Vergleich zu den unstimulierten Zellen. Dagegen war bei den Zellen, die mit der
Mutante von NIK (NIKga) transfiziert worden waren ein deutlich reduziertes Signal
festzustellen. Die Ko-Transfektion von Wildtyp-IKK-oo und -IKK-B hatte ebenfalls einen
direkten aktivierenden Effekt auf das 3xxB.luci-Signal, welches noch weiter erhht wurde
durch die Stimulierung mit aktivierten Thrombozyten oder IL-1B. Die Uberexpression der
mutierten Formen von IKK-a und IKK-B hatten keinen direkten Effekt auf das 3xxB.luci-
Signal, verhinderten aber eine Zunahme des Signals trotz Stimulation mit aktivierten
Thrombozyten oder IL-13. Sobald die Kinasen einzeln iiberexprimiert wurden zeigte sich eine
deutliche Abnahme des Signals bei Expression von mutiertem IKK-B (KA), wahrend bei
IKK-aka kein wesentlicher inhibitorischer Effekt festzustellen war (Abb. 7, rechte Seite).

Ferner wurden mutiertes IKK-o und IKK-f hinsichtlich eines Effekts auf Thrombozyten-
oder IL-1B-induzierte Transkription untersucht. Dafiir wurden ECV304-Zellen mit Vektoren
fiir Wildtyp oder mutierten Kinasen zusammen mit Reportergenkonstrukten, die Fragmente
des MCP-1- oder VCAM-1-Promoters enthalten, transfiziert. In diesem Fall zeigte sich, dass
lediglich die Uberexpression von IKK-Bka, nicht jedoch von IKK-axs eine signifikante

Reduktion der Thrombozyten- oder IL-1B-induzierten Transkription zur Folge hatte.
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Abbildung 7. Inhibition der kB-abhéngigen Transkription durch IKK-Bxa und NIKga. ECV-
Zellen wurden kotransfiziert mit 3xB.luci, pRLtk und Kinase-Uberexpressionsplasmiden
(IKK-oo oder -B und NIK, jeweils als Wildtyp oder Mutante; CMV; allein oder in
Kombination). Nachdem die Zellen so iiber Nacht inkubiert worden waren, wurden sie mit
aktivierten Thrombozyten (2x10%/ml) (A) oder mit IL-1f (100 pg/ml) (B) fir 60 min
stimuliert. Nach weiteren 15 h wurden die Zellen lysiert und das Signal der Firefly- und der
Renilla-Luziferase im Luziferaseassay gemessen. Die Ergebnisse sind als x-fache Induktion
beziiglich des unstimulierten CMV-Transfektionssignals dargestellt. Die linken Diagramme
zeigen den Effekt von NIK, IKK-a und IKK- (Wildtyp, mutiert KA) auf die kB-abhidngige
Transkription. Die rechten Diagramme zeigen den individuellen Effekt von IKK-a oder IKK-
B (Wildtyp, mutiert KA) bei Stimulation mit Thrombozyten oder IL-1p, bezogen auf die
unstimulierte CMV-Kontrolle. o, IKK-a; B, IKK-B; KA, Kinase-aktive Stelle mutiert.
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Abbildung 8. Inhibition der MCP-1/VCAM-I1-Promoter-abhingigen Transkription bei
Kotransfektion mit IKK-oga und IKK-Bxa. ECV-Zellen wurden entweder mit einem MCP-1-
oder VCAM-I1-Promoter-Fragment-abhidngigen Luciferase-Reporter-Plasmid zusammen mit
pRLtk- und IKK-Uberexpressionsplasmiden transfiziert. Nach der Stimulation mit
Thrombozyten oder IL-1B wurde das Signal der Firefly- und Renilla-Luziferase mittels
Luziferaseassay gemessen. Die Ergebnisse zeigen die prozentuale Inhibition im Vergleich zu
den mit dem jeweiligen Wildtyp transfizierten Zellen (gestrichelte Linie bei 100%). Der
Mittelwert und die Standardabweichung sind fiir n=3 Experimente dargestellt. wt, Wildtyp; a.,
IKK-a; B, IKK-B; KA, Kinase-aktive Stelle mutiert. *zeigt die Signifikanz im Vergleich zum
Basissignal (100%) (p<0,05).
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3.2  Testung weiterer Substanzen mit Bezug zur Arteriosklerose

Das Spektrum der Risikofaktoren fiir die Initilerung und auch die Progression
arteriosklerotischer GefaBBverdnderungen und deren Folgen ist, wie bereits angedeutet, sehr
vielfdltig. Neben den Thrombozyten, die wie oben gezeigt direkt mit dem Endothel
kommunizieren kénnen, sollte in der vorliegenden Arbeit noch der Effekt von zwei weiteren
Substanzen mit Bezug zur Arteriosklerose, sowie einer Substanz mit einem therapeutischen

Ansatzpunkt, auf das NF-kB-System néher charakterisiert werden.

3.2.1 Nikotin

Im Hinblick auf die besondere Bedeutung des Zigarettenrauchens als Risikofaktor ersten
Ranges fiir arteriosklerotische Gefdflverdnderungen wurde auf das Nikotin, als ein
wesentlicher Bestandteil des Zigarettenrauchs, in dieser Arbeit nidher eingegangen und seine
Auswirkungen auf das NF-kB-System in der Endothelzelle genauer untersucht.

ECV-Zellen wurden mit verschiedenen Dosen von Nikotin fiir unterschiedliche
Zeitrdume inkubiert. Ein Teil der Zellen wurde fiir 1 h mit 0,1 sowie 1, 10 und 100 pg/ml
Nikotin behandelt, um den direkten Effekt von Nikotin im Sinne einer Dosis-Wirkungs-
Beziehung zu erfassen. Der andere Teil der Zellen, der anschlieBend noch mit IL-1p fiir 1 h
stimuliert werden sollte, wurde fiir 30 min mit den gleichen Dosen von Nikotin priinkubiert.
Nach den jeweiligen Stimulationen wurden die Zellen geerntet und daraus nukledre Extrakte
gewonnen. Diese wurden dann mittels Gelretardierungsassay auf eine mogliche Aktivierung
von NF-kB hin untersucht. Sp-1 diente als Ladungs- und Qualititskontrolle der Extrakte.
Ferner wurden auch eine unstimulierte Kontrolle und eine IL-1B-stimulierte Positivkontrolle
eingesetzt.

Es zeigte sich, dass mit steigender Nikotin-Dosis ein leichter, aber kontinuierlicher
Anstieg des NF-kB-Signals zu verzeichnen war (Abb. 9). Jedoch war das Aktivitdtsniveau
auch bei der hochsten Dosis von 100 pg/ml noch deutlich geringer als die IL-1B-stimulierte
Positivkontrolle. Bei den IL-1B-stimulierten Proben zeigte sich, dass auch steigende Dosen
von Nikotin keinen wesentlichen Effekt auf das Aktivititsniveau von NF-xB hatten. Weder
lieB sich eine Steigerung der Aktivierung zusétzlich zur IL-1B-Stimulation nachweisen, noch
lieB sich aus diesem Experiment eine mogliche Inhibition der NF-kB-Aktivierung durch

Nikotin ableiten.
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Abbildung 9. Effekt von Nikotin auf NF-kB in ECV-Zellen. Um einen direkten Effekt von
Nikotin zu zeigen wurde die eine Hilfte der Zellen fiir 1 h mit steigenden Dosen von Nikotin
inkubiert (0,1; 1; 10; 100 pug/ml). Die andere Hélfte der Zellen wurde 30 min mit den gleichen
Dosen Nikotin vorbehandelt, um dann anschlielend noch einmal stimuliert zu werden. Diese
anschlieBende Stimulation erfolgte mit IL-13 (100 pg/ml) fiir 1 h. Die Zellen wurden dann
nach erfolgter Stimulation geerntet, um daraus nukledre Extrakte herstellen zu konnen.
Schlielich wurden die Extrakte mittels Gelretardierungsassay auf eine Aktivierung von NF-

kB und Sp-1 hin untersucht.
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3.2.2 Nandrolon

Ein weiterer bedeutender Faktor, der auf die GefaBintegritit entscheidend Einflufl nimmt, ist
der Hormonhaushalt. Da sich anabole Steroide in unserer heutigen Zeit nicht nur in Profi-
Sportlerkreisen einer nicht zu unterschédtzenden Beliebtheit erfreuen und als ein Eingriff in
den Hormonhaushalt zu betrachten sind, sollte ihre Wirkung auf das NF-kB-System in der
Endothelzelle getestet werden. Auf diese Weise konnten Anhaltspunkte fiir eine mdgliche
Gefdhrdung durch anabole Steroide in Bezug auf arteriosklerotische Gefdfverdnderungen
eruiert werden. In den vorliegenden Experimenten wurde Nandrolon als Testsubstanz
gewihlt, da es eines der ersten und nach wie vor hdufig eingesetzten anabolen Steroide ist.

ECV-Zellen wurden mit steigenden Dosen von Nandrolon (0,1; 1; 10 ng/ml) liber einen
Zeitraum von jeweils 1 h und 5 h behandelt. AnschlieBend wurde je eine Hilfte der Zellen fiir
eine weitere Stunde mit IL-1f stimuliert. Nach der Stimulation wurden die Zellen dann
geerntet und der Préparation zugefiihrt, um nukledre Extrakte daraus herzustellen. Mittels
Gelretardierungsassay wurden die Proben dann auf eine mogliche Aktivierung von NF-«B hin
untersucht. Sp-1 diente als Kontrolle fiir Qualitit und Ladung. Auflerdem wurde eine
unstimulierte und eine IL-1pB-stimulierte Kontrolle hinzugefiigt, die beide nicht mit Nandrolon
prainkubiert worden waren.

Es zeigte sich, dass eine Inkubation mit Nandrolon weder dosis- noch zeitabhingig im
Rahmen dieses Experiments einen EinfluB} auf die Aktivierung von NF-«B hatte (Abb. 10).
Sowohl steigende Dosis wie auch unterschiedliche Inkubationszeitrdume konnten das NF-kB-
Signal weder im Sinne einer Aktivierung, noch im Sinne einer Inhibierung beeinflussen. Das
gleiche galt auch fiir die prdinkubierten Proben: Das NF-kB-Signal konnte bei IL-1p3-
stimulierten Zellen durch steigende Dosen von Nandrolon iiber unterschiedliche

Inkubationszeitraume (1 h und 5 h) nicht messbar beeinflusst werden.
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Abbildung 10. Effekt von Nandrolon auf das NF-kB-System in ECV-Zellen. Die Zellen
wurden mit steigenden Dosen von Nandrolon ( 0,1; 1; 10 ng/ml) {iber verschiedene Zeitraume
(1 h und 5 h) inkubiert. AnschlieBend wurde je eine Hélfte der Zellen fiir eine weitere Stunde
mit IL-18 (100 pg/ml) stimuliert. Nach erfolgter Stimulation wurden die Zellen dann der
Préaparation zugefiihrt, um nukledre Extrakte zu gewinnen. Diese Extrakte wurden dann

mittels Gelretardierungsassay auf eine Aktivierung von NF-kB und Sp-1 hin untersucht.
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3.2.3 Rapamycin

Rapamycin, ein vor allem in der Kardiologie eingesetztes Immunsuppressivum, wurde in der
vorliegenden Arbeit auf eine mogliche Modulation des NF-kB-Systems in der Endothelzelle
hin getestet. Anhand der nachfolgenden Experimente sollte untersucht werden, ob die
giinstigen Effekte von Rapamycin auf arteriosklerotische GefdBwandverdnderungen {iber das
NF-kB-System vermittelt sein konnten.

ECV-Zellen wurden mit ansteigenden Dosen von Rapamycin (1; 10; 100 ug/ml) fiir 1 h
behandelt. Eine anschlieBende Stimulation eines Teils der Zellen erfolgte fiir eine weitere
Stunde mit IL-1P. SchlieBlich wurden die Zellen geerntet, um aus ihnen nukledre Extrakte
herzustellen. Diese Extrakte wurden dann mittels Gelretardierungsassay auf den
Aktivierungsstatus von NF-«B hin untersucht. Auch hier wurde die Sp-1-Bindungsaktivitit
als Kontrolle von Qualitéit der Gelretardierungsassays und GleichmiBigkeit der Proteinladung
herangezogen. Als Negativ- und Positivkontrollen wurden zwei Proben ohne Rapamycin-
Prainkubation verwendet, wobei die eine mit IL-1B behandelt wurde und die andere
unstimuliert blieb.

In oben beschriebenem Experiment konnte nachgewiesen werden, dass Rapamycin allein
auch in ansteigender Dosis keinen wesentlichen Effekt auf das NF-kB-Signal hatte, welches
konstant im Sinne einer Basisaktivierung blieb (Abb. 11). Aber auch bei den mit IL-1P
stimulierten Proben konnte keine Alteration des Aktivierungstatus von NF-kB verzeichnet
werden. Das Aktivitdtsniveau blieb konstant hoch ohne dabei auch bei steigenden Dosen von
Rapamycin beeinflusst zu werden, weder im Sinne einer zusatzlichen Aktivierung, noch im

Sinne einer Inhibition.
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Abbildung 11. Effekt von Rapamycin auf das NF-kB-System in ECV-Zellen. Die Zellen
wurden mit steigenden Dosen von Rapamycin (1; 10; 100 pg/ml) fiir 1 h inkubiert.
AnschlieBend wurde die Hilfte der Zellen mit IL-1 (100 pg/ml) fiir 1 h stimuliert. Danach
wurden die Zellen geerntet, um daraus nukledre Extrakte herzustellen. Diese wurden
schlieBlich mittels Gelretardierungsassay auf eine Aktivierung von NF-kB und Sp-1 hin

untersucht.
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3.3 Aktivierungsstatus von NF-xB in der ApoE™-Maus

Im dritten Teil der vorliegenden Arbeit sollte der Aktivierungsstatus von NF-kB bei
Arteriosklerose in vivo dargestellt werden. Hierzu wurde die ApoE”-Maus als etabliertes

Modell fiir Arteriosklerose ausgewéhlt.

3.3.1 Aktivierung von NF-kB in Aorta und A. carotis

In dieser Serie von Experimenten wurden ApoE”-Miuse ab der 5.Lebenswoche mit einer
speziellen Cholesterin-reichen ,,westlichen® Didt gefiittert. Zur Kontrolle wurden diese Mause
direkt mit Wildtyp-Mausen verglichen, die ebenfalls ab der 5.Lebenswoche eine Cholesterin-
reiche Diit erhielten. Beide Gruppen von Mausen wurden nach 4 Wochen Fiitterung geopfert
und folgendermalen untersucht: Aorta abdominalis und A. carotis wurden prépariert,
entnommen und anschlieBend schockgefroren. Aus diesen Gefdproben wurden Extrakte
hergestellt, deren nukledre Fraktionen mittels Gelretardierungsassay auf eine mogliche
Aktivierung von NF-kB und Sp-1 als Kontrolle hin untersucht wurden. Die Auswertung der
Gelretardierungsassays erfolgte densitometrisch. Der Aktivierungsstatus berechnete sich aus
dem Quotienten aus NF-kB-Aktivitdt geteilt durch die zugehorige Sp-1-Bindungsaktivitét der
jeweiligen Gewebeprobe. Zur Berechnung der relativen NF-kB-Aktivitit wurde das Wildtyp-
Signal gleich 1 gesetzt.

Nach 4 Wochen ,,westlicher Diét* zeigte sich eine deutliche Aktivierung von NF-kB in
der Aorta abdominalis in der ApoE”- Maus im Vergleich zum Wildtyp (Abb. 12). Es konnte
in 10 unabhidngigen Experimenten gezeigt werden, dass beim Wildtyp das Signal lediglich
basal aktiviert war, wihrend bei der ApoE-defizienten Maus eine Aktivierung auf das 3,4-
fache dieser Basalaktivitit stattgefunden hatte. Die Sp-1-Aktivitdt war bei beiden Gruppen
gleichmidfBig im Sinne einer guten Proben- und Ladungsqualitit zu bewerten.

In der A. carotis war die Situation vergleichbar: Auch hier wurden die ApoE'/ - Méuse
mit Wildtyp-Mausen (beide gefiittert) verglichen, die nach 4 Wochen geopfert wurden. Die
nuklearen Extrakte der préparierten A. carotis wurden ebenfalls im Gelretardierungsassay auf
eine Aktivierung von NF-kB und Sp-1 hin untersucht und anschlieBend densitometrisch
ausgewertet (Abb. 13). Der Quotient aus NF-kB und Sp-1 zeigte eine deutliche Aktivierung
von NF-xB in der ApoE-defizienten Maus im Vergleich zum Wildtyp (relative NF-xB-
Aktivitét: 3,6).
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Abbildung 12. NF-kB-Aktivierung in der Aorta der ApoE-defizienten Maus. Nachdem
ApoE-defiziente Miuse und Wildtyp-Méuse 4 Wochen lang mit einer Cholesterin-reichen
Diat gefiittert worden waren, wurden sie geopfert und die Aorta abdominalis entnommen. Die
nukledren Extrakte dieser Gewebeproben wurden mittels Gelretardierungsassay auf eine
Aktivierung von NF-kB hin untersucht, Sp-1 diente als Ladungskontrolle. Die Auswertung
der Assays erfolgte densitometrisch (rechte Seite). Um Ladungsdifferenzen zu
berticksichtigen, wurde der Quotient aus NF-kB-Aktivierung und Sp-1-Aktivierung gebildet.
Die relative Aktivierung von NF-kB in der ApoE-defizienten Miuse ergab sich, indem das
Signal der Wildtyp-Mause gleich 1 gesetzt wurde. Das Diagramm zeigt den Mittelwert und
die Standardabweichung (MW=SD) 10 unabhéngiger Experimente (p<0,001).
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Abbildung 13. NF-kB-Aktivierung in der A. carotis der ApoE-defizienten Maus. ApoE-
defiziente Méuse wurden 4 Wochen lang Cholesterin-reich gefiittert und nach der Opferung
die A. carotis prapariert. Auch hier dienten gefiitterte Wildtyp-Mause als Kontrolle. Mit Hilfe
des Gelretardierungsassays wurden die nukledren Gewebeextrakte auf eine Aktivierung von
NF-kB und Sp-1 hin getestet. Die Auswertung erfolgte densitometrisch. Der Quotient aus NF-
kB und Sp-1 der jeweiligen Proben ergab das Aktivierungsniveau. Die relative Aktivierung
der ApoE-defizienten Mause wurde berechnet, indem die Basalaktivitdt der Wildtyp-Méause
gleich 1 gesetzt wurde. Im Diagramm ist der Mittelwert und die Standardabweichung

(MW4SD) von drei unabhingigen Experimenten gezeigt (p<0,001).
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3.3.2 NF-kB-Aktivierung in der ApoE”-Maus im Zeitverlauf

Es wurden nun weitere Experimente iiber einen ldngeren Zeitraum durchgefiihrt, um einen
Zeitverlauf der NF-kB-Aktivierung in der ApoE-defizienten Maus darzustellen.

Um die Aktivierung von NF-xB im Verlauf der Entwicklung arteriosklerotischer
Lisionen darstellen zu konnen, wurden ApoE-defiziente Méuse ab der 5.Lebenswoche tiber
verschieden lange Zeitrdume (2, 4, 6, 10, 12 und 14 Wochen) mit einer Cholesterin-reichen
Diét gefiittert und anschlieBend geopfert. Als Kontrolle dienten Wildtyp-Mause, die ebenfalls
eine Cholestrin-reiche Didt erhielten und nach 4 Wochen Fiitterung geopfert wurden. Nach
der Opferung wurde die Aorta abdominalis pripariert und aus den gewonnenen
Gewebeproben nukledre Extrakte hergestellt. Die nukledren Gewebeextrakte aus der Aorta
abdominalis wurden mittels Gelretardierungsassay auf eine mogliche Aktivierung von NF-kB
hin untersucht und die SP-1-Aktivitdt als Ladungskontrolle verwendet. Die Auswertung der
Gelretardierungsassays erfolgte wiederum densitometrisch. Die tatsichliche NF-kB-Aktivitét
errechnete sich aus dem Quotienten von NF-kB und Sp-1 als Korrektur der Ladung. Die
relative NF-kB-Aktivitit ergab sich dadurch, dass das Signal der Wildtyp-Kontrolle als
Basalaktivitdt gleich 1 gesetzt wurde. Auf diese Weise konnte ein Zeitverlauf erstellt werden,
der frithe (2-6 Wochen) Lasionen wie auch Gefdllverdnderungen zu einem spiteren Zeitpunkt
(10-14 Wochen) erfasst.

Hierbei zeigte sich, dass bereits nach 2 Wochen eine auf das 2,9-fache gesteigerte
Aktivierung von NF-kB in der ApoE-defizienten Maus im Vergleich zum Wildtyp zu sehen
war, die sich dann (allerdings mit groBeren Schwankungen) weiter steigerte auf bis zu 4,8-
fach nach 10 Wochen (Abb. 14). Insgesamt sank die NF-kB-Aktivitdt nicht mehr unter ein
Niveau von 3,3-fach, so dass man iiber den gesamten Zeitverlauf von einer deutlich

gesteigerten NF-kB-Aktivitit sprechen kann.
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Abbildung 14. Zeitverlauf der NF-kB-Aktivierung in der Aorta der ApoE-defizienten Maus.
Gefltterte ApoE-defiziente Mduse wurden zu den Zeitpunkten 2, 4, 6, 10, 12 und 14 Wochen
geopfert und die Aorta abdominalis entnommen. Aus den gewonnenen Proben wurden dann
nukledre Gewebeextrakte hergestellt, die anschlieBend im Gelretardierungsassay beziiglich
einer Aktivierung von NF-xB und Sp-1 hin untersucht wurden. Als Kontrolle dienten
Wildtyp-Miuse, die nach 4 Wochen Cholesterin-reicher Diit geopfert und wie die ApoE™-
Gruppe untersucht wurden. Die Auswertung der Assays erfolgte densitometrisch. Das
jeweilige Aktivierungsniveau errechnete sich aus dem Quotienten von NF-kB und Sp-1, die
relative NF-kB-Aktivitdt aus den Aktivititen zu jeweils festgelegten Zeitpunkten geteilt durch
die Wildtyp-Kontrolle. Zu sehen sind die Mittelwerte und Standardabweichungen folgender
Anzahl untersuchter Méause: Fiir den Wildtyp wurden 6 Maiuse verwendet, fiir ApoE'/ 72
Wochen 4, fiir ApoE”/4 Wochen 10, fiir ApoE”/6 Wochen 5, fiir ApoE”/10 Wochen 2, fiir
ApoE™/12 Wochen 2 und fiir ApoE”/14 Wochen 3.
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4. Diskussion

4.1  Aktivierung des NF-xB-Systems durch Thrombozyten

In fritheren Studien konnte gezeigt werden, dass aktivierte Thrombozyten das NF-kB-System
in der Endothelzelle aktivieren konnen (38,39). Dies geschieht moglicherweise durch
verschiedene Mediatoren wie z.B. IL-1B oder CD40-Ligand (38,39,46), die wéhrend der
Adhésion von Thrombozyten an das Endothel freigesetzt werden (38,45,60).

In der vorliegenden Studie konnte gezeigt werden, dass die Inkubation von HUVEC-
Endothel-Zellen mit aktivierten Thrombozyten zu einer deutlichen Aktivierung des IKK-
Komplexes fiihrte, einer =zentralen Schaltstelle des NF-kB-Systems (57,61). Diese
Aktivierung ging zundchst langsam vonstatten, um bei 30 min schlielich einen Héhepunkt zu
erreichen und nach 60 min wieder auf das Ausgangsniveau zuriick zu kehren. Die Aktivierung
des IKK-Komplexes ging mit der Degradierung von IkB-o und IkB-¢ einher. Ein dhnlicher
Anstieg der Aktivitit des IKK-Komplexes wurde in IL-1B-stimulierten Endothelzellen
gefunden, was die Vermutung untermauert, dass dieses Zytokin ein Bestandteil des von
Thrombozyten freigesetzten Cocktails ist, der fiir die Aktivierung von NF-kB verantwortlich
gemacht wird (38). Die Unterschiede der Thrombozyten- und der IL-1B-induzierten
Aktivierungsmuster (IL-1B: Hohepunkt bei 45 min; die Aktivierung ist auch nach 90 min
noch nicht voll auf den Ausgangswert zuriickgekehrt) konnte auf eine unterschiedliche
Effizienz des durch Thrombozyten freigesetzten ,,Cocktails* (IL-1p zusammen mit PDGF,
VEGF, Thromboxan, CD40-Ligand und MIP-1a u.a.) im Vergleich zu rekombinantem IL-1f
zurlickzufiihren sein (117). Ein vollkommen anderes Aktivierungsmuster des IKK-Komplexes
wurde bei der Inkubation von HUVEC-Zellen mit TNF gefunden. Hier zeigte sich eine viel
starkere, aber dafiir kiirzere Aktivierung des IKK-Komplexes. Eine Erkldrung fiir diesen
andersartigen Effekt konnte sein, dass TNF, nachdem es an seinen Rezeptor gebunden hat,
einen relativ kompakten Weg mit Rekrutierung einer begrenzten Anzahl von Signalproteinen
wihlt, bei dem der IKK-Komplex auf direktem Weg aktiviert wird (7). Auf der anderen Seite
fithrt IL-1p, dhnlich wie LPS (35), und vermutlich auch zumindest einige der Thrombozyten-
Produkte, zu einer zeitaufwendigeren Schritt-fiir-Schritt-Aktivierung von Wegen, die zur
Aktivierung des IKK-Komplexes fiihren, an der eine ganze Kaskade von Signal-Molekiilen
beteiligt ist (61). Man konnte argumentieren, dass der IKK-Weg lediglich einen von vielen

parallelen Signalwegen darstellt, der durch Thrombozyten oder IL-1p zur Aktivierung von
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NF-«B fiihrt. Tatsdchlich ist bekannt, dass von den oben genannten Stimuli das Zytokin IL-1[3
in der Lage ist, auch andere Kaskaden in Endothelzellen zu aktivieren, z.B. die MAP-Kinase
p38(27,106,108).

Des weiteren gibt es Strategien, bei denen Zellen mit inhibitorischen Oligonukleotiden
transfiziert worden waren und anschlieend mit aktivierten Thrombozyten inkubiert wurden,
was zu einer signifikanten Inhibition der MCP-1- und auch der ICAM-1-Produktion fiihrte
(39). AuBerdem konnte gezeigt werden, dass durch die Hemmung von IL-18 oder CD40-
Ligand durch blockierende monoklonale Antikérper die Thrombozyten-induzierte
Aktivierung des Endothels substantiell reduziert werden konnte (38,46). Die Blockierung IL-
1B-induzierter Signaliibertragung, etwa durch den IL-1B-RA (Rezeptor-Antagonist), inhibiert
die Thrombozyten-induzierte NF-kB-Aktivierung deutlich (38). Die in der vorliegenden
Arbeit prisentierten Daten zeigen, dass die Uberexpression von dominant-negativem IKK-Pxa
oder NIKka die durch Thrombozyten oder IL-1P aktivierte kB-, MCP-1- oder VCAM-1-
Promoter-abhidngige Transkription signifikant reduzieren, wéhrend sich IKK-ogxa hierbei
weniger effizient zeigte. Das impliziert, dass sowohl IKK-B wie auch NIK bei der
Aktivierung von NF-kB durch Thrombozyten eine bedeutende Rolle spielen. Wahrend eine
Beteiligung von IKK-f fiir inflammatorische und apoptotische Prozesse postuliert wird, bleibt
die Funktion von IKK-a weniger klar definiert. Es wird jedoch vermutet, dass IKK-a bei
Differenzierungs- und Proliferationsprozessen eine Rolle spielt (57,61). NIK konnte eine
Komponente von IKK-Subkomplexen darstellen, die spezifisch durch Thrombozyten aktiviert
werden und deren Zusammensetzung sich von der klassischen IKK-Variante unterscheidet
(35,57).

Es wurde nachgewiesen, dass sowohl eine transiente wie auch eine permanente
Interaktion von Thrombozyten mit Endothelzellen eine Expression von NF-kB-Zielgenen zur
Folge hat. Eines dieser Zielgene ist MCP-1, ein C-C-Chemokin, welches ein potenter Faktor
fiir die Chemotaxis von Monozyten ist und reichlich in arteriosklerotisch verdndertem
Gewebe zu finden ist (81,93). Die Thrombozyten-induzierte Sekretion von MCP-1 durch
Endothelzellen, die von der Expression von Adhisionsmolekiilen gefolgt wird, kdnnte einen
initialen Schritt arteriosklerotischer Prozesse darstellen. Auf diese Weise wire ein
Mechanismus vorstellbar, bei dem Monozyten zuerst angezogen und dann an das Endothel

adhérieren wiirden, um dann durch das Endothel hindurch zu migrieren (110) (Abb. 15).
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Abbildung 15. NF-kB-regulierte Genexpression in der Endothelzelle. Durch eine direkte
Interaktion von Thrombozyten mit dem aktivierten Endothel kommt es zur Entleerung der
thrombozytiren Granula. Die Sekretion von u.a. IL-1f fiihrt zu einer Aktivierung des IxB-
Kinase-Komplexes. Es kommt nun zur Aktivierung NF-kB-vermittelter Transkription, die zu
einer Induktion bzw. Modulation bestimmter Zielgene wie MCP-1 fiihrt. Durch die
nachfolgende Sekretion von MCP-1 wiederum kommt es zur Chemotaxis von Monozyten,
gefolgt von deren Adhédsion an das Endothel. Diese Interaktion fiihrt letztlich dazu, dass die

Entziindungsreaktion in der GefiBwand aufrecht erhalten wird. Die entsprechenden

Literaturstellen sind im Text angegeben.

& Adhéasion von Monozyten
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Zusammenfassend kann man sagen, dass die gefundenen Erkenntnisse andeuten, dass IKK-f3
eine Schliisselrolle in der Regulation der Thrombozyten-induzierten MCP-1-Sekretion durch
das Endothel spielt. AuBerdem deuten die Ergebnisse dieser Arbeit an, dass durch die
Interaktion  aktivierter = Thrombozyten —mit dem  Endothel eine andauernde
Entziindungsreaktion, die durch die Aktivierung des NF-kB-Systems mitbedingt ist, getriggert
werden kann. Dies konnte ein bedeutender Mechanismus sein, wobei Thrombozyten die
endotheliale Aktivierung in vivo modulieren und so zu frithen Prozessen der Arteriosklerose,
aber auch zu fortgeschritteneren Ereignissen in diesem Zusammenhang beitragen, darunter die
Entstehung von Plaques und deren daraus folgende Komplikationen. Die spezifische
Inhibition der Thrombozyten-induzierten Signalwege konnte einen Ansatzpunkt fiir

priaventive Strategien im Bereich der Bekdmpfung kardiovaskuldrer Erkrankungen darstellen.

4.2  Effekt von Nikotin, Nandrolon und Rapamycin auf das NF-kB-System

Das Zigarettenrauchen gilt als ein gesicherter Risikofaktor fiir Arteriosklerose und ihre
Folgeerkrankungen (24,49,123). In verschiedenen Experimenten konnte gezeigt werden, dass
Zigarettenrauch verschiedene Zelltypen, die am arteriosklerotischen Geschehen beteiligt sind
(Endothelzellen, Makrophagen und Thrombozyten), aktivieren kann (63,65,66,76,95,129).
Insbesondere durch das Kondensat, also den nicht gasformigen Anteil des Zigarettenrauchs,
kommt es zu einer Aktivierung von NF-kB in kultivierten Endothelzellen, was zu einer
Expression verschiedener Zielgene fiihrt (darunter Adhésionsmolekiile wie ICAM-1, VCAM-
1 und ELAM-1) (59,63,103). Es konnte aulerdem auch in vivo bei Versuchstieren und beim
Menschen nachgewiesen werden, dass es durch Zigarettenrauch zu einer vermehrten
Expression NF-kB-regulierter Adhédsionsmolekiile kommt (63,69,70,71). Bei Probanden,
deren Blutmonozyten direkt nach dem Zigarettenrauchen gewonnen wurden, zeigte sich, dass
es aufgrund einer gesteigerten Expression des Adhisionsmolekiils CD11b zu einer verstdrkten
Adhisionsneigung dieser Blutmonozyten kam. Die Expression von CDI1b ist NF-xB-
reguliert (98,131). Ferner konnte demonstriert werden, dass Plasma, welches direkt nach dem
Zigarettenrauchen gewonnen wurde, in der Lage ist Thrombozyten zu aktivieren (11). Auf
diese Weise kann es zu der in dieser Arbeit untersuchten und bereits dargestellten Interaktion
von Thrombozyten mit dem Endothel kommen. Da der Zigarettenrauch aus vielen
verschiedenen Bestandteilen zusammengesetzt ist, stellt sich natiirlich die Frage, welche

speziellen Inhaltsstoffe fiir das arteriosklerotische Potential dieses Genussmittels
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verantwortlich zu machen sind. Nikotin als einer der wichtigsten Bestandteile, wurde in dieser
Arbeit flir besonders interessant erachtet. Es zeigte sich jedoch, dass Nikotin NF-«B in
Endothelzellen zwar aktivieren kann, jedoch in weitaus hoheren Konzentrationen als bei
einem Raucher direkt nach dem Zigarettenrauchen im Blut gefunden werden: ,,Physiologisch*
finden sich hier Werte um etwa 4 ng/ml (109), wihrend in den Experimenten dieser Arbeit
erst Effekte bei Nikotinwerten auftraten, die mindestens um das 10000-fache hoéher lagen.
Diese Ergebnisse machen die Hypothese, dass Nikotin allein einen direkten NF-xB-
aktivierenden Effekt in Endothelzellen hat, eher unwahrscheinlich. Jedoch liegt die
Vermutung nahe, dass es das Zusammenspiel der verschiedenen Inhaltsstoffe ist, welches fiir
die Aktivierung des NF-kB-Systems verantwortlich zu machen ist (1) und dabei
moglicherweise bei der Entstehung und Progression arteriosklerotischer Prozesse eine Rolle
spielt.

Nandrolon als ein anaboles Steroid stellt ebenfalls einen Risikofaktor fiir die Entstehung
arteriosklerotischer Lisionen dar (90). Die Mechanismen, die sich dahinter verbergen, sind
jedoch noch teilweise unklar. Ein moglicher Aspekt konnte eine ungiinstige Beeinflussung
des Lipidstoffwechsels sein, wodurch es zur Schaffung eines pro-arteriosklerotischen Milieus
kommt. Es konnte gezeigt werden, dass es bei Probanden, die regelméBig anabole Steroide
konsumierten, bereits nach wenigen Monaten zu einer Senkung des HDL-Spiegels um iiber
25% kam. Allerdings konnen sich diese verdnderten Spiegel bereits nach wenigen Wochen
Abstinenz wieder normalisieren (68). AuBlerdem kommt es durch den Missbrauch von
anabolen Steroiden zu einer Erhdhung des arteriellen Blutdrucks, wobei hier insbesondere der
diastolische Wert steigt (68). Es stellte sich fiir uns auch hier die Frage, ob der
arteriosklerotische Effekt anaboler Steroide auch auf direkte Wirkungen auf das Endothel
iiber eine Aktivierung des NF-kB-System zurlickzufiihren sein konnte. Es zeigte sich
allerdings, dass Nandrolon in unseren Experimenten nicht in der Lage war, das NF-kB-
System in der Endothelzelle in vitro zu aktivieren. Weder ,,physiologische Dosen, wie sie bei
Sportlern gefunden werden, die einen regelmiBigen Nandrolon-Abusus betreiben, noch
Dosen, die diese um mehrere Zehnerpotenzen {iibersteigen, konnten die NF-kB-Aktivitit
signifikant erhdhen. Diese Tatsache legt auch hier wieder den Verdacht nahe, dass es sich um
komplexere und vor allem indirekte Mechanismen, wie etwa die Verdnderung des
Lipidprofils im Blut, handeln muf}. Zuletzt sei in Bezug auf anabole Steroide noch darauf
hingewiesen, dass diese nicht nur eine Gefdhrdung der Gesundheit durch ihre
arteriosklerotischen Effekte darstellen, sondern noch andere gravierende unerwiinschte

Wirkungen aufweisen. So kann es durch anabole Steroide zur Entwicklung maligner
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Lebertumoren, darunter Cholangiocarcinom und hepatizelluldres Carcinom kommen (128).
Insgesamt ist also zu sagen, dass die vermeintlich positiven Effekte anaboler Steroide
(Muskelwachstum, gesteigerte Leistungsfahigkeit im Kraftbereich) iiberschattet sind von den
Nebenwirkungen, die sich allerdings meist erst nach langerer Zeit manifestieren.

Rapamycin (Sirolimus) ist ein Makrolid mit anti-proliferativen und anti-
inflammatorischen Eigenschaften (42,64). In der Kardiologie wird es erfolgreich bei
Interventionen an den Herzkranzarterien eingesetzt, um das Risiko fiir das Auftreten von
Restenosen zu verhindern (89,119). Beziiglich des Wirkungsmechanismus von Rapamycin ist
noch relativ wenig bekannt. Man hat bereits herausgefunden, dass dieses Immunsuppressivum
ein spezifischer Inhibitor des mTOR (,,mammalian target of rapamycin‘)/ribosomale p70-S6-
Kinase-Wegs ist (29,42). Rapamycin wirkt auf der Ebene der Translation (33) und kann in
arteriosklerotischen Lésionen die Chemotaxis und Migration von neutrophilen Granulozyten
inhibieren (42). Fiir uns stellte sich hierbei die Frage, ob die gefilprotektiven Eigenschaften
von Rapamycin mdglicherweise auch iiber eine Modulation des NF-kB-Systems zustande
kommen konnten, da es bereits Hinweise dafiir gibt, dass Rapamycin das NF-kB-System
beeinflussen kann: In Experimenten an Hepatozyten der Ratte konnte gezeigt werden, dass die
LPS-induzierte Aktivierung des NF-kB-Systems durch Rapamycin zumindest teilweise
gebremst wird (127). Auf diese Weise konnte durch Rapamycin vielleicht nicht nur das
Wiederauftreten arteriosklerotischer Komplikationen verhindert werden, sondern auch
entziindliche Prozesse bei der Entstehung arteriosklerotischer GefdBldsionen bereits im
Vorfeld verhindert werden. In unseren Experimenten konnte jedoch eine direkte Modulation
des NF-kB-System in der Endothelzelle durch Rapamycin in vitro nicht nachgewiesen
werden. Warum Rapamycin in frithen Stadien der Arteriosklerose keine entscheidende Rolle
zu spielen scheint bleibt unklar, zumal hier bereits die Migration von Entziindungszellen
stattfindet, die durch Rapamycin bekanntlich inhibiert werden kann (42). Es sollte noch
erwihnt werden, dass Rapamycin nicht nur in der interventionellen Kardiologie zum Einsatz
kommt, sondern z.B. auch in der Transplantationsmedizin (21,64,82) angewandt wird und
Bestandteil des therapeutischen Regimes in der Behandlung von Erkrankungen aus dem

rheumatischen Formenkreis ist (wie etwa der rheumatoiden Arthritis) (36).
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4.3  Aktivierungsstatus von NF-kB in vivo bei Arteriosklerose

Um den Aktivierungsstatus von NF-kB in vivo bei arteriosklerotischen Geféalveranderungen
zu untersuchen, wurden weitere Experimente in der ApoE”-Maus durchgefiihrt.

Mit duplexsonographischen Methoden, welche eine Steigerung des arteriellen
Widerstandsindex messen konnen, konnte gezeigt werden, dass bereits sehr friih nach 2-6
Wochen nach Beginn einer Cholesterin-reichen Didt erste diskrete Verdnderungen des
arteriellen GefiBsystems in der ApoE”-Maus auftreten (85). Etwa 10 Wochen nach Beginn
der Didt kommt es zu signifikanten Verhirtungen der Gefdle, was makroskopisch mittels
Olfirbung und histologisch mittels Himatoxylin/Eosin-Firbung zu objektivieren war. In der
vorliegenden Arbeit konnte man interessanterweise feststellen, dass bereits in einer frithen
Phase (nach 4 Wochen) eine erhohte Aktivitdt von NF-xB in Gewebeproben von Aorta und A.
carotis im Gelretardierungsassay zu finden war. Bei der Betrachtung des NF-«xB-
Aktivierungsstatus im Zeitverlauf zeigte sich eine erhohte Aktivitit auch zu spiteren
Zeitpunkten, was im Sinne einer ,,chronischen Aktivierung® interpretiert werden konnte. Bei
der immunhistologischen Analyse dieser Gewebeproben zeigte sich hierbei ein signifikanter
Anstieg der Expression der NF-kB-regulierten Zielgene MCP-1 und VCAM-1 (85).

Trotz der vielen Vorteile des ApoE”-Mausmodells in Bezug auf die Erforschung
arteriosklerotischer Verdnderungen sollte nicht auBBer Acht gelassen werden, dass es auch
andere In vivo-Modelle gibt, die fiir die Erforschung dieses Themenkomplexes relevant sein
konnten. Beispielsweise existieren transgene Méuse, die einen Defekt im LDL-Rezeptor
aufweisen (31). Hierbei handelt es sich um einen Defekt, der beim Menschen der klassischen
familidren Hypercholesterindmie Fredrickson Typ Ila entspricht, einer hereditiren
Fettstoffwechselstorung, bei der es zu einer massiven Erh6hung des LDL-Cholesterins und zu
einer Erniedrigung des HDL-Spiegels im Blut kommt (48). Es konnte gezeigt werden, dass
auch bei solchen Méusen eine erhohte Aktivitidt des NF-kB-Systems in den Gefd3en der Tiere
vorliegt (26). AuBlerdem deuten Experimente mit humanen Monozyten an, dass die
Wirksamkeit von ,,Statinen” in der Therapie der Hypercholesterindmie nicht nur iiber eine
Senkung der Lipidspiegel im Blut vermittelt wird, sondern dass auch ein
entziindungshemmender Effekt iiber eine Inhibition des NF-kB-Systems im Hinblick auf die
Gefalintegritidt von Bedeutung ist (51). Hierbei sei noch angemerkt, dass nicht alle ,,Statine*
gleichermallen in der Lage sind, die Aktivierung von NF-kB zu hemmen. Das im Jahre 2002
vom Markt genommene Cerivastatin zeigte sich hierbei am potentesten, wihrend mit

Fluvastatin die ,,schlechtesten” Ergebnisse erzielt wurden. Im mittleren Bereich anzusiedeln
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waren Atorvastatin, Simvastatin, Pravastatin und Lovastatin (51). Es wurden in diesem
Zusammenhang aber auch andere bekanntermallen gefaBBprotektiven Therapeutika untersucht,
darunter Aspirin. Es konnte gezeigt werden, dass Aspirin in niedriger Dosierung nicht nur
aggregationshemmend auf Thrombozyten wirkt, sondern in der LDL-Rezeptor-Knockout-
Maus eine Herabregulation des NF-kB-Systems bewirken kann (26). Diese Beeinflussung des
Systems findet vermutlich auf der Ebene der Bindung von NF-kB an die DNA statt (141).

In arteriosklerotischen Lésionen in der A. femoralis von Kaninchen konnte eine erhdhte
Aktivitdt von NF-kB und eine erhohte Expression von MCP-1 festgestellt werden. Durch den
ACE-Hemmer Quinapril wurde ein inhibitorischer Effekt auf das NF-kB-System und die
Expression von MCP-1 in vivo nachgewiesen (47,48). Man konnte diese Ergebnisse dergestalt
interpretieren, dass ACE-Hemmer nicht nur tiber eine Regulation des Vasotonus protektiv auf
das GefaBsystem wirken, sondern auch tiber eine Modulation des NF-kB-Systems. Bisher war
nur bekannt, dass es durch ACE-Hemmer zu einem sog. ,,remodeling® kommt, dass heif3t zu
einem gilinstigeren Umbau in der GefaBarchitektur (135). Fiir diesen Effekt wird die Inhibition
von TGF-B1 (transforming growth factor) verantwortlich gemacht, der liber Angiotensin (AT)
I, dessen Bildung durch ACE-Hemmer inhibiert wird (62), zu einem fibrotischen Umbau der
GefdBBwand fiihrt (135).

Die in der vorliegenden Arbeit dargestellten Ergebnisse der Experimente mit den ApoE™-
Maiusen konnten deutlich machen, dass es tatsdchlich Anhaltspunkte in vivo gibt, dass
aktiviertes NF-kB bei der Entstehung und Progression arteriosklerotischer Lidsionen eine
wichtige Rolle spielt. Des weiteren liefern die Ergebnisse anderer Arbeitsgruppen unter
Verwendung von In vivo-Modellen ebenfalls Hinweise, dass NF-kB einen entscheidenden

Faktor im Zusammenhang mit arteriosklerotischer Gefdverdnderungen darstellt.

4.4  Dysregulation von NF-xB bei Arteriosklerose

Arteriosklerose wird als eine chronische Erkrankung angesehen, die als eine entscheidende
Komponente ein entziindliches Geschehen aufweist. Eine solche Entziindungsreaktion, sobald
sie einmal in Gang gesetzt wurde, hat eine starke Neigung zur Chronifizierung. Es ist
bemerkenswert, dass CRP (C-reaktives Protein), ein Indikator flir Entziindungsreaktionen, als
ein neuer Parameter zur Einschidtzung des Risikos, einen Myokardinfarkt zu entwickeln,
herangezogen wird (75,76). In diesem Zusammenhang werden Hinweise immer deutlicher,

dass NF-kB, als ein mit Entziindung assoziierter Transkriptionsfaktor, bei der Genese der
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Arteriosklerose eine wichtige Rolle spielt (6,9,75). Aktiviertes NF-kB wurde in verschiedenen
Zelltypen in der arteriosklerotischen Lasion identifiziert, unter anderem in Endothelzellen,
Makrophagen und glatten Muskelzellen (16). In diesen Lésionen sind zahlreiche Substanzen
zu finden, die zumindest in vitro in der Lage sind, das NF-kB-System in diesen
Schliisselzellen der Arteriosklerose zu modulieren (9,14,15,17) (Abb. 16); darunter TNF, IL-
1B, oxidiertes LDL (oxLDL), bakterielle Produkte (z.B. Chlamydia pneumoniae), Viren (z.B.
CMV), aktivierte Thrombozyten, Wachstumsfaktoren (z.B. PDGF), Thrombin, Fibronektin,
glykosylierte ~ Proteine, Sauerstoffradikale oder Angiotensin-II (AT-II) (3,25,32,
35,38,39,67,94,102,104,105,120,121). Es konnte gezeigt werden, dass die Expression einer
ganzen Reihe von Genprodukten, von denen man annimmt, dass sie sowohl in der frithen
arteriosklerotischen Ldsion als auch bei spéteren Prozessen eine Rolle spielen, durch NF-kB
in den Schliisselzellen der Arteriosklerose reguliert werden (23,75). Zu diesen Genprodukten
zéhlen Zytokine und Chemokine wie etwa TNF und IL-1P3, die fiir eine anhaltende
Aktivierung von NF-kB sorgen, IL-8 und MCP-1, die chemotaktisch weitere Zellen anlocken
konnen, Adhisionsmolekiile wie etwa ICAM-1, VCAM-1 und ELAM, Wachstumsfaktoren
(M-CSF, GM-CSF), TF (verantwortlich fiir die Thrombogenese) und Proteasen (z.B. MMP-9)
(5,9,12,23,30,39,41,76,77,91,98,124,130,136). Es sollen nun noch einige Zusammenhinge
zwischen NF-kB und bekannten Risikofaktoren der Arteriosklerose exemplarisch diskutiert
werden.

Der Diabetes mellitus ist eine chronische Stoffwechselerkrankung, bei der es zur
Glykosylierung von Proteinen durch die hohen Blutzuckerspiegel kommt (115,130). Fiir diese
glykosylierten Proteine (AGE, ,,advanced glycolation products®) konnte gezeigt werden, dass
ihre Bindung an spezifische Zellrezeptoren (RAGE) oxidativen Stress in Endothelzellen
auslost, was zu einer Aktivierung von NF-«B und damit zu einer gesteigerten Expression von
verschiedenen Adhésionsmolekiilen (z.B. ICAM-1, VCAM-1 und ELAM), TF (Tissue factor)
und anderen NF-kB-Zielgenen fiihrt (10,120).

Auch die arterielle Hypertonie ist eine chronische Erkrankung, die mit einem hoheren
Risiko fiir die Entwicklung arteriosklerotischer Verdanderungen der Gefdfle einhergeht (49).
Bei vielen Patienten mit Hypertonie konnten erhohte Werte von Angitensin-II im Serum
nachgewiesen werden (110). Die Bindung von Angiotensin-II an seinen spezifischen Rezeptor
fiihrt zu einer direkten Aktivierung von NF-kB (67). Dariiber hinaus steht die Transkription
von Angiotensinogen, dem Vorlduferprotein von Angiotensin-II, unter der Kontrolle von NF-

KB (73).
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Bei der Entwicklung arteriosklerotischer Léasionen gibt es besondere Stellen im Gefdl, an
denen bevorzugt solche Schidden entstehen. Zu diesen Préadilektionsstellen gehoéren die
Bifurkationen der Arterien und starke GefaBkriimmungen, an denen besonders turbulente
Stromungsverhéltnisse herrschen (44,56). Zwar sind die Effekte dieser physikalischen
Phidnomene auf die Signaliibertragung der Endothelzelle noch nicht hinreichend untersucht,
aber dennoch zeigen verschiedene Zellkulturstudien, dass solche mechanischen Krifte
verschiedene Transkriptionsfaktoren (u.a. NF-kB) induzieren und ein Milieu, charakterisiert
durch oxidativen Stress, in der Zelle auslosen (78,92).

Zusammengefasst ist festzustellen, dass NF-kB bei der Regulation zahlreicher funktionell
relevanter Gene sowohl in frithen wie auch in fortgeschrittenen Stadien der Arteriosklerose
entscheidend beteiligt sein kdnnte. Das NF-kB-System ist jedoch nicht nur in Bezug auf
arteriosklerotische Geschehnisse von Bedeutung, sondern spielt auch bei anderen akut- oder
chronisch-entziindlichen Erkrankungen, wie etwa Sepsis, entziindliche Magen-Darm- oder

Hauterkrankungen und rheumatoide Arthritis eine bedeutende Rolle (4).
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Abbildung 16. Dysregulation von NF-kB bei Arteriosklerose. Auf der linken Seite sind

wichtige Stimuli gezeigt, die in der Lage sind NF-xB in den bei der Arteriosklerose

relevanten Zelltypen (Endothelzellen, Monozyten/Makrophagen, glatte Muskelzellen und T-

Lymphozyten) zu aktivieren. Auf der rechten Seite sind mehrere potentielle Zielgene gezeigt,

deren Expression durch NF-kB/Rel in der arteriosklerotischen Léasion reguliert werden

konnte. In Klammern sind darunter jeweils mogliche funktionelle Konsequenzen dargestellt.

Die entsprechenden Literaturstellen sind im Text angegeben.
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5. Zusammenfassung

NF-kB/Rel-Transkriptionsfaktoren spielen eine zentrale Rolle bei entziindlichen und
immunologischen Prozessen sowie bei Proliferation und Apoptose. Bei der Aktivierung des
NF-kB-Systems ist der IKK-Komplex als wichtige regulatorische Einheit zu betrachten, die
iiber mehrere Zwischenschritte einen Abbau der IkB-Inhibitorproteine und damit eine
nukledre Translokation des NF-kB-Dimers ermoglicht. Es wird angenommen, dass sowohl
bei entziindlichen wie auch bei malignen Erkrankungen eine Dysregulation von NF-xB
vorliegt. In dieser Arbeit sollten besonders die inflammatorischen Aspekte der Arteriosklerose
und die Bedeutung von NF-kB in diesem Zusammenhang genauer untersucht werden.

Im ersten Teil wurde der Effekt von Thrombozyten auf das NF-kB-System mit
Schwerpunkt auf dem IKK-Komplex untersucht. Aktivierte Thrombozyten waren in der Lage
das NF-kB-System in der Endothelzelle zu aktivieren. Dabei kam es zu einer Proteolyse der
Inhibitorproteine IkB-a und IkB-¢ und schlielich zu einer Aktivierung des IKK-Komplexes.
Im Vergleich dazu wurde nach Stimulation mit IL-1f3 ein ganz dhnliches Aktivierungsmuster
beobachtet, wihrend TNF als Stimulus eine viel schnellere Induktion der IKK-Aktivierung
bewirkte. Zuletzt wurde noch die Rolle von IKK-B und NIK bei der Thrombozyten-
induzierten NF-kB-Aktivierung hervorgehoben.

Um auch andere Faktoren fiir die Entstehung und Progression, aber auch Modulation
arteriosklerotischer Lésionen in Betracht zu ziehen wurden noch drei weitere Substanzen in
diesem Zusammenhang auf eine mogliche Beeinflussung des NF-kB-Systems in
Endothelzellen hin untersucht. Nikotin als ein klassischer Risikofaktor konnte nur in sehr
hohen Dosen eine Aktivierung des NF-kB-Systems bewirken. Nandrolon als anaboles Steroid
zeigte auch in hoher Dosierung keinen Effekt auf den Aktivierungsstatus von NF-xB. Zuletzt
wurde noch Rapamycin, eine immunsuppressiv- und moglicherweise auch gefaBprotektiv-
wirkende Substanz untersucht. Auch hier zeigte sich selbst in hohen Dosen kein Effekt auf
das NF-kB-System.

Zuletzt sollte noch der Aktivierungsstatus von NF-kB in vivo in arteriosklerotischen
Lisionen gezeigt werden. Das Modell der ApoE”-Maus stellte sich fiir diese Zwecke als
geeignet heraus. Es konnte eine erh6hte NF-kB-Aktivitit in arteriosklerotischen Lésionen von
Aorta und A. carotis der ApoE-Maus in vivo nachgewiesen werden. Die Aktivierung von

NF-«B wurde in weiteren Experimenten im Zeitverlauf dargestellt. Diese Ergebnisse weisen
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auf eine permanente Aktivierung des NF-kB-Systems unter diesen Bedingungen hin, was auf
ein chronisch-entziindliches Geschehen in diesem Modell hindeutet.

Zusammenfassend kann man sagen, dass die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit wichtige
Hinweise flir eine bedeutende Rolle von NF-kB bei der Entstehung und Progression
arteriosklerotischer Léasionen liefern. Das immer bessere Verstindnis der molekularen
Mechanismen der Regulation des NF-kB/Rel-Systems sollten zur Entwicklung neuer

diagnostischer und therapeutischer Strategien in der Arteriosklerose-Forschung fiihren.
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7. Anhang

7.1 Abklrzungsverzeichnis

Abb.
ACE
Act
AEBSF
Ag
AGE
Ak
Ala
AMI
ARD
Arg
AT
ATP

BSA

CD
Cd
Ci
CIKS
CMV
cpm
CRP
CTP

dCTP
DNA
DSMZ

Adenin

Arteria

Abbildung

angiotensin converting enzyme
NF-«B-Aktivator
4-(2-Aminoethyl)-benzolsulfonylfluorid
Antigen

advanced glycolation products
Antikorper

Alanin

akuter Myokardinfarkt

ankyrin repeat domain

Arginin

Angiotensin
Adenosintriphosphat
Basenbpaar
Rinderserumalbumin

Cytosin

cluster of differentiation

Cell division molecule

Curie

connecting to IKK and SAPK/JNK
Cytomegalievirus

counts per minute

C-reaktives Protein
Cytidintriphosphat

Tag

Desoxycytidintriphosphat
Desoxyribonucleinsiure

Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
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ECL Enhanced chemiluminescence

E. coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraessigsidure
ELAM Endothelial leukocyte adhesion molecule
FKS fotales Kélberserum

G Guanin

g Erdbeschleunigung

G-CSF Granulocyte colony-stimulating factor
Glu Glutaminséure

GM-CSF Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor
GST Glutathion-S-Transferase

h Stunde

HDL high density lipoprotein

HLH Helix-loop-helix

HSP Hitzeschockprotein

ICAM-1 Intercellular adhesion molecule-1
Ig Immunglobulin

IKK IkB-Kinase

IL Interleukin

Ile Isoleucin

IP Immunprézipitation

IxB Inhibitor-kappa-B

KA Kinaseassay; Mutante

KD Kinasedoméne

KHK koronare Herzkrankheit

Kon Kontrolle

Komp. Kompetition

-L Ligand

LDL low density lipoprotein

Lp Lipoprotein

LPS Lipopolysaccharid

Lz Leucin-Zipper-Struktur

ng Mikrogramm

um Mikromolar
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M Mol

mAk monoklonaler Antikorper

MAP Mitogen-activated protein

MCP-1 monocyte chemotactic protein-1
MEKK mitogen-activated protein kinase/ERK kinase kinase I
mg Milligramm

MG Molekulargewicht

min Minute

MIP macrophage inflammatory protein
ml Milliliter

mM Millimolar

mmol Millimol

MP Metalloproteinase

mTOR mammalian target of rapamycin
MW Mittelwert

n Anzahl

NAK NF-kB-aktivierende Kinase

NF-xB Nuclear Factor-kappa-B

ng Nanogramm

NIK NF-kB-induzierende Kinase

OD optische Dichte

oxLDL oxidiertes LDL

p- phosphoryliert

PBS phosphatgepufferte Kochsalzlosung
PDGF Platelet derived growth factor

pg Picogramm

PK Proteinkinase

PMSF Phenylmethansulfonylfluorid

pNA p-Nitroanillin

pRLTk Renilla-Luziferase-Plasmid mit HSV-Thymidinkinase-Promoter
PTCA perkutane transluminale Coronarangioplastie
p-Wert Wabhrscheinlichkeit

RA Rezeptor Antagonist

rel. relativ
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RHD

RT
SD
SDS

TBE

TF

TGF

Thr

TNF

U

u.a.
VCAM-1
VEGF
vgl.

Vorinkub.

WB
WST-1

wt

z.B.

Rel-Homologie-Doméne

rotations per minute
Raumtemperatur
Standardabweichung
Sodiumdodecylsulfat

Thymin

Zeit

Tris-Borat-EDTA

Tissue factor

Thrombocyte growth factor
Thrombozyten
Tumornekrosefaktor

Units

unter anderem

Vascular cell adhesion molecule-1
Vascular endothelial growth factor
vergleiche

Vorinkubation

Western Blot
4-[3-(4-lodophenyl)-2-(4-nitrophenyl)-2H-5-tetrazolio]-1,3-
Benzoldisulfonat

Wildtyp

zum Beispiel
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