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1 Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Vorwort

Koronare Herzerkrankungen verursachen Uber 40% aller Todesfélle in Westeuropa, den
Vereinigten Staaten und Australien (Sytkowski PA et al., 1990; Tunstall-Pedoe H et al., 1994;
Yutani C et al., 1999; Collins P, 2002). In den letzten 50 Jahren wurden vorwiegend durch
epidemiologische Studien eine Vielzahl an Risikofaktoren flir die koronare Herzerkrankung
erkannt, die in genetische und umweltbedingte Determinanten unterteilt werden kdénnen
(Lusis AJ, 2000). Tabelle 1.1 fasst die verschiedenen Risikofaktoren zusammen.
Pre-menopausale Frauen scheinen von koronaren Herzerkrankungen seltener betroffen zu
sein als Manner, jedoch verringert sich dieser Unterschied im Risiko fur eine kardiovaskulare
Erkrankung nach der Menopause (Maxwell SR, 1998; Chase SK & Youngkin EQ, 2004). Die
geringere Inzidenz kardiovaskularer Erkrankungen bei pre-menopausalen Frauen wird auf
die kardioprotektive Wirkung von Ostrogen zuriickgefiihrt (Walters J et al., 2003). Die
physiologischen Funktionen des arteriellen Endothels nehmen mit Einsatz der Menopause
bei Frauen signifikant schneller ab als bei gleichaltrigen Mannern (McCrohon JA et al.,
2000). Mit der Menopause steigt auch die Expression und Sekretion an entziindungs-
fordernden Zytokinen, wie Interleukin-1 und -6 oder des Tumor Nekrose Faktors a (TNFa),
was durch die Behandlung mit Ostrogen wieder aufgehoben werden kann (Pfeilschifter J et
al., 2002). Daher wurde vor einigen Jahren groRe Hoffnung in die Ostrogen-Ersatz-Therapie
zur Pravention der Atherosklerose bei postmenopausalen Frauen gesetzt. Die Ostrogen-
therapie sollte die Plasmalipidspiegel verandern, die Thrombo-zytenadhasion und —aggre-
gation verringern, eine durch das Endothel vermittelte Vasodilatation verstarken und anti-
oxidative Effekte ausiiben (Maxwell SR, 1998). Jedoch legen neuere Studien die Vermutung
nahe, dass die Hormon-Ersatz-Therapie lediglich das gesunde Endothel glinstig beeinflusst,
aber einen eher schadlichen Einfluss auslibt, wenn sich bereits eine kardiovaskulare
Erkrankung etabliert hat (Maas AH, 2004).

Epidemiologische Studien lassen vermuten, dass der Konsum von Sojaprodukten das Risiko
koronarer Herzerkrankungen zu senken vermag (Merz-Demlow BE et al., 2000; Zhang X et
al., 2003). Diese protektive Wirkung wird auf die in Soja reichlich vorkommenden Isofla-
vonoide zurtckgefihrt, die schwache dstrogene Eigenschaften aufweisen (Barnes S, 2004;
Valachovicova T, et al., 2004). Diese scheinbar praventive Wirkung der Isoflavonoide konnte
durch verschiedene invitro und in vivo Studien substanziiert werden, wenngleich die
zugrunde liegenden Mechanismen ihrer Wirkung nicht hinreichend geklart sind (Cassidy A &
Griffin B, 1998). In der vorliegenden Schrift werden die Befunde zur Wirkung isolierter
Isoflavonoide und eines Soja-Extraktes auf das Proteom von Endothelzellen in vitro, sowie
auf das Proteom von mononuklearen Blutzellen (peripheral blood mononuclear cells —

PBMC) in vivo dargestellt, die mittels Proteomanalyse erhoben wurden und dem Zweck
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dienten, Zielproteine der Isoflavonoide und mdgliche molekulare Mechanismen ihrer Athero-

sklerose-protektiven Wirkung zu identifizieren.

Tab 1.1

Méogliche genetische und umweltbedingte Risikofaktoren in der Genese von Atherosklerose und

koronaren Herzerkrankungen (Lusis AH, 2000).

Faktoren mit einer starken genetischen Komponente

Erhohte Spiegel an LDL/VLDL

Assoziation in epidemiologischen Studien belegt und durch
Studien genetischer Funktionsstérungen sowie Tierversuche
bestatigt. Klinische Studien belegen zudem den Nutzen einer
Reduktion des LDL-Cholesterins.

Verringerte Spiegel an HDL

Assoziation in zahlreichen epidemiologischen Studien belegt
und durch Studien genetischer Funktionsstérungen sowie
Tierversuche bestatigt.

Erhohte Spiegel des | Verbindung in vielen, jedoch nicht allen, epidemiologischen

Lipoprotein(a) Studien beobachtet. Tierversuche zeigten widersprichliche
Ergebnisse.

Erhohter Blutdruck Verbindung konnte in epidemiologischen Studien beobachtet

werden. Klinische Studien belegen den Nutzen einer
Blutdrucksenkung mit zum Teil starken Effekten auf die
Verminderung des Schlaganfallrisikos.

Erhdhte Spiegel an Homocystein

Verbindung konnte in epidemiologischen Studien beobachtet
werden und Hyperhomocysteinamie fuhrt zu einer schweren
GefalverschlulRkrankheit.

Familiare Geschichte

Eigenstandiger und  umweltunabhangiger  Risokofaktor

genetischer (familiarer) Pradisposition.

Diabetes und Ubergewicht

Verbindung in epidemiologischen Studien und Studien an Tier-
modellen beobachtet.

Erhoéhte Spiegel an Gerinnungs-
faktoren

Signifikante, unabhangige Verknipfung konnte bei erhohten
Spiegeln an Fibrinogen, Plasminogenaktivator-Inhibitor Typ 1
und der Blutplattchen-Reaktivitat beobachtet werden.

Depression und weitere Verhal-
tensanomalien

Assoziation konnte in mehreren Kohortenstudien beobachtet
werden.

Geschlecht

In Altersklassen unter 60 Jahren treten Kkoronare
Herzerkrankungen bei Mannern mehr als zweimal so haufig wie
bei Frauen auf.

Systemische Entzliindung

Erhdhte Spiegel an pro-inflammatorischen Mediatoren stehen
in engem Zusammenhang mit koronaren Herzerkrankungen.

Metabolisches Syndrom

Die Insulinresistenz als Hauptmerkmal des Metabolischen
Syndroms ist eng mit der Genese koronarer Herzerkrankungen
verknupft.

Umweltbedingte Faktoren

Fettreiche Ernahrung

Migrationsstudien und andere epidemiologische Studien
weisen auf eine starke Verbindung zwischen dem Lebensstil
und koronaren Herzerkrankungen hin und die Erndhrung
scheint dabei der einfluRreichste Faktor zu sein.

Rauchen Starke Assoziation in zahlreichen epidemiologischen Studien
belegt. Starke Abnahme des Risikos nach Rauchentwéhnung
in Interventionsstudien bestatigt.

Geringer Spiegel an | Befunde aus klinischen Studien mit erhohter

Antioxidantien Antioxidantienzufuhr lassen keinen Nutzen erkennen; in
tierexperimentellen Studien ist jedoch der Schutz vor

Atherosklerose durch fettlosliche Antioxidantien demonstriert.

Mangel an sportlicher Betatigung

Signifikanter Zusammenhang zur Atherogenese belegt.

Infektionserreger

Epidemiologische Studien lieferten Hinweise auf eine
Verbindung einer Infektion mit Chlamydia pneumoniae und
Atherosklerose. Vorlaufige Befunde aus Tierstudien belegen
den Zusammenhang.
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1.2 Atherosklerose

1.21 Definition und Pathogenese der Atherosklerose

Die Arteriosklerose stellt die haufigste Systemerkrankung der Arterien dar. Sie umschlief3t
eine Reihe chronisch fortschreitender Degenerationen der GefdRwand, welche sich auf
Grund eines fibrosen Umbaus verdickt, verhartet und an Elastizitat verliert. Die der
Arteriosklerose zugrunde liegende Atherosklerose bezeichnet eine chronisch fortschreitende,
herdférmige Veranderung der Intima und der inneren Schichten der Media von makro-
vaskuléren Blutgefalen (Lusis AJ, 2000). Im Verlauf der Atherosklerose entsteht durch
Bindegewebswucherungen eine Sklerose, die eine Verhartung und Verdickung der Gefal-
wand bedingt. Durch hyaline Quellung von Substanzen des elastischen und kollagenen
Bindegewebes und auch durch Einlagerung von Lipiden kommt es zu einer Atheromatose,
d.h. einer degenerativ-nekrotisierenden Veranderung der Intima. Im Anfangstadium der
Atherosklerose sind keine Symptome erkennbar, erst nach mehreren Jahrzehnten treten
klinische Erscheinungen auf (Till U, 1999), wie Myokardinfarkt, Gehirninfakt oder Schlag-

anfall bzw. Funktionsverluste in peripheren Gefallen (Ross R, 1995).

Monozyten Neutrophile T-Zellen

«— Blut

<— Endothelzellen

i <— Intima

4 — _Innere elastische
Lamina

Abb. 1.1 Aufbau einer gesunden Arterie.
(modifiziert nach Lusis AJ, 2000).

Modelle zur Entstehung der Atherosklerose basieren auf der 1973 von Russel Ross und
John Glomset aufgestellten response to injury Hypothese. Diese geht davon aus, dass vor
der Erkrankung eine Verletzung des Endothels erfolgt (Ross R & Glomset JA, 1973). Die
Hypothese wurde seitdem vielfach untersucht und modifiziert, doch die aktuellen Modelle
basieren noch auf der urspriinglichen Hypothese. Zum besseren Verstandnis der Hypothese
wird im Folgenden kurz der Aufbau einer Arterie erlautert. Die Arterienwand besteht aus drei
Schichten, der inneren Intima, der Media — die in der Mitte gelegene Schicht — und der

auleren Adventitia. Direkt von der Atherogenese ist jedoch lediglich die Intima betroffen
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(Hajjar DP & Nicholson AC, 1995). Die Intima, die vor allem aus Proteoglycanen und
Kollagen besteht, wird zum Arterienlumen hin von einer Schicht aus Endothelzellen ausge-
kleidet. Die Media besteht aus einer Schicht aus glatten Muskelzellen, wohingegen sich die
Adventitia aus Bindegewebe zusammensetzt, das von Fibroblasten und glatten Muskelzellen
durchsetzt ist (siehe Abb. 1.1, Seite 3). In der initialen Phase der Atherosklerose kommt es
infolge von funktionellen und/oder strukturellen Beschadigungen der Endothelzellen zu einer
veranderten Expression von Genen und einem Einstrom von Lipoproteinen, vornehmlich
Lipoproteinen niedriger Dichte (low density lipoproteins - LDL), in den subendothelialen
Raum. Die LDL-Partikel werden mittels passiver Diffusion in die Intima aufgenommen und
dort verschiedenen Veranderungen, wie Oxidation, Lipolyse, Proteolyse oder Aggregation,
unterzogen (Lusis AJ, 2000). Diese Modifikationen tragen zu einem Entziindungsprozel} bei
(Langheinrich AC & Bohle RM; 2005). Die Endothelzellen sezernieren Adhesionsmolekiile,
vor allem das interzellulare Adhasionsmolekil | (ICAM-I), das vaskulare Zelladhasions-
molekdl | (VCAM-I) und das Plattchen-Endothelzell-Adhasionsmolekil (PECAM). Diese
stimulieren das Anheften von Monozyten, T-Lymphozyten und Plattchen sowie deren
Eindringen in den subendothelialen Raum (Libby P, 2000). Dort werden die Monozyten zu
Makrophagen aktiviert und locken T-Lymphozyten an (Ross R, 1995). Die aktivierten Makro-
phagen nehmen veranderte, vor allem oxidierte, Lipide auf und werden zu Schaumzellen
(siehe Abb. 1.2, Seite 5). Die Schaumzellen sind Hauptbestandteil des ersten erkennbaren
Schadbildes der Athersklerose, den sogenannten fatty streaks (Hajjar DP & Nicholson AC,
1995). Stimuli wie chemotaktische Faktoren oder Mitogene, die von Endothelzellen und
Makrophagen sezerniert werden, fuhren zur Migration von glatten Muskelzellen, die im
gesunden Blutgefalk in der Media angesiedelt sind, in die Intima (Ross R, 1995; Hajjar DP &
Nicholson AC, 1995). Die in der Intima proliferierenden glatten Muskelzellen akkumulieren in
ihrem Inneren ebenfalls Lipide (Hajjar DP & Nicholson AC, 1995) und es tritt das Schadbild
der fibrofatty lesions auf. Die fibrofatty lesions sind aus Schichten von Schaumzellen oder
glatten Muskelzellen, umgeben von Bindegewebe, zusammengesetzt. In der Intima produ-
zieren die glatten Muskelzellen Wachstumsfaktoren (PDGF, FGF, IGF-l, M-CSF, TGFf und
HB-EGF) und Zytokine (IL-1 und TNFa), womit sie sich selbst und auch parakrin Nachbar-
zellen stimulieren (Ross R, 1995). Dies bedingt eine Proliferation von Kollagenfibrillen,
elastischen Fasern und Proteoglykanen und somit die Entstehung von extrazellularer Matrix,
die eine fibrése Plaque bildet (Lusis AJ, 2000). T-Zellen setzen Interferon-y (IFN-y) frei, das
glatte Muskelzellen an der Bildung von extrazelluldrer Matrix hindert, und Makrophagen
bilden Proteasen, wie die interstitielle Kollagenase, Gelatinase und Stromelysin, die die
extrazelluldre Matrix abbauen (Libby P, 2000), was zu Plaquebrichen fihrt. In fort-
geschrittenen atherosklerotischen Lasionen verkndchert die Intima aufgrund eines von

Perizyten-ahnlichen Zellen gebildeten Matrix-Gerlstes, das schliel3lich kalzifiziert. Dieser
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durch Oxysterole und Zytokine regulierte Prozess bestimmt die Stabilitdt der Plaque
entscheidend (Lusis AJ, 2000).

Monozyten @
Blut

Eindringen

leidation

@ : Schaumzellen
“. i _*—M-CSF ‘MM'LD.L _ chiden

Oxidation des Anhiufung von mit

/ Endothels/ Cholesterin gefiillten

Makrophagen

Wachstum &
Veridnderung

des Phinotyps : N .
- (&, @ 0
Makrophage Rezeptor-vermittelte

Aufnahme von ox-LDL

Abb. 1.2 Schematische Darstellung der frithen Phasen der Atherogenese.

Die Endothelschicht wird beschadigt: LDL dringt in die Intima ein, wo es oxidativ verandert wird. Monozyten
gelangen in die GefaBwand und nehmen oxidierte LDL-Partikel auf, so dass Schaumzellen entstehen (Stipanuk
MH, 2000). MM-LDL, leicht oxidiertes LDL; ox-LDL, oxidiertes LDL; M-CSF, Makrophagen-Kolonie stimulierenden
Faktor; MCP-1, Monozyten chemotaktisches Protein.
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1.2.2 Risikofaktoren

1.2.21 Homocystein

Stoffwechsel des Homocysteins

Homocystein (Hcy) ist eine nicht-proteinogene, schwefelhaltige Aminosaure und wird als
Zwischenprodukt des Methioninstoffwechsels durch Abspaltung der Methylgruppe aus

Methionin gebildet. Abbildung 1.3 zeigt die Strukturformel der Aminosaure Hcy.
SH

/]
o} NH;"

Abb. 1.3 Strukturformel von Homocystein.

Hcy kann entweder durch Remethylierung wieder in Methionin Gberfliihrt werden oder durch
Transsulfurierung in Cystein umgewandelt werden (siehe Abb. 1.4, Seite 7). Bei der
Remethylierung entstammt die Methylgruppe dem N-5-Methyltetrahydrofolat oder dem
Betain. Die mit N-5-Methyltetrahydrofolat ablaufende Reaktion ist Vitamin B4,-abhangig und
erfolgt in allen Geweben, wohingegen die Reaktion mit Betain unabhangig von Vitamin B,
ist und lediglich in Leber und Niere ablauft. Aus Methionin wird mittels Aktivierung mit ATP S-
Adenosylmethionin (SAM) gebildet, das als wichtiger Methylgruppen-Donor im Intermediar-
Stoffwechsel agiert. Nach Abgabe der Methylgruppe entsteht aus SAM S-Adenosyl-
homocystein (SAH), das zu Hcy und Adenosin hydrolysiert wird. Hcy, das nicht zur
Ubertragung von Methylgruppen benétigt wird, kann in der Transsulfurierung abgebaut
werden. Dazu kondensiert Hcy mit Serin zu Cystathionin, was von der Cystathionin-3-
Synthase katalysiert wird. Nach Hydrolyse durch die y-Cystathionase entsteht aus
Cystathionin schlieB3lich Cystein und Homoserin. Cystein kann zu Taurin oder anorganischen
Sulfaten oxidiert oder Uber den Urin ausgeschieden werden (Selhub J, 1999; Finkelstein JD
& Martin JJ, 2000; Hajjar KA, 2001; Lawrence de Koning AB et al., 2003). Der vollstandige
Abbau von Cystein resultiert in der Bildung von Pyruvat, wahrend Homoserin zu Succinyl-
CoA abgebaut werden kann. Beide Endprodukte stellen glukogene Substrate dar. Die fur die
Vitamin Bg abhangige Transsulfurierung erforderlichen Enzyme werden nur in der Leber,
Niere, Dinndarm und Pankreas gebildet (Finkelstein JD & Martin JJ; 2000).
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Alimentare Zufuhr

Serin T

; Methionin———  —~—~
Glycin THE S-Adenosyl-
methionin
5,10-Methylen-THF 2 :
Methionin 3
Synthase S-Adenosyl-

homocystein

5-Methyl-THF Homocystein™=------- » Homocystein
3 Cystathionin Serin i
Folsaure -synthetase PLP
Blut
Cystathionin l
Urin
PLP

a-Ketobutyrat
Cystein

Abb. 1.4 Homocystein-Stoffwechsel
(modifiziert nach Biesalski H.K. & Grimm P., 2004)

Genetische Grundlagen der Hyperhomocysteinamie

Die Hyperhomocysteinamie (HHcy), die durch einen genetischen Enzymdefekt oder
aufgrund einer unzureichenden Versorgung eines oder mehrerer am Homocystein-Stoff-
wechsel beteiligter Vitamine verursacht wird, stellt einen wichtigen unabhangigen Risiko-
faktor fur die Atherosklerose dar (Clarke R et al., 1991; McCully KS, 1996; Selhub J, 1999;
Ueland PM et al.,, 2000). Die HHcy kann in drei verschiedene Schweregrade eingeteilt
werden. Bei der milden Form, unter der 5-7% der Bevdlkerung leiden, liegen Plasmaspiegel
uber 10 ymol/L an Hcy vor. Der Plasmaspiegel von Patienten mit einer moderaten HHcy liegt
Uber 30 ymol/L und bei der schweren Variante uber 100 pymol/L (Brattstrom L & Wilcken
DEL, 2000). Bereits bei einer milden HHcy ist das Risiko an Atherosklerose zu erkranken
erhdoht (Lawrence de Koning AB et al.,, 2003), wobei die Relation zur Mortalitdt bei
Plasmaspiegeln Uber 15 ymol/L am héchsten ist (Nygard O et al., 1997).

Die HHcy kann auf verschiedenen genetischen Defekten beruhen, die die Enzyme
Cystathionin-B-Synthase, Methylentetrahydrofolat-Reduktase (MTHFR) und Methionin-
Synthase betreffen (Medina MA & Amores-Sanchez MI, 2000). Die Relevanz dieser
Enzymdefekte wird in den folgenden Abschnitten erlautert.

Die haufigste Ursache flir eine schwere HHcy oder Homocystinurie ist eine autosomal
rezessiv vererbte, homozygote Defizienz der Cystathionin-B-Synthase. Mehr als 60

verschiedene Mutationen des Gens sind beschrieben worden, wobei der Austausch von
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Aminosauren, wie z.B. bei den Mutationen 1278T und G307S, am weitesten verbreitet sind
(Medina MA & Amores-Sanchez MI, 2000). Ein homozygoter Defekt der Cystathionin-3-
Synthase beeintrachtigt die Transsulfurierung, Hcy wird verstarkt der Remethylierung
unterzogen. Die Methionin Synthese steigt an und zieht eine zeitweilige Zunahme der intra-
zellularen SAM Konzentration nach sich. Die SAM-Spiegel steigen an, bis sie zu einer
Hemmung der MTHFR flhren und die Remethylierung unterbunden wird. Beide Reaktions-
wege des Hcy Stoffwechsels sind somit beeintrachtigt, was in einer schweren HHcy
resultiert. Im Fall eines heterozygoten Defekts der Cystathionin-3-Synthase ist die Funktion
der Remethylierung gewahrleistet und die restliche Aktivitat der Transsulfurierung reicht aus,
um das Auftreten der HHcy zu verhindern (Selhub J, 1999).

Der genetische Schaden, der am haufigsten mit der milden HHcy in Verbindung gebracht
wird, ist eine Punktmutation der MTHFR und zwar eine Substitution des Cytosins an Position
677 des MTHFR-Gens gegen ein Thymin. Die autosomal rezessive Mutation variiert
zwischen den Rassen und ethnischen Gruppen, mit 10-13% T/T Homozygoten und 50% C/T
Heterozygoten innerhalb der kaukasischen und asiatischen Bevdlkerung und einem sehr
geringen Vorkommen bei Afro-Amerikanern. (Medina MA & Amores-Sanchez MI, 2000). Die
Mutation der MTHFR resultiert in einer thermolabilen Form des Enzyms mit einer geringeren
Aktivitat und damit in einer verminderten Synthese von Methionin, da Folsaure nicht in einer
ausreichenden Menge vorhanden ist. Das fur die Remethylierung bestimmte Hcy wird der
Transsulfurierung zugefiihrt. Diese kann jedoch das zusatzliche Hcy nicht umsetzen, da die
verringerte Synthese von Methionin zu einer intrazellularen Abnahme der SAM Konzen-
tration fuhrt. Der Mangel an N-5-Methyltetrahydrofolat begunstigt die Aktivitat der Glycin-N-
Methyltransferase. Diese gesteigerte Aktivitat bedingt erneut die Abnahme der SAM-Spiegel
und einen Anstieg der Hcy Konzentration als ein Nebenprodukt der Methylierung von Glycin.
Die Transsulfurierung wird durch die zunehmende Belastung mit Hcy in Kombination mit
einer Konzentration an SAM, die fiir die Aktivierung der Cystathionin Synthese zu gering ist,
auller Kraft gesetzt. Hcy akkumuliert folglich in der Zelle und wird an das Blut abgegeben,
was die HHcy verursacht (Selhub J, 1999). Bei Homozygotie des T677 Allels sind die
Plasmaspiegel an Hcy gegenuber den Genotypen CC und CT um 40% erhdht, wobei die
Konzentration an Hcy im Plasma der Genotypen CC und CT vergleichbar ist (Gudnason V &
Humphries SE, 1999). Dem entsprechend scheint das Risiko fir kardiovaskulare
Erkrankungen nur bei dem MTHFR TT-Polymorphismus erhdht zu sein, jedoch nicht bei dem
CT Genotyp (Gardemann A et al., 1998).

Auch fur die Methionin Synthase konnten Polymorphismen nachgewiesen werden, wobei die
Mutation D929G am weitesten verbreitet ist. Diese Substitution eines Glycin gegen ein
Aspartat geht mit einer geringen oder nicht erkennbaren Auswirkung auf das Risiko fir

kardiovaskulare Erkrankungen einher (Medina MA & Amores-Sanchez Ml, 2000).
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Mechanismen der Atherogenesebeeinflussung durch Homocystein

Erhéhte Hcy-Spiegel kénnen die Entstehung und Entwicklung der Atherosklerose Uber
verschiedene Mechanismen férdern. Im Folgenden werden die drei am haufigsten
diskutierten Mechanismen - die Stimulierung von Entziindungsprozessen, von oxidativem
Stress und von Stress des endoplasmatischen Retikulums - kurz dargestelit.

Die Atherogenese ist durch eine chronische Entziindung gekennzeichnet (siehe Kapitel
1.2.1) und in vitro Studien konnten zeigen, dass Hcy die Synthese entziindungsférdernder
Zytokine anregt. So exprimieren Endothelzellen, glatte Muskelzellen und Monozyten, die mit
Hcy behandelt wurden, verstarkt MCP-1 (monocytes chemoattractant protein 1) (Wang G et
al., 2002). MCP-1 férdert die Adhasion von Monozyten an das Endothel und deren Migration
in den subendothelialen Raum. Dieser Prozess geht der Bildung der fatty streaks voraus.
Weiterhin wird in Endothelzellen durch Hcy die Expression von Interleukin-8 (IL-8) erhéht,
welches das Anlagern von T-Lymphozyten und neutrophilen Zellen bedingt (Poddar R et al.,
2001; Zeng XK et al., 2004).

Die vermehrte Expression der Zytokine MCP-1 und IL-8 erfolgt Uber die Aktivierung des
Transkriptionsfaktors NF-kB (Lawrence de Koning AB et al., 2003; Zeng XK et al., 2005). NF-
kB aktiviert die Bildung einer Reihe von Entzindungsmediatoren, wie Chemokinen, Inter-
feronen, Leukozyten Adhesions-Moleklilen und hamopoetischen Wachstumsfaktoren und
somit auch die Entwicklung der Atherosklerose (Lawrence de Koning AB et al., 2003). Dies
konnte an Apolipoprotein-E-Mangel Mausen gezeigt werden, in denen Hcy in vivo NF-kB und
Entzindungsmarker in atherosklerotischen L&sionen aktivierte und Uber Entzindungs-
prozesse in Blutgefalien zur Entstehung der Atherosklerose beitrug (Hofmann MA et al.,
2001).

Endothelzellen bilden die innerste Schicht der BlutgefalRe und dienen der Aufrechterhaltung
des Gefalldrucks und der anti-koagulierenden Beschaffenheit der Gefalle. Fehlfunktionen
oder die Apoptose von Endothelzellen Gben einen bedeutenden Einfluss auf Erkrankungen
wie die Atherosklerose aus. Nach einer initialen Schadigung der Endothelzellen haften sich
Monozyten an die Schicht der Endothelzellen. Die daraufhin ausgeléste Entziindungs-
reaktion stimuliert die Akkumulierung von Lipiden, was eine Kaskade der zunehmenden
Anhaufung von Lipiden und der belastenden Einwirkung weiterer atherogener Substanzen
auslost. Der oxidative Status der Endothelzellen und die Expression von Adhasionsmole-
kilen wie ICAM-I oder MCP-1 andern sich (Stonemann VEA & Bennett MR, 2004).
Beispielsweise Untersuchungen an HUVEC zeigten, dass die Apoptose zu einer
Umverteilung des Phosphatidylserins fuhrt. Da die Exposition von Phosphatidylserin an der
aulReren Membran fir die effiziente Aktivierung der Koagulationfaktoren von Bedeutung ist,
bedingt die Apoptose der HUVEC den Verlust der anti-koagulierenden Eigenschaft der

Endothelzellen (Bombeli T et al., 1997). Die fortschreitende Bereitstellung von Zellen der
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Immunantwort begunstigt weitere Interaktionen zwischen Monozyten und Endothelzellen und
somit die Apoptose der Endothelzellen. Membranvesikel apoptotischer Zellen enthalten
oxidierte Phospholipide, die wiederum die Adhasion der Monozyten an das Endothel férdern
(Huber J et al., 2002). Diese Reaktion bedingt erneut die Infiltration von Monozyten in die
Lasion und verstarkt die Apoptose (Stonemann VEA & Bennett MR, 2004).

Neben seiner Beteiligung an Entziindungsprozessen wird Hcy auch mit oxidativem Stress in
Verbindung gebracht. Annahme fiir diese Hypothese war die Beobachtung, dass die durch
Hcy verursachte Beeintrachtigung der Vasodilatation (Tawakol A et al., 1997; Kanani PM et
al., 1999; Eberhardt RT et al., 2000) durch die Gabe von Antioxidantien aufgehoben werden
kann (Kanani PM et al., 1999). Die Thiolgruppe von Hcy unterliegt im Plasma einer Auto-
oxidation, parallel hierzu tritt eine starke Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) auf.
Allerdings konnte flir Cystein dieser Effekt nicht gezeigt werden, obwohl es im Plasma in
einer 20- bis 30-fachen Konzentration vorliegt und viel rascher der Autooxidation unterzogen
wird. Hcy scheint folglich oxidativen Stress Uber andere Mechanismen zu verursachen
(Lawrence de Koning AB et al., 2003). Hcy fuhrt zur Bildung des Superoxidanions (O,’), das
mit dem Vasodilator Stickstoffmonoxid (NO) zu Peroxinitrit reagiert und Uber die verringerte
Verflgbarkeit von endothelialem NO die normale GefalRerweiterung begrenzt. Die ROS- und
RNS-Produkte (reaktive Stickstoff-Spezies, reactive nitrogen species — RNS) initiieren die
Lipidperoxidation von Lipoproteinen, die in der Zellmembran lokalisiert sind oder im Plasma
zirkulieren. Folglich fiihren erhéhte Hcy-Spiegel zu einer starken Belastung antioxidativer
Enzyme wie der Superoxid-Dismutase oder der Glutathion-Peroxidase. Dies wiederum fuhrt
Uber eine Aktivierung von Signalketten wie NF-kB zu einer erhéhten endothelialen Synthese
von Chemokinen und Adhasionsmolekilen (Eberhardt RT et al., 2000; Lang D et al., 2000;
Lentz SR et al., 2001; Weiss N, 2005).

Neben dem zytoplasmatischen oxidativen Stress scheint Hcy auch erhéhten oxidativen
Stress im endoplasmatischen Retikulum (ER) zu verursachen. So fihren erhéhte Hcy-
Spiegel zu einer verstarkten Expression von Genen der Stressantwort des ER wie z.B.
GRP78, GRP94, Herp und RTP (Outinen PA et al., 1998; Kokame K et al., 2000; Kokame K
et al., 1996). Dies resultiert in der Spaltung von Disulfid-Briickenbindungen und der fehler-
haften Faltung von Proteinen. Diese fehlerhafte Faltung flihrt zu einer bestimmten Stress-
antwort, der so genannten unfolded protein response (UPR) (Ron D, 2001), die Uber drei im
ER angesiedelte Sensoren vermittelt wird: die Transmembran Proteinkinase IRE-1, den
Transkriptionsfaktor ATF-6 und die ER Kinase (PERK) (Lawrence de Koning AB et al.,
2003). Da Hcy auf PERK und IRE-1 Einfluss ausubt, wird durch die veranderte Gen-
expression direkt die UPR ausgel6st (Nonaka H et al., 2001; Ma K et al., 2002; Zhang C et
al., 2001a & b). Die Aktivierung der UPR fluhrt Gber einen Anstieg der Lipid- und Dolichol-

Biosynthese zu einer Anreicherung von Lipiden in Hepatozyten, glatten Muskelzellen und
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Makrophagen (Cox JS et al., 1997; Welihinda AA et al., 1999; Sriburi R et al., 2004; Doerrler
WT & Lehmann MA, 1999; Lawrence de Koning AB et al., 2003). Zusatzlich verursacht die
Aktivierung von IRE-1 eine rasche und anhaltende Stimulierung der Januskinase JNK, die
den programmierten Zelltod einleitet (Zhang C et al., 2001). Dariber hinaus bt Hcy auch
Uber die Stimulierung von Caspase-3 oder Caspase-ahnlichen Proteasen einen Einfluss auf
die Apoptose aus (Huang RF et al., 2001; Zhang C et al., 2001). In HUVEC fihrt Hcy in vitro
zum programmierten Zelltod Gber die Auslésung der UPR, die Uber die Aktivierung der ER-
resident Proteinkinase IRE1 erfolgt (Zhang C et al., 2001). Eine weitere Studie zeigt, dass
Hcy in HUVEC Uber die Aktivierung von NF-kB zu einer verstarkten Expression des
Todesrezeptors Fas fihrt. Fas ist ein Typ | Membranprotein der Tumor-Nekrosefakor Rezep-
toren-Familie. Hcy hemmt die Bildung von cFLIP, ein endogener Inhibitor der Caspase-8,
Uber die Verminderung der Serin/Threonin Proteinkinase AKT, die das Uberleben von
zahlreichen Zelltypen férdert, wie auch das Uberleben der Endothelzellen. Im Gegensatz
dazu kann eine Uberexpression des AKT Gens die Endothelzellen vor der durch Hcy
induzierten Apoptose schiitzen (Suhara T et al., 2004). AuRerdem kann AKT in Epithelzellen
die Expression von Fas herabsetzen und somit die Uber Fas vermittelte Apoptose
verhindern. Das Zusammenspiel des Fasliganden mit seinem Rezeptor aktiviert die Caspase
8 und die darauf folgende Aktivierung der Caspasen-Kaskade fuhrt zum irreversiblen Zelltod
(Peli J et al., 1999). Atherosklerotische Lasionen von Mausen mit einer HHcy weisen eine
Steigerung der Apoptose und des ER Stresses auf, so dass Hcy vermutlich die Stabilitat der
Lasionen bzw. das Risiko einer Thrombose bestimmt (Lawrence de Koning AB et al., 2003).

Neben den oxidativen Schadigungen fordert Hcy auch die Proliferation von glatten
Muskelzellen (Tsai JC et al., 1994) und die Kollagensynthese in glatten Muskelzellen (Majors
A et al., 1997). Dies konnte an Patienten mit HHcy bestatigt werden, da sich bei ihnen die
Atherosklerose durch eine verdickte Intima und kollagenreiche fibrose Lasionen auszeichnet
(Majors AK et al., 2002). In Kulturen von Endothelzellen stimuliert Hcy die Aktivitat von
Gewebefaktoren (Fryer RH et al., 1993; Durand P et al., 1996) und des Faktor V (Rodgers
GM & Kane WH, 1986), hemmt Thrombomodulin auf der Oberflache von Zellen (Lentz SR et
al., 1997) und das Protein C (Rodgers GM & Conn MT, 1990; Lentz SR & Sadler JE, 1991)
und verhindert die Bindung des Gewebe-Plasminogen Aktivators an Annexin Il (Hajjar KA et

al., 1998), wodurch insgesamt die Koagulation verstarkt wird.
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1.2.2.2 Lipoproteine

Stoffwechsel der Lipoproteine

Die wasserldslichen Lipoproteine, die sich aus einer Eiweil3- und einer Lipidkomponente
zusammensetzen, dienen dem Transport hydrophober Stoffe, d.h. von Lipiden und lipid-
ahnlichen Substanzen, durch die Blutbahn. Eine Unterteilung der Lipoproteine erfolgt anhand
ihrer Dichte in Chylomikronen, VLDL (very low density lipoproteins), LDL (low density
lipoproteins) und HDL (high density lipoproteins), wobei Chylomikronen und VLDL in erster
Linie den Transport von Triglyceriden Ubernehmen und LDL und HDL den Transport von
Cholesterin. Gemal ihrer unterschiedlichen Dichte variieren die Lipoproteine hinsichtlich
ihres Lipidanteils und des Lipid:Protein-Verhaltnisses. Dieses Verhaltnis liegt bei Chylo-
mikronen bei 99:1, wobei 90% der Lipide Triacylglycerine sind, 6% Cholesterin und 4%
Phospholipide. Bei den VLDL-Partikeln betragt das Verhaltnis 90:10, bei LDL 78:22 und ist
bei HDL auf 50:50 gesunken. Der Anteil der Triacylglycerine nimmt in den Lipoproteinen mit
zunehmender Dichte ab. LDL weist den hdchsten Cholesteringehalt und die HDL-Fraktion
den héchsten Phosphoglyceridgehalt auf. Die einzelnen Lipoproteine sind mit spezifischen
Apolipoproteinen ausgestattet, die als Strukturelemente, der Aktivierung von Enzymen oder
als Liganden von Rezeptoren dienen. Chylomikronen werden in den Mukosazellen der
duodenalen Schleimhaut gebildet und beférdern die mit der Nahrung zugefuhrten Triacyl-
glycerine Uber die intestinalen Lymphgange und den Ductus thoracicus. Die intestinale
Mukosa produziert auch geringe Mengen an VLDL, doch vornehmlich entstehen diese in
Hepatozyten. Die VLDL-Partikel Gbernehmen den Transport der in der Leber synthetisierten
Triacylglycerine in das Kapillarendothel und andere extrahepatische Gewebe. Am Kapillar-
endothel werden VLDL von der dort lokalisierten Lipoproteinlipase zu einem Partikel inter-
mediarer Dichte, dem IDL (intermediate density lipoprotein), abgebaut. In der Leber werden
aus dem IDL LDL-Partikel gebildet. LDL transportieren Cholesterin von der Leber zu extra-
hepatischen Geweben. Cholesterin ist hauptsachlich am Aufbau der Zellwande, aber auch
am Aufbau der Myelinscheidewande beteiligt und ist ein Ausgangsprodukt der Gallensauren,
der Sexualhormone, der Hormone der Nebennieren und des Vitamin D.

Da der Organismus zum Abbau von Cholesterin nicht ausreichend ausgestattet ist, wird es
vor allem Uber die Galle ausgeschieden. Die Fraktion der HDL ist im Gegensatz zu den
anderen Lipoproteinen nicht einheitlich und kann in mindestens drei Gruppen (HDL;3)
eingeteilt werden. Diese unterscheiden sich hinsichtlich ihres Gehalts an Apolipoproteinen
und ihres Lipidgehaltes. Beim Abbau der Chylomikronen in extrahepatischen Geweben
entstehen diskoidale HDL-Partikel, die Apolipoprotein A, Phospholipide und Cholesterinester
aufweisen. Vermutlich stammen weitere HDL-Vorstufen aus dem Darm und der Leber. Das
Apolipoprotein Al vermittelt die Kopplung von HDL an LCAT (Lecithin-Cholesterin-

Acyltransferase), durch die der Gehalt an Cholesterinestern ansteigt und parallel der an
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Phosphoglyceriden abnimmt. Die durch LCAT gebildeten Cholesterinester siedeln im Inneren
der HDL an. Aus den Membranen extrahepatischer Gewebe stammendes Cholesterin kann
somit an die Oberflache der HDL binden, was zur Bildung der HDL;—Fraktion fuhrt. Durch die
LCAT katalysierten Reaktionen und der Aufnahme von Substanzen (Phospholipide,
Apolipoprotein C und E), die beim Abbau von VLDL freigesetzt worden sind, entstehen das
HDL, und das HDL4, die in der Leber endgliltig abgebaut werden (siehe Abb. 1.5) (Loffler G
& Petrides PE, 2003).
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Abb. 1.5 Postprandialer Lipidstoffwechsel.
Der postprandiale Lipidstoffwechsel wird in einen exogenen, endogenen und reversen Lipidtransfer unterteilt.
(CETP, Cholesterinester Transfer Protein) (Deetjen et al., 2004).
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Genetische Grundlagen erhohter LDL-Plasmaspiegel

Epidemiologische, klinische und genetische Studien konnten zeigen, dass ein durch den
Lebensstil oder die genetische Veranlagung erhéhter Plasmaspiegel an LDL mit einem
gesteigerten Risiko eines Myokardinfarktes einhergeht (Heinecke JW, 1998). Als erhoht
werden Spiegel betrachtet, die einen Wert von 160-180 mg LDL/dl Plasma Uberschreiten
(Witztum JL & Steinberg D, 1991).

Die familiare Hypercholesterinamie oder Hyperlipoproteinamie Typ Il ist eine autosomal
dominante Funktionsstérung. Der klinische Phanotyp, der bei Homozygotie schwerer ausfallt,
wird durch einen erhdhten Plasmaspiegel an Cholesterin mit einer Zunahme der LDL-
Fraktion gekennzeichnet. Die Haufigkeit eines heterozygoten Genotypus liegt bei 1:500 und
betrifft etwa 5% der Patienten, die bereits in einem Alter von unter 60 Jahren einen
Myokardinfarkt erlitten haben. Trager des homozygoten Genotypus, der mit einer Haufigkeit
von 1:1.000.000 auftritt, weisen von Kindheit an schwere Atherosklerose mit koronaren
Herzerkrankungen und Zerebralsklerose auf. Ursachen fir die familidare Hypercholesteri-
namie kénnen Mutationen im LDL-Rezeptor Gen, im Apolipoprotein B-100 Gen oder im Gen
der Proprotein Konvertase Subtilisin/Kexin Typ 9 sein. Letzteres kodiert die Proprotein
Konvertase NARC-1. Studien an Individuen mit familidrer Hypercholesterindmie identi-
fizierten zwei Mutationen des Apolipoprotein B-100 Gens und Uber 700 verschiedene Muta-
tionen des LDL-Rezeptor Gens (Hutter CM et al., 2004). Heterozygote Trager besitzen in der
Regel etwa nur halb so viele LDL-Rezeptoren auf den Zellen wie gesunde Menschen und
weisen einen zwei- bis dreifachen Anstieg der LDL-Plasmaspiegel auf. Bei homozygoten
Individuen zeigt der LDL-Rezeptor keine oder nur nur eine geringe Aktivitat und die Plasma-
konzentrationen an LDL sind im Vergleich zu gesunden Menschen um das sechsfache
erhéht (Arca M et al., 2002).

Die Mutationen des LDL-Rezeptor Gens kénnen in vier Klassen unterteilt werden, wobei in
ca. 50% aller Falle der Rezeptor in einer geringeren Menge oder gar nicht gebildet wird. In
den anderen Fallen erfolgt zwar die Bildung des Rezeptors, jedoch bleibt die post-
translationale Prozessierung und Glykosylierung aus und der Rezeptor kann nicht in die
Membran eingebaut werden. Seltener auftretende Defekte betreffen beispielsweise die LDL-
Bindungsstelle des Rezeptors bzw. das C-terminale Ende des Rezeptors, wodurch die
Assoziation mit Klathrin und somit die Bildung der fiir die Rezeptorinternalisierung wichtigen
coated pits beeintrachtigt wird. All diese Funktionsstérungen unterbinden die Aufnahme von
LDL, was in einem Anstieg der Cholesterin-Konzentration resultiert. Durch das Ausbleiben
der LDL-Aufnahme wird die endokrine Cholesterinbiosynthese in extrahepatischen Geweben
aktiviert. Zu der verminderten LDL-Aufnahme kommt es folglich Uber eine gesteigerte
Biosynthese von Cholesterin zum Anstieg der Serumcholesterinkonzentration und damit des
Atheroskleroserisikos (Loffler G & Petrides PE, 2003).
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Mechanismen der Atherogenesebeeinflussung durch ox-LDL

Primar wird die Entwicklung der Atherosklerose durch oxidativ veranderte LDL-Partikel (ox-
LDL) und nicht durch LDL per se begunstigt. Ox-LDL beeinflusst mehrere Komponenten der
Atherogenese, wie die Entstehung von Lasionen, die Vasomotorik oder die Thrombogenese.
Selbst nur minimal oxidiertes LDL zeigt pro-atherosklerotische Eigenschaften, da es im
subendothelialen Raum akkumuliert und dort das Anheften von Leukozyten an
Endothelzellen vermittelt. Zusatzlich wird die Migration von Monozyten ausgel6st, die zu
Makrophagen aktiviert werden und die Oxidation weiterer LDL-Partikel bewirken, indem ox-
LDL in Endothelzellen und glatten Muskelzellen die Expression von Genen wie dem MCP1
oder von Makrophagen-Kolonie stimulierenden Faktoren erhéht (Witztum JL & Steinberg D,
1991; Jialal I, 1998). Da ox-LDL gleichzeitig die Motilitdt der Makrophagen einschrankt,
verbleiben diese im subendothelialen Raum. (Witztum JL & Steinberg D, 1991; Jialal I, 1998)
Ein weiteres Protein, das unter dem Einflul von ox-LDL verstarkt exprimiert wird, ist das
Interleukin-1. IL-1 I8st die Proliferation von glatten Muskelzellen aus und versetzt diese in
einen prokoagulierenden Zustand. Dies stimuliert die Adhasion von Leukozyten an Endothel-
zellen (Jialal 1, 1998). Das ox-LDL wirkt abhangig von seinem Oxidationsgrad zytotoxisch auf
Endothelzellen und glatte Muskelzellen und ist an der Bildung von Schaumzellen beteiligt
(Witztum JL & Steinberg D, 1991; Itabe H, 2002). Schaumzellen entstehen aus
Makrophagen durch die Aufnahme von ox-LDL, das in den Makrophagen in Lysosomen
abgebaut wird. Die Aufnahme von ox-LDL in Makrophagen wird durch eine Reihe von
Scavenger Rezeptoren vermittelt. Die Scavenger Rezeptoren erkennen jedoch nur oxidativ
veranderte LDL-Partikel. Im Gegensatz zu anderen Rezeptoren unterliegen Scavenger
Rezeptoren keiner Regulierung, so dass Makrophagen die Aufnahme von ox-LDL nicht
unterbrechen und in ihrem Inneren grol’e Mengen an neutralen Lipiden ansammeln (Itabe H,
2002). Ox-LDL steigert die Aktivitat des Gewebe-Thromboplastins, was zur Aggregation der
Blutplattchen flhrt und die prokoagulatorische Aktivitat der Oberflache des Endothels erhoht.
Ox-LDL ubt auch einen direkten Einfluss auf die Vasomotorik aus. Es vermindert die Antwort
auf die GefalRerweiterung, die durch den NO-enthaltenden endothelial-dependent relaxin
factor (EDRF) vermittelt wird. Als Ursache wird eine durch Lysolecithin vermittelte Veran-
derung der endothlialen Membranen vermutet, die zum Verlust von Rezeptoren fir
vasodilatorische Agonisten fiuhrt oder die direkte Inaktivierung von EDRF bewirkt (Witztum JL
& Steinberg D, 1991).

Zwar wird angenommen, dass ox-LDL beispielsweise die Bildung von Schaumzellen und die
Bildung von Lasionen und damit die Atherosklerose beglnstigt, jedoch konnte ox-LDL lange
Zeit in vivo nicht nachgewiesen werden (ltabe H, 2002).

Da LDL-Partikel in vitro in Makrophagen nicht akkumulieren, aber durch Oxidations-Prozesse

chemisch verandertes Apolipoprotein B100 Uber die Scavenger Rezeptoren der
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Makrophagen unter Bildung von lipidbeladenen Schaumzellen aufgenommen und abgebaut
wurde, wird vermutet, dass es sich hierbei um eine veranderte Form von LDL handeln muss
(Heinecke JW, 1998). In einer weiteren in vitro Studie konnte gezeigt werden, dass ox-LDL
tatsachlich ein gutes Substrat fir die Scavenger Receptors darstellt und in einem Zell-
kultursystem ohne die Zugabe von chemischen Reagenzien gebildet werden kann (ltabe H,
2002). An der Veranderung des LDL sind Endothelzellen und glatte Muskelzellen, aber auch
Monozyten bzw. Makrophagen mafRigeblich beteiligt. Kultivierte Zellen aus der Arterienwand
oxidieren LDL-Partikel und Uberflihren das LDL in eine Form, die die Scavenger Receptoren

erkennen.

Moégliche Mechanismen zur Oxidation der LDL-Partikel stellen die Reaktion mit Metall-lonen,
RNS oder die Oxidation durch die Lipoxygenase oder die Myeloperoxidase dar (Heinecke
JW, 1998). Diese vier Mechanismen werden in den folgenden Abschnitten erlautert.

Der genaue Weg, wie Metall-lonen in vivo die Oxidation der LDL-Partikel auslésen ist noch
nicht bekannt. Jedoch werden verschiedene Madglichkeiten basierend auf in vitro Studien
diskutiert. Eine Moglichkeit ist, dass Metall-lonen wie Kupfer oder Eisen zuerst durch
Reduktionsmittel wie Superoxid oder Thiole, die von Zellen abstammen, reduziert werden
und im Anschluf® LDL im Rahmen der Fenton-Reaktion oxidieren. In Abhangigkeit von dem
jeweiligen Metall-lon und seinem Chelatzustand kdénnen Thiole die Oxidation von LDL
foérdern oder auch unterbinden (Heinecke JW, 1998). So ist eine reduzierte Thiol-Gruppe fiir
die Stimulierung der Fe*'-abhidngigen Oxidation von LDL essentiell. Dahingegen wird die
Cu?*-abhangige Oxidation von LDL-Partikeln durch Molekiile mit einer Thiol-Gruppe, wie z.B.
Glutathion verhindert (Lynch SM & Frei B, 1997). In die Oxidation von LDL-Partikeln kénnen
auch Metall-Sauerstoff-Komplexe eingebunden sein. Eine weitere Alternative ist die
Oxidation von LDL durch Tocopherolradikale, die wahrend der Reduktion von Metall-lonen
aus Vitamin E gebildet werden. Metall-lonen kénnten auch die Reaktion von Lipid-
hydroperoxiden zu oxidativ-wirksamen Substanzen katalysieren. Die Bindung von Metall-
lonen an LDL koénnte die Reduktion und gleichzeitig die Peroxidation von LDL-Lipiden
bedingen (Heinecke JW, 1998).

Wahrend einer spaten Phase der Atherosklerose werden von nekrotisierenden Zellen Metall-
lonen freigesetzt, die die Oxidation von LDL und somit die Bildung von Lasionen ent-
sprechend vorantreiben kdnnten, jedoch konnte deren Beteiligung an der Entstehung der
Atherosklerose nicht nachgewiesen werden. Erhdhte Spiegel an Metall-lonen kénnen alleine
die Atherogenese nicht begiinstigen. Personen deren Plasma- und Gewebespiegel an Eisen
und Kupfer aufgrund genetischer Defekte erhdht sind, weisen kein hdéheres Risiko, an

Atherosklerose zu erkranken, auf (Heinecke JW, 1998).
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Zu den RNS gehdrt neben Peroxinitrit (ONOO?) auch NO, dem eine entscheidende Rolle bei
der Atherogenese zugeschrieben wird. Peroxinitrit entsteht besonders im Rahmen
entziindlicher Reaktionen aufgrund groRer Mengen an Superoxidanionen und an NO, das
von der induzierbaren NO Synthase gebildet wird. Unter diesen Bedingungen besitzt NO
keine anti-atherosklerotischen Eigenschaften mehr, sondern verstarkt die Atherogenese tber
die Bildung von Peroxinitrit, das LDL-Partikel oxidiert (Heinecke JW, 1998).

Wie vorab erwahnt kénnte auch die Lipoxygenase an der Oxidation von LDL beteiligt sein.
Die Lipoxygenase ist ein intrazellulares Enzym, das die Peroxidation polyungesattigter
Fettsauren bedingt. In atherosklerotischem Gewebe wurden sowohl die mRNA als auch das
Protein selbst nachgewiesen. In vitro oxidiert die Lipoxygenase LDL, was durch die Zugabe
von Lipoxygenase-Inhibitoren gehemmt werden kann. Vermutlich oxidiert die Lipoxygenase
direkt die LDL-Partikel, aber auch indirekt durch Oxidation anderer Substanzen, die
wiederum die Oxidation von LDL férdern (Heinecke JW, 1998).

Wahrend entzindlicher Prozesse wird dartiber hinaus von Makrophagen das Enzym Myelo-
peroxidase sezerniert, das die oxidative Wirkung von Superoxid vervielfacht und somit an
der Bildung von zytotoxischen Oxidantien und verschiedenen Radikal-Spezies beteiligt ist.
Physiologisch dient dieser Mechanismus der Pathogenabwehr, er kann aber in athero-
sklerotischen Lasionen weitere Gewebeschadigungen verursachen. In der Tat kolokalisieren
in atherosklerotischem Gewebe das Enzym und seine Oxidationsprodukte mit Makrophagen
(Heinecke JW, 1998).

In vitro 16st ox-LDL fortschreitende Veranderungen der Zellmorphologie und letztlich den
Zelltod in Form von Apoptose oder Nekrose aus (Meilhac O et al., 1999). Ox-LDL enthalt
verschiedene toxische, oxidierte Lipide, wie Lipidperoxide, Oxysterole oder Aldehyde, die
unterschiedliche Effekte austiben. Die oxidierten Lipide der LDL-Partikel fihren zu Struktur-
veranderungen der zellularen Proteine, fordern die Bildung von ROS sowie die Lipidper-
oxidation zellularer Lipide und beeinflussen die Regulierung zahlreicher Signalwege und der
Genexpression. Ein starkes und anhaltendes Calcium-Signal scheint den Zelltod auszulésen,
jedoch sind der initiale Schritt und die folgenden Prozesse, die zum Zelltod fihren, nur zum
Teil bekannt (Salvayre R et al. 2002). Die Signale fir die Apoptose werden von dem Fas-
Rezeptor und den TNF-Rezeptoren | und Il vermittelt. Die Aktivierung der Apoptose-
Rezeptoren durch ox-LDL geht mit einem Anstieg von pro-apoptotischen und einer Abnahme
von anti-apoptotischen Proteinen der Bcl-2 Familie einher und fuhrt zu einer Aktivierung der
Caspasen der Klassen | und Il. Leicht oxidiertes LDL aktiviert die MAP- und Jun-Kinasen und
fuhrt zu einem Anstieg von Transkriptionsfaktoren, wie p53, ATF-2, ELK-1, CREB oder AP-1
(Napoli C et al., 2000). Der Transkriptionsfaktor p53 I6st bei Fehlern im DNA-Reparatur-
system die Apoptose aus (Metzler B et al., 2000). Zu den pro-apoptotischen Proteinen, deren
Spiegel durch ox-LDL erhdéht werden, zahlen BAX und BCL-Xs. Die Hauptfunktion der
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Agonisten BAX und BCL-Xs beruht auf der Freisetzung von pro-apoptotischen Faktoren,
besonders dem Cytochrom C, aus den Mitochondrien. Uber die Bindung an den
Apoptose assoziierten Faktor-1 und die Caspase-9 bildet das Cytochrom C das sogenannte
Apoptosom, das die Caspase-3 aktiviert und somit die Apoptose in Gang setzt. Die
Konzentration der anti-apoptotisch wirkenden Mitglieder der Bcl-2 Familie, die die
Freisetzung von Cytochrom-C aus den Mitochondrien hemmen, wird durch ox-LDL
vermindert (Metzler B et al.,, 2000; Napoli C et al.,, 2000). Weiterhin erhéht ox-LDL die
Expression von Zytokinen wie IL-1, TNF ond PDGF, die wiederum SAPK/JNK aktivieren
(Metzler B et al., 2000). Uber einen Prozess, in den Lysosomen und lysosomale Proteasen
involviert sind, kann ox-LDL die Apoptose auch relativ unabhangig von den Caspasen
bedingen (Salvayre R et al. 2002).
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1.3 Phytoostrogene

Phytodstrogene sind in Pflanzen naturlich vorkommende Polyphenole, die in Abwehr-
mechanismen der Pflanzen eine wichtige Rolle spielen. Die Phytodstrogene selbst oder auch
ihre Metabolite kénnen in Wirbeltieren an Ostrogenrezeptoren binden und die Wirkung
endogen vorkommender Ostrogene imitieren oder modulieren. Phytodstrogene werden als
natlrliche Vertreter der sogenannten SERMs (selective estrogen receptor modulators —
selektive Modulatoren der Ostrogenrezeptoren) klassifiziert (Mikkola TS & Clarkson TB,
2002). Neben ihrer klassischen Wirkung auf Ostrogenrezeptoren und der Aktivierung von
spezifischen Genen, Uben die Phytodstrogene auch andere zellspezifische Effekte aus
(Branca F & Lorenzetti S, 2005). Dass Pflanzen 6strogendhnliche Substanzen enthalten
konnen, wurde in den 40er Jahren erstmals an Schafen beobachtet, die auf Wiesen mit
rotem Klee weideten und verschiedene Stérungen der Fruchtbarkeit aufwiesen. Roter Klee
enthalt groRe Mengen der Isoflavone Formononetin und Biochanin A, die zu den ersten
entdeckten Phytodstrogenen zahlen (Cornwell T et al.,, 2004). Heute werden unter dem
Begriff Phytodstrogene vier verschiedene Familien von phenolischen Verbindungen von
Pflanzen zusammengefasst, die Isoflavonoide, Lignane, Stilbene und Coumestane (Duncan
AM et al., 2003; Cornwell T et al., 2004). Ostrogenartige Substanzen sind in mehr als 300
Pflanzenarten nachzuweisen, von denen jedoch Ublicherweise nur wenige vom Menschen

oder von Tieren verzehrt werden (Dixon RA, 2004).

Vorkommen, Struktur und Stoffwechsel der Isoflavonoide

Isoflavonoide sind in Hilsenfriichten, Olsaaten und Nissen, wie Sonnenblumenkernen bzw.
Erdnissen und Walnussen, enthalten und in besonders gro3en Mengen in der Sojabohne
und entsprechend in Soja enthaltenden Lebensmitteln (Duncan AM et al., 2003; Ososki AL &
Kennelly EJ, 2003; Cornwell T et al., 2004). Durchschnittlich enthalten Sojaprodukte 1-3 mg
Isoflavonoide/g Trockengewicht, wobei die Menge in Abhangigkeit von der Sojabohnenart,
von Umwelteinflissen und dem Verarbeitungsgrad variieren kann (Duncan AM et al., 2003).
In China und Japan werden taglich bis zu 100 mg Isoflavonoide verzehrt, in Europa und den
USA jedoch liegt die durchschnittliche Aufnahme an lIsoflavonoiden unter 1 mg/Tag. Die
intestinale Resorption der Isoflavonoide erfolgt hauptsachlich tGber Diffusion und bereits nach
15-30 Minuten nach Verzehr steigt der Plasmaspiegel an. Die hdchsten Plasmaspiegel
werden zwischen drei und sieben Stunden postprandial erreicht (Branca F & Lorenzetti S,
2005). Mit einer sojareichen Mahlzeit werden durchschnittlich 25-40 mg Aglykone konsumiert
und Plasmakonzentrationen von bis zu 4,09 pmol/l erreicht (Messina MJ, 1999; Manach C et
al., 2005).

Die Isoflavonoide stellen eine Unterklasse der Flavonoide dar, die in vielen Pflanzen

vorkommen. Alle Flavonoide sind polyphenolische Verbindungen, die zwei Benzol-Ringe (A



1 Einleitung 20

und B) besitzen und durch einen heterozyklischen Pyranring miteinander verbunden sind
(siehe Abb. 1.6).

Aglycone Glukoside
OH
O
0
OH
OH
R
R —OH: Genistein R —OH: Genistin
R —-H: Daidzein R —-H: Daidzin

Abb. 1.6 Grundstruktur der Soja Isoflavonoide.
A und B markieren die Benzolringe, C den heterozyklischen Pyranring.

Die Isoflavonoide unterscheiden sich von den Flavonoiden durch eine Umlagerung des
Benzolringes B vom C-3 zum C-2 Atom des Pyranrings (siehe Abb. 1.6) (Messina MJ, 1999;
Cornwell T et al., 2004). Die Isoflavonoide selbst variieren in einem gro3en Spektrum
hinsichtlich der Art und Anzahl ihrer Substituenten, der Oxidationsstufe des heterozyklischen
Ringes oder der Anwesenheit eines zusatzlichen heterozyklischen Ringes (Dixon RA, 2004).
Die beiden am haufigsten vorkommenden Isoflavonoide sind Genistein und Daidzein bzw.
ihre Glukoside Genistin und Daidzin (siehe Abb. 1.6) (lzumi T et al., 2000). In nicht-
fermentierten Sojaprodukten sind vorwiegend Genistin und Daidzin enthalten, wahrend in
den traditionellen japanischen, fermentierten Lebensmitteln Miso, Natto oder Sojasauce die
Isoflavonoide vorwiegend als Aglycone vorliegen (Messina MJ, 1999).

Die Bioverflugbarkeit der glukosylierten Isoflavonoide ist gering und damit hangt die
Resorption der Isoflavonoide von der hydrolytischen Abspaltung des Zuckerrestes ab, die im
Darm von intestinalen oder bakteriellen Glucosidasen katalysiert wird (Izumi et al., 2000;
Setchell KD et al., 2002; Duncan AM et al., 2003; Branca F & Lorenzetti S, 2005). Zum Teil
werden die Aglycone vor der Absorption weiter von bakteriellen Enzymen metabolisiert und
erst die Degradationsprodukte absorbiert. So wird Genistein zu p-Ethylphenol und Daidzein
zu Equol und/oder O-Desmethylangolesin (O-DMA) metabolisiert (Duncan AM et al., 2003).
Equol wird jedoch aufgrund der individuell zusammengesetzten Darmflora nur von etwa 30%
aller Konsumenten synthetisiert (Messina MJ, 1999; Ososki AL & Kennelly EJ, 2003). Nach
der Absorption werden die Isoflavonoide zum Teil in Darm und Leber mit Glucuronsauren
und zu einem geringeren Teil mit Sulfaten konjugiert und Gber die Galle (enterohepatischer
Kreislauf) wieder in den Darm abgegeben. Dort kénnen sie dekonjugiert und reabsorbiert
werden oder Uber den Faezes ausgeschieden werden (Duncan AM et al., 2003; Dixon RA,
2004; Branca F & Lorenzetti S, 2005). Die Absorption der Isoflavonoide erfolgt in
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Abhangigkeit von der Dosis, d.h. die Konzentration in Serum und Urin steigt mit

zunehmender Verzehrsmenge an (Duncan AM et al., 2003).

Anti-atherosklerotische Eigenschaften der Isoflavonoide

Verschiedene Faktoren, die zur Entwicklung der Atherosklerose beitragen, wie erhdhte
Plasmalipidspiegel, verminderte Gefalireaktivitdt oder erhdhte Thromboseneigung, kénnen
von Phytodstrogenen positiv beeinflusst werden (Ososki AL & Kennelly EJ, 2003). Von der
FDA (U.S. Food and Drug Administration) wurde eine Verzehrsempfehlung von 25¢g
isoflavonoidreichem Sojaprotein/Tag herausgegeben, da diese Menge in der Lage ist, den
Plasmacholesterinspiegel signifikant zu senken (FDA, 1999). Die FDA ermdglichte somit die
gesundheitsbezogene Werbung flir sojaproteinreiche Nahrungsmittel. Obwohl sich die
Empfehlung auf das Sojaprotein bezieht, wird der gesundheitliche Nutzen meist auf die
Isoflavonoide zurlckgefuhrt. Der Verzehr von Isoflavonoiden verringert die Plasmaspiegel an
Gesamtcholesterin (TC) und LDL-Cholesterin und erhdht die Plasmakonzentration an HDL-
Cholesterin (Nagata C et al., 1998; Potter SM et al., 1998; Merz-Demlow BE et al., 2000;
Sanders TA et al., 2002; Branca F & Lorenzetti S, 2005). Die Cholesterin-senkende Wirkung
der Isoflavonoide wird auf ihre 6strogene Struktur zurlckgefuhrt (Lichtenstein AH, 1998).
Aufgrund ihrer strukturellen Ahnlichkeit mit Ostrogen kénnen Isoflavonoide an Ostrogen-
rezeptoren binden, diese aktivieren und somit als Ostrogen-Agonisten der Entwicklung der
Atherosklerose entgegenwirken (Anthony MS et al., 1998). Die Ostrogene Aktivitat der
Isoflavonoide ist etwa 10®° und 10*-fach schwacher als die von 17-B-Ostradiol. Bei
entsprechendem Sojakonsum kénnen jedoch aufgrund der im Vergleich zu 17-B-Ostradiol
sehr hohen Plasmaspiegel physiologische Effekte auftreten (Messina MJ, 1999). Die
Isoflavonoide binden mit einer unterschiedlichen Affinitét an die verschiedenen Ostrogen-
rezeptoren. Genistein beispielsweise besitzt im Vergleich zu 17-B-Ostradiol eine Affinitat von
nur 4% fir den Ostrogenrezeptor-a, aber eine Affinitat von 87% fir den Ostrogenrezeptor-.
Da die Ostrogenrezeptoren-a und —f in den Geweben unterschiedlich verteilt sind, tiben die
Isoflavonoide Gewebe-spezifische Effekte aus (Mikkola TS & Clarkson TB, 2002).

Die Bindung der Isoflavonoide an die Ostrogenrezeptoren veréndert die Plasmalipide tber
eine Beeinflussung der Genexpression, die letztendlich zu einer verstarkten Ausscheidung
von Gallensauren, einer vermehrten Umsetzung von LDL, einer verstarkten Thyroidfunktion,
einer verminderten endogenen Cholesterin-Synthese und einer Aktivierung der Cholesterin-
rezeptoren fuhrt (Ososki AL & Kennelly EJ, 2003).

Als antioxidativ wirksame Substanz kann Genistein zusatzlich in vitro und in vivo die

Oxidation von LDL-Partikeln hemmen, da es die Aktivitat der Katalase, Superoxiddismutase,
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Glutathionperoxidase oder Glutathionreduktase fordert (Anthony MS et al., 1998; Ososki AL
& Kennelly EJ, 2003).

Weiterhin kann Genistein die Aktivitat der Protein-Tyrosinkinase hemmen (Anthony MS et al.,
1998), was in vitro in einer verminderten Proliferation und Migration von glatten Muskelzellen
resultiert (Shimokado K et al., 1995). Dieser Effekt und die antioxidative Kapazitat von
Genistein kdnnen die in Gegenwart von Genistein verminderte Aktivierung und Aggregation
von Blutplattchen erklaren, die eine geringere Thrombusbildung nach sich zieht (Anthony MS
et al., 1998; Ososki AL & Kennelly EJ, 2003). Die antithrombotische Wirkung von Genistein
wird noch verstarkt, da es die Bildung von Thrombin unterbindet (Wilcox JN & Blumenthal
BF, 1995). Eine langfristige Gabe von Genistein erhoht die Aktivitat des endothelialen NO-
Synthase-Promotors und somit Bildung und Abgabe von NO aus den Endothelzellen und
vermittelt dariber die Dilatation der Blutgefalie (Rathel TR et al., 2005).

Daidzein kann ebenso wie Genistein die Aggregation von Bluplattchen, die Bildung von NO,
die Sekretion von TNF-a von murinen Makrophagen und die Freisetzung des MCP-1 aus
humanen Endothelzellen reduzieren; doch sind im Vergleich zu Genistein die von Daidzein

ausgeubten Effekte schwacher ausgepragt (Gottstein N et al., 2003).
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2 Ziele der vorliegenden Arbeit

Epidemiologische Studien weisen auf einen Zusammenhang zwischen sojareicher
Ernahrung und der Pravention der Atherosklerose hin. Es wird vermutet, dass die protektive
Wirkung der Sojaprodukte zumindest partiell Uber die Fraktion der Isoflavonoide vermittelt
wird. Ursachlich daflr kdnnte die d&strogene Wirkung dieser zu den Phytodstrogenen
zahlenden Verbindung sein. Die in der Sojabohne in der hdchsten Konzentration vor-
kommenden Isoflavonoide sind Genistein und Daidzein.

Ziel der Arbeit war die Identifikation zellularer Zielproteine der Isoflavonoide, um darUiber
mdgliche molekulare Mechanismen ihrer potentiell praventiven Wirkung aufzeigen zu
kénnen. Als Modell dienten zwei Zelltypen, die maRgeblich an der Atherogenese beteiligt
sind, ndmlich Endothelzellen und mononukledre Blutzellen einschliel3lich Makrophagen
(peripheral blood mononuclear cells — PBMC). Als Endothelzellen wurden primare Endothel-
zellen aus Nabelschnurvenen (human umbilical vein endothelial cells - HUVEC) sowie die
Endothel-Zelllinie EA.hy926 genutzt, die durch Fusion von HUVEC mit der Lungenkarzinom-
Zelllinie A549 generiert wurde. Die Zielproteine der Isoflavonoide wurden mit Hilfe der
Proteomanalyse, d.h. Separierung der Proteine durch 2D-Gelelektrophorese und anschlies-
sender Identifizierung der im zellularen Spiegel veranderten Proteine mittels MALDI-
TOF MS, erfasst.

Die Wirkung der Isoflavonoide Genistein und Daidzein wurde sowohl in unbehandelten
Zellen als auch solchen, die gleichzeitig gegenuber den endothelialen Stressoren Hcy oder
ox-LDL exponiert wurden, untersucht. Dartiber hinaus wurden Effekte eines Sojaextraktes
vergleichend analysiert, um Isoflavonoid-unabhangige Effekte von Soja identifizieren zu
kdénnen.

Wahrend fir die Studien zur Wirkung von Isoflavonoiden auf das Proteom von Endothel-
zellen in vitro Modelle eingesetzt wurden, konnten zur Untersuchung der Effekte der Phyto-
Ostrogene auf das Proteom von PBMC Proben aus in vivo Studien, d.h. von einer Inter-
ventionsstudie am Menschen genuzt werden.

Im Rahmen einer EU-finanzierten Studie (,Isoheart’, QLK1-CT-2001-00221) verzehrte ein
Kollektiv von 20 postmenopausalen Frauen Uber einen Zeitraum von acht Wochen taglich
zwei speziell gefertigte und definierte Isoflavonoid-haltige Mdisliriegel. Die Wirkung der
Intervention mit dem Mausliriegel auf das Proteom der PBMC wurde mit den Effekten eines

Placeboriegels im Cross-over Design der Studie verglichen.
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3 Material und Methoden
3.1 Materialien

311 Verwendete Zellen

HUVEC

Primare humane Endothelzellen, sog. human umbilical vein endothelial cells (HUVEC),
wurden nach der von Jaffe et al. beschriebenen Methode aus der Nabelschnurvene isoliert
(Jaffe EA et al., 2001). Die Nabelschnurvenen stammten aus der Fatebenefratelli-Klinik in
Rom (Virgili F et al., 2003). Diese polygonalen Zellen wachsen in Form einer monolayer,
bilden Weibel-Palade-Korperchen, Myofilamente und Actomyosin und grenzen sich durch
ABH Antigene von glatten Muskelzellen und Fibroblasten ab (Jaffe EA et al., 1973).
EA.hy926

Die EA.hy926 Zellen wurden freundlicherweise von Prof. C-J. S. Edgell (University of North
Carolina Chapel Hill, USA) zur Verfugung gestellt und dienen als Modell fir das humane
Endothel. Bei den EA.hy926 handelt es sich um eine sehr gut charakterisierte makro-
vaskulare Endothelzelllinie (Bouis D et al., 2001), die durch die Fusion von HUVEC mit
Zellen der Lungenkarzinomzelllinie A549 generiert wurde. Die Zellen stellen bei Kontakt ihr
Wachstum ein, exprimieren den von Willebrand-Faktor (Edgell CJ et al., 1983), fissue
plasminogen activator, plasminogen-inhibitor-1, tissue factor und Thrombomodulin (Thornhill
MH et al., 1993). Ihre Behandlung mit TNF-a fihrt zu einer verstarkten Bildung von ICAM-1,
VCAM-1 und E-selectin (van Leeuwen EB et al., 2000). Aulierdem konnte gezeigt werden,
dass EA.hy926 Zellen das endothelin-converting enzyme exprimieren.

PBMC

Die Fraktion der peripheral blood mononuclear cells (PBMC), d.h. mononuklearer Zellen des
peripheren Blutes, besteht aus Monozyten und Lymphozyten. Die PBMC wurden im Rahmen
der Interventionsstudie aus dem Blut von 20 gesunden postmenopausalen Frauen

gewonnen.
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3.2 Methoden

3.21 Zellkultur

Kultivierung der HUVEC

An der Hugh Sinclair Unit of Human Nutrition innerhalb der School of Food Biosciences der
University of Reading in GroRbritannien wurden die HUVEC wie von Jaffe et al. beschrieben
in Medium 199 kultiviert (Jaffe EA et al., 2001) und nach jedem Medienwechsel wurde der
endotheliale Zellwachstumsfaktor (1 x) hinzugefiigt. Innerhalb der Passagen 3 bis 6 und bei
einer Konfluenz von 90-100% wurden die HUVEC fur die Versuche genutzt. Beim
Passagieren der Zellen nach standardisiertem Protokoll (Rimbach G et al., 2001), wurden die
Zellpopulationen 1:3 verdinnt. Die Expression von fir Endothelzellen typischen Proteinen
wurde mit standardisierten Analysemethoden charakterisiert, um die Identitat als Endothel-
zellen zu sichern (Jaffe EA et al., 2001).

Kultivierung der EA.hy926

Die EA.hy926 Zellen wurden in 75 cm? Flaschen in DMEM kultiviert. Die Zellen wurden
konstant in einer feuchten Atmosphare bei 5% CO, und 37°C gehalten. Bei einer Konfluenz
von 80-90% wurden sie unter Verwendung einer Lésung aus 0,1% Trypsin und 0,04 mM
EDTA passagiert. Alle Versuche wurden mit Zellen der Passage 28 durchgeflihrt.
Praparation von ox-LDL

Die Isolierung und Oxidation des LDL wurde von Rufus Turner an der School of Food
Biosciences der University of Reading in GroRbritannien unter standartisierten Bedingungen
durchgefihrt. Zur Gewinnung von LDL wurde Blut von fastenden, gesunden Personen aus
der Antekubitalvene in Vacutainer-Tubes mit 1 mg/ml EDTA gesammelt. Wie von Havel et al.
beschrieben, wurde die LDL-Fraktion mit einer Dichte von 1,019-1,063 g/ml Uber sequentielle
Ultrazentrifugation in Salzlésungen mit einer Beckman T-100 Zentrifuge (T-100.3 Rotor) aus
dem Plasma isoliert (Havel RJ et al, 1955). Das LDL wurde unter Stickstoff bei 4°C gelagert
und innerhalb einer Woche nach der Gewinnung verwendet. Mit BioRad Dye Reagenz wurde
nach Bradford der Proteingehalt bestimmt und als Basis fir die Bestimmung der Lipo-
proteinkonzentration genutzt. Vor der Oxidation wurde das LDL fir 24 h bei 4°C und
Dunkelheit mit dreimaligem Wechsel gegen jeweils 1 | Dialysepuffer dialysiert. Die Oxidation
des LDL (200 pg Protein/ml) erfolgte bei 37°C mit Hilfe von 5 uM CuCl, in PBS. Die
Oxidation wurde Uber die Beobachtung der zunehmenden Bildung konjugierter Diene bei
234 nm mit einem Beckman DU 70 Spektrometer verfolgt und mit 6 yM EDTA zur Chelat-
bildung der Metallionen gestoppt. Darauf folgte eine weitere Dialyse Uber 24 h mit drei-
maligem Pufferwechsel. Die EA.hy926 Zellen wurden mit jeweils 5 pug/ml LDL aus dem
Mittelpunkt der Propagationphase und damit héchstmoglicher Standardisierung des
Oxidationsgrades inkubiert. Zusatzlich wurde eine Elektrophorese der Lipoproteine in einem

Beckman Paragon Elektrophorese-System durchgefiihrt, um auch anhand der veranderten
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Oberflachenladung des Apolipoprotein B-100 den Oxidationsgrad der LDL-Partikel
einschatzen zu kénnen.

Herstellung des Extraktes Solgen 40 cleaved (S40cl)

Der Sojaextrakt wurde von Solbar Plant Extracts (Ashdod, Israel) bezogen. An der
Agrotechnology and Food Innovations B.V. in Wageningen (Niederlanden) wurde der Extrakt
zur Gewinnung von deglykosilierten Isoflavonoiden einer enzymatischen Behandlung mit
zwei Einheiten R-Glucosidase (Sigma, Deisenhofen) pro mg Isoflavonoid unterzogen. Die
Enzyme und Solgen 40 wurden in einem Natriumacetat-Puffer mit einem pH-Wert von 5,0
gemischt und dieses Gemisch wurde fir 19 h im Wasserbad bei 37°C und 100 rpm

geschdttelt. Im Anschlul® wurde das Material gefriergetrocknet.

3.22 Isolierung der PBMC

Im Rahmen der Isoheart Interventionsstudie wurden die PBMC im Studienzentrum der
University of Reading (Reading, UK) in der achten bzw. 16. Woche der Studie isoliert. Die
Isolierung der PBMC erfolgte in 8 ml CPT™ Cell Preparation Tubes (Becton Dickinson,
Cowley, UK) Uber einen Dichtegradienten aus dem Vollblut. Nach der Zentrifugation zur
Gewinnung der PBMC, die den Herstellerangaben entsprechend durchgefihrt wurde,
wurden die PBMC zweimal mit eiskalter 0,35 M Saccharoseldésung in Gegenwart des

Proteinaseinhibitor CompleteMini (Roche Diagnostics, Mannheim) gewaschen.

3.23 Zwei-Dimensionale Gelelektrophorese

3.2.31 Proteinisolierung

Die Probenaufarbeitung ist ein besonders kritischer Schritt der Proteomanalyse, da die
Qualitat und Quantitat der Probe die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse beeinflusst. In den
Versuchen mit HUVEC und den EA.hy926 Zellen wurden die Proteinproben je
Inkubationsansatz in zwei unabhdngigen Experimenten aus jeweils drei 75 cm? Zellkultur-
flaschen isoliert. Dazu wurden die Zellen nach zweimaligem Waschen mit eiskalter 0,35 M
Saccharoseldésung und Proteinaseinhibitor mit einem Zellschaber von der Kulturflasche
gelodst und zweimal in jeweils 3 ml eiskalter 0,35 M Saccharoselésung aufgenommen. Das
durch Zentrifugation (7 Min.) bei 2.500 x g und 4°C gewonnene Zellpellet wurde in
200 ul Lysepuffer (Gorg A et al., 2000) aufgenommen und mit Hilfe eines Ultraschallstabes
mit zehn Stdssen bei geringer Amplitude auf Eis homogenisiert. Die daran anschlielende
Zentrifugation (BR4i Jouan, Saint-Herblain, Frankreich) bei 100.000 g und 4°C flr die Dauer
von 30 Minuten lieferte einen Uberstand, der die geldsten Proteine enthielt. Nach
Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford mit dem BioRad Dye Reagenz, wurden
die Proben sofort fur die Elektrophorese verwendet oder Aliquote bei —80°C gelagert. Die

PBMC wurden nach ihrer Isolierung aus dem Vollblut, wie zuvor beschrieben, ebenfalls
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zweimal mit eiskalter 0,35 M Saccharoseldsung gewaschen. Das durch Zentrifugation bei
2.500 g und 4°C flar zehn Minuten gewonnene Zellpellet wurde ebenfalls in 200 pl Lysepuffer

aufgenommen und entsprechend weiterbearbeitet.

3.2.3.2 Isoelektrische Fokussierung

Von jeder Proteinprobe wurden drei Gele angefertigt, fir die entsprechend 18 cm lange
Immobiline™ Dry Strips (pH 3-10) verwendet wurden. Die Dry Strips wurden im
Reswelling Tray Uber Nacht mit 340 yl Rehydratisierungspuffer rehydriert. Die gequollenen
Streifen wurden in die zur IPGphor Unit gehérenden Strip holder Ubertragen und mit
5 ml Silikondl Gberschichtet, um das Austrocknen der Dry Strips wahrend der Elektrophorese
zu verhindern. Mit Hilfe des cup loadings wurden je Dry Strip 500 ug Protein in einem
maximalen Probenvolumen von 120 ul aufgetragen. Bei den Versuchen mit HUVEC konnte
je Dry Strip nur 350 ug Protein verwendet werden konnten. Die isoelektrische Fokussierung
mit der IPGphor Unit erfolgte bei 20°C und einer konstanten Stromstarke von 50 pA je
Dry Strip. Die Trennung erfogte durch Spannungsdnderungen nach folgendem Schema
(Gorg A et al. 1998):

Stufe Spannung (V) Typ Dauer (h) Dauer (Vh)
1 500 Gradient 0.01

2 4000 Gradient 1.5

3 8000 Step-n-hold 25.000
Gesamt 28.446

Nach erfolgter isoelektrischer Fokussierung der Proben konnten die Streifen sofort fir die
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (3.2.3.4) genutzt werden oder wurden bei —80°C
gelagert.

3.233 Herstellung von SDS-Gelen

Fur die Auftrennung der Proteine entsprechend nach ihrer molekularen Masse wurden
12,5%ige SDS-Trenngele nach Laemmli gegossen (Laemmli UK, 1970). Mit dem Ettan Dalt
Gel Caster (Amersham Biotech, Freiburg) kénnen bis zu 14 Gele parallel hergestellt werden,
die eine GroRe von 255cmx20,5cmx0,1cm (hxbxd) besitzen. Nach der Poly-
merisierung Uber 48 h bei 4°C wurden die Gele fur die Elektrophorese genutzt oder bis zu

einer Woche bei 4°C gelagert.

3.234 SDS-Polyacrylamide-Gelelektrophorese
Die Gelstreifen aus der isoelektrischen Fokussierung wurden vor der SDS-Polyacrylamid-

Gelelektrophorese zwei Equilibrierungsschritten unterzogen. Dazu wurden sie fur die Dauer
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von 15 Minuten mit dem Equilibrierungspuffer 1 auf einem Schittler gewaschen, um die
Proteine mit SDS zu sattigen und die vorhandenen Disulfidbrickenbindungen zu reduzieren.
In einem zweiten Waschschritt flr erneut 15 Minuten im Equilibrierungspuffer 2 wurden freie
SH-Gruppen und anschlieend die Gelstreifen mit Aqua bidest. gewaschen. Danach wurden
sie auf die 12,5%igen SDS-Gele Ubertragen und mit hei3er Agaroseldsung, der sog. Sealing
Solution, fixiert. Die Gelkassetten mit den SDS-Gelen wurden in die Ettan Dalt || System
Separation Unit gesetzt, die mit einem auf 20°C temperierten 1xSDS-Laufpuffer geflllt war,
und wurden nach folgendem Protokoll der Elektrophorese, wie von Gorg A et al. (2000)

beschrieben, unterzogen:

Stufe Stromstarke/Gel Dauer (h) Temperatur
1 4 mA 1 20°C
2 12 mA mind. 15 20°C

Wenn sich die Lauffront aus Bromphenolblau ca. 0,5 cm oberhalb des unteren Gelrandes
befand, wurde der Lauf beendet. Um bei der Auswertung der Gele den detektierten Spots
ihre molekulare Masse zuordnen zu konnen, wurde bei einem Gel je Experiment der
Proteinmarker LMW Calibration Standard for SDS electrophoresis mit aufgetragen und

separiert.

3.23.5 Proteinfarbung

Die Proteinspots wurden mit Coomassie brillant blue angefarbt, das unspezifisch an alle
Proteine bindet. Vorab wurden die Proteine im Gel fur 5 h mit Hilfe einer Fixierldsung fixiert
und Uber Nacht in die Farbelésung gegeben. Um nicht gebundenes Coomassie brillant blue
zu entfernen, wurden die Gele nach der Farbung in Aqua bidest. zur Entfernung der

Hintergrundfarbung gewaschen.

3.24 Software-gestiitzte Auswertung der 2D-Gele

Fir die Auswertung mit der Software ProteomWeaver 1.3.0b wurden die Gele mit dem
ImageScanner (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg) im Durchlicht-Modus eingescannt.
Diese Software fuhrt eine automatische Spotdetektion, Hintergrundentfernung und Norma-
lisierung der Spots auf die Gesamtintensitat des Gels durch. Zur Spoterkennung mussten
stets ein Radiuslimit von 4 und ein Intensitdtsminimum von 0,5 Einheiten (als Software-
spezifische Einstellungen) erflllt sein. Danach wurden alle Gele miteinander gematched und
die Durchschnittsintensitaten der Spots in den Gelen einer Gruppe wurden mit den
Durchschnittsintensitdten der Spots von Gelen der Referenzgruppe verglichen. Der so
entstandene Quotient bestimmt den Regulierungsfaktor, auf dem die Auswahl der Spots zur

massenspektrometrischen Analyse basierte. Die Veranderung des steady state levels bzw.
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Spiegels des Proteins wurde dann als signifikant betrachtet, wenn die Spotintensitat
zwischen Kontroll- und Testproben mindestens um den Faktor 2 variierte, d.h. der
Regulierungsfaktor <0,5 oder >2,0 war sowie der zugehdrige Proteinspot mindestens in der
Halfte der Gele einer gleichbehandelten Gruppe detektiert werden konnte und eine

Signifikanzniveau von p<0,05 gegeben war.

3.2.5 Massenspektrometrische Analyse der Proteine

3.2.51 Enzymatischer Verdau und Matrices

Die als reguliert identifizierten Proteinspots wurden mit einer sterilen Hautstanze (@ 2 mm
oder 3 mm) aus je vier Gelen ausgestanzt und in 200 pyl ReaktionsgefaRe Uberfihrt. Zur
Entfernung von Coomassie brillant blue und SDS aus dem Gel, wurden die Gelschnipsel vier
mal je 15 Minuten abwechselnd mit 50 yl einer 50 mM Ammoniumbicarbonatlésung und
einem Gemisch aus je einem Teil 50 MM Ammoniumbicarbonatlésung und einem Teil
Acetonitril gewaschen. In einem letzten Waschschritt von ca. 15 Minuten wurden die Protein-
spots mit reinem Acetonitril geschrumpft und danach in einer Vakuumzentrifuge (RC.10.10,
Jouan, Saint-Herblain, Frankreich) fur die Dauer von 3-5Minuten getrocknet. Die
getrockneten Gelschnipsel konnten in dieser Form bei —20°C gelagert oder sofort dem
tryptischen Verdau unterzogen werden. Dazu wurden die Proteinspots je nach Spotgréfe in
5-7 pl einer 0,02 pg/ul sequencing grade modified Trypsinlésung auf Eis zur Quellung
gelassen. Nach 1-2 h wurde der Uberstand an Trypsinlésung entfernt und die Spots zum
Verdau flr mindestens 4 h bei 37°C in einen Inkubator Uberfihrt. Die erhaltenen Peptid-
fragmente wurden in 7 pl 1%iger TFA je Spot fur 10 Minuten im Ultraschallbad extrahiert. Die
im Uberstand vorliegenden Peptidfragmente wurden in neue ReaktionsgefaRRe lberfiihrt und

der massenspektrometrischen Analyse zugeflihrt.

3.2.5.2 MALDI-TOF-MS

Die Probe mit den Peptidfragmenten wurde zur Analyse mit einer leicht modifizierten
Gobom-Methode nach Bruker Daltoniks auf ein AnchorChip™ Target aufgetragen. Dazu
wurde zunachst 1 yl einer Matrix (HCCA gesattigt in Aceton/0,1% TFA, 97:3) auf das Target
gegeben und sofort mit der Pipette wieder abgenommen. Auf die HCCA-Kristallschicht
wurden je 3 pl der Probe oder 1 ul des Peptid-Kalibrierungsstandards zur externen
Kalibrierung (Peptidmassenbereich von ~1000 bis 4000 Da) aufgetragen und drei Minuten
antrocknen lassen. Die Probe wurde auf dem Target mit 2 yl 0,1% TFA versetzt und nach
30 Sekunden wurde die restliche Probe und das 0,1% TFA mit der Pipette abgenommen und
das Target kurz luftgetrocknet. Bei der anschlieRenden Messung mit dem Autoflex-Gerét

(Bruker Saxonia, Leipzig) wurden Peptidionen im positiven Ladungszustand im
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Massenbereich von 1 bis 3 kDa detektiert. Der Peptid-Kalibrierungsstandard wurde zur

Eichung des Gerates fir jeweils acht Proben genutzt.

3.2.5.3 Peptide Mass Fingerprinting

Die erhaltenen Spektren wurden mit Hilfe der Software FlexAnalysis extern kalibriert. Das
Programm weist den Peaks ihre Masse zu und eliminiert automatisch Peaks, die auf
Verunreinigungen oder einen Eigenverdau von Trypsin zuriickgefuihrt werden kénnen. Die so
Uberarbeiteten Spektren wurden in das Programm Biotools 2.0 geladen, das die
Datenbanksuche in der Mascot Search Database (MSDB, Matrix Science Ltd, London, UK;
www.matrixscience.com) durchfiihrt. Die Recherche in der Datenbank erfolgte unter
folgenden Parametern: humane Aminosauresequenzen; Carboxyamidomethylierung von
Cystein als alleinige zulassige Proteinmodifizierung; monoisotopische Peaks; Peptidmassen
>900 Da; hdochstens eine fehlende Spaltung im Trypsinverdau; Fehlertoleranz der Peptid-
masse von hochtens 100 ppm. Proteine, deren Score mindestens bei zwei der vier
Messungen bei 63 lag oder diesen Wert Uberschritten und deren Masse und isoelektrischer
Punkt mit denen des Proteinspots aus der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese tberein-

stimmten, wurden als identifiziert betrachtet.

3.2.6 Analyse der mRNA-Spiegel

3.2.6.1 RNA-Isolierung

Die Gesamt-RNA wurde mit RNAwiz™ den Herstellerangaben entsprechend isoliert. Die
Konzentrationsbestimmung erfolgte auf der Grundlage der Absorption bei 260 nm, wobei
eine Absorption von 1,0 einem RNA-Gehalt von 40 ug/ml entspricht. Das Verhaltnis der
Absorption bei 260 nm zu 280 nm (A260/A280; 1,8-2,0) und die denaturierende Agarosegel-
Elektrophorese wurden zur Uberpriifung der Reinheit und Integritdt herangezogen. Bei
einem solchen Agarosegel (1 x TAE-Puffer, 1,5% Agarose, 0,0025% Ethidiumbromid) sollte
die intakte Gesamt-RNA als zwei Banden sichtbar sein und das Verhaltnis der Intensitaten
der 28S und der 18S rRNA bei ungefahr 2:1 liegen. Anschlieend wurde die RNA in RNAse-
freiem Wasser bei -80°C gelagert.

3.2.6.2 Real-Time PCR

Die semi-quantitative Real-Time PCR (RT-PCR) wurde mit dem LightCycler (Roche
Diagnostics, Mannheim) durchgefuhrt.

Primer Design

Das Primer Design erfolgte mit Hilfe der Software LightCycler Probe Design und
bertcksichtigte die Kreuzkomplementaritat (<3) der Primerpaare, die Schmelztemperatur der

Primer (max. £ 1°C) und die GroéRRe der Primer (ca. 16—22 bp). Zur Bestimmung der
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Genspezifitat der Primer wurde die BLAST-Suche in der publizierten Sequenz-Datenbank
GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) herangezogen und Primer gewahlt, die auf
DNA-Ebene mindestens ein Intron abdecken. Die Effizienz und Spezifitat aller Primer wurden
im LightCycler mit einer geringen Zahl an Proben getestet und durch Variation der Parameter
optimiert.

Two-Step RT-PCR

Fir die Synthese der cDNA wurden jeweils 14 yl des MasterMix 1 und 0,5 ug der Gesamt-
RNA in PCR-GefalRe uberflhrt und auf 30 yl Gesamtvolumen mit sterilem, bi-destilliertem
Wasser aufgefiillt. Die Denaturierung der RNA erfolgte im Thermocycler fir finf Minuten bei
65°C. Der denaturierten Probe wurden 9,3 ul des MasterMix 2 zugesetzt und die reverse
Transkription bei 37°C fiir 60 Minuten durch Erhitzen auf 99°C fiir eine Minute beendet. Die
cDNA wurde bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert.

Fir die RT-PCR wurden jeweils 9 ul MasterMix 3 und 1 pl cDNA, die vorab bei 65°C fir flnf

Minuten im Thermocycler denaturiert wurde, bzw. 1 pyl Wasser fur die Negativkontrolle,

verwendet.

Protokoll der RT-PCR:

Schritt | Temperatur (°C) |Zeit (sec) Anmerkung

1 95 600 Trennung der DNA-Doppelstrange und
2 95 15 Reaktivierung der HotStart-Taq-Polymerase
3 62 10 Annealing

4 73 20 Elongation

Diese Schritte wurden zyklisch 50-mal wiederholt und nach jeder Elongation die Fluoreszenz
automatisch ermittelt. Zur Sicherung der Primerspezifitdt wurde die Schmelzkurvenanalyse
nach folgendem Protokoll herangezogen.

Protokoll zur Schmelzkurvenanalyse:

Dauer der | Heiz-
. Zieltemperatur . o Fluoreszenz-
Schritt Zieltemperatur geschwindigkeit
(°C) messung
(°C) (°C/sec)
1 95 0 20 keine
2 60 10 20 keine
99 0 0,1 kontinuierlich
Wies die Schmelzkurve einen einzelnen deutlichen Peak auf, war eine ausreichende

Spezifitdt des Primerpaares gegeben. Breite Peaks und/oder Auspragung von Schultern
wurden als Hinweis auf eine unspezifische Reaktion gewertet. Die amplifizierten Produkte
wurden mit Hilfe der Dissoziationsanalyse und anhand einer Agarosegel-Elektrophorese auf

ihre Qualitat Gberprift.
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Relative Quantifizierung

Die Ausgangsmenge der Ziel-mRNA wurde als die Differenz der kalkulierten Zykluszahl, bei
der die Fluoreszenz die Hintergrundfluoreszenz deutlich Uberschreitet, zwischen Kontrolle
und Probe (ACt) betrachtet. Die relative Menge der mRNA wurde auf das Referenzgen
HPRT unter Verwendung folgender Gleichung (Pfaffl MW et al., 2002) normalisiert:

RF (Regulierungsfaktor) - 2ACT target(control-sampIe)/2ACT reference(control-sample)

3.2.7 Ermittlung der Apoptoseinduktion

3.271 Bestimmung der Caspase-3-, Caspase-6- und Caspase-8-Aktivitat

Die Bestimmung der Aktivitdt der Caspasen-3, -6 und -8 erfolgte auf der Grundlage der von
Nicholson et al. beschriebenen Methode (Nicholson DW et al.,, 1995) mit leichten
Modifikationen (Wenzel U et al., 2000). EA.hy926 Zellen wurden in 6-well-Platten in einer
Dichte von 5 x 10%/well ausgesat und nach 24 h, nach Adhasion der Zellen, wurden diese fiir
weitere 24 h mit den jeweiligen Testsubstanzen inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit
wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen, mit Trypsin abgeldst und die Zellzahl mit
einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt. Zur Gewinnung eines zytosolischen Extraktes wurde
durch Zentrifugation bei 2500 x g fur zehn Minuten zunachst ein Zellpellet gewonnen, das in
750 yl ,Apoptosepuffer® resuspendiert und mit Hilfe eines Motor-getriebenen Homo-
genisators homogenisiert wurde. Nach Zentrifugation bei 100.000 x g und 4°C fir 30 Minuten
wurde der zytosolische Uberstand mit den Caspase-Substraten in einer Endkonzentration
von 20 uM inkubiert. Fir die Bestimmung der Caspase-3-Aktivitdt wurde das Substrat Ac-
DEVD-AMC genutzt, Ac-VKMD-AFC fir die Caspase-6 und Z-IETD-AFC fiir die Caspase-8.
Die Aktivitat der Caspasen wurde anhand der entstandenen fluoreszierenden Produkte mit
einem Multiwell-Plattenreader (Fluoroskan Ascent, Labsystem, Bornheim-Hersel) nach
Anregung bei 390 nm und Emission bei 460 nm flir das Substrat der Caspase-3 bestimmt,
wahrend die durch die Caspasen-6 und -8 generierten Produkte nach Anregung bei 390 nm
bei 515 nm emitierten. Die apparente Aktivitat der Caspasen aus EA.hy926 Zellen wird in

AF/h * 10° Zellen Aktivitat der Kontrollzellen angegeben.

3.2.7.2 Desintegration der Plasmamembran

Als Marker fir die frihe Phase der Apoptose wurde die Veranderung der
Membranpermeabilitdt der Zellen herangezogen. Dazu wurden die EA.hy926 Zellen in einer
Dichte von 3 x 10* auf Objekttragern in Quadriperm-Wells kultiviert und dann tber 24 h mit
den Testsubstanzen inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde das Medium entfernt,
die Zellen mit PBS gewaschen und mit 1 pg/ml Hoechst 33342 fur funf Minuten gefarbt. Der
Farbstoff dringt in Zellen mit desintegrierter Plasmamembran ein und fluoresziert nach
Bindung an die DNA (Elstein KH & Zucker RM, 1994). Fluoreszierende Zellen werden



3 Material und Methoden 33

entsprechend als Marker fir den Umfang der Apoptoseinduktion in der Zellpopulation
herangezogen. Nach Entfernen des Farbstoffes wurde mit einem inversen Fluoreszenz-
Mikroskop, das mit einem band-pass Anregungsfilter von 340-380 nm und einem long-pass
Emmisionsfilter von 425 nm ausgestattet war, die Akkumulationsrate des Farbstoffes semi-

quantitativ bestimmt.

3.2.7.3 DNA-Fragmentierung und Chromatin-Kondensation

Der Farbstoff Hoechst 33258 diente der Beurteilung der DNA-Fragmentierung als Marker flr
die spate Phase der Apoptose. Die EA.hy926 Zellen wurden auch zu diesem Zweck in einer
Dichte von 3 x 10* auf Objekttragern in Quadriperm-Wells kultiviert und dann tber 24 h mit
den Effektoren inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Zellen mit PBS gewaschen,
30 Minuten lang luftgetrocknet und vor der Farbung mit 1 yg/ml Hoechst 33258 mit
2% Paraformaldehyd fixiert. Der Farbstoff Hoechst 33258 fluoresziert nach Bindung an die
DNA. Durch die Fixierung mit Paraformaldehyd wird die zellulare DNA frei zuganglich. Mit
Hilfe des inversen Mikroskops wurde der Umfang der DNA-Fragmentierung und

Chromatinkondensation beurteilt.

3.2.8 Interventiosstudie mit Phytoostrogenen - Interventionsstudie ,Isoheart*

Im Rahmen des im FP 5 von der EU finanzierten Projektes ,lsoheart® wurde eine
Interventionsstudie an 20 postmenopausalen Frauen Uber einen Zeitraum von 16 Wochen
durchgefiihrt. ,Isoheart® hatte zum Ziel, die physiologischen Effekte des Verzehrs von
Phytodstrogenen in Form von mit Soja-Isoflavonoiden angereicherten Nahrungsmitteln zu
untersuchen. Der gesundheitliche Nutzen dieser Produkte zur Verringerung des Risikos
kardiovaskularer Erkrankungen bei postmenopausalen Frauen sollte im Rahmen der Inter-
vention belegt werden sowie die Akkzeptanz dieser Produkte durch die Konsumenten
beurteilt werden.

Die Probandinnen im Alter zwischen 45 und 70 Jahren stammten aus der Umgebung von
Reading (UK) und wurden im dortigen Studienzentrum betreut. Die Teilnehmerinnen wiesen
einen Body Mass Index von 20-32 kg/m? auf und hatten in den vorausgegangenen
12 Monaten keine Menstruation. Eine Hormonersatz-Therapie wahrend der letzten sechs
Monate vor Studienbeginn galt als Ausschlusskriterium ebenso wie eine Impfung oder die
Verwendung von Antibiotika drei Monate vor Studienbeginn. Weitere Ausschlul3kriterien far
die Teilnahme an der Interventionsstudie waren bereits vorliegende kardiovaskuldre oder
entzindliche Erkrankungen, Diabetes mellitus oder weitere Erkrankungen und die Einnahme
von Medikamenten, die die Ergebnisse der Untersuchung hatten beeintrachtigen kénnen vor
allem Entzindungshemmer, Blutdrucksenker oder Statine. Die Teilnehmerinnen rauchten

weniger als finf Zigaretten/Woche, verzehrten sonstig nur wenige Soja-haltige Lebensmittel,



3 Material und Methoden 34

konsumierten keine Nahrungssupplemente, flihrten keine Diat zur Gewichtsreduktion durch,
spendeten nicht regelmafig Blut und waren keine trainierten Athleten oder Leistungssportler.
Zur Absicherung der Eignung der Frauen fur die Studie wurden Routine-Untersuchungen zur
Leber- und Nierenfunktion durchgeflhrt, einschliellich der Bestimmung der Hamoglobin- und
Glucosewerte, der Plasmaspiegel an TC und HDL-Cholesterin und Triacylglycerol (TAG). Ein
TC >8 mMol/l, TAG >3 mMol/l, Hamoglobin <12 mg/dl und ein Blutdruck >160/90 mmHg
fuhrten zum Ausschluss von der Interventionsstudie. Zusatzlich wurde als Einschluss-
kriterium der Teilnehmerinnen, deren letzte Menstruation ein bis drei Jahre vor Beginn der
Studie zuriicklag, durch Untersuchung des Follikel-stimulierenden Hormons (41-124 1U/I) und
des luteinisierenden Hormons der Status der Menopause bestatigt.

Im Rahmen der doppelblinden Studie im Crossover-Design verzehrten die Frauen taglich
zwei mit Isoflavonoiden angereicherte Riegel, die eine Gesamtaufnahme von 50 mg/d an
Isoflavonoiden bedingte. Der Riegel fiir den Placebo-Arm unterschied sich mit Ausnahme der
Isoflavonoide in ihrer Zusammensetzung nicht von den Isoflavonoid-haltigen Riegeln.
Wahrend der Studiendauer durften die Frauen keine weiteren Lebensmittel, die grolRere
Mengen an Phytodstrogenen enthalten, wie Sojaprodukte, Leinsamen oder Kurbiskerne,
verzehren. Nach acht Wochen wurde den Frauen Blut entnommen, um die Wirkung der
Riegel auf das Proteom der PBMC zu untersuchen. Nach der ersten Blutabnahme wurden
die Riegel ausgetauscht, d.h. die Placebogruppe erhielt nun flr weitere acht Wochen den
Isoflavonoidhaltigen Riegel und umgekehrt (siehe Abb. 3.1). Nach der 16. Woche wurde

erneut Blut fr die Proteomanalyse der PBMC gewonnen.

Isoflavonoid-haltiger Riegel lv Isoflavonoid-haltiger Riegel l

jeweils
10 Testpersonen

Placebo-Riegel l Placebo-Riegel

Abb. 3.1Studiendesign der humanen Interventionsstudie mit einem Isoflavonoid-haltigen Riegel.
Die Pfeile markieren die Zeitpunkte der Blutabnahme (nach 8 bzw. 16 Wochen).

Die Gele von PBMC nach dem Verzehr des Isoflavoid-haltigen Riegels (schwarze Linie in
Abb. 3.1) wurden mit den Gelen von PBMC nach Gabe der Placeboriegel (gestrichelte,
schwarze Linie in Abb. 3.1) verglichen, um die Wirkung der Isoflavonoide auf das Proteom
der PBMC derselben Probandin zu bestimmen. Zur Uberpriifung der Reversibilitat der
Effekte wurde ein Vergleich der Gele der zweiten Placebogruppe (gestrichelte, graue Linie in
Abb. 3.1) mit den Gelen nach dem Verzehr der Isoflavonoid-haltigen Riegeln (graue Linie in

Abb. 3.1) herangezogen.
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4 Ergebnisse

4.1 In vitro Studien zur Wirkung von Isoflavonoiden auf Endothelzellen

PhytoGstrogenen werden praventive Eigenschaften im Rahmen der Entstehung und des
Voranschreitens der Atherosklerose zugeschrieben. Um mdgliche zugrunde liegende
Mechanismen dieser praventiven Wirkung der Phytodstrogene zu identifizieren, diente hier
die Proteomanalyse auf der Basis der 2D-Gelelektrophorese und der ldentifizierung der
Proteine anhand ihres Peptid-Massen-Fingerabdrucks mittels MALDI-TOF MS. Der Einfluss
von Isoflavonoiden wurde einerseits an Endothelzellen in vitro und im Rahmen einer
humanen Interventionsstudie in vivo analysiert. In der humanen Interventionsstudie dienten
PBMC als Reporterzellsysteme und die Proteomanalyse vor allem der Identifizierung von
Markerproteinen, die zum Nachweis einer spezifischen Wirkung der Isoflavonoide heran-

gezogen werden kbénnen.

411 Proteomanalyse von Zellkulturen

Als in vitro Modelle fur die Wirkung der Isoflavonoide auf Endothelzellen wurden die
primaren, aus Nabelschnurvenen stammenden Endothelzellen HUVEC und die Endothel-
zelllinie EA.hy926 verwendet. Die Zellen wurden fur die Dauer von 24 h mit den
endothelialen Stressoren Hcy, in einer Konzentration von 25 uM, oder ox-LDL, in einer
Konzentration von 5 ug/ml, jeweils in Ab- und Anwesenheit der Isoflavonoide kultiviert. Als
Kontrolle dienten unbehandelte Endothelzellen. Gele von Proteinextrakten von Zellen, die
nur mit einem der Stressoren behandelt worden waren, wurden mit den Gelen von Extrakten
aus Kontrollzellen verglichen, um die Wirkungen der Stressoren aufzudecken. Gele von
Extrakten aus Zellen der Co-Inkubation von Stressor und Isoflavonoiden wurden mit
Extrakten von Zellen der alleinigen Kultivierung mit den Stressoren verglichen. Dieser
Vergleich sollte zeigen, ob die Isoflavonoide die Wirkung der Stressoren aufzuheben
vermogen. Der Vergleich von Proteinextrakten aus Zellen, die nur mit den Isoflavonoiden
kultiviert wurden, mit solchen aus Kontrollzellen wurde durchgefiihrt, um zellulare Effekte der

Isoflavonoide aufzuzeigen, die unabhangig vom endothelialen Stress zu beobachten sind.

4111 Proteomanalyse von HUVEC

Die primaren Endothelzellen HUVEC wurden fir 24 h mit den endothelialen Stressoren Hcy
und ox-LDL in Ab- und Anwesenheit von 2,5 uM bzw. 25 uM Genistein inkubiert. 2,5 uM
Genistein entspricht einer Konzentration, die im Plasma nach dem Verzehr einer einzelnen
sojareichen Mahlzeit gemessen werden kann (lzumi T et al., 2000); 25 uM Genistein
entspricht eher einer pharmakologischen Dosis. Hcy wurde in einer Konzentration von 25 pM
eingesetzt, was einer Konzentration bei einer milden Form der HHcy entspricht (siehe Kapitel
1.2.2.1) (Jacobsen DW, 1998). Obwohl das Risiko der Atherosklerose erst bei einem
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Plasmaspiegel von 30 mg/ml ox-LDL zunimmt (siehe 1.2.2.2) (Holvoet P et al., 2001),
wurden die Endothelzellen mit nur 5 pg/ml ox-LDL kultiviert, da hdhere Konzentrationen

bereits zytotoxische Wirkungen aufwiesen.

4.1.1.1.1 Einfluss von Genistein auf das Proteom von HUVEC nach Exposition
gegeniiber Hcy

In mit Coomassie brilliant blue gefarbten Gelen von Proteinextrakten aus HUVEC konnten im
Mittel etwa 700 Proteinspots mit Hilfe der Software-gestitzten Analyse identifiziert werden. In
HUVEC, die mit Hcy behandelt wurden, konnten zehn Proteine vorgefunden werden, deren
steady state Spiegel durch Genistein signifikant verandert wurden. Sieben dieser Proteine
waren nach der Exposition der Zellen gegentber Hcy in einer geringeren Konzentration
vorhanden als in Extrakten aus Kontrollzellen. Die durch Hcy verursachte Abnahme der
Spotintensitdt konnte durch 2,5 yM Genistein im Falle von vier Proteinen,
ANNEXIN V '(Abb. 4.1, Spot 1), KERATIN TYPE 2 CYTOSKELETAL (Abb. 4.1, Spot4), dem
genregulierenden CHROMOSOME SEGREGATION PROTEIN SMC1 (Abb. 4.1, Spot 7) und dem
APOPTOSIS LINKED GENE-2 INTERACTING PROTEIN 1 (Abb. 4.1, Spot 9) verhindert werden. Bei
drei weiteren Proteinen, dem Chaperon UBIQUITIN CARBOXY-TERMINAL HYDROLASE L
(Abb. 4.1, Spot 2), dem zytoskeletalen Protein LAMIN A (Abb. 4.1, Spot 6) und dem Protein
der Genregulierung HETEROGENOUS NUCLEAR RIBONUCLEOPROTEIN (HNRNP) A2 (Abb. 4.1,
Spot 8), nahm die Spotintensitat erst in Anwesenheit von 25 uyM Genistein wieder zu.
Signifikant erhéht wurde durch Hcy nur die Expression des HOMER-2 PROTEIN HOMER-
2B SPLICING FORM (Abb. 4.1, Spot 10), das bisher jedoch keiner funktionellen Bedeutung
zugeordnet werden kann. Wurde neben Hcy zeitgleich Genistein den Zellen angeboten,
fihrte dies in beiden Konzentrationen zu einem weiteren Anstieg der Spotintensitat dieses
Proteins um das Funffache. Die Befunde dieser Versuchsserie kbnnen Tab. 10.1 im Anhang

enthommen werden.

! Diese Schreibweise symbolisiert Proteine, die im Rahmen dieser Arbeit identifiziert wurden.
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Abb. 4.1 Reprasentative 2D-PAGE von Proteinen aus HUVEC, die fiir 24 h mit 25 yM Hcy alleine bzw. in
Gegenwart von 2,5 pM oder 25 uyM Genistein inkubiert wurden.

Die isoelektrische Fokussierung der Proteine erfolgte mit IPG-Strips pH 3-10 und die zweite Dimension mit einem
12,5 %igen SDS-Polyacrylamidgel. In der Mitte ist ein typisches Coomassie-gefarbtes Gel von HUVEC Kontroll-
Zellen abgebildet. Daneben befinden sich vergroerte Ausschnitte aus Gelen von Proteinextrakten
unterschiedlich behandelter HUVEC. Die Spot-Nummern stimmen mit denen in Tab. 10.1 tGberein.

4.1.1.1.2 Wirkung von Genistein auf das Proteom ox-LDL behandelter HUVEC

Neun Proteine wurden durch Genistein in ox-LDL behandelten Zellen in ihrem steady state
Spiegel beeinflusst. Sechs dieser Proteine, darunter die ALDEHYDE DEHYDROGENASE 1A1
(Abb. 4.2, Spot 3), wurden durch ox-LDL alleine nicht in ihrer Expression beeinflusst, was
darauf schlieRen lasst, dass diese Wirkungen von Genistein auf die Expression dieser
Proteine unabhangig von ox-LDL sind (Tab. 10.2). Zwei der Proteine, das
26S PROTEASOME SUBUNIT P28 (Abb. 4.2, Spot 6) und das P167 (Abb. 4.2, Spot 8), waren in
Kontrollzellen nicht detektierbar, wurden durch ox-LDL und noch starker durch 25 uyM
Genistein in ihren Spiegeln erhoht. Die nach Kultivierung mit ox-LDL signifikante Erhéhung
der Spiegel des pro-atherosklerotischen Proteins UBIQUITIN CONJUGATING ENZYME 12 (Abb.
4.2, Spot 1) wurde besonders durch 2,5 yM Genistein verhindert (Tab. 10.2).
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Abb. 4.2 Reprasentative 2D-PAGE von Proteinen aus HUVEC, die mit 5 pg/ml ox-LDL in Ab- und
Anwesenheit von 2,5 yM bzw. 25 pM Genistein kultiviert wurden.

Die Spot-Nummern sind mit denen in Tab. 10.2 identisch.

Untersuchungen zur Wirkung des Isoflavonoidgemisches aus Genistein und Daidzein sowie

des Extraktes S40cl auf das Proteom der HUVEC konnten nicht durchgefiihrt werden, da zur

Gewinnung einer fir die Proteomanalyse ausreichenden Proteinmenge eine sehr grolie

Menge an HUVEC in Kultur gehalten werden musste, was aus technischen wie finanziellen

Grinden nicht realisiert werden konnte.
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41.1.2 Proteomanalyse von Extrakten aus EA.hy926 Zellen

Alle weiterfiihrend beschriebenen Studien wurden an der Endothelzelllinie EA.hy926
durchgefuhrt, die neben den beschriebenen endothelialen Eigenschaften (3.1.4) ein den
HUVEC sehr ahnliches Proteinmuster aufweist, wie der Vergleich der Gele von Abb. 4.2 und
4.3 dokumentiert.

EA.hy926 Zellen wurden, wie vorab beschrieben, ebenfalls flir 24 h mit 25 yM Hcy bzw. mit
5 ug/ml ox-LDL kultiviert und der Einfluss der endothelialen Stressoren in Ab- und
Anwesenheit von 2,5 yM Genistein auf das Proteom untersucht. Zusatzlich zur Inkubation
mit 2,5 uM Genistein wurden die Zellen auch mit einem Isoflavonoidgemisch aus 2,5 yM
Genistein  und 1 yM Daidzein (GenDai) oder dem Sojaextrakt S40cl, der dem
Isoflavonoidgemisch entsprechende Isoflavonoid-Konzentrationen aufwies, in Ab- und An-
wesenheit der beiden Stressoren behandelt. Die Behandlung der Zellen mit S40cl und
GenDai und deren Vergleich sollte priifen, welche Effekte des Sojaextraktes durch die
quantitativ bedeutensten Isoflavonoide vermittelt werden. Auf die Gabe von 25 uM Genistein
wurde verzichtet, da bei den Untersuchungen an HUVEC schon bei einer Konzentration von
2,5 uM Genistein deutliche Effekte auf das Proteom auftraten und diese Konzentration
physiologischen Plasmakonzentrationen entspricht. Aus je zwei Zellkulturansatzen wurden
Proteinlysate gewonnen und von jedem Extrakt jeweils drei 2D-Gele angefertigt. Die Gele
der Extrakte von mit Hcy bzw. ox-LDL behandelten Zellen wurden wieder mit Gelen von
Kontrollzellen verglichen, um die Wirkung der Stressoren zu identifizieren. Die nach
Inkubation der EA.hy926 Zellen mit Hcy oder ox-LDL in Anwesenheit von Genistein, GenDai
oder S40cl gewonnenen Proteinextrakte wurden mit denen aus Zellen, die mit den
Stressoren alleine inkubiert wurden, verglichen. Damit wurde Uberprift, inwieweit die
isolierten Isoflavonoide bzw. der Extrakt den Einfluss der Stressoren aufheben konnen.
Proteinextrakte von Zellen, die nur mit den Isoflavonoiden oder dem Extrakt kultiviert worden
waren, wurden ebenfalls mit denen von Kontrollzellen verglichen, um von Stressoren

unabhangige Effekte charakterisieren zu kénnen.

41.1.21 Homocystein-vermittelte Effekte auf die Spiegel zellularer Proteine von
EA.hy926 Zellen

Die Behandlung der Zellen mit 25 uM Hcy veranderte die Spotintensitat von 87 Proteinen um
mindestens den Faktor 2, von denen 56 Proteine mittels MALDI-TOF MS identifiziert werden
konnten (Tab. 10.3 - 10.6; Abb. 4.3 - 4.9). Bei 17 Proteinen wurden bei Exposition gegenuber
2,5 yM Genistein, die durch Hcy vermittelten Veranderungen der Proteinspiegel verhindert
(Tab. 10.4; Abb. 4.4, 4.5). 12 Proteine konnten identifiziert werden, bei denen die
kombinierte Gabe von 2,5 yM Genistein und 1 yM Daidzein in EA.hy926 die Hcy-induzierten
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Effekte aufzuheben vermochte (Tab. 10.5; Abb. 4.6, 4.7) und 10 Proteine, bei denen der
Extrakt S40cl eine dhnliche Wirkung entfaltete (Tab. 10.6; Abb. 4.8, 4.9).

Bei 25 Proteinen konnten sowonhl die isolierten Isoflavonoide als auch der Extrakt die durch
Hcy verursachten Effekte nicht verandern (Tab. 10.3). Von diesen refraktaren Proteinen
wurden elf in ihren Spiegeln durch Hcy verringert (ein Annexin, drei Chaperone, drei Proteine
des Zytoskeletts, eines des Stoffwechsels, eine Kinase und zwei Proteine der
Genregulierung) (Tab. 10.3) und 14 im Spiegel durch Hcy erhéht (z.B. die zytoskelettalen
Proteine VIMENTIN (Abb. 4.3, Spot 7) und MICROTUBULE-ASSOCIATED PROTEIN EB1 (Abb. 4.3,
Spot 9) oder des CATHEPSIN B PRECURSOR (Abb. 4.3, Spot 13), das zu den Proteinen des
Stoffwechsels gehort) (Tab. 10.3).

-

~C ) B 4 - = s ¥ Kontrolle Kontrolle
‘-\é‘: L . 3 Preeg
T e Ay ~ 1 Suis -,‘J«iz
~ W | — = [ [P
gr ¥ > AP A N Rkl
Kontrolle T [ P g - S B
[
—— pH 3,0 pH 10,0
Pl 4
Xy e f]
e e g >3 = 100 kDa
y * = ! b 1 Lrwew
g -—13 i -5 s 1') & - "-"‘“‘22 === 80 kDa
- - g £ 2 t__ > -
*~g \1 18 1;.,‘.".?;:._‘_; Qv 'ﬂ'*l- = = 60 kDa
: T 4dF x|, 3N, . - e
e e P T :
-5 S T 1 W= 40 kDa
' g [Tt ~
4 -\i e 121f
. e A 0 -
17 ¢ 1 .
sl e
s 3 -
7
- == 20 kDa
Kontrolle e . A
Ld
L “""6
14 Hoy g
17 et
- L 'k‘
> g ‘:‘! »
— R
Hcy -

Abb. 4.3 Repréasentative 2D-PAGE von Proteinen aus EA.hy926 Zellen nach Inkubation mit 25 yM Hcy fiir
24 h.

In der Mitte ist ein typisches mit Coomassie brilliant blue geférbtes Gel von EA.hy926 Kontrollzellen dargestellt,
das von vergréf3erten Ausschnitten der Gele von Kontrollzellen und mit Hcy gestressten Zellen umgeben ist. Die
Spot-Nummern sind mit denen in Tab. 10.3 identisch.

41.1.2.2 Effekte von Genistein auf die steady state Spiegel der Proteine von
EA.hy926 Zellen nach Exposition gegeniiber Hcy

Genistein konnte bei 28 Proteinen die Effekte des endothelialen Stressors Hcy teilweise oder

sogar vollstadndig wieder aufheben. Von diesen 28 Proteinen konnten 17 mittels MALDI-

TOF MS identifiziert werden (Tab. 10.4; Abb. 4.4, 4.5).
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Zwei Chaperone, das T-COMPLEX-TYPE MOLECULAR CHAPERONE TCP1 (Abb. 4.4, Spot 3) und
der HEAT SHOCK PROTEIN GP PRECURSOR (Abb. 4.4, Spot 2), konnten nur in Gelen von
Kontrollzellen oder der Co-Inkubation von Hcy mit Genistein vorgefunden werden. Von den
Proteinen des Zytoskeletts waren zwei durch Hcy in ihrer Intensitat verringert und die drei
zytoskelettalen Proteine LAMIN A (Abb. 4.4, Spot9), LAmIN C (Abb. 4.4, Spot 7) und
MOESIN/ANAPLASTIC LYMPHOMA KINASE FUSION PROTEIN (Abb. 4.4, Spot 8) wiesen nach
Kultivierung der Zellen mit Hcy eine erhdhte Intensitat auf. Die gleichzeitige Gabe von
Genistein konnte diesen Einflissen von Hcy entgegenwirken. Bei den Proteinen, die dem
Stoffwechsel zugeordnet werden konnten, erhohte Genistein bei dreien die durch Hcy
reduzierten Spiegel wieder und reduzierte die Spiegel von zwei Proteinen, die nach
Kultivierung mit Hcy erhéhte Mengen aufwiesen. Das THIOREDOXIN RELATED PROTEIN (Abb.
4.4, Spot 15), das zur Klasse der an der Detoxifikation beteiligten Proteine gehort sowie ein
Protein der Genregulierung und ein Protein ohne bekannte Funktion wiesen nach Hcy-Gabe

einen starken Abfall der Spot-Intensitat auf, was Genistein verhindern konnte.
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Abb. 4.4 Reprasentative 2D-PAGE von Proteinen aus EA.hy926 Zellen nach Inkubation mit 25 pM Hcy in
Ab- oder Anwesenheit von 2,5 yM Genistein fiir 24 h.

In der Mitte ist ein typisches mit Coomassie brilliant blue gefarbtes Gel von EA.hy926 Kontrollzellen abgebildet,
das von vergroRRerten Ausschnitten der Gele von Kontrollzellen, Hcy-exponierten Zellen und Zellen der Co-
Inkubation von Hcy mit Genistein (Hcy/Gen) umgeben ist. Die Spot-Nummern entsprechen denen von Abb. 4.5
und Tab. 10.4.
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Abb. 4.5 Relative Spotintensititen der identifizierten Proteine von EA.hy926 Zellen nach Inkubation der
Zellen mit Hcy in Anwesenheit von Genistein im Vergleich zur Kultivierung in Anwesenheit von Hcy
alleine.

Dargestellt sind die Verdnderungen im steady state Spiegel (mindestens zweifache Abweichung) in Hcy-
exponierten Zellen gegenuber Kontrollzellen (schwarze Balken) bzw. in Zellen, die mit Hcy in Anwesenheit von

Genistein behandelt wurden im Vergleich zur Inkubation der Zellen mit Hcy alleine (graue Balken).

Identifizierte Proteine: 1. ANNEXIN; 2. HEAT SHOCK PROTEIN GP PRECURSOR; 3. T-COMPLEX-TYPE MOLECULAR CHAPERONE TCP1; 4.
BIP PROTEIN; 5. LAMIN B1; 6. T-PLASTIN; 7. LAMIN C; 8. MOESIN; 9. LAMIN A; 10. NUDIX HYDROLASE NUDT5; 11. UDP-GALACTOSE-4-
EPIMERASE; 12. C3.4.25.1 PROTEASOME ENDOPEPTIDASE COMPLEX; 13. TRIOSEPHOSPHATE ISOMERASE (TIM); 14. 6-PHOSPHO-
GLUCONOLACTONASE; 15. THIOREDOXIN-RELATED PROTEIN; 16. ELONGATION FACTOR G1; 17. FLJ20403 PROTEIN (FRAGMENT)

4.1.1.2.3 Einfluss des Genistein/Daidzein-Gemisches auf das Proteom von EA.hy926
Zellen nach Exposition gegeniiber Hcy

Unter den Proteinen, deren Spotintensitdt durch Hcy veradndert wurde, konnte bei 18
Proteinen durch die zeitgleiche Gabe des Isoflavonoidgemisches GenDai, das aus
2,5 uM Genistein und 1 uM Daidzein bestand, die Hcy-verursachte Anderung der Protein-
spiegel gehemmt werden. Von diesen 18 Proteinen konnten 13 anhand ihres Peptid-
Massen-Fingerabdruckes identifiziert werden (Tab. 10.5; Abb. 4.6, 4.7). Nur zwei dieser 13
Proteine wurden auch von Genistein in Hcy-exponierten Zellen beeinflusst (Tab 10.4, 10.5;
Abb. 4.4-4.7). Ein Proteinspot mit einer geschatzten molekularen Masse von 82 kDa und
einem p/ von 6,7, der als LAMIN A identifiziert wurde, zeigte nach der Inkubation der Zellen
mit Hcy einen erhdhten Spiegel, wobei Genistein diesen Anstieg verhinderte (Tab. 10.4; Abb.
4.4, 4.5). GenDai jedoch hemmte den durch Hcy verursachten Intensitatsverlust eines
Proteinspots mit einer molekulare Masse von 72 kDa und einem isoelektrischen Punkt (p/)
von 5,8, dessen Peptid-Massen-Fingerabdruck ebenfalls mit LAMIN A (Abb. 4.5, Spot 2)
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Ubereinstimmt, der sich aber hinsichtlich der Masse und des p/ deutlich von dem durch
Genistein regulierten unterschied (Tab. 10.5; Abb. 4.6, 4.7). Die durch Hcy bedingten
erhdhten Spiegel der 6-PHOSPHOGLUCONOLACTONASE (Abb. 4.5, Spot 6) wurden sowohl von
Genistein wie auch von GenDai signifikant reduziert (Tab. 10.4, 4.5; Abb. 4.4-4.7).
Darlberhinaus verringerte GenDai die Hcy-vermittelten Effekte auf die Expression einer
Reihe von Proteinen, die durch Genistein in Hcy-behandelten Zellen nicht beeinflusst
wurden. Die durch Hcy verringerte Spotintensitat des Chaperons CHAPERONIN CONTAINING T-
COMPLEX POLYPEPTIDE 1 DELTA SUBUNIT (Abb. 4.5, Spot 1), ndherte sich in Anwesenheit von
GenDai wieder dem Niveau der Kontrolle. Hcy verminderte neben der Spotintensitat von
LAMIN A (72 kDa, pl 5,8) auch die des zytoskelettalen Proteins MATRIN 3, was ebenfalls
durch GenDai aufgehoben werden konnte. Der Spiegel des VOLTAGE-DEPENDENT ANION-
SELECTIVE CHANNEL PROTEIN 1 (Abb. 4.5, Spot 4) war hingegen nach Gabe von Hcy erhoht
und die Co-Inkubation mit GenDai minderte seine Intensitat wieder. Die Spotintensitaten von
CATHEPSIN D CHAIN B (Abb. 4.5, Spot 5) war in Proteinextrakten Hcy-gestresster EA.hy926
Zellen vermindert, was durch GenDai-Gabe wieder aufgehoben wurde. GenDai veranderte
ebenfalls die Spiegel von sechs Proteinen, die durch Hcy beeinflusst wurden und die der
Genregulierung zugeordnet werden konnten (Tab. 10.5; Abb. 4.6, 4.7). Von diesen konnten
zwei Proteinspots, die durch Hcy eine erhdhte Intensitat und in Anwesenheit von GenDai
wieder eine der Kontrolle entsprechende Intensitat aufwiesen, dem Protein HETEROGENOUS
NUCLEAR RIBONUCLEOPROTEIN H zugewiesen werden. Bei einem dieser Proteinspots betrug
die geschatzte molekulare Masse 27 kDa und der p/ lag bei 5,9 (Abb. 4.5, Spot 7), die
geschatze molekulare Masse des zweiten lag bei 34 kDa und der p/ bei 4,6 (Abb. 4.5, Spot
8).
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Abb. 4.6 Reprasentative 2D-PAGE von Proteinen aus EA.hy926 Zellen nach Inkubation mit 25 pM Hcy in

Ab- oder Anwesenheit von 2,5 yM Genistein und 1 uM Daidzein (GenDai) fiir 24 h.

In der Mitte ist ein reprasentatives Coomassie gefarbtes Gel von EA.hy926 Kontrollzellen dargestellt, das von
vergroBerten Ausschnitten der Gele von Kontrollzellen, Hcy-exponierten Zellen und Zellen, die mit Hcy in
Anwesenheit von GenDai gestresst worden sind (Hcy/GenDai), umrahmt wird. Die Spot-Nummern sind mit denen
in Abb. 4.7 und Tab. 10.5 identisch
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Abb. 4.7 Relative Spotintensitaten der identifizierten Proteine von EA.hy926 Zellen nach Inkubation der
Zellen mit Hcy in Anwesenheit von GenDai im Vergleich zur Kultivierung in Anwesenheit von Hcy alleine.

Dargestellt sind die Verdnderungen im steady state Spiegel (mindestens zweifache Abweichung) in Hcy-
exponierten Zellen gegeniber Kontrollzellen (schwarze Balken) bzw. in Zellen, die mit Hcy in Anwesenheit von

GenDai behandelt wurden im Vergleich zur Inkubation der Zellen mit Hcy alleine (graue Balken).
Identifizierte Proteine: 1. CCT 1, DELTA SUBUNIT; 2. LAMIN A; 3. MATRIN 3; 4.VDAC-1; 5. CATHEPSIN D CHAIN B; 6. 6-
PHOSPHOGLUCONOLACTONASE; 7. HETEROGENOUS NUCLEAR RIBONUCLEOPROTEIN H; 8. HETEROGENOUS NUCLEAR RIBONUCLEO-

PROTEIN H; 9.54 KDA NUCLEAR RNA- AND DNA-BINDING PROTEIN;

11. TRANSLATION ELONGATION FACTOR EF-TU PRECURSOR; 12. U5 SNRNP-SPECIFIC 40 KDA PROTEIN; 13. KSRP

10. PUTATIVE SPLICEOSOME ASSOCIATED PROTEIN;
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4.1.1.2.4 Wirkung des Extraktes S40cl auf die Proteinspiegel von EA.hy926 Zellen
nach Exposition gegeniiber Hcy
Wurden die mit Hcy behandelten Zellen gleichzeitig mit dem Extrakt S40cl behandelt, konnte
bei 13 Proteinen die durch Hcy vermittelte Wirkung aufgehoben werden. Von diesen 13
Proteinen konnten zehn mittels MALDI-TOF MS identifiziert werden (Tab. 10.6; Abb. 4.8,
4.9). Zwei dieser Proteine wurden auch durch Genistein als beeinflusst identifiziert (Tab.
10.4; Abb. 4.4, 4.5) und zwei weitere durch das Isoflavonoid-Gemisch (Tab. 10.5; Abb. 4.8,
4.9). In Analogie zum Genistein konnte auch S40cl den durch Hcy verursachten Anstieg des
Spiegels von ANNEXIN Il (Abb. 4.8, Spot1) verhindern und die durch Hcy reduzierte
Spotintensitat des HEAT SHOCK PROTEIN GP PRECURSOR (Abb. 4.8, Spot 2) wieder steigern
(Tab. 10.4, 10.6; Abb. 4.4, 4.5, 4.8, 4.9). Die Spotintensitat von MATRIN 3 (Abb. 4.8, Spot 5)
und U5 SNRNP-SPECIFIC 40 KDA PROTEIN (Abb. 4.8, Spot 10) war in Extrakten von Hcy-
exponierten EA.hy926 Zellen deutlich verringert und S40cl als auch GenDai konnten diese
Wirkung antagonisieren (Tab. 10.5, 10.6; Abb. 4.6-4.9).
Weitere, nur bei S40cl identifizierte Wirkungen betrafen u.a. den Protein DNAK-
TYPE MOLECULAR CHAPERONE PRECURSOR (Abb. 4.8, Spot 3), dessen Spiegel durch Hcy
reduziert und durch S40cl wieder erhéht wurde. Die Intensitdten der PROBABLE
THIOREDOXIN PEROXIDASE PAGA (Abb. 4.8, Spot 6), der DUAL SPECIFICITY PHOSPHOPROTEIN
PHOSPHATASE DUSP3 (Abb. 4.8, Spot7) und des IKKINTERACTING PROTEIN ISOFORM 1
(Abb. 4.8, Spot 8) wurden unter Hcy-Gabe reduziert und durch S40cl wieder erhéht (Tab.
10.6; Abb. 4.8, 4.9).
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Abb. 4.8 Reprasentative 2D-PAGE von Proteinen aus EA.hy926 Zellen nach Kultivierung mit 25 yM Hcy
alleine bzw. in der Gegenwart des Extraktes S40cl fiir 24 h.

In der Mitte ist ein reprasentatives mit Coomassie brilliant blue gefarbtes Gel von EA.hy926 Kontrollzellen
dargestellt, das von vergrofRerten Ausschnitten der Gele mit Proteinen aus Kontrollzellen, Hcy gestressten Zellen
und Zellen, die mit Hcy in Anwesenheit von S40cl behandelt worden sind (Hcy/S40cl), umgeben ist. Die Spot-
Nummern sind mit denen in Abb. 4.9 und Tab. 10.6 identisch.
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Abb. 4.9 Relative Spotintensititen der identifizierten Proteine von EA.hy926 Zellen nach Inkubation der
Zellen mit Hcy in Anwesenheit von GenDai im Vergleich zur Kultivierung in Anwesenheit von Hcy alleine.
Dargestellt sind die Verdnderungen im steady state Spiegel (mindestens zweifache Abweichung) in Hcy-
exponierten Zellen gegenuber Kontrollzellen (schwarze Balken) bzw. in Zellen, die mit Hcy in Anwesenheit von
GenDai behandelt wurden im Vergleich zur Inkubation der Zellen mit Hcy alleine (graue Balken).

Identifizierte Proteine: 1. ANNEXIN II; 2. HSP GP; 3. DNAK-TYPE MOLECULAR CHAPERONE; 4. CAPPING PROTEIN A; 5. MATRIN 3;
6. PAGA; 7. DUSP3; 8. IKK; 9. SPLICING FACTOR PROLINE/GLUTAMINE RICH; 10. U5 SNRNP-SPECIFIC 40 KDA PROTEIN
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Um Hinweise auf die zugrundeliegenden Mechanismen der veranderten Proteinexpression
zu erhalten, wurden die mRNA-Spiegel ausgewahlter Gene, die auf der Proteinebene durch
den Extrakt S40cl in Hcy-exponierten EA.hy926 Zellen als verandert identifiziert wurden,
analysiert. Der MITOCHONDRIAL DNAK-TYPE MOLECULAR CHAPERONE PRECURSOR zeigte eine
Verringerung der Proteinexpression in Hcy-gestressten Zellen und durch die Co-Inkubation
mit S40cl stieg die Expression des Proteins auf das nahezu vierfache der Kontrolle (Tab.
10.6; Abb. 4.8, 4.9). Auch die Proteinspiegel der DUAL SPECIFICITY PHOSPHOPROTEIN
PHOSPHATASE DUSP3 und von MATRIN 3 waren durch Hcy reduziert worden und S40cl
konnte diese durch Hcy ausgelosten Effekte wieder aufheben (Tab. 10.6; Abb. 4.8, 4.9). Auf
mRNA-Ebene wurden dagegen die drei Transkripte in Hcy-exponierten Zellen als in die
entgegengesetzte Richtung reguliert identifiziert, diese Veranderung wurde jedoch auch von
S40cl verhindert (Abb. 4.25). Somit scheint die Regulation der Proteine DNAK-TYPE
MOLECULAR CHAPERONE PRECURSOR, DUSP3 und MATRIN 3 hauptsachlich tUber den veran-
derten Abbau der Proteine vermittelt worden zu sein. Das ANNEXIN A2 und das CAPPING
PROTEIN ALPHA, die auf Proteinebene unter Hcy im Spiegel erhéht waren und bei Co-
Inkubation mit S40cl wieder mit der Kontrolle vergleichbare Proteinspiegel aufwiesen, waren
auch auf mRNA-Ebene durch Hcy im Spiegel erhdht, was S40cl ebenso verhindern konnte
(Tab. 10.6; Abb. 4.8, 4.9, 4.25). Die Regulation des Proteinspiegels scheint damit in erster

Linie Uber veranderte Transkription und Translation zu erfolgen.
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Abb. 4.10 Relative mRNA-Spiegel ausgewahlter Gene in EA.hy926 Kontrollzellen und EA.hy926 Zellen nach der
Inkubation mit dem endothelialen Stressor Hcy in An- oder Abwesenheit des Extraktes S40cl.

Die Transkriptspiegel dieser funf Gene wurden mit Hilfe der Real-Time PCR bestimmt und auf die Menge des
Referenzgens HPRT bezogen. Die relative Expressionshohe dieser Gene in Kontrollzellen wurde mit 100%
gleichgesetzt. *** p<0,001 versus Kontrollzellen, ***# p<0,001 versus Hcy-exponierte Zellen.
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4.1.1.2.5 Ox-LDL vermittelte Veranderungen der Proteinspiegel von EA.hy926 Zellen
Nach 24 h Inkubation der Zellen in Gegenwart von 5 pg/ml ox-LDL war die Intensitat von 82
Proteinspots in den Extrakten verandert; von diesen wurden 47 anhand ihres Peptid-
Massen-Fingerabdrucks identifiziert (Tab. 10.7 - 10.10; Abb. 4.11 - 4.17). Dazu zahlen 29
Proteine, bei denen die Anwesenheit von 2,5 uM Genistein die durch ox-LDL induzierte
Veranderung ihres Spiegels verhindern konnte (Tab. 10.8; Abb. 4.12, 4.13), jedoch nur zehn,
bei denen durch GenDai die durch ox-LDL ausgelosten Effekte auf die Proteinspiegel
aufgehoben werden konnten (Tab. 10.9; Abb. 4.14, 4.15). Nach Gabe von ox-LDL
zusammen mit S40cl konnten 31 Proteinspots, die durch ox-LDL gegenlaufig reguliert
worden waren, identifiziert und damit eindeutig einem Protein zugeordnet werden (Tab.
10.10; Abb. 4.16, 4.17).

Unter ox-LDL waren z.B. das LAMIN C (Abb. 4.11, Spot 5) und der SERINE (OR CYSTEINE)
PROTEINASE INHIBITOR CLADE H MEMBER 1 PRECURSOR (Abb. 4.11, Spot 7) in ihrem Spiegel
herabgesetzt. Nur das UBIQUINOL-CYTOCHROME-C-REDUCTASE CORE PROTEIN | (Abb. 4.11,
Spot 10), war unter dem Einfluss von ox-LDL verstarkt exprimiert worden. Ox-LDL reduzierte
auch die Spiegel von zwei Proteinen der Genregulation, von denen eines, der ELONGATION
FACTOR 2 (Abb. 4.11, Spot 12, 14 & 15), drei verschiedenen Proteinspots zugewiesen
werden konnte. Lediglich ein Protein aus der Gruppe der Genregulation, das HNRNP2H9A,
war in Gegenwart von ox-LDL im Spiegel erhdht (Abb. 4.11, Spot 16).
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Abb. 4.11 Reprasentative 2D-PAGE von Proteinen aus EA.hy926 Zellen, die fiir 24 h mit 5 pyg/ml ox-LDL
inkubiert wurden.

In der Mitte ist ein reprasentatives mit Coomassie brilliant blue geférbtes Gel von unbehandelten EA.hy926
Kontrollzellen dargestellt, das von vergroRerten Ausschnitten der Gele von Kontrollzellen und mit ox-LDL
gestressten Zellen eingerahmt ist. Die Spot-Nummern entsprechen denen von Tab. 10.7.
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4.1.1.2.6 Einfluss von Genistein auf das Proteom von EA.hy926 Zellen nach
Exposition gegeniiber ox-LDL

Genistein (2,5 uM) konnte bei 44 Proteinen, die in EA.hy926 Zellen durch ox-LDL induzierten
Effekte verhindern. Von diesen 44 Proteinen konnten 29 anhand ihres Peptid-Massen-
Fingerabdrucks identifiziert werden (Tab. 10.8; Abb. 4.12, 4.13).

Genistein konnte die durch ox-LDL ausgeloste Abnahme der Spotintensitat von zwei
Annexinen und zwei Chaperonen verhindern. Ein weiteres Chaperon zeigte eine erhdhte
Expression nach Kultivierung der Zellen mit ox-LDL, was durch Genistein ebenfalls
verhindert werden konnte. Die Intensitdt von vier zytoskelettalen Proteinen wurde in
Extrakten von ox-LDL exponierten Zellen verringert, wobei eines dieser Proteine, das
LAMIN A (Abb. 4.12, Spot 6 & 10), zwei verschiedenen Spots (64 kDa, p/ 6,5; 82 kDa, p/ 6,7)
zugewiesen werden konnte. Im Gegensatz dazu zeigten zwei weitere Proteine des
Zytoskeletts, beispielsweise das LAMIN B1 (Abb. 4.12, Spot 11), einen erhéhten Spiegel in
Zellen nach Kultivierung mit ox-LDL. Genistein konnte die Effekte von ox-LDL auf diese
zytoskelettalen Proteine weitgehend aufheben. Ox-LDL bewirkte weiterhin eine Abnahme der
Spiegel von sieben Proteinen, denen eine Rolle im Intermediarstoffwechsel zugeordnet
werden kann, etwa die METHIONINE ADENOSYLTRANSFERASE REGULATORY BETA SUBUNIT
(38 kDa, p/7,4) (Abb. 412, Spot 16) oder das Enzym S-ADENOSYL HOMOCYSTEINE
HYDROLASE (Abb. 4.12, Spot 17). In Gegenwart von Genistein konnte die durch ox-LDL
bedingte Abnahme dieser Proteinspiegel reduziert werden. Zwei Proteinspots, u.a. die der
METHIONINE ADENOSYLTRANSFERASE REGULATORY BETA SUBUNIT (Abb. 4.12, Spot 20)
konnten nur in Extrakten von mit ox-LDL behandelten Zellen gefunden werden. Ein Protein-
spot dieses Proteins wies eine molekulare Masse von 38 kDa und einen p/ von 7,4 auf (Tab.
10.8). Der zweite Proteinspot, der der METHIONINE ADENOSYLTRANSFERASE REGULATORY
BETA SUBUNIT zugeordnet werden konnte, besal} eine molekulare Masse von 45 kDa und
einen p/ von 7,0 (Tab. 10.8). Weitere Proteine, deren Spotintensitat durch ox-LDL vermindert
wurde und durch Genistein wieder zunahm, gehoéren zur Klasse der Kinasen, jenen der Gen-
regulation oder der Detoxifikation, wie beispielsweise das THIOREDOXIN RELATED PROTEIN
(Abb. 4.12, Spot 23). Nur das HETEROGENOUS RIBONUCLEOPROTEIN H (Abb. 4.12, Spot 28)

wurde im Spiegel durch ox-LDL erhéht und durch Genistein wieder reduziert vorgefunden.
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Abb. 4.12 Reprasentative 2D-PAGE von Proteinen aus EA.hy926 Zellen nach Kultivierung mit Medium
alleine (Kontrolle) oder mit 5 ug/ml ox-LDL in Ab- oder Anwesenheit von 2,5 yM Genistein fiir 24 h.

In der Mitte ist ein reprasentatives mit Coomassie brilliant blue gefarbtes Gel von EA.hy926 Kontrollzellen
abgebildet, das von vergrofRerten Ausschnitten der Gele von Kontrollzellen, ox-LDL-exponierten Zellen und Zellen
der Co-Inkubation von ox-LDL mit Genistein (ox-LDL/Gen) eingerahmt ist. Die Spot-Nummern sind mit denen in
Abb. 4.13 bzw. Tab. 10.8 identisch.
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Abb. 4.13 Relative Spotintensititen der identifizierten Proteine von EA.hy926 Zellen nach Inkubation der
Zellen mit ox-LDL in Anwesenheit von Genistein im Vergleich zur Kultivierung in Anwesenheit von ox-
LDL alleine.
Dargestellt sind die Veranderungen im steady state Spiegel (mindestens zweifache Abweichung) in ox-LDL-
exponierten Zellen gegentber Kontrollzellen (schwarze Balken) bzw. in Zellen, die mit ox-LDL in Anwesenheit
von Genistein behandelt wurden im Vergleich zur Inkubation der Zellen mit ox-LDL alleine (graue Balken).
Identifizierte Proteine: 1. ANNEXIN IV; 2. ANNEXIN II; 3. CHAPERONIN CONTAINING TCP1; 4. BIP PROTEIN; 5. T-COMPLEX-TYPE
MOLECULAR CHAPERONE; 6. LAMIN A; 7. LAMININ-BINDING PROTEIN; 8. CAPPING PROTEIN ALPHA SUBUNIT ISOFORM; 9. SIMILAR TO
TUBULIN ALPHA 2; 11. LAMIN A; 12. LAMIN B1; 13. ENDOLPASMIN PRECURSOR; 14. NUDIX HYDROLASE NUDT 5; 15. GLUCOSIDASE I
PRECURSOR; 16. INTERSTITIAL COLLAGENASE PRECURSOR; 17. METHIONINE ADENOSYLTRANSF. REGUL. SUBUNIT; 18. S-ADENOSYL
HOMOCYSTEINE HYDROLASE; 19. NAD(P)H DEHYDROGENASE, QUININE; 20. TRIOSEPHOSPHATE ISOMERASE (TIM); 21. METHIONINE
ADENOSYLTRANSF. REGUL. SUBUNIT; 22. NADH2 DEHYDROGENASE CHAIN NDUFS3; 23. PEROXIREDOXIN 6; 24 THIOREDOXIN-
RELATED PROTEIN; 25. GALACTOKINASE; 26. MITOCHONDRIAL SERYL T-RNA SYNTETHASE; 27 RIBONUCLEOPROTEIN LA,
28. TRANSFORMATION-SENSITIVE PROTEIN; 29. HETEROGENOUS NUCLEAR RIBONUCLEOPROTEIN H; 30. ANTIQUITIN

4.1.1.2.7 Wirkung des Genistein/Daidzein-Gemisches auf die Spiegel von Proteinen
nach Exposition der Zellen gegeniiber ox-LDL

GenDai konnte bei 18 Proteinen die durch ox-LDL hervorgerufene Wirkung auf die
Proteinspiegel aufheben, von denen 10 anhand ihres Peptid-Massen-Fingerabdrucks
identifiziert werden konnten (Tab. 10.9; Abb. 4.14, 4.15). GenDai verhinderte die Effekte von
ox-LDL auf die Spiegel von Proteinen, die Funktionen im Stoffwechsel, in der Detoxifikation
und der Genregulation ausiiben (Tab. 10.9; Abb. 4.14, 4.15). Keines der Proteine zeigte
nach Inkubation mit Genistein alleine in ox-LDL-exponierten EA.hy926 Zellen eine
entsprechend veranderte Spotintensitat (Tab. 10.8, 4.9; Abb. 4.12-4.15).

Die Spiegel von CATHEPSIN D CHAIN B (Abb. 4.14, Spot 1), der CMP-N-ACETYLNEURAMINIC
ACID SYNTHASE (Abb. 4.14, Spot 2) oder dem MITOCHONDRIAL COPROPORPHYRINOGEN
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OXIDASE PRECURSOR (Abb. 4.14, Spot 3) wurden durch ox-LDL verringert und GenDai konnte
diese Effekte von ox-LDL hemmen. Nur ein Protein des Stoffwechsels, die PURINE-
NUCLEOSIDE PHOSPHORYLASE (Abb. 4.14, Spot 4), wurde in ox-LDL-gestressten Zellen
verstarkt vorgefunden und durch GenDai wieder reduziert. GenDai konnte weiterhin die unter
ox-LDL reduzierte Spotintensitat der GLUTATHIONE TRANSFERASE (Abb. 4.14, Spot 6) wieder
auf ein mit der Kontrolle vergleich-bares Niveau anheben. Ahnliche Effekte zeigten sich bei
zwei Proteinen mit Funktionen im Rahmen der Genregulation, wie dem HETEROGENOUS
NUCLEAR RIBONUCLEOPROTEIN D (Abb. 4.14, Spot 8). Im Gegensatz dazu erhdhte ox-LDL die
Spiegel von zwei anderen Proteinen der Genregulation, wie des ALTERNATIVE SPLICING
FACTOR ASF-2 (Abb. 4.14, Spot 7). Auch diese durch ox-LDL herbeigeflihrte Regulation

wurde durch GenDai verhindert.
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Abb. 4.14 Reprasentative 2D-PAGE von Proteinen aus EA.hy926 Zellen nach Kultivierung mit Medium
alleine (Kontrolle) oder mit 5 pg/mlox-LDL in Ab- oder Anwesenheit von 2,5 puM Genistein und
1 M Daidzein (GenDai) fiir 24 h.

In der Mitte ist ein reprasentatives Coomassie gefarbtes Gel von EA.hy926 Kontrollzellen abgebildet, das von
vergroRerten Ausschnitten der Gele von Kontrollzellen, ox-LDL-exponierten Zellen und Zellen der Co-Inkubation
von ox-LDL mit GenDai (ox-LDL/GenDai) umgeben ist. Die Spot-Nummern stimmen mit denen von Abb. 4.15 und
Tab. 10.9 dberein.
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Abb. 4.15 Relative Spotintensitaten der identifizierten Proteine von EA.hy926 Zellen nach Inkubation der
Zellen mit ox-LDL in Anwesenheit von GenDai im Vergleich zur Kultivierung in Anwesenheit von ox-LDL
alleine.

Dargestellt sind die Veranderungen im steady state Spiegel (mindestens zweifache Abweichung) in ox-LDL-
exponierten Zellen gegeniuiber Kontrollzellen (schwarze Balken) bzw. in Zellen, die mit ox-LDL in Anwesenheit
von GenDai behandelt wurden im Vergleich zur Inkubation der Zellen mit ox-LDL alleine (graue Balken).
Identifizierte Proteine: 1. CATHEPSIN D CHAIN B; 2. CMP NEURAMINIC ACID SYNTHASE; 3. COPROPORPHYRINOGEN OXIDASE;
4. PURINE-NUCLEOSIDE PHOSPHORYLASE; 5. TRANSKETOLASE; 6. GLUTATHIONE-S-TRANSFERASE PI; 7. ALTERNATIVE SPLICING
FACTOR ASF-2; 8. HNRP D; 9. T-CLUSTER BINDING PROTEIN; 10. TRANSLATION INITIATION FACTOR 6

4.1.1.2.8 Effekte des Extraktes S40cl auf das Proteom von EA.hy926 Zellen nach
Exposition gegeniiber ox-LDL

Der Extrakt S40cl war in der Lage die von ox-LDL ausgeldste Veranderung der Spiegel von
43 Proteinspots zu verhindern, von welchen 31 mittels MALDI-TOF MS identifiziert werden
konnten (Tab. 10.10; Abb. 4.16, 4.17). Jeweils zwei dieser Proteine wurden auch als von
Genistein bzw. GenDai in ox-LDL-exponierten EA.hy926 Zellen reguliert vorgefunden (Tab.
10.8-10.10; Abb. 4.12-4.17). Wie Genistein konnte auch S40cl die Reduktion des ANNEXIN 2-
Spiegels (Abb. 4.16, Spot 1) in ox-LDL-gestressten Zellen autheben (Tab. 10.8, 10.10; Abb.
4.12, 413, 4.16, 4.17). Genistein und der Extrakt (ibten dagegen auf das HETEROGENOUS
NUCLEAR RIBONUCLEOPROTEIN H (Abb. 4.16, Spot 21, 24) eine entgegengesetzte Wirkung
aus (Tab. 10.8, 10.10; Abb. 4.12, 4.13, 4.16, 4.17). S40cl beeinflusste zwei Formen des
HETEROGENOUS NUCLEAR RIBONUCLEOPROTEIN H (57 kDa, p/ 5,5 bzw. 53 kDa, p/5,3) (Tab.
10.10), jedoch gegensatzlich zu der von Genistein regulierten Form (21 kDa, p/ 6,2) (Tab.
10.8). Bei den beiden Spots der CMP-N-ACETYLNEURAMINIC ACID SYNTHASE (Abb. 4.16, Spot
12) und des mitochondrialen COPROPORPHYRINOGEN OXIDASE PRECURSOR (Abb. 4.16, Spot
15) konnten GenDai und der Extrakt die durch ox-LDL verursachte Abnahme der
Proteinspiegel verhindern (Tab. 10.9, 10.10; Abb. 4.14-4.17). An diesen beiden Proteinen

zeigen sich gleich gerichtete Effekte der isolierten Isoflavonoide (GenDai) und des Soja-
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extraktes S40cl, die als Hinweise auf die den Isoflavonoiden zugesprochene anti-athero-
sklerotische Wirkung von Soja dienen kdnnten.

S40cl konnte bei 27 Proteinen die Spiegel erhdhen, die durch ox-LDL alleine signifikant
reduziert worden waren. Dazu zahlen zwei Annexine, wie das zuvor genannte ANNEXIN 2
(Abb. 4.16, Spot 1), das Chaperon MITOCHONDRIAL DNAK-TYPE MOLECULAR CHAPERONE
PRECURSOR (Abb. 4.16, Spot 3), finf zytoskelettale Proteine, neun Proteine des
Stoffwechsels, wie die bereits erwahnten Proteine CMP-N-ACETYLNEURAMINIC ACID SYNTHASE
(Abb. 4.16, Spot 12) oder der mitochondriale COPROPORPHYRINOGEN OXIDASE PRECURSOR
(Abb. 4.16, Spot 15), und neun Proteine der Genregulation, wie z.B. das PLATELET-
ACTIVATING FACTOR ACETYLHYDROLASE IB A SUBUNIT (Abb. 4.16, Spot 23). Nur bei flinf
Proteinen konnte die Anwesenheit von S40cl die durch ox-LDL ausgeléste Erhéhung der
Proteinspiegel verhindern. Dazu zahlen das zytoskelettale Protein FASCIN (Abb. 4.16, Spot
9), das Enzym 26S PROTEASE REGULATORY SUBUNIT 6A (Abb. 4.16, Spot 16), die PYRUVATE
KINASE M2 1sozYME (Abb. 4.16, Spot 20) und zwei Proteine aus der Gruppe der Gen-
regulation, das HXC-26 PROTEIN (Abb. 4.16, Spot 25) und der SPLICING FACTOR PROLINE
/GLUTAMINE RICH (Abb. 4.16, Spot 26).
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Abb. 4.16 Reprasentative 2D-PAGE von Proteinen aus EA.hy926 Kontrollzellen oder aus EA.hy926 Zellen,
die mit 5 pg/ml ox-LDL in Ab- oder Anwesenheit des Extraktes S40cl fiir 24 h inkubiert wurden.

In der Mitte ist ein typisches mit Coomassie brilliant blue gefarbtes Gel von EA.hy926 Kontrollzellen dargestellt,
das von vergroferten Ausschnitten der Gele von Kontrollzellen, mit ox-LDL gestressten Zellen und Zellen der Co-
Inkubation von ox-LDL mit S40cl (ox-LDL/S40cl) eingerahmt ist. Die Spot-Nummern entsprechen denen von Abb.
4.17 und Tab. 10.10.
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Abb. 4.17 Relative Spotintensititen der identifizierten Proteine von EA.hy926 Zellen nach der Inkubation
der Zellen mit ox-LDL in Anwesenheit von S40cl im Vergleich zur Kultivierung mit ox-LDL alleine.
Dargestellt sind die Veranderungen im steady state Spiegel (mindestens zweifache Abweichung) in ox-LDL-
exponierten Zellen gegeniiber Kontrollzellen (schwarze Balken) bzw. in Zellen, die mit ox-LDL in Anwesenheit
von S40cl behandelt wurden im Vergleich zur Inkubaion der Zellen mit ox-LDL alleine (graue Balken).

Identifizierte Proteine: 1. ANNEXIN II; 2. ANNEXIN |; 3. DNAK-TYPE MOL. CHAPERONE; 4. OXYGEN-REGULATED PROTEIN 150K;
5. VPS29-LIKE PHOSPHOEST.-RELATED PROTEIN; 6. THYMOPOIETIN ALPHA; 7. ALPHA-CENTRACTIN; 8. LMNA PROTEIN; 9. FASCIN;
10. ATP5A1 PROTEIN; 11. FERRODOXIN REDUCTASE, ISOFORM 1; 12. CMP NEURAMINIC ACID SYNTHASE; 13. TRANSKETOLASE (EC
2.2.1.1); 14. ORNITHINE-OXO-ACID TRANSAMINASE; 15. COPROPORPHYRINOGEN OXIDASE; 16. 26S PROTEASE REG. SUBUNIT 6A;
17. PROTEIN-DISULFIDE-ISOMERASE PRECURSOR; 18. 3-METHYLCROTONYL-COA CARBOXYLASE; 19. TRIOSEPHOSPHATE ISOMERASE 1;
20. PYRUVATE KINASE, M2 1ISOzYME; 21. HNRP H; 22. HNRNP 2H9B; 23. PAFAH; 24. HNRP H; 25. HXC-26 PROTEIN; 26. SPLICING
FACTOR PROLINE/GLUTAMINE RICH; 27. PURINE-NUCLEOSIDE PHOSPHORYLASE; 28. U5 SNRNP-SPECIFIC PROTEIN; 29. U5 SNRNP-
SPEC. 40 KDA PROTEIN; 30. RAN-GPPNHP-RANBD1; 31. ALPHA-COMPLEX PROTEIN 1

4.1.1.2.9 Stressor-unabhidngige Wirkungen von Genistein auf das Proteom von
EA.hy926 Zellen

Die EA.hy926 Zellen wurden auch mit 2,5 uM Genistein in Abwesenheit der Stressoren Hcy
oder ox-LDL kultiviert, um zu prifen inwieweit Genistein auch in ungestressten Zellen
Wirkungen entfaltet. In Anwesenheit von Genistein war die Intensitat von 64 Proteinspots
gegenlber Kontrollzellen verandert, von denen 36 anhand ihres Peptid-Massen-Finger-
abdrucks erfolgreich identifiziert werden konnten (Tab. 10.11; Abb. 4.18).

Zwolf dieser Proteine waren durch Genistein auch in Anwesenheit von Hcy als im Spiegel
verandert vorgefunden worden (Tab. 10.4, 10.11; Abb. 4.4, 4.5, 4.18). Finf dieser Proteine,
z.B. die 6-PHOSPHOGLUCONOLACTONASE (Abb. 4.18, Spot 18), zeigten dabei gleichartige
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Veranderungen unabhangig von der An- oder Abwesenheit von Hcy. Die Spiegel von sieben
der zwolf Proteine, wie z.B. des ANNEXIN Il (Abb. 4.18, Spot 1), wurden in Abhangigkeit von
der An- bzw. Abwesenheit von Hcy durch Genistein in unterschiedliche Richtungen
verandert. FUnf Proteine waren durch Genistein in Hcy-exponierten Zellen beeinflusst
worden, die durch Genistein in Kontrollzellen nicht reguliert wurden. Die Wirkungen von
Genistein auf manche Proteine scheinen folglich stark von der Anwesenheit des Stressors
Hcy abzuhangen./Die Wirkungen von Genistein auf Zielproteine sind somit in Anwesenheit
des Stressors Hcy starker ausgepragt als in nicht mit Hcy behandelten Zellen.

Ein ahnliches Bild zeigte sich im Falle des ox-LDL. Von den 29 identifizierten Proteinen, bei
denen Genistein die durch ox-LDL-induzierten Effekte aufzuheben vermochte, zeigten zwar
16 auch durch die alleinige Gabe von Genistein veranderte steady state Spiegel; jedoch war
nur bei drei Proteinen, darunter ANNEXIN Il, der Einfluss von Genistein unabhangig von der
Anwesenheit von ox-LDL (Tab. 10.8, 10.11; Abb. 4.12, 4.13, 4.18).

Es konnten 23 Proteine unter der Wirkung von Genistein identifiziert werden, von denen
einige auch im Kontext atherosklerotischer Prozesse diskutiert werden, wie etwa die S-
ADENOSYL HOMOCYSTEINE HYDROLASE (Abb. 4.18, Spot 17) oder das LAMININ-BINDING
PROTEIN (Abb. 4.18, Spot 8), die unter Genistein verringerte Spotintensitaten aufwiesen
(Tab. 10.11; Abb. 4.18). Diese Wirkung von Genistein war damit unabhangig von seinem
Einfluss auf Stressor-induzierte Veranderungen, so dass Genistein nicht nur Stressor-
antagonisierende Wirkungen besitzt.

Von den 23 Proteinen, die Genistein in Abwesenheit aber nicht in Anwesenheit von Hcy in
ihrer Expression veranderte, wurden 14 auch von Hcy alleine beeinflusst (Tab. 10.3, 10.11;
Abb. 4.3, 4.18). Mit Ausnahme des ENDOPLASMIN PRECURSOR (15) wurden die Spiegel der
Proteine des Zytoskeletts von Genistein in gleicher Weise wie durch Hcy verandert. Die
Spotintensitaten der Proteine ANNEXIN Il und S-ADENOSYL HOMOCYSTEINE HYDROLASE (Abb.
4.18, Spot 17) wurden von Genistein und Hcy in gegenlaufiger Weise reguliert.

Von den 16 Proteinen, deren Spotintensitat Genistein nur in Abwesenheit von ox-LDL
verandern konnte, waren bei acht Proteinen die Spiegel auch durch ox-LDL als reguliert
vorgefunden worden (Tab. 10.7, 10.11; Abb. 4.11, 4.18). Dabei waren lediglich die
Spotintensitaten des zytoskelettalen Proteins LAMIN C (Abb. 4.17, Spot 12), des Proteins
DJ776F14.1 (Abb. 4.18, Spot 21), das Stoffwechselfunktionen besitzt sowie des gen-
regulierenden Proteins HNRNP2H9A (Abb. 4.18, Spot 34) von Genistein und ox-LDL in
entgegensetzte Richtungen verandert worden. Die Spiegel der anderen finf Proteine,
darunter das zytoskelettale T-PLASTIN (Abb. 4.18, Spot 7), wurden von Genistein und ox-LDL
in 8hnlicher Weise beeinflusst (Tab. 10.7, 10.11; Abb. 4.11, 4.17).
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Abb. 4.18 Reprasentative 2D-PAGE von Proteinen aus Kontrollzellen oder EA.hy926 Zellen nach der Gabe
von 2,5 yM Genistein fiir 24 h.

In der Mitte ist ein reprasentatives mit Coomassie brilliant blue gefarbtes Gel von EA.hy926 Kontrollzellen
abgebildet, das von vergréRerten Ausschnitten der Gele von Kontrollzellen und Genistein-exponierten Zellen
umgeben ist. Die Spot-Nummern stimmen mit denen von Tab. 10.11 Uberein.

4.1.1.2.10 Effekte des Genistein/Daidzein-Gemisches auf das Proteom von EA.hy926
Zellen

EA.hy926 Zellen wurden auch mit GenDai in Abwesenheit der endothelialen Stressoren fur

24 h inkubiert. Dies flihrte zur Veranderung der Intensitat von 30 Proteinspots, von denen 14

mittels MALDI-TOF MS identifiziert werden konnten.

Funf dieser Proteine wurden vom Isoflavonoidgemisch auch in Anwesenheit von Hcy

verandert, wobei nur das HETEROGENOUS NUCLEAR RIBONUCLEOPROTEIN H (Abb. 4.19, Spot

11) in Ab- und Anwesenheit von Hcy durch GenDai in seiner Spotintensitat verringert wurde

(Tab. 10.5, 10.12; Abb. 4.6, 4.7, 4.19). Bei den vier anderen Proteinen, darunter das

U5 SNRNP-sPECIFIC 40 KDA PROTEIN (Abb. 4.19, Spot 12), erfolgte die Regulierung durch

GenDai in Abhangigkeit von der Anwesenheit oder Abwesenheit des Stressors Hcy in

unterschiedlicher Weise.

Nur das CATHEPSIN D (Abb. 4.19, Spot 4) wurde durch GenDai in An- bzw. Abwesenheit von

ox-LDL im Spiegel erhoht bzw. verringert (Tab. 10.9, 10.12; Abb. 4.14, 4.15, 4.19).

GenDai flihrte im Vergleich zu Genistein zu deutlich anderen Wirkungen auf das Proteom

der Zellen. Genistein alleine veranderte die Spiegel von 36, GenDai dagegen nur von 14
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Proteinen. Nur die 6-PHOSPHOGLUCONOLACTONASE (Abb. 4.19, Spot 6) wurde sowohl von
Genistein als auch von GenDai im Spiegel reguliert, jedoch verursachten Genistein und das
Gemisch eine gegengerichtete Veranderung (Tab. 10.11, 10.12; Abb. 4.18, 4.19). Von den
Proteinen, deren Intensitdt nur durch GenDai verandert wurde, kbnnen das MOESIN (Abb.
4.19, Spot 1) und die ATP SULFURYLASE/APS KINASE 2 (Abb. 4.19, Spot 9) mit der Pravention

der Atherosklerose funktionell in einen Zusammenhang gebracht werden (5.1.2).
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Abb. 4.19 Reprasentative 2D-PAGE von Proteinen aus EA.hy926 Zellen nach Kultivierung der Zellen mit
2,5 yM Genistein und 1 uyM Daidzein (GenDai) fiir 24 h.

In der Mitte ist ein klassisches Coomassie gefarbtes Gel von EA.hy926 Kontrollzellen abgebildet, das von
vergrofRerten Ausschnitten der Gele von Kontrollzellen und GenDai-exponierten Zellen eingerahmt ist. Die Spot-
Nummern entsprechen denen von Tab. 10.12.

4.1.1.2.11 Einfluss des Extraktes S40cl auf das Proteom von EA.hy926 Zellen

Der Extrakt S40cl fuhrte in Abwesenheit endothelialer Stressoren zur Veranderung von 54
Proteinspots, von denen 34 anhand ihres Peptid-Massen-Fingerabdrucks identifiziert werden
konnten (Tab. 10.13; Abb. 4.20).

Fanf der identifizierten Proteine wurden auch bei Behandlung Hcy-exponierter Zellen von
S40cl beeinflusst. Von diesen war nur das Protein PROBABLE THIOREDOXIN PEROXIDASE
PAGA (Abb. 4.20, Spot 22) im Spiegel sowohl in An- als auch Abwesenheit von Hcy durch
den Extrakt erhoht. Die Wirkungen des Extraktes auf die Menge von vier weiteren Proteinen,
wie dem /KK INTERACTING PROTEIN (Abb. 4.20, Spot 24), erfolgte in Abhangigkeit von der An-
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oder Abwesenheit von Hcy in unterschiedliche Richtungen (Tab. 10.6, 10.13; Abb. 4.8, 4.9,
4.20).

Von den identifizierten Proteinen wiesen 15 auch in ox-LDL-exponierten Zellen eine durch
S40cl veranderte Spotintensitat auf und bei drei dieser Gruppe, dem PROTEIN DISULFIDE-
ISOMERASE PRECURSOR (Abb. 4.20, Spot 16), der 3-METHYLCROTONYL-COA CARBOXYLASE
SUBUNIT MCCB (Abb. 4.20, Spot 17) und dem HXC-26 PROTEIN (Abb. 4.20, Spot 30) war die
durch den Extrakt verursachte Veranderung unabhangig vom Stressor ox-LDL. Der Einfluss
von S40cl auf die Spiegel der anderen zwdlf Proteine, u.a. dem OXYGEN-REGULATED
PROTEIN 150K PRECURSOR (Abb. 4.20, Spot 9), erfolgte in Abhangigkeit von der An- oder
Abwesenheit von ox-LDL in unterschiedlicher Weise (Tab. 10.10, 10.13; Abb. 4.16, 4.17,
4.20).

Nur drei der identifizierten Proteine wurden auch durch GenDai als im Spiegel verandert
vorgefunden. So zeigte sich die TRIOSEPHOSPHATE ISOMERASE 1 (Abb. 4.20, Spot 18) in
GenDai-exponierten Zellen als erhdht, wahrend der Extrakt eine Abnahme der Spotintensitat
bedingte. Im Gegensatz dazu konnte flir das HETEROGENOUS NUCLEAR RIBONUCLEO-
PROTEIN H (Abb. 4.20, Spot 25) und das U5 SNRNP-SPECIFIC 40 KDA PROTEIN (Abb. 4.20,
Spot 33) durch GenDai und durch den Extrakt ein Abfall des zelluldren Spiegels beobachtet
werden (Tab. 10.12, 10.13; Abb. 4.19, 4.20). Von den Proteinen, die in Abwesenheit der
Stressoren nur durch den Extrakt beeinflusst wurden, werden das zytoskelettale LAMIN A
(Abb. 4.20, Spot 7) und LAMIN C (Abb. 4.20, Spot 12) im Kontext der Atherosklerosegenese
diskutiert. Die Wirkungen des Extraktes S40cl auf das Proteom von EA.hy926 Zellen
scheinen somit nur zu einem geringen Teil Uber die in ihm enthaltenen Isoflavonoide

vermittelt zu werden.
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Abb. 4.20 Reprasentative 2D-PAGE von Proteinen aus EA.hy926 Zellen nach Inkubation der Zellen mit
S40cl fiir 24 h.

In der Mitte ist ein reprasentatives mit Coomassie brilliant blue gefarbtes Gel von EA.hy926 Kontrollzellen
abgebildet, das von vergréRerten Ausschnitten der Gele von Kontrollzellen und S40cl-exponierten Zellen
umgeben ist. Die Spot-Nummern stimmen mit denen von Tab. 10.13 berein.

Die Exposition der EA.hy926 Zellen gegenlber den endothelialen Stressoren Hcy und ox-
LDL veranderte vor allem die zelluldren Spiegel von zahlreichen Proteinen des Zytoskeletts
und diese Veranderungen konnten durch Genistein, GenDai und S40cl teilweise verhindert
werden. Da viele Proteine des Zytoskeletts den Caspasen als Substrate dienen (Badock V et
al.,, 2001), lag die Vermutung nahe, dass die endothelialen Stressoren Hcy und ox-LDL die
Apoptose von EA.hy926 Zellen zu induzieren vermdgen und die Isoflavonoide sowie der

Extrakt S40cl der Stressor-bedingten Apoptose der Endothelzellen entgegen wirken.

4.1.2 Analyse der Apoptose von EA.hy926 Zellen

Die Apoptose ist ein wichtiger Schritt in der Genese der Atherosklerose. Die Folgen einer
erhdhten Apoptoserate von Endothelzellen entsprechen denen des Verlustes der Endothel-
schicht und flihren zu einer Zunahme der Permeabilitat, einer gesteigerten Proliferation von

glatten Muskelzellen und einer verstarkten Thromboseneigung (Choy JC et al., 2001).
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41.21 Homocystein-induzierte Apoptose von EA.hy926 Zellen

25 uyM Hcy bedingte eine Abnahme der Spotintensitat zahlreicher Proteine des Zytoskeletts,
die im Verlauf der Apoptose von Caspasen gespalten werden (Tab. 10.3, 10.4; Abb. 4.3-4.5).
dariber hinaus konnte eine deutliche Veranderung in der Intensitat von weiteren an der
Apoptose beteiligten Proteinen, wie der Spiegel des THIOREDOXIN-RELATED PROTEINS oder
verschiedener Chaperone beobachtet werden (Tab. 10.3, 10.4; Abb. 4.3-4.5). Das
THIOREDOXIN-RELATED PROTEIN hemmt Uber die Bindung an die Apoptosis signal-regulating
kinase 1 die stressinduzierte Signalkaskade der Mitogen-aktivierten Proteinkinase (MAPK),
die die Apoptose auslost (Shao LE et al., 2002). Daher lag die Vermutung nahe, dass Hcy
Uber die Auslosung der Apoptose in den Endothelzellen pro-atherosklerotische Effekte
ausubt.

Uber die Bestimmung der Aktivitit der Caspasen-3, -6 und -8, der Desintegration der
Plasmamembran und der DNA-Fragmentierung sollte geprift werden, ob Hcy die Apoptose
von EA.hy926 Zellen auslosen kann. Erstaunlicherweise vermochte Hcy jedoch die Aktivitat
der Caspasen-3, -6 und -8 im Vergleich zu Kontrollzellen nicht signifikant zu verandern (Abb.
4.21A). Dennoch erhdhte Hcy die Permeabilitat der Plasmamembran deutlich (Abb. 4.21B)
und fuhrte zur DNA-Fragmentierung und Chromatin-Kondensation (Abb. 4,21C).
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Abb. 4.21 Apoptose in Hcy-exponierten EA.hy926 Zellen.

(A) Caspase-3-, Caspase-6- und Caspase-8-Aktivitat nach 24 h Inkubation der Zellen in Abwesenheit (Kontrolle),
oder Anwesenheit von 25 pM Hcy. (B) Aufnahme des Farbstoffes Hoechst 33342 in Kontrollzellen und Zellen, die
mit 25 yM Hcy gestresst wurden. (C) Farbung der fixierten Zellen mit dem Farbstoff Hoechst 33258 zum
Nachweis der DNA-Fragmentierung und Chromatin-Kondensation. EA.hy926 Zellen wurden fur die Dauer von
24 h nur mit Medium (Kontrolle) oder mit 25 uM Hcy inkubiert. Die Pfeile markieren eine verstarkte DNA-
Fragmentierung und Chromatinkondensation.
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4.1.2.2 Wirkung von Genistein, GenDai und S40cl auf die durch Homocystein
ausgeloste Apoptose von EA.hy926 Zellen

Abbildung 4.22 zeigt, dass Genistein die durch Hcy bedingte Membrandesintegration (4.22A)
und auch die durch Hcy verursachte DNA-Fragmentierung und Chromatin-Kondensation
(4.22B) unterbinden kann. Ebenso wie Genistein konnte auch GenDai die Apoptose von
Hcy-gestressten Zellen vollstandig verhindern. Dies wird in Abbildung 4.22 verdeutlicht, da
GenDai die Membrandesintegration (Abb. 4.22A) und die Kernfragmentierung (Abb. 4.22B)
blockiert. Analog zu den Effekten von Genistein und GenDai auf die Hcy-induzierte Apoptose
wurde auch in Zellen nach Hcy-Exposition die Wirkung des Extraktes S40cl auf die
Veranderung der Membranpermeabilitdt (Abb. 4.22A), die DNA-Fragmentierung und die
Chromatin-Kondensation (Abb. 4.22B) untersucht. Wie Abb. 4.22 veranschaulicht, ist auch
der Extrakt S40cl in der Lage die Apoptose in EA.hy926 Zellen zu blockieren.

Ve &

Hcy/Genisteing

Abb. 4.22 Einfluss von Genistein, GenDain und S40cl auf die Apoptose in Hcy-exponierten EA.hy926
Zellen.

(A) Aufnahme des Farbstoffes Hoechst 33342 in Kontrollzellen und Zellen, die mit 25 yM Hcy in Ab- und
Anwesenheit von 2,5 uM Genistein, GenDai bzw. S40cl inkubiert wurden. (B) Farbung der fixierten Zellen mit dem
Farbstoff Hoechst 33258 zum Nachweis der DNA-Fragmentierung und Chromatinkondensation. EA.hy926 Zellen
wurden flr 24 h mit reinem Medium (Kontrolle) oder mit 25 uM Hcy alleine oder zusammen mit 2,5 uM Genistein,
GenDai oder S40cl inkubiert.

41.2.3 Ox-LDL-induzierte Apoptose von EA.hy926 Zellen

Auch nach der Inkubation der Zellen mit ox-LDL konnten verminderte Spiegel zytoskelettaler
Proteine beobachtet werden (Tab. 10.7; Abb. 4.11), was auf eine apoptotische Wirkung des
endothelialen Stressors schlie®en lie. Auch ox-LDL konnte jedoch die Aktivitaten der
Caspasen-3, -6 und -8 im Vergleich zur Kontrolle nicht signifikant verandern (Abb. 4.23A).
Hingegen stieg auch nach LDL-Exposition die Permeabilitdt der Plasmamembran (Abb.
4.23B) an und eine DNA-Fragmentierung und Chromatin-Kondensation konnte ebenfalls
beobachtet werden (Abb. 4.23C).
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Abb. 4.23 Apoptose in ox-LDL-exponierten EA.hy926 Zellen.

(A) Caspase-3-, Caspase-6- und Caspase-8-Aktivitdt nach Inkubation der Zellen in Abwesenheit (Kontrolle) oder
Anwesenheit von 5 pug/ml ox-LDL flir die Dauer von 24 h. (B) Aufnahme des Farbstoffes Hoechst 33342 in
Kontrollzellen und Zellen, die mit 5 ug/ml ox-LDL behandelt wurden. (C) Farbung der fixierten Zellen mit dem
Farbstoff Hoechst 33258 zum Nachweis der DNA-Fragmentierung und Chromatin-Kondensation. EA.hy926
Zellen wurden fir 24 h mit Medium (Kontrolle) oder mit 5 pg/ml ox-LDL inkubiert. Die Pfeile markieren die
verstarkte DNA-Fragmentierung und Chromatinkondensation.

41.2.4 Einfluss von Genistein, GenDai und S40cl auf die ox-LDL-induzierte
Apoptose von EA.hy926 Zellen

Abbildung 4.24 zeigt, dass Genistein die durch ox-LDL ausgeldste Membrandesintegration
(4.42A) und auch die durch ox-LDL verursachte DNA-Fragmentierung und Chromatin-
Kondensation (4.24B) verhindern kann. GenDai, bestehend aus 2,5 yM Genistein und
1 uM Daidzein, konnte die in EA.hy926 Zellen durch ox-LDL verursachte Membran-
desintegration (4.24A) wie auch die DNA-Fragmentierung und Chromatin-Kondensation
(4.24B) ebenfalls blockieren. Auch die Inkubation mit S40cl hemmte die durch ox-LDL
bedingte Membrandesintegration (4.24A), die DNA-Fragmentierung und Chromatin-
Kondensation (4.24B) in EA.hy926 Zellen vollstandig.
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Abb. 4.24 Einfluss von Genistein, GenDai und S40cl auf die Apoptose in ox-LDL-exponierten EA.hy926
Zellen.

(A) Aufnahme des Farbstoffes Hoechst 33342 in Kontrollzellen und Zellen, die mit 5 ug/ml ox-LDL in Ab- und
Anwesenheit von 2,5 uM Genistein, GenDai oder S40cl behandelt wurden. (B) Farbung der fixierten Zellen mit
dem Farbstoff Hoechst 33258 zum Nachweis der DNA-Fragmentierung und Chromatin-Kondensation. EA.hy926
Zellen wurden fir 24 h mit Medium (Kontrolle) oder mit 5 pg/mlox-LDL alleine oder zusammen mit
2,5 uM Genistein, GenDai bzw. S40cl inkubiert.
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4.2 In vivo Studie zur Wirkung von Phytoostrogenen auf das Proteom
humaner PBMC

Im Rahmen des im FP5 geférderten Projektes ,Isoheart” wurden die physiologischen Effekte
des Verzehrs von Phytodstrogenen in Form von Cerealienriegeln, die mit Isoflavonoiden aus
der Sojabohne angereichert wurden, bei postmenopausalen Frauen untersucht. Uber einen
Zeitraum von 16 Wochen wurde in einer Interventionsstudie u.a. der Effekte des
Isoflavonoid-haltigen Riegels auf das Proteom der PBMC von 20 postmenopausalen Frauen
analysiert. PBMC bieten als Reporterzellen fir das biomarker-discovery beim Menschen
ideale Voraussetzungen, da sie mit einem geringen labortechnischen Aufwand gewonnen
werden kénnen. Da sie auch an der Entstehung und dem Voranschreiten der Atherosklerose
beteiligt sind (Ludewig B, Laman JD, 2004; Osiecki H, 2004), kénnen potentielle anti-
atherosklerotische Wirkungen u.a. von Nahrungsinhaltsstoffen an den PBMC untersucht
werden.

Im Rahmen der doppelblinden Crossover-Studie verzehrten die Frauen taglich zwei Riegel,
die mit Isoflavonoiden angereichert worden waren (50 mg/d) oder einen Placeboriegel, der
sich mit Ausnahme der Isoflavonoide in der Zusammensetzung nicht von den Isofalvonoid-
haltigen Riegeln unterschied. Nach acht Wochen (crossover-point) und 16 Wochen wurde
den Frauen Blut entnommen, um die Wirkung der Intervention auf das Proteom der mono-
nukledren Blutzellen (peripheral blood mononuclear cells — PBMC) zu untersuchen (siehe
Kapitel 3.2.8.1; Abb. 3.1).

Die durchgeflhrte Intervention mit dem Isoflavonoide enthaltenden Misliriegel veranderte im
Vergleich zum Verzehr des Placeboriegels die Spiegel von 39 Proteinen der PBMC, von
denen 29 anhand ihres Peptid-Massen-Fingerabdrucks identifiziert werden konnten (Tab.
10.14; Abb. 4.25). Nur vier Proteine wurden im Supplementierungsarm vermindert
vorgefunden, wobei die Spotintensitdt von drei Proteinen dabei sogar unter die
Detektionsgrenze gesunken war. Dabei handelt es sich um den ACONITASE 2 PRECURSOR
(Abb. 4.25, Spot 20), ein Protein mit Funktionen innerhalb des Stoffwechselgeschehens, den
RNA POLYMERASE Ill TRANSCRIPTION INITIATION FACTOR B (Abb. 4.25, Spot 22) sowie die
Proteine GALECTIN 1 (Abb. 4.25, Spot 23) und PLECKSTRIN (Abb. 4.25, Spot 29). Bei den
Ubrigen 25 Proteinen war die Spot-Intensitat nach Verzehr der Isoflavonoid-haltigen Riegel
im Vergleich zu den Placeboriegeln signifikant erhoht. Zu diesen 25 Proteinen gehorten u.a.
ein Annexin und ein Chaperon, sieben Proteine des Zytoskeletts, flinf Proteine, die
Funktionen im Stoffwechsel ausiiben, ein Protein mit Beteiligung an der Genregulation und
funf Proteine, denen bisher keine Funktion zugewiesen werden konnte. Besonders
interessant erscheinen im Hinblick auf eine potentielle anti-atherosklerotische Wirkung der
Isoflavonoide die Regulation der entzindungshemmenden Proteine CHAIN A HEAT-SHOCK
70 KD PROTEIN 42 KD ATPASE N-TERMINAL DOMAIN (Abb. 4.25, Spot 2) und FLNA PROTEIN
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(Abb. 4.25, Spot 7), der anti-apoptotischen Proteine GALECTIN 1 (Abb. 4.25, Spot 23) und
PROHIBITIN (Abb. 4.25, Spot 21), des anti-oxidativ wirkenden Enzyms NADP+-DEPENDENT
ISOCITRATE DEHYDROGENASE IDPC (Abb. 4.25, Spot 19), des anti-thrombotisch wirksamen
Proteins a-ENOLASE (Abb. 4.25, Spot 16) und des Enzyms 26S PROTEASE REGULATORY
SUBUNIT 8 (Abb. 4.25, Spot 15), das der Bildung von Schaumzellen entgegenwirkt (5.1.3).
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Abb. 4.25 Reprasentative 2D-PAGE von Proteinen aus PBMC postmenopausaler Frauen nach der
Intervention mit einem Isoflavonoid-haltigen Miisliriegel.

In der Mitte ist ein reprasentatives mit Coomassie brilliant blue gefarbtes Gel von PBMC Kontrollzellen abgebildet,
das von vergréerten Ausschnitten der Gele mit Proteinen von PBMC nach der Intervention mit Isoflavonoid-

haltigenen Riegeln oder Placebo-Riegeln umrahmt ist. Die Spot-Nummern sind mit denen von Tab. 10.14
identisch.
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5 Diskussion

Koronare Herzerkrankungen stellen mit Uber 40% die haufigste Todesursache in West-
europa und den USA dar (Yutani C et al.,, 1999). Der regelmaflige Verzehr von Soja-
produkten scheint zur Pravention der Atherosklerose beitragen zu kénnen (Zhang X et al.,
2003). Fur die Effekte auf das kardiovaskuldare System werden die in Soja reichlich
enthaltenen Isoflavonoide verantwortlich gemacht (Cassidy A & Griffin B, 1999; Clarkson TB,
2002). Mehrere Studien mit isolierten Isoflavonoiden konnten positive Wirkungen dieser
Sojainhaltsstoffe auf Biomarker der Atherosklerose-Entwicklung nachweisen. Wurden die
Isoflavonoide aus Sojapraparaten entfernt, lieRen sich die Effekte auf das kardiovaskulare
System kaum mehr nachweisen (Wiseman H et al., 2000). So lie} sich beispielsweise im
Rahmen einer Interventionsstudie an 156 Mannern und Frauen mit leicht erhéhten LDL-
Spiegeln zeigen, dass die durch den Verzehr von Sojaprodukten vermittelte Reduktion der
Plasmaspiegel an LDL-Cholesterin durch die Isoflavonoide vermittelt wird (Crouse JR 3rd et
al., 1999). Eine weitere Interventionsstudie von sechs Monaten mit 60 postmenopausalen
Frauen brachte den Nachweis, dass die tagliche Zufuhr von 50 mg Genistein das Verhaltnis
zwischen NO und Endothelin-1 zu Gunsten von NO andert. Das von Endothelzellen
sezenierte Endothelin-1 wirkt dem Vasodilator NO entgegen. Eine Zunahme des Verhalt-
nisses von NO zu Endothelin-1 fihrt daher zu erhdhter Vasodilation und mindert die
Adhasion von Monozyten, die Aktivierung von Makrophagen sowie die Stimulation der Proli-
feration und Migration glatter Muskelzellen (Squadrito F et al., 2002). Allerdings wird auch
der Proteinfraktion der Sojabohne eine protektive Wirkung zugesprochen, die neben den
Isoflavonoiden fur die anti-atherosklerotischen Eigenschaften Soja-haltiger Lebensmittel
verantwortlich sein kdénnte. Der Proteinkomponente, d.h. bestimmten Peptidfraktionen und
Speicherproteinen, wie 3-Conglycinin oder 7S Globulin, werden dabei besondere Funktionen
zugesprochen (Adams MR et al.,, 2004). Dartberhinaus werden den in Soja enthaltenen
Saponinen, Phytinsaure und Mineralstoffen biofunktionelle Eigenschaften zugeschrieben
(Potter SM, 1995). Ausgewahlte Wirkungen dieser Inhaltsstoffe sollen im Folgenden kurz
beschrieben werden:

Nach der enzymatischen Hydrolyse von Sojaprotein bleibt eine hydrolyse-resistente und
unlésliche Fraktion mit einer hohen molekularen Masse (high-molecular-weight fraction,
HMF) zurlick. Diese Fraktion fordert beim Menschen im Vergleich zum Verzehr von Casein
oder eines Sojaproteinisolats die Ausscheidung von Gallensauren, erhéht die HDL-Spiegel
und verringert die Plasmaspiegel an LDL (Wang MF et al., 1995). Dass bekanntlich grof3e
Peptide, so auch das 7S Globulin, im Gastrointestinaltrakt effektiv hydrolysiert und intakte
Peptide in einer eher unbedeutenden Menge absorbiert werden, Iasst den postulierten Wirk-
beitrag resorbierter intakter Peptide eher fragwirdig erscheinen (Adams MR et al., 2004).

Kurzkettige Peptide (vor allem Di- und Tripeptide) kénnen der weiteren Hydrolyse im Magen-
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Darmtrakt entgehen und in den Kreislauf gelangen, wo sie Bioaktivitdten unterschiedlicher
Art entfalten kdnnen (Adams MR et al., 2004).

Nach Untersuchungen von Adams MR et al. an Mausen kommt dem B-Conglycinin, einem
wichtigen Speicherprotein von Sojabohnen, eine besondere Bedeutung bei der kardio-
protektiven Wirkung von Soja zu und diese Wirkungen scheinen unabhangig von LDL-
Rezeptoren oder Einflissen auf Plasmalipoproteine zu sein (Adams MR et al., 2004).
Saponine in Sojaprodukten beeinflussen vermutlich die Cholesterinspiegel Uber die
Komplexbildung mit Cholesterin im Darm und eine erhdhte Ausscheidung von Gallensauren
(Sidhu GS & Oakenfull DG, 1986). Zusatzlich konnte fiir Saponine beispielsweise aus
Ginseng eine vasodilatorische Wirkung gezeigt werden (Achike FI & Kwan CY, 2003).
Phytinsauren gelten als effektivere Antioxidantien als die Isoflavonoide, da sie Metallchelate
bilden kénnen und damit pro-oxidative Wirkungen von Metallen, z.B. freier Eisenionen, unter-
dricken und somit der Entwickung atherosklerotischer Lasionen entgegen wirken kdénnen
(Engelmann HM et al., 2005). Zwar sind die meisten Wirkungen der Phytate nur in vitro
belegt und die Resorptionsrate der Phytinsduren beim Menschen sehr gering, dennoch kann
eine Wirkung auch in vivo nicht ausgeschlossen werden (Engelmann HM et al., 2005).
Epidemiologische Studien lassen einen Zusammenhang zwischen der Aufnahme von
Magnesium und Kalium und der Entstehung von koronaren Herzerkrankungen vermuten
(Rayssiguier Y, 1984). Der Konsum von Soja-haltigen Lebensmitteln geht mit einer erhdhten
Aufnahme von Magnesium einher (McNeill DA et al., 1985) und auch Kalium ist in der
Sojabohne reichlich enthalten (Belitz HD et al., 2001). Ein Magnesiummangel begunstigt die
Bildung initialer Lasionen Uber den veranderten Elastin-, Kollagen- und Lipidstoffwechsel,
einer vermehrten Kalzifikation, erhéhten Platichenaggregationsrate und der Entstehung von
Bluthochdruck (Rayssiguier Y, 1984). Da der Magnesiumumsatz eng mit dem Kalium-
stoffwechsel verbunden ist, tritt haufig zusatzlich ein kombinierter Mangel an Magnesium und
Kalium auf, der den Krankheitsverlauf weiter erschweren kann (Rayssiguier Y, 1984). Wenn-
gleich es somit auch Hinweise auf andere funktionelle wirksame Soja-Inhaltsstoffe gibt,
werden die Isoflavonoide vordergriindig fir die Mehrzahl der dokumentierten biologischen

Effekte verantwortlich gemacht.

Der protektive Einfluss von Soja-lsoflavonoiden auf die Atherogenese wird Uber eine
Senkung der Plasmaspiegel der atherogenen Stressoren Homocystein und ox-LDL (Merz-
Demlow BE et al., 2000; Wagner JD et al., 2000; Jenkins DJ et al., 2002; Tonstad S et al.,
2002) und der verminderten LDL Oxidation und Lipidperoxidationsrate erklart (Tikkanen MJ
et al., 1998; Kapiotis S et al., 2002; Jenkins DJ et al., 2002). Weitere anti-atherosklerotische
Eigenschaften der Isoflavonoide werden in der Aufrechterhaltung der Gefal3aktivitat (Stein-

berg FM et al., 2003), einer verringerten Sekretion von entziindungsférdernden Zytokinen,
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einer veranderten Expression von Zelladhasionsproteinen (Rimbach G et al., 2004; Takano-
Ishikawa Y et al., 2003), niedrigeren Spiegeln an reaktiven Stickstoffspezies (Yen GC & Lai
HH, 2003) und einer verminderten Thrombozyten-Aggregationsrate gesehen (Gottstein N et
al., 2003). Die Struktur der Isoflavonoide gleicht der endogener Ostrogene, was zu der
Vermutung fiihrte, dass die anti-atherosklerotische Wirkung der Isoflavonoide neben z.B.
antioxidativen Wirkungen Uber das Zusammenspiel mit Ostrogenrezeptoren vermittelt wird
(Barnes S et al., 2000). Die Affinitat der Isoflavonoide flir die Bindung an die verschiedenen
Ostrogenrezeptorklassen variiert sehr stark. Beispielsweise weist das am h&ufigsten vor-
kommende Isoflavonoid Genistein im Vergleich zu 17-B-Ostradiol nur 4% der Affinitat zum
Ostrogenrezeptor-a, aber von 87% fiir den Ostrogenrezeptor-g auf (Mikkola TS & Clarkson
TB, 2002). Die Affinitat von Genistein fir den Ostrogenrezeptor- entspricht damit ungefahr
der von 17p-Ostradiol (Kuiper GG et al., 1998). Der Ostrogenrezeptor-p reguliert die Trans-
kription von Genen, die u.a. Einfluss auf Gefalfunktionen ausiiben und zur Aufrecht-
erhaltung einer physiologischen Gefaltkontraktion oder der Funktion von lonenkanélen und
damit der Erhaltung eines physiologischen Blutdrucks beitragen (Zhu Y et al., 2002). Als
weitere Wirkmechanismen Uber die Genistein anti-atherosklerotische Aktivitaten entfalten
koénnte, werden die Hemmung von Tyrosin-Kinasen (Akiyama T et al., 1987; Shimokado K et
al.,, 1994) und die Hemmung von Entzindungsprozessen in verschiedenen Zelltypen
angesehen (Barnes S et al., 2000; Gottstein N et al., 2003).

5.1 Die Wirkung von Isoflavonoiden in Endothelzellen in vitro

Der Atherosklerose liegt der response to injury Hypothese zufolge eine Verletzung des
Endothels zu Grunde (Ross R & Glomsett JA, 1973). In den hier vorliegenden in vitro
Studien sollte daher an Endothelzellen mittels Stressoren eine entsprechende Situation
geschaffen werden, die es erlaubt mit Hilfe der Proteomanalyse, die zellularen Zielproteine
der Stressoren und der Isoflavonoide zu identifizieren. Als Modell fir das humane Endothel
wurden primare Endothelzellen aus humanen Nabelschnurvenen (HUVEC) verwendet.

HUVEC miussen im Labor in einem aufwendigen Verfahren aus humanen Nabelschnurvenen
isoliert werden. Aufgrund individueller Entnahmen und Praparationen zeigen HUVEC zudem
eine gewisse Heterogenitat. Aullerdem gelang es aus HUVEC eine im Vergleich zu anderen
Zellkulturen nur geringe Menge an Protein zu isolieren, so dass fur die 2D-Gelelektrophorese
nur wenig Proteinlysat zur Verfigung stand. Daher wurde fur die weitergehenden Studien die
stabile Zelllinie EA.hy926 verwendet, bei der generell Ergebnisse mit einer hdheren
Konsistenz als bei HUVEC erwartet werden kdonnen (Watson CA et al., 1995). EA.hy926
Zellen sind durch Fusion von HUVEC mit der Lungenkarzinom-Zelllinie A549 generiert

worden. Diese Zellen stellen ein sehr gut charakterisiertes Modell fiur makrovaskulare
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Endothelzellen dar (Bouis D et al., 2001). Wie bereits beschrieben, wurden die Endothel-
zellen stets mit 25 yM Hecy bzw. 5 ug/ml ox-LDL in Ab- und Anwesenheit von 2,5 uM
Genistein, des Isoflavonoidgemisches aus 2,5 uM Genistein und 1 uM Daidzein oder des
Extraktes S40cl behandelt.

5.1.1 Effekte von Genistein auf das Proteom von HUVEC nach Exposition
gegeniiber Stressoren

Genistein fuhrte in Hcy-exponierten HUVEC zu Veranderungen in den zellularen Spiegeln
einer Reihe von Proteinen, die mit der Atherogenese in Verbindung gebracht werden
konnen, darunter ANNEXIN V. In vivo kann ANNEXIN V die durch Endothelzellen vermittelte
Bildung von Thrombin unterbinden (van Heerde WL et al.,, 1994), was es als ein
interessantes Zielprotein flir die postulierte praventive Wirkung von Genistein erscheinen
lasst. Zusatzlich wird postuliert, dass ein haufiger Polymorphismus im ANNEXIN V Gen zu
einer erhohten Translationsrate und somit gestiegenen Plasmaspiegeln an ANNEXIN V flhrt,
was schlieRlich mit einem verringerten Risiko eines Myokardinfarktes einhergeht (Gonzalez-
Conejero R et al., 2002). Hcy bedingte auch einen deutlich reduzierten Spiegel an LAMIN A,
was 2,5 yM Genistein mindern und 25 yM Genistein vollstdndig aufheben konnte. Die
Wirkung von Genistein auf die veranderte Intensitat des LAMIN A erfolgte somit dosis-
abhangig. LAMIN A gehort zu der Familie der nukledren Lamine, die an der DNA-Replikation,
der Chromatin-Organisation, der Arrangierung der Kernpore, dem Kernwachstum und der
Verankerung der Kernmembranen beteiligt sind (Moir RD & Spann TP, 2001). Patienten mit
einer Missense-Mutation des LAMIN A Gens leiden unter Lipodystrophie, Hyperinsulinamie,
Dyslipidamie, Diabetes mellitus und Bluthochdruck (Hegele RA et al., 2000; Haque WA et al.,
2002). Missense-Mutationen eines Gens kdnnen mit der verminderten Expression des ent-
sprechenden Proteins funktionell gleichgesetzt werden. Da Genistein in HUVEC eine
verstarkte Bildung des LAMIN A herbeifiihrte, kdnnte es einer Lipodystrophie, Hyper-
insulindmie, Dyslipidemie, Diabetes mellitus und Bluthochdruck entgegenwirken.

Die Uberexpression der C-terminalen Halfte des APOPTOSIS-LINKED GENE 2 INTERACTING
PROTEINS kann die durch verschiedene Stimuli bedingte Apoptose verhindern (Chatellard-
Causse C et al.,, 2002). Die Spotintensitat des APOPTOSIS-LINKED GENE 2 INTERACTING
PROTEIN wurde unter Hcy-Exposition der Zellen vermindert, was zur Apoptose der HUVEC
beitragen kdénnte. Auch die Abnahme der Spotintensitat des zytoskelettalen KERATIN TYPE 2
deutet auf die auch experimentell in EA.hy926 Zellen belegte erhdhte Apoptoserate nach
Hcy-Exposition der Zellen hin. Keratine dienen den Caspasen als Substrate und werden von
diesen im Verlauf der Apoptose gespalten (Badock V et al., 2001). Eine Folge der erhdhten
Apoptose-Rate ist ein hdherer Gehalt an Phosphatidylserin in der auf3eren Zellmembran.

Diese Zunahme an Phosphatidylserin wiederum flhrt zur Aktivierung von Thrombin und
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somit zu einem hoheren Risiko einer arteriellen Thrombose (Lesauskaite V et al., 2003).
Genistein konnte in beiden Dosierungen die durch Hcy bedingte Abnahme der Intensitat der
Proteinspots des APOPTOSIS-LINKED GENE 2 INTERACTING PROTEIN und des zytoskeletalen
KERATIN TYPE 2 verhindern, was auf eine anti-apoptotische Wirkung von Genistein in HUVEC
schlieflen lasst.

Die Induktion der Apoptose geht Ublicherweise mit einer erhéhten Expression des Ubiquitin-
hydrolase-Gens einher. Hasegawa R et al. konnten aus humanem Plasma aus der frihen
Phase eines akuten Myokardinfarktes verschiedene Serumfaktoren isolieren, welche in
Fibroblasten in vitro die Apoptose Uber eine verstarkte Expression des Ubiquitinhydrolase-
Gens induzierten (Hasegawa R et al., 2003). Die Spotintensitat der UBIQUITIN CARBOXY-
TERMINAL HYDROLASE L1 war in HUVEC nach Exposition gegeniber Hcy und 25 uM
Genistein erhoht. Diese Befunde zeigen, dass Hcy auch bestimmte Proteine im Sinne einer
verzogerten Atherogenese beeinflussen kann und hohe Dosen an Genistein umgekehrt
Proteine im Sinne einer Atheroskleroseférderung beeinflussen kénnen.

Bei Erkrankungen wie der Atherosklerose oder einer Restenose nehmen Proteine, die an der
Kontrolle des Zellzyklus zur Initierung der Zellteilung und Proliferation beteiligt sind, eine
besondere Stellung ein (Bicknell KA et al., 2003). So vermindert der endotheliale Stressor
Hcy offenbar auch die Regeneration von beschadigten Endothelzellen Uber eine Hemmung
des Zellwachstums (Wang J et al., 1992). In diesem Zusammenhang erscheint der Befund
interessant, dass Genistein eine Zunahme der Proteinspiegel des CHROMOSOME
SEGREGATION PROTEIN SMC1 und des HETEROGENOUS NUCLEAR RIBONUCLEOPROTEIN A2 in
Hcy-behandelten Zellen herbeifiihrte; beide Proteine sind fir die Zellproliferation essentiell
(Rocques PJ et al., 1995; Pino | et al., 2003).

In HUVEC, die gegeniber ox-LDL exponiert wurden, konnte Genistein nur bei drei Proteinen
die durch ox-LDL verursachten Veranderungen der Proteinspiegel verhindern. Eines dieser
Proteine, die zytosolische ALDEHYDE DEHYDROGENASE 1A1 war nach Inkubation mit ox-LDL
verstarkt und nach der Gabe von Genistein wieder vermindert. Allerdings kann die
ALDEHYDE DEHYDROGENASE 1A1 bislang nicht in einen funktionellen Zusammenhang mit der
Atherogenese gebracht werden.

Auch das UBIQUITIN CONJUGATING ENZYME 12 zeigte unter der Wirkung von ox-LDL in
HUVEC einen erhdhten Spiegel, der in Anwesenheit von Genistein wieder das Niveau der
Kontrolle gesenkt werden konnte. Im Verlauf der durch ox-LDL induzierten Apoptose in
Endothelzellen, die auch hier gezeigt wurde, kommt der Ubiquitinierung von zellularen
Proteinen eine groRe Bedeutung zu (Vieira O et al., 2000). In HUVEC koénnte Genistein Uber
seinen Einfluss auf das UBIQUITIN CONJUGATING ENZYME 12 den folgenden Abbau der
ubiquitinierten Proteine durch das 26S PROTEASOME verandern und die Apoptose unter-
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binden. Allerdings flhrte die Exposition der HUVEc gegenlber ox-LDL zu einem stark
erhdhten Spiegel der 26S PROTEASOME SUBUNIT P28 und dieser wurde durch die hohe
Genisteinkonzentration noch weiter erhéht. Bei einer hohen Genisteindosis sind somit ein

erhdhter Proteinabbau und mégliche pro-apoptotische Effekte nicht auszuschliefl3en.

Genistein beeinflusst in hoher Konzentration aber offenbar auch andere Proteine, so die
URIDINE DIPHOSPHOGLUCOSE DEHYDROGENASE, die in die Bildung von strukturgebenden
Proteoglykanen involviert ist (Wegrowski Y et al., 1998) und fir die belegt ist, dass sie in
GefalRen mit atherosklerotischen Lasionen in geringerer Menge vorkommt (Pillarisetti S,
2000). Die Erhoéhung ihres Spiegels in HUVEC war nur bei hoher, nicht aber niedriger

Genisteinkonzentration zu beobachten.

Die hier in HUVEC identifizierten Zielproteine des Genisteins in Zellen, die Stressoren
ausgesetzt waren, kénnen mit gewissen Plausibilitdten in den Kontext einer praventiven
Aktivitat in der Atherogenese eingeordnet werden. Sie reprasentieren somit Biomarker seiner
Wirkung und diese Ubt Genistein bereits in Konzentrationen aus (2,5 uM ), die in vivo Uber

die Zufuhr sojahaltiger Nahrung erreicht werden kdénnen.
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5.1.2 Vergleich der Wirkungen von Genistein, des Genistein/Daidzein-Gemisches
und des Extraktes S40cl auf das Proteom von EA.hy926 Zellen nach ihrer
Exposition gegeniiber Hcy und ox-LDL

Im Falle der EA.hy926 Zellen wurden unter Hcy-Wirkung deutlich mehr Proteine als in

HUVEC in ihrem Spiegel verandert; darunter auch zahlreiche Proteine, die mit athero-

sklerotischen Prozessen in Verbindung gebracht werden kénnen. So waren die Spiegel von

VIMENTIN, MICROTUBULE-ASSOCIATED PROTEIN EB1 und CATHEPSIN B in Gegenwart von Hcy

erhoéht. Die Spiegel des zytoskelettalen Proteins VIMENTIN sind gewdhnlich bei einer Cardio-

myopathie erhéht (Wilke A et al., 1995). EB1 fuhrt Gber die Polymerisation der Mikrotubuli
zur Apoptose (Nakamura M et al., 2002; Zheng XL et al., 2004) und CATHEPSIN B konnte
beim Menschen in atherosklerotischen Lasionen (Liu J et al., 2004) und auch in apoE und
apoE/endothelial NO-Synthase Knock-out Mausen (Chen J et al., 2002), einem Tiermodell
fur die Atherogenese, vermehrt nachgewiesen werden. Dort ist CATHEPSIN B vermutlich an
der Neoangiogenese, der Atherogenese und an Plaque-Brichen beteiligt (Chen J et al.,
2002; Liu J et al., 2004).

Genistein konnte bei 17 Proteinen die durch Hcy verursachte Veranderung der Spot-
intensitdten verhindern, so auch den Anstieg des ANAPLASTIC LYMPHOMA KINASE FUSION
PROTEIN MOESIN. Dieses Protein fordert die Adhasion von Monozyten an Endothelzellen und
deren Migration in die Intima (Wojciak-Stothard B et al., 1999; Thompson PW et al., 2002;
Gamulescu MA et al., 2003).

Die aortische Intima eines Gesunden enthalt mehr Tubulin als die Intima mit fibro-fatty
lesions (Stastny JJ & Fosslien E, 1992). Fir die Synthese von Tubulin wird das Chaperon
TCP1 bendtigt (Yaffe MB et al., 1992). Der Proteinspot von TCP71 war nach der Inkubation
der Endothelzellen mit Hcy nicht mehr detektierbar, wahrend die Anwesenheit von Genistein
wieder eine signifikante Zunahme der Spotintensitat des TCP1 bedingte. Die Wirkung von
Genistein auf das Chaperon TCP1 und damit auf die Biogenese von Tubulin lasst Genistein
somit auch in Zusammenhang mit dem Erhalt einer funktionellen Intima in Verbindung treten.
Das THIOREDOXIN-RELATED PROTEIN ist ein weiteres anti-atherosklerotisch wirksames
Protein, dessen Expression in Hcy-gestressten Zellen verringert war und nach Zusatz von
Genistein wieder anstieg. Dieses Protein scheint vor allem die NO-Synthase in der Gegen-
wart von NO vor Modifikationen zu schitzen und somit den Erhalt seiner Enzym-Aktivitat zu
gewahrleisten (Shao LE et al., 2002). Das THIOREDOXIN-RELATED PROTEIN ist allerdings auch
am Apoptosegeschehen beteiligt. Uber die Bindung an die Apoptosis signal-regulating
kinase 1 (ASK1) verhindert es die Aktivierung der stressinduzierten Signalkaskade der
Mitogen-aktivierten Proteinkinase (MAPK), die die Apoptose ausldst (Shao LE et al., 2002),

wie Abb. 5.1 veranschaulicht. Dies kann als weiterer Hinweis fiir eine apoptoseinduzierende
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Wirkung von Hcy in EA.hy926 Zellen bzw. eine Inhibierung der Apoptose durch Genistein

gewertet werden.

TNF-a

l

TR‘IF-Z Unbekannte

Phosphatase
(Dusp3?)
AlIP1

ASK1 14-3-3

. l
@./ / ASK1 14-3-3

(

Thioredoxin- l
related protein MKK4
MKK6

JNK

— T

AP-1 Bim

Apoptose

Abb. 5.1 Modell der stressinduzierten Aktivierung der MAPK.

Die Stimulierung des TNF-a Rezeptors filhrt zur Verstarkung des Adaptors TRAF2 und gleichzeitig zur
Aktivierung einer unbekannten Phosphatase (mdglicherweise DusP3). TRAF2 vermittelt die Reaktion von ASK1
mit AIP1, was die Freisetzung von ASK1 von seinem endogenen Inhibitor 14-3-3 bewirkt. Die Aktivierung von
ASK1 erfolgt Uber die Abspaltung von 14-3-3 und die Dephosphorylierung von ASK1 durch eine unbekannte
Phosphatase (mdglicherweise Dusp3). ASK1 aktiviert in Abhangigkeit von MKK4 oder MKK6 die JNK, die
wiederum die Apoptose induziert (modifiziert nach Guicciardi ME & Gores GJ, 2003). AlIP1, ASK1-interacting
protein-1; ASK1, Apoptosis signal regulating kinase 1; JNK, c-Jun N-terminal kinase; MKK4/6, MAP kinase kinase
4/6; TRAF2, TNF- TNF-Rezeptor-associated factor 2

Ein weiteres Indiz fiir pro-apoptotische Prozesse in den Endothelzellen bot die verminderte
Intensitat von verschiedenen Proteinen des Zytoskeletts, die im Verlauf der Apoptose proteo-
lytisch gespalten werden (Broers JL et al., 2002). Allerdings fanden sich auch einzelne
zytoskelettale Proteine, wie die Proteine LAMIN Aund C, in Hcy-exponierten Zellen in
hdéheren Spiegeln. Da diese Lamine jedoch wahrend der Apoptose aus dem Zellkern in das

Zytosol freigesetzt werden, kénnten sie in der Folge fur die Proteomanalyse besser
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verflgbar sein als Material aus dem Zellkern und dies kdnnte die erhdhten Spiegel erklaren.
Darlber hinaus werden die Lamine des A-Typs im Gegensatz zu den B-Typ Laminen
wahrend des programmierten Zelltods nur partiell gespalten, was ebenfalls einen Anstieg der
Proteinspiegel erklaren kénnte (Broers JL et al., 2002). Diese aus der Proteomanalyse
gewonnenen Hinweise auf die Apoptose der Endothelzellen wurden durch entsprechende
funktionelle Analysen von Apoptosemarkern bestatigt. So stieg nach Kultivierung der
Endothelzellen mit Hcy nicht nur die Membranpermeabilitdt, sondern auch die DNA-
Fragmentierung und Chromatin-Kondensation, die als Marker flr die spate Apoptose-
prozesse herangezogen werden kénnen, an. Bemerkenswerterweise induziert Hcy die
Apoptose in EA.hy926 Zellen ohne eine erkennbare Veranderung der Aktivitat der
Caspasen-3, -6 und -8. Dies steht jedoch im Einklang mit frilheren Untersuchungen an
primaren humanen Endothelzellen (HUVEC), bei denen die durch Hcy-Thiolacton vermittelte
Apoptose ebenfalls ohne einhergehende Aktivierung der Caspasen erfolgte (Mercie P et al.,
2000). Genistein konnte in Hcy-exponierten EA.hy926 Zellen der Apoptose, an allen Markern
beobachtbar, entgegenwirken, was auch flr die aus der Proteomanalse abgeleiteten

Veranderungen gilt.

Die Wirkung des Isoflavonoidgemisches aus Genistein und Daidzein (GenDai) auf das
Proteom Hcy-exponierter EA.hy926 Zellen unterschied sich deutlich von der des Genisteins.
Nur zwei Proteine wurden in Anwesenheit von Hcy durch Genistein als auch GenDai in ihrer
Spotintensitat verandert, darunter die 6-PHOSPHOGLUCONOLACTONASE. |hr Spiegel stieg unter
Hcy-Exposition an und Genistein und GenDai vermochten dies zu verhindern. Dieses Protein
steht jedoch in keinem bekannten Zusammenhang zu einem der Atherosklerose zugehérigen
Stoffwechselweg. In Zellen, die mit Hcy gestresst wurden, war neben der 6-PHOSPHO-
GLUCONOLACTONASE auch das nukleare LAMIN A von Genistein und GenDai beeinflusst
worden. Genistein konnte die durch Hcy ausgeldste Zunahme der Spotintensitat des LAMIN A
verhindern. In dem Experiment mit dem Gemisch GenDai wies ein Proteinspot nach
Kultivierung mit Hcy eine verminderte Intensitat auf, dessen Peptid-Massen-Fingerabdruck
ebenfalls mit LAMIN A Ubereinstimmt. GenDai konnte die Konzentration dieses Proteins
wieder erhéhen. Aufgrund posttranslationaler Modifikationen wie Glycosylierung, Phosphory-
lierung und Methylierung treten verschiedene Typen der Lamine mit unterschiedlichen Eigen-
schaften auf (Ferraro A et al., 1989). Offenbar werden in Hcy —behandelten Zellen
insbesondere kleinere Lamine (72 kDa, p/5,8) in ihrem Spiegel reduziert und groRere
(82 kDa, pl 6,7) erhoht. GenDai verhinderte die Abnahme der kleineren Lamine, wahrend
Genistein die Menge der groReren Lamine reduzierte. Ein Mangel des LAMIN A wird, wie

bereits beschrieben, mit Lipodystrophie, Hyperinsulindmie, Dyslipiddmie, Diabetes mellitus
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und Bluthochdruck in Verbindung gebracht (Haque WA et al., 2002). Dies kénnte nach den
hier erhaltenen Befunden insbesondere die kleineren Laminformen betreffen.

Die Spotintensitat eines weiteren Proteins des Zytoskeletts, des MATRIN 3, war in Zellen
nach Hcy-Exposition ebenfalls reduziert. Sein Abfall kdnnte mit einer Spaltung durch
Proteasen im Verlauf der Apoptose erklart werden (Broers JL et al., 2002), wobei GenDai
diesen Abfall verhindern konnte. Das VOLTAGE-DEPENDENT ANION-SELECTIVE CHANNEL
PROTEIN 1 (VDAC-1) ist ein weiteres an der Apoptose beteiligtes Protein. VDAC-1 agiert als
Rezeptor des plasminogen kringle 5, das in humanen Endothelzellen den programmierten
Zelltod zu induzieren vermag (Gonzalez-Gronow M et al., 2003, Hanford HA et al., 2003).
GenDai konnte die durch Hcy verursachte Zunahme des Proteinspiegels antagonisieren und
alle sonstigen pro-apoptotischen Wirkungen von Hcy (Membrandesintegration bzw. DNA-
Fragmentierung und Chromatin-Kondensation) revertieren.

Neben Proteinen des Apoptosegeschehens konnten weitere anti-atherosklerotisch wirksame
Proteine identifiziert werden, die von GenDai in ihrem Spiegel verandert wurden, wie z.B.
das am Abbau von LDL beteiligte CATHEPSIN D (Leake DS & Peters TJ, 1981). Seine
Spotintensitat war in Gelen mit Proteinlysaten Hcy-exponierter Zellen reduziert und stieg in
Anwesenheit von GenDai wieder an. GenDai konnte auch die Abnahme der Intensitat des
anti-atherosklerotischen Proteins CHAPERONIN CONTANING T-COMPLEX POLYPEPTIDE 1 DELTA
SUBUNIT (CCT-DELTA) unterbinden. Das Protein CCT-DELTA ist an der Bildung von Tubulin
beteiligt (Kubota H, 2002), das in aortischer Intima mit sogenannten fibro-fatty lesions in
einer geringeren Menge vorliegt als in gesunder aortischer Intima (Stastny JJ & Fosslien E,
1992). CCT-DELTA wirkt demnach ebenso wie TCP-1, dessen Spiegel durch Genistein in

Hcy-behandelten Zellen erhéht wurden, an der Synthese von Tubulin mit.

Der Extrakt S40cl zeigte nur auf die Proteine ANNEXIN Il und HEAT SHOCK PROTEIN
GP PRESURSOR eine Wirkung, die mit der von Genistein in Hcy-behandelten Zellen
vergleichbar war. Die Beeinflussung dieser Proteine kann jedoch bislang mit keinem der
Atherosklerose zugehdrigen Prozess in Verbindung gebracht werden. S40cl konnte nur bei
einer kleineren Anzahl von Proteinen die durch Hcy hervorgerufenen Veranderungen der
Spotintensitat aufheben als GenDai. Aulerdem waren von der Wirkung von S40cl auf das
Proteom Hcy-behandelter Endothelzellen Gberwiegend andere Proteine betroffen als nach
der Kultivierung mit GenDai. Nur die Intensitdten der beiden Proteine MATRIN 3 und
U5 SNRNP-sPECIFIC 40 KDA PROTEIN zeigten vergleichbare Veranderungen in Anwesenheit
von GenDai bzw. S40cl. Wie bereits beschrieben verringerte Hcy die Spotintensitat des zyto-
skelettalen Proteins MATRIN 3, was auf die Spaltung durch Proteasen im Verlauf der

Apoptose zurlickgefiihrt werden kénnte (Broers JL et al., 2002). Ebenso wie GenDai war
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S40cl in der Lage die durch Hcy bedingte Reduktion von MATRIN 3 zu verhindern. Manche
Effekte des Extrakts auf das Proteom der EA.hy926 Zellen sind somit durch die Isoflavonoide
vermittelt worden, was auch die Bestimmung der Apoptose in Form von Membran-
desintegration, sowie DNA-Fragmentierung und Chromatin-Kondensation zeigt. Ebenso wie
die isolierten Isoflavonoide kann der Soja-Extrakt S40cl der Wirkung von Hcy auf die
Apoptose der EA.hy926 Zellen entgegenwirken.

Ein Protein, das durch Hcy verringert wurde und durch S40cl erhéhte Spiegel aufwies war
die DUAL SPECIFICITY (THREONINE/TYROSINE) PHOSPHOPROTEIN PHOSPHATASE DUSP3. Eine
anti-apoptotische Wirkung des Extraktes S40cl kénnte somit Gber die Hemmung der Stress-
induzierten MAP-Kinase Signalkaskade durch Mitglieder der DUSP3 Familie vermittelt
werden (siehe Abb. 5.1, Seite 75) (Bueno OF et al., 2001; Shao LE et al., 2002), ahnlich wie
es fur Genistein aufgrund der erhéhten Spiegel des THIOREDOXIN-RELATED PROTEINS
postuliert wurde. Bestarkt wird diese Hypothese durch eine erhdhte Bildung der THIOREDOXIN
PEROXIDASE in mit Hcy gestressten Endothelzellen in Gegenwart von S40cl. Dies kdnnte die
Hemmung der Apoptose verstarken, da Thioredoxin Peroxidasen die Endothelzellen vor
oxidativen Schaden und somit vor der Apoptose schitzen kdnnen (Zhang P et al., 1997).
S40cl beeinflusste in Hcy-exponierten EA.hy926 auch die Intensitat von Proteinen, die
unabhangig von der Apoptose an der Entwicklung der Atherosklerose beteiligt sind. So
verhinderte S40cl beispielsweise die durch Hcy verursachte Abnahme der Spotintensitat des
DNAK-TYPE MOLECULAR CHAPERONE, das auch als MORTALIN-2 oder HEAT-SHOCK PROTEIN 70
(HsP70) bekannt ist. HSP70 mindert die durch Angiotensin-ll vermittelte Bluthochdruck-
antwort, vermutlich aufgrund von Wechselwirkungen mit dem NF-kB Signalweg (Chen Y et
al., 2004a & b). Da HspP70 in Zellen die IkKB Kinase-a (IKK-a) inhibiert und die Freisetzung
des Inhibitor kB-a (IkB-a) blockiert (Chen Y et al., 2004a), wird die durch NF-kB vermittelte
Signalkaskade gehemmt (siehe Abb. 5.2, Seite 79). Zwar konnte hier kein Effekt auf die
Spiegel von |IKK-a oder IkB-a beobachtet werden, doch war die Intensitat des
IKK INTERACTING PROTEINS in Hcy-gestressten EA.hy926 verringert und in Anwesenheit von
S40cl wieder erhdht. Dies lasst vermuten, dass das IKK INTERACTING PROTEIN mit der
Hemmung der Aktivitat von NF-kB in Verbindung steht.
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Abb. 5.2 Signaltransduktion zur Férderung der Synthese von TNF-a und potentielle Mechanismen, liber
die Hsp70 die Bildung von TNF-a hemmt als Hypothese zur Erkldrung der Wirkungen von Hcy und
Isoflavonoiden auf das Endothel.

Die Aktivitdt von NF-kB wird von IkB reguliert, das an NF-kB bindet und dabei einen inaktiven Komplex im
Zytoplasma bildet. Uber Faktoren wie Lipopolysaccharide (LPS), Sepsis, Ischamie oder Hdmorrhagie wird eine
Signalkaskade in Gang gesetzt, die die NF-kB inducing kinase (NIK) aktiviert. NIK aktiviert Uber Phosphorylierung
der Untereinheiten die /kB kinase (IKK). Die aktivierte IKK phosphoryliert IkB, was zum Abbau von IkB und somit
zur Freisetzung von NF-kB fiihrt. NF-kB gelangt in den Zellkern, wo es die Transkription u.a. von TNF-a oder der
Adhasionsmolekiile ICAM und VCAM auslést: TNF-a wiederum verstarkt tGber den TNF-a Rezeptor die Reaktion
entziindlicher Prozesse. HsP70 reguliert die Aktivierung von NF-kB vermutlich Gber die Hemmung der IKK bzw.
Uber die Immobilisierung von NF-kB oder durch Beeinflussung des IKK-INTERACTING PROTEINS (modifiziert nach
Meng X & Harken AH, 2002; Yang CR et al., 2005).

Um die Mechanismen zur Wirkung des Extraktes S40cl auf das Proteom von EA.hy926
Zellen naher zu charakterisieren, wurden die mRNA-Spiegel ausgewahlter Transkripte in
EA.hy926 Zellen mittels RealTime-PCR untersucht. Die mRNA-Spiegel aller ausgewahlten
Gene waren unter Wirkung von Hcy erhoht und bei gleichzeitiger Kultivierung mit S40cl
wurde der Anstieg der Expression verhindert. Auf Proteinebene war auch die Expression von
ANNEXIN Il und CAPPING PROTEIN ALPHA in Gegenwart von Hcy erhoht, was S40cl
unterbinden konnte. Im Gegensatz dazu war die Spotintensitat der Proteine DUSP3, DNAK-
TYPE MOLECULAR CHAPERONE und MATRIN 3 in Anwesenheit von Hcy reduziert und bei
gleichzeitigem Angebot von S40cl wieder erhdht. Mehrere Studien haben bereits eine
vergleichbare Diskordanz der mRNA-Spiegel und korrespondierenden Proteinspiegel belegt
(Gygi SP, 1999; Chen G et al., 2002) und diese werden durch Einfllisse auf die Kontrolle der
Proteintranslation, der Stabilitat der Proteine oder Proteinmodifikationen zurtickgefiihrt. Die
hier beobachteten Unterschiede in Protein- und mRNA-Spiegel beruhen vermutlich in erster
Linie auf der durch Hcy herbeigefiihrten Apoptose und der damit verbundenen Hydrolyse von

Zielproteinen.
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Auch die Exposition der Zellen gegentber dem pro-atherosklerotischen Stressor ox-LDL
fihrte zu Veranderungen der Expression von Proteinen, die mit der Entwicklung der
Atherosklerose in einen biologischen Kontext gebracht werden kénnen. Zu diesen gehorte
beispielsweise das nukleare LAMIN C. Wie auch das LAMIN A ist es an der Replikation der
DNA, der Chromatin-Organisation, der Anordnung von Kernporen und Verankerung der
Kernmembranen beteiligt (Moir R et al., 2001). In mit ox-LDL behandelten Zellen konnte der
entsprechende Proteinspot nicht mehr detektiert werden, so dass man hier in der
Veranderung des LAMIN C moglicherweise einen Marker fir ox-LDL induzierte pro-athero-
sklerotische Lasionen sehen kénnte. Die unter ox-LDL verminderten Spiegel des
SERINE/CYSTEINE PROTEINASE INHIBITORS, CLADE H mag den schadlichen Einfluss von ox-
LDL auf Endothelzellen ebenfalls zum Teil erklaren, da der Verlust der Hemmung der
Serine/Cysteine Proteasen zur ausgedehnten Neubildung von extrazellularer Matrix der
Arterienwand wahrend der Atherosklerose beitragt (Liu J et al., 2004).

Die UBIQUINOL-CYTOCHROM-C-REDUCTASE, ein Bestandteil des Komplex Il der mitochon-
drialen Atmungskette, ist in den Mitochondrien, u.a. im Rattenherz, fur die Bildung von ROS
verantwortlich (Chen Q et al., 2003). In einer Vielzahl von Zellen ist die vermehrte Bildung
von ROS in der Zelle ein essentieller Schritt zur Auslésung der Apoptose (Milovanova T et
al., 2004; Robertson RP, 2004; Wenzel U et al., 2004). Die durch ox-LDL ausgel6ste
Zunahme der Proteinintensitat der UBIQUINOL-CYTOCHROM-C-REDUCTASE mag daher als Indiz
fur eine Begunstigung der Atherosklerose durch vermehrte ROS-Bildung und Apoptose-

induktion betrachtet werden.

Interessante Genistein-Wirkungen in ox-LDL-exponierten Zellen betreffen z.B. die
METHIONINE ADENOSYLTRANSFERASE REGULATORY BETA SUBUNIT. Der Spiegel dieses Enzyms
lag in ox-LDL behandelten Zellen unterhalb der Detektionsgrenze. Belegt ist, dass eine
verminderte Expression der B-UNTEREINHEIT der METHIONINE ADENOSYLTRANSFERASE die
intrazellularen Spiegel an S-Adenosylmethionin auf das 6-10-fache ansteigen lasst (LeGros
L et al.,, 2001), was auf Kosten freien Adenosins erfolgt (Riksen NP et al.,, 2003). Die
Beeinflussung der METHIONINE ADENOSYLTRANSFERASE REGULATORY BETA SUBUNIT fuhrt
somit zu einem Verlust an kardio- und vasoprotektivem Adenosin. Genistein konnte die
durch ox-LDL verursachte Abnahme der METHIONINE ADENOSYLTRANSFERASE REGULA-
TORY BETA SUBUNIT unterbinden. Die Intensitat eines zweiten Proteinspots, dem ebenfalls die
METHIONINE ADENOSYLTRANSFERASE REGULATORY BETA SUBUNIT zugeordnet werden konnte,
wurde durch den Stressor ox-LDL erhoht. Genistein konnte auch dessen Veranderung
verhindern. Der p/ dieses zweiten Proteinspots war etwas niedriger im Vergleich zu dem
Spot, der in Gelen mit Proteinen ox-LDL-exponierter Zellen nicht mehr detektiert werden

konnte. Das deutet auf Modifikationen des Proteins wie Phosphorylierung hin, die zur
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Regulierung der METHIONINE ADENOSYLTRANSFERASE SUBUNIt durch ox-LDL und Genistein
beitragen konnten.

Ebenfalls verringert wurde unter ox-LDL-Wirkung, wie auch bereits flir Hcy beschrieben, der
Spiegel des THIOREDOXIN RELATED PROTEINS. Die Co-Inkubation mit Genistein fuhrte ebenso
wie in Hcy-gestressten Zellen zu einem Anstieg der Expression dieses Proteins. Auch dies
ist ein Indiz fur die pro-apoptotische Wirksamkeit von ox-LDL bzw. die effektive Hemmung
der Apoptose durch Genistein auch in ox-LDL-gestressten Zellen. In gleicher Weise sind die
Befunde zu veranderten Spotintensitaten mehrerer Proteine des Zytoskeletts zu werten.

Die Wirkung von ox-LDL auf Proteine wie LAMIN B1 oder LAMIN A unterschied sich jedoch
von der durch Hcy induzierten Veranderung dieser Proteine, was auf unterschiedliche
Mechanismen der Apoptoseinduktion hinweist. LAMIN A konnte zwei Proteinspots (64 kDa,
p/ 6,5; 82 kDa, pl 6,7) zugewiesen werden, deren durch ox-LDL verringerte Proteinspiegel
von Genistein wieder erhéht wurden.

GenDai beeinflusste in Gegenwart von ox-LDL weniger Proteine als Genistein alleine und
dariber hinaus vollkommen andere Proteine. Die Anwesenheit von Daidzein scheint somit
die Wirkung von Genistein also entscheidend zu verandern. In ahnlicher Weise wie bei Hcy
konnte auch in ox-LDL-exponierten EA.hy926 Zellen der Spot des Proteins CATHEPSIN D
nicht mehr nachgewiesen werden; GenDai konnte aber diesen Abfall des Proteins, das auch
am Abbau von LDL beteiligt ist (Leake DS & Peters TJ, 1981), ebenso wie in Hcy-
exponierten Zellen auch hier verhindern.

In aortischer Intima mit atherosklerotischen Lasionen ist der von Glutathion-abhangigen
Enzymen vermittelte Schutz vor oxidativem Stress schwacher ausgepragt. Daher kommt
offenbar der GLUTATHIONE-S-TRANSFERASE PI (GSTPI) eine Schlisselrolle im anti-oxidativen
Schutz der Zellen zu (Lapenna D et al., 1998). GSTr! agiert als negativer Repressor von
Kinasen wie der c-Jun NHs-terminal kinase und nimmt somit Einfluss auf Kinase-Kaskaden,
die die Stressantwort, Proliferation oder die Apoptose regulieren (Ruscoe JE et al., 2001). In
ox-LDL-exponierten EA.hy926 Zellen war der Spiegel der GSTPI reduziert, was durch
GenDai-Gabe kompensiert werden konnte. Somit konnte GenDai Gber die GSTPI in Analogie
zur Wirkung von Genistein auf das THIOREDOXIN-RELATED PROTEINS und die MAPK Signal-
kaskade an der Apoptose beteiligt sein, die von GenDai ebenso effektiv verhindert werden
kann wie von Genistein.

Als interessanter Befund kann die verringerte Menge der anti-atherosklerotischen CMP-N-
ACETYLNEURAMINIC ACID SYNTHASE in ox-LDL-exponierten Zellen gewertet werden, die durch
GenDai wieder erhdéht wurde. Dieses Enzym katalysiert die Bildung des aktivierten Zucker-
Nukleotids Cytidine-Monophosphate N-Acetylneuraminsaure (CMP-Neu5Ac) (Rodriguez-
Aparicio LB et al., 1992), ein Substrat der Golgi-Sialyltransferasen. Die Sialyltransferasen

sind fUr die Aktivierung der freien Sialinsaure verantwortlich (Munster AK et al., 1998), deren
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Gehalt in Endothelzellen negativ mit der Aufnahme an LDL-Partikeln korreliert (Gorog P &
Pearson JD, 1984). Uber die erhdhten Spiegel der CMP-N-ACETYLNEURAMINIC ACID
SYNTHASE und der damit verstarkten Synthese von Sialinsaure, kdnnten die Isoflavonoide
somit auch die Aufnahme des pro-atherosklerotischen Stressors LDL in Endothelzellen
mindern.

Der COPROPORPHYRINOGEN OXIDASE PRECURSOR ist an der Synthese von Porphyrinen
beteiligt, die Bestandteile der Cytochrome sind. (Charalampous FC, 1974). Ox-LDL fihrt in
Endothelzellen zu einer verstarkten ROS-Synthese (Zmijewski JW et al., 2005), die auf dem
durch ox-LDL verminderten Proteinspiegel des COPROPORPHYRINOGEN OXIDASE PRECURSORS
beruhen konnte. Eine starke ROS-Produktion I6st eine endotheliale Dysfunktion aus, die zur
Apoptose fihrt und damit die Atherosklerose beglingstigt (Puddu P et al., 2005). Da GenDai
die Abnahme des COPROPORPHYRINOGEN OXIDASE PRECURSORS in ox-LDL-behandelten
Zellen zu verhindern vermochte, koénnten die Isoflavonoide auch auf diesem Weg zur
Pravention der Atherosklerose Uber eine verminderte Apoptoserate beitragen. Auch der
Extrakt S40cl wirkte in gleicher Weise wie GenDai auf die CMP-N-ACETYLNEURAMINIC ACID
SYNTHASE und den mitochondrialen COPROPOR-PHYRINOGEN OXIDASE PRECURSOR.

Zwei der Proteine deren durch ox-LDL bewirkte Verdnderung im Spiegel durch den Extrakt
S40cl unterbunden werden konnte, wurden auch durch Genistein in ox-LDL-exponierten
EA.hy926 Zellen beeinflusst. ANNEXIN Il wurde auch in ox-LDL-gestressten Zellen in einer
verringerten Menge vorgefunden, was Genistein gleichermallen wie S40cl verhindern
konnte. Im Gegensatz dazu Ubten Genistein und der Extrakt eine sehr gegensatzliche
Wirkung auf das an der Genregulation beteiligte Protein HETEROGENOUS RIBONUCLEOPROTEIN
H aus. Beide Proteine scheinen jedoch hinsichtlich der Entstehung der Atherosklerose keine
Bedeutung zu besitzen. Alle weiteren durch S40cl ausgeldsten Effekte auf das Proteom von
ox-LDL-exponierten EA.hy926 Zellen konnten in Anwesenheit der isolierten Isoflavonoide
nicht beobachtet werden. Der Einfluss von S40cl auf die Proteinexpression von Endothel-
zellen scheint somit nur bedingt durch die Isoflavonoide vermittelt worden zu sein. Jedoch
werden die zentralen Mechanismen der Wirkung des Extraktes S40cl auf das Proteom der
EA.hy926 Zellen durch die Isoflavonoide verursacht.

Doch kénnen auch einige Proteine, deren durch ox-LDL verursachte Intensitatsanderung nur
durch den Extrakt verhindert werden konnte, mit atherosklerotischen Prozessen in Verbin-
dung gebracht werden. Das DNAK-TYPE MOLECULAR CHAPERONE wird auch als heat-
shock protein 70 (Hsp70) bezeichnet (Meng X & Harken AH, 2002). Dieses Chaperon, das in
EA.hy926 Zellen schon nach Kultivierung mit Hcy in einer verminderten Menge vorlag,
konnte in ox-LDL-behandelten Zellen nicht mehr detektiert werden. S40cl konnte der

Abnahme der Proteinmenge entgegenwirken. In vifro wurde gezeigt, dass HSP70 in
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Monozyten und Makrophagen und nach Verletzungen infolge ischamischer Reperfusion
auch in vivo die TNF-a Synthese verringert (siehe Abb. 5.2, Seite 79) (Meng X & Harken AH,
2002). In Endothelzellen fordert TNF-o u.a. die Expression von Adhasionsmolekilen, die
Bildung von Zytokinen und die prokoagulierende Aktivitdt von Gewebefaktoren (Paleolog EM
et al., 1994).

S40cl kompensierte auch die durch ox-LDL verursachte Abnahme der Spotintensitat des
Proteins OXYGEN-REGULATED PROTEIN 150K (ORP150). Uber die gesteigerte Toleranz
gegenlber oxidativem Stress wirkt das Protein auf der Ebene des Endoplasmatischen
Retikulums zytoprotektiv (Ozawa K et al., 1999).

Das Enzym PLATELET ACTIVATING FACTOR ACETYLHYDROLASE (PAFAH) setzt mittels
Hydrolyse des platelet activating factors (PAF) inaktives lyso-PAF frei (Peplow PV, 1999).
PAF ist an Entziindungsprozessen und der Thrombose beteiligt und partizipiert somit an der
Entstehung der Atherosklerose (Zimmermann GA et al.,, 2002). PAFAH scheint zusatzlich
eine Schutzfunktion bei Bildung und Aktivitat von mild-oxidiertem LDL zu besitzen (Watson
AD et al., 1995). In ox-LDL-exponierten EA.hy926 Zellen wurde sein Spiegel reduziert, was
pro-atherogen wirken kdnnte und S40cl konnte dem Abfall des Proteinspiegels entgegen-
wirken.

Zwar fihrte der Extrakt S40cl in ox-LDL-behandelten EA.hy926 Zellen nicht zu Veran-
derungen von Proteinen, die in einem direkten Zusammenhang mit der Apoptose stehen,
doch vermochte er ebenso wie Genistein und das Gemisch GenDai die durch ox-LDL
induzierte Zunahme der Membranpermeabilitdit und Kernfragmentierung vollstandig zu

verhindern.
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Wirkung der Isoflavonoide auf Endorthelzellen ohne Exposition gegeniiber Stressoren

Zwar konnte Genistein eine Vielzahl der Wirkungen von Hcy und ox-LDL aufheben, es zeigte
aber — wenn alleine angeboten - zusatzliche und mitunter sogar zur Wirkung in Hcy- und ox-
LDL-exponierten Zellen gegensatzliche Effekte. So wurden sechs Proteine von Genistein
unabhangig von der An- bzw. Abwesenheit von Hcy und drei Proteine abhangig von der An-
bzw. Abwesenheit von ox-LDL als reguliert vorgefunden. Eine Anzahl als pro-athero-
sklerotisch zu kategorisierender Proteine wurde von Genistein und den Stressoren in
gleicher Weise im Spiegel verandert. Dennoch kann wohl der Einfluss von Genistein
beispielsweise bei postmenopausalen Frauen in Bezug auf Atherosklerose-relevante
Parameter als positiv bewertet werden, wie der Anstieg von NO-Abbauprodukten im Plasma,
die Abnahme der Spiegel an Endothelin-1 und die Aufrechterhaltung der Endothel-
abhangigen Vasodilatation (Squadrito F et al.,, 2002) belegen. Diese Wirkungen des
Genisteins mdgen daher als stressspezifische Effekte eingestuft werden, die sich hier bei der
Proteomanalyse in ahnlicher Weise nach Hcy- oder ox-LDL-Behandlung der Endothelzellen
zeigen.

Die gleichzeitige Anwesenheit von Daidzein scheint dabei die Wirkung von Genistein deutlich
zu verandern, wie die vergleichenden Analysen mit dem Gemisch belegen. Die Genistein-
Exposition beeinflusste signifikant mehr Proteine als GenDai und nur ein Protein, die 6-
PHOSPHOGLUCONOLACTONASE erwies sich als unabhangig von der Anwesenheit von
Daidzein reguliert. Vier der von S40cl beeinflussten Proteine lielRen sich auch durch
Genistein in Abwesenheit der Stressoren als in ihrem Spiegel verandert identifizieren.
Jedoch war die Wirkung von S40cl und Genistein nur im Falle der beiden LAMINE A und C
vergleichbar: ANNEXIN || und die PROBABLE THIOREDOXIN PEROXIDASE PAGA wurden von
S40cl und Genistein in entgegengesetzte Richtungen verandert. GenDai und S40cl flihrten
jedoch gleichermallen zu Veranderungen der Spiegel der TRIOSEPHOSPHAT ISOMERASE 1,
des HETEROGENOUS NUCLEAR RIBONUCLEOPROTEIN H und des U5 SNRNP-SPECIFIC 40 KDA
PROTEIN.

Die Mehrzahl der Proteine, die von GenDai und S40cl in gestressten EA.hy926 Zellen in
ihrer Menge beeinflusst wurden, zeigten keine Anderung des Spiegels in Abwesenheit der
Stressoren. GenDai und S40cl scheinen daher ebenfalls vor allem Stress-spezifische
Zellantworten zu beeinflussen. Dennoch lief3en sich auch einige Proteine in Abwesenheit der
Stressoren als von GenDai und S40cl reguliert identifizieren, die in einen Zusammenhang
mit der Atherosklerose zu bringen sind. So, die ATP SULFURYLASE/APS KINASE 2, die die
Synthese von 3'-Phosphoadenosin-5'-Phosphosulfat vermittelt und an Sulfatierungen, u.a.
der Proteoglykane, beteiligt ist. Wobei diese in atherosklerotisch veranderten Gefalken in
einer geringeren Menge vorgefunden werden (Pillarisetti S, 2000). Das Isoflavonoidgemisch

GenDai erhohte die Spiegel dieses Enzyms. Das ANAPLASTIC LYMPHOMA KINASE FUSION
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PROTEIN MOESIN war in GenDai-exponierten Zellen reduziert. MOESIN beglnstigt das
Anheften von Monozyten an die Plasmamembran von Endothelzellen und somit deren
Adhasion und Migration (Thompson PW et al., 2002). S40cl verursachte daruber hinaus eine
Erhéhung des nuklaren LAMIN C und ein durch einen Polymorphismus des LMNA Gens
ausgeloster Funktionsverlust von LAMIN C zieht wie im Falle von Lamin A Veranderungen
nach sich, die zur Entwicklung einer Atherosklerose beitragen (Al-Shali KZ & Hegele RA
2004).

Genistein, das Isoflavonoidgemisch und der Extrakt S40cl tiben ihre biologischen Wirkungen
in Endothelzellen offenbar auf gemeinsamen sowie unterschiedlichen Wegen und Uber
gemeinsame aber eben auch unterschiedliche Zielproteine aus. Nur wenige Proteine wurden
von Genistein, dem Gemisch und dem Soja-Extrakt in gleicher Weise reguliert, dazu zahlen
die CMP-N-ACETYLNEURAMINIC ACID SYNTHASE und der COPROPOR-PHYRINOGEN OXIDASE
PRECURSOR, deren Spiegel von GenDai und S40cl in ox-LDL-behandelten Zellen gleichsinnig
verandert wurden. Der Soja-Extrakt scheint aber einige von seinem Isoflavonoidgehalt
unabhangige Effekte auf atheroskleroserelevante Proteine auszuliben, die u.a. das DNAK-
TYPE MOLECULAR CHAPERONE oder das Protein ORP150 betreffen. Gemeinsam hatten alle
gepriften Isoflavonoidzubereitungen, dass sie effektiv anti-apoptotisch auf die durch Hcy
oder ox-LDL initiierte Apoptose wirkten. Zwar werden in Folge der Apoptoseinduktion einige
Proteine als gleichartig und gleichsinnig von den Isoflavonoidpraparationen reguliert
vorgefunden, doch lassen sich ebenso spezifische Wirkungen der einzelnen Effektoren
belegen. In diesem Sinne zeigen auch die hier vorgelegten Befunde die in der Literatur
vielfach dokumentierten pleiotropen Wirkungen der Isoflavonoide. Sie besitzen aber eine
stressspezifische Komponente, die es gestattet, ihnen in Endothelien eine protektive

Funktion zuzuschreiben.
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5.2 Einfluss der Phytodstrogene auf das Proteom humaner PBMC in vivo

Bei postmenopausalen Frauen nimmt die funktionelle Integritdt der Arterien in einem
hoheren Ausmald ab als bei gleichaltrigen Mannern. Der Grund hierfar wird im Abfall der
Ostrogen-Spiegel im Verlauf der Menopause gesehen, die eine kardioprotektive Aktivitat
besitzen. So kommt es in der Menopause zu einer Reihe von markanten Veranderungen
atherosklerotischer Risikoindikatoren mit einem Anstieg der Plasmaspiegel von Triglyceriden
und Cholesterol, einer erhéhten fibrinolytischen Aktivitat, einem verringerten Spiegel des
plasminogen activator inhibitor type 1 und einer gesteigerten Freisetzung entziindungs-
fordernder Zytokine, wie Interleukin-1, Interleukin-6 und TNF-a (Pfeilschifter J et al., 2002;
Walters J et al., 2003). Da die durchschnittliche Lebenserwartung von Frauen in Westeuropa
80 Jahre Uberschreitet und die Frauen damit ein Drittel ihres Lebens in der postmeno-
pausalen Phase verbringen, kommt der durch die Abnahme der Ostrogen-Spiegel rasch

fortschreitenden Atherosklerose eine grof’e Bedeutung zu (Pfeilschifter J et al., 2002).

Im Rahmen der im Isoheart-Projekt vogenommenen acht Wochen andauernden placebo-
kontrollierten Supplementierung mit einem Isoflavonoid-haltigen Musliriegel in einer Kohorte
von postmenopausalen Frauen wurde das Proteom der mononukledren Zellen des
peripheren Blutes (PBMC) von 20 Probandinnen analysiert. PBMC sind nachweislich an der
Genese der Atherosklerose beteiligt (Ludewig B, Laman JD, 2004; Osiecki H, 2004), lassen
sich als zirkulierende Rezeptorzellen beschreiben und kénnen im Vergleich zu Endothel-

zellen mit einem geringen labortechnischen Aufwand gewonnen werden.

Im Supplementierungsarm der Studie lieR® sich bei den Probandinnen bei 25 Proteinen ein
Anstieg des Spiegels und bei vier Proteinen ein Abfall nachweisen. U.a. zahlte HSP70 zu den
Proteinen, deren Menge nach dem Verzehr des Isoflavonoid-haltigen Riegels signifikant
erhoht war. In Monozyten und Makrophagen der PBMC-Fraktion unterbindet HSP70 in vitro
nach Stimulierung mit bakteriellen Lipopolysacchariden die Bildung von TNF-a und verringert
auch in vivo die Synthese von TNF-a (siehe Abb. 5.2, Seite 79) (Meng X & Harken AH,
2002). TNF-a wird vor allem von Makrophagen nach ihrer Stimulation mit pro-atherogenen
Faktoren sezerniert (Shioi A et al.,, 2002) und fordert in Endothelzellen die Bildung von
Adhasionsmolekiilen (Kevil CG et al., 2004) und in glatten Muskelzellen die Aktivitat der
Alkalischen Phosphatase, wodurch die Kalzifizierung der Gefalle beglinstigt wird (Shioi A et
al.,, 2002). Niedrige Plasmaspiegel des HsSP70 infolge einer endothelialen Dysfunktion
(Hooper PL & Hooper JJ, 2004) kénnen als Marker fir das Voranschreiten der Athero-
sklerose betrachtet werden (Pockley AG et al., 2003).

Der Verzehr des Isoflavonoid-haltigen Riegels beeinflusste bei den Probandinnen auch das
FLNA PROTEIN, das auch als FILAMIN A bekannt ist (Robertson SP, 2004). Die erhohten



5 Diskussion 87

FLNA-Spiegel koénnten Uber die Hemmung des NF-kB-Weges und der Kinasen der
JNK/SAPK Klasse eine anti-inflammatorische Wirkung hervorrufen. So filhrt die Uber-
expression von FILAMIN A zu einer verminderten Aktivierung von NF-kB und eine Uber den
TNF receptor-associated factor 2 vermittelte Aktivierung der c-Jun N-terminal kinase/stress-
activated protein kinase (JNK/SAPK) (Leonardi A et al., 2000). Die JNK/SAPK ist ein Mitglied
der Mitogen aktivierten Kinase-Familie. Sie wird von Stressfaktoren und entziindungs-
fordernden Zytokinen wie Interleukin 1 und TNF-a stimuliert (Gee K et al., 2002) und ist an
der Ausldsung der Apoptose beteiligt (Chen YR et al., 1999). NF-kB wiederum ist, wie bereits
erlautert, in die Aktivierung der TNF-a-Produktion involviert (Meng X & Harken AH, 2002). In
T Lymphozyten wird das FLNA PROTEIN offenbar unabhangig von Caspasen durch
Granzym B gespalten (Browne KA et al., 2000). Da die Spiegel des FLNA PROTEINS in
PBMC der postmenopausalen Frauen nach der Isoflavonoid-Intervention deutlich ange-
stiegen waren, konnten die Isoflavonoide an einer Hemmung der Apoptose von T-Lympho-
zyten beteiligt sein.

Ein weiteres in den Ablauf der Apoptose eingebundenes Protein ist das GALECTIN 1, das zu
den B-Galactosid-bindenden Proteinen gehort (Rabinovich GA et al., 1999). GALECTIN 1 war
in den PBMC unter Isoflavonoid-Gabe in seiner Menge signifikant reduziert. In aktivierten
Makrophagen ist die Konzentration dieses Proteins Ublicherweise erhdht, was zu Beein-
flussungen des Immunsystems fuhrt und die Apoptose aktivierter T-Zellen mit bedingt
(Rabinovich GA et al., 1999; Rabinovich GA, 2000). GALECTIN 1 vermag die Apoptose
unabhangig von p53 oder Steroiden zu induzieren und ist mdglicherweise in die T Zell-
Rezeptor-vermittelte Apoptose ebenso involviert (Perillo NL et al., 1997).

PROHIBITIN, das vor fehlerhafter Faltung neu gebildeter Proteine schitzt (Nijtmans LG et al.,
2000), wurde im Isoflavonoidarm in erhéhter Menge in PBMC vorgefunden. Die fehlerhafte
Faltung von Proteinen, besonders von Lipoproteinen, tragt zur Entwicklung der Athero-
sklerose bei (Ursini F et al., 2002). Da PROHIBITIN an der physiologischen Reifung von T-
Zellen beteiligt ist (Dixit VT et al., 2003), lasst seine Veranderung unter Isoflavonoid-Gabe
auch Effekte auf das Immunsystems erwarten.

Das 26S Proteasom besteht bekanntlich aus mehreren Einheiten und spaltet poly-
ubiquitinierte Proteine. Seine regulatorische Untereinheit bestimmt seine ATP-Abhangigkeit
und Spezifitat (Ferrell K et al., 2000). Das 26S Proteasom ist Uber die Regulierung der NF-
KB-Aktivitdt an der Kontrolle von Entziindungsprozessen beteiligt (Grisham MB et al., 1999).
Da die Intervention zu einem Anstieg des Spiegels der 26S PROTEASE REGULATORY
SUBUNIT 8 fuhrte, ist nicht auszuschlieBen, dass die Isoflavonoide auch Uber einen
verstarkten proteolytischen Abbau von NF-kB anti-inflammatorisch wirken.

Die NADP+-DEPENDENT ISOCITRATE DEHYDROGENASE IDPC war ebenfalls unter Isoflavonoid-

Wirkung in den PBMC erhdht. /IDPc ist fir die Regenerierung von reduziertem Glutathion
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essentiell. In vitro flhrt ein verringerter IDPC-Spiegel zur vermehrten Lipidperoxidation, der
intrazelluldren Bildung von Peroxiden und oxidativen DNA-Schaden. Ein erhdhter zellularer
Spiegel der IDPc flihrt dagegen zur verbesserten Resistenz gegeniber oxidativem Stress
(Lee SM et al., 2002). Die unter Isoflavonoid-Gabe erhéhten PBMC-Spiegel der IDPC lassen
somit ein verbessertes oxidatives Milieu in Immunzellen, wie Makrophagen, erwarten, was
auch zur verminderten Bildung von Schaumzellen beitragen kénnte.

Die a-ENOLASE ist an der Aktivierung von Plasminogen auf der Oberflache von Leukozyten
beteiligt. Die Aktivierung von Plasminogen schiitzt das Zell-gebundene Plasmin vor seinem
Inhibitor a,-Antiplasmin und flhrt zur fortgeschrittenen proteolytischen Aktivitdt von Zell-
gebundenem Plasmin (Lopez-Alemany R et al., 2003). Da die Fibrinolyse zum Schutz vor
einer Uberschissigen Fibrin-Akkumulation erforderlich ist (Walsh PN and Ahmad SS, 2002),
kénnten die Isoflavonoide (ber eine Erhéhung der Expression der a-ENOLASE auch anti-
thrombotische Effekte ausuben.

PROTEIN TYROSIN PHOSPHATASEN gewahrleisten den Phanotyp ruhender Lymphozyten und
spielen im Rahmen der Beendigung der Immunantwort eine Rolle bei der Uberfiihrung von
aktivierten Lymphozyten in einen ruhenden Zustand (Mustelin T et al., 2005). Die erhéhten
Spiegel der PROTEIN TYROSIN PHOSPHATASE in PBMC postmenopausaler Frauen nach
Isoflavonoid-Supplementierung, lasst auch hier auf einen Einfluss der Isoflavonoide auf das
Immunsystem im Sinne der Hemmung von Entziindungsprozessen schlief3en.

Das Protein CALELECTRIN, auch als ANNEXIN VI oder CALCIUM-BINDING PROTEIN P68 bekannt
(Clark DM et al., 1991), ist ein Bestandteil submembrandrer Komplexe des Zytoskeletts
(Owens RJ et al., 1984). Im Herzen flhrt die Uberexpression von ANNEXIN VI zu einer
Stérung der Ca®*-Homdostase, was vermutlich (iber die Anderung der Aktivitit von lonen-
Pumpen und/oder Austauschern in der Membran der Cardiomyozyten vermittelt wird
(Gunteski-Hamblin et al., 1996). Die erhéhten Spiegel von CALELECTRIN nach dem Konsum
des Isoflavonoid-haltigen Riegels sind im Hinblick auf mégliche Konsequenzen flir das
kardiovaskulare System ohne spezifische Kenntnis der PBMC-Subpopulation, in der diese
Veranderungen stattgefunden haben, nicht zu bewerten.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass in der Supplementationsphase bei den
Probandinnen signifikante Anderungen im Proteom der PBMC nachweisbar waren. Zum Teil
erwiesen sich einzelne Veranderungen in der Auswaschphase bzw. der Placebophase als
reversibel. Unter den identifizierten Proteinen, die auf die Isoflavonoid-Gabe mit
Veranderungen im zellularen Spiegel ansprachen, lieBen sich einige in den Kontext der
Atherogenese stellen. So Iasst sich vermuten, dass die Isoflavonoide in vivo u.a. Uber HSP70
und das FLNA PROTEIN anti-inflammatorisch wirken kdénnen und zu einer verminderten
Synthese von Adhasionsmolekilen beitragen. Uber GALECTIN 1 und PROHIBITIN kdnnten sie

ferner anti-apoptotische Aktivitdt entfalten sowie Uber eine verminderte Bildung von
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Schaumzellen (26S PROTEASE REGULATORY SUBUNIT 8, IDPC) und die anti-thrombotische

Wirksamkeit (a-ENOLASE) indirekt endotheliale Veranderungen positiv beeinflussen.
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6 Synopse

Die Analyse der Veranderungen in den zellularen Spiegeln von Proteinen der Endothelzellen
nach Behandlung mit isoliertem Genistein sowie dem Isoflavonoidgemisch GenDai in An-
und Abwesenheit der pro-atherosklerotischen Stressoren Hcy und ox-LDL ermdglichte die
Identifizierung zahlreicher Zielproteine der Stressoren als auch der Isoflavonoide. Eine
Vielzahl davon lieR} sich pathogenetischen Prozessen der Atherogenese zuordnen und auf
vermutlich anti-atherosklerotische Effekte der Isoflavonoide schlieRen. Abb. 6.1 zeigt einige
der identifizierten Proteine im Kontext ihrer biologischen Bedeutung im Gefaldsystem und bei

der Initiation und Progression der Atherosklerose.

1. Funktionen des Endothels

t Vasodilatation
Thioredoxin-related protein

t+ Zellstabilitat

Uridine diphophoglucose dehydrogenase, TCP1, CCT-delta, ATP
sulfurylase/APS kinase 2

+ Apoptose
Apoptosis-linked gene interacting protein, Thioredoxin-related
protein, Matrin 3, VDAC-1, Coproporphyrinogen oxidase precursor,
Ubiquitin-conjugating enzyme 12

2. Plaque-Bildung
1 Adhision & Migration von Monozyten
Moesin
+ ox-LDL
Cathepsin D, GSTpi, CMP-N-acetylneuraminic acid synthase

; 3. Thrombus-Bildung
: + Thrombin

Annexin V

Abb. 6.1 Durch die Isoflavonoide im zelluldren Spiegel verédnderte Proteine und deren anzunehmende
praventive Wirksamkeit im Rahmen der Atherosklerose.

An einem Querschnitt einer Arterie sind das gesunde Endothel (1) und das frihe (2) sowie spate Stadium (3) der
Atherogenese dargestellt. In kursiv sind die von den Isoflavonoiden beeinflussten Proteine und die von diesen
Proteinen mdglicherweise ausgetbten Effekte aufgefiihrt. FC, Fibrose Kappe (fibrous cap); LC, Lipidkern (lipid
core); Th, Thrombus.

So kénnen die Isoflavonoide vermutlich Uber die verstarkte Expression des THIOREDOXIN-
RELATED PROTEIN auf die Bildung von NO und damit vasodilatorisch und anti-thrombotisch
wirken. Die Effekte auf die Expression des MOESINS vermag die Adhasion und Migration von
Monozyten zu reduzieren und der Einfluss der Isoflavonoide auf die Proteine CATHEPSIN D
und CMP-N-ACETYLNEURAMINIC ACID SYNTHASE konnte der Aufnahme von ox-LDL in die
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Endothelzellen entgegenwirken. Die Isoflavonoide erhdhten auch den Proteinspiegel der
GSTri, die LDL vor Oxidation zu schitzen vermag. Auflderdem scheinen die Isoflavonoide
Uber die Erhdhung des ANNEXIN V-Spiegels auf die Synthese von Thrombin Einfluss zu

nehmen.

Nur wenige Proteine der Endothelzellen, die in Gegenwart der Isoflavonoide im Spiegel
verandert waren, konnten auch mit dem Soja-Extrakt S40cl als beeinflusst identifiziert
werden. Doch auch der Soja-Extrakt bedingte die Regulation von Proteinen, die in einen
Zusammenhang mit der Atherosklerose gebracht werden kénnen und auf praventive Effekte
schliel3en lassen. Abbildung 6.2 zeigt exemplarisch dazu einige durch S40cl beeinflusste

Proteine in ihrer Funktion im kardiovaskularen System.

- “~_ Adventitia
i

edia 4 Funktionen des Endothels
{ Apoptose

DUSP3, Thioredoxin peroxidase,
Coproporphyrinogen oxidase precursor

Intima

2. Plaque-Bildung
k. { Adhasion & Migration von Monozyten
Hsp70
; } ox-LDL
3 ORP150, CMP-N-acetylneuraminic acid synthase
4 { NF-kB
i Hsp70, IKK interacting protein

3. Thrombus-Bildung
+ Aggregation von Thrombozyten
PAFAH
{ Aktivitat von Gewebefaktoren
: Hsp70, IKK interacting protein

e e

Abb. 6.2 Die vom Extrakt S40cl ausgehenden Wirkungen auf Proteinfunktionen und Mechanismen der
Atheroskleroseentstehung.

An einem Querschnitt einer Arterie sind das gesunde Endothel (1) und das frihe (2) sowie spate Stadium (3) der
Atherogenese dargestellt. Exemplarisch genannt sind einige der Proteine (kursiv), die durch S40cl, nicht aber
durch GenDai reguliert wurden und die von diesen Proteinen vermutlich vermittelten Effekte. (siehe Abb. 6.1). FC,
Fibrose Kappe (fibrous cap); LC, Lipidkern (lipid core); Th, Thrombus.

Die veranderten Spiegel der Proteine DUSP3 und THIOREDOXIN PEROXIDASE weisen auf eine
anti-apoptotische Wirkung von S40cl hin und somit auf einen Beitrag zum Funktionserhalt
des Endothels (siehe Abb. 5.1, Seite 75). Auch S40cl kénnte Uber die Erhéhung der

Resistenz gegenuber oxidativem Stress vor der oxidativen Veranderungen der LDL-Partikel
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und somit der Bildung atherosklerotischer Plaque schitzen. Hier mag dem Protein ORP150
eine besondere Bedeutung zukommen. Der Einfluss von S40cl auf die Proteine HspP70 und
IKK INTERACTING PROTEIN konnte eine Hemmung der NF-kB Signalkette bedingen, die in
Endothelzellen zur Bildung von Adhasionsmolekulen, vor allem von ICAM und VCAM, und
damit zur Infiltration von Makrophagen fiihrt. Dies wirde sich hemmend auf die
Plaquebildung und die Entstehung von Thromben auswirken. Die durch HSP70 und das
IKK INTERACTING PROTEIN vermittelte Hemmung der Synthese von Adhasionsmolekilen wird
in Abbildung 5.2 (Seite 79) dargestellt. Eine zusatzliche anti-thrombotische Wirkung des
Soja-Extraktes konnte von der Regulation des Enzyms PAFAH ausgehen und der damit

verbundenen Abnahme der Aggregation von Thrombozyten (siehe Abb. 6.2, Seite 91).

Die Analyse der Apoptose in den Endothelzellen nach Exposition gegenlber den Stressoren
belegte anhand erhdohter Membrandesintegration sowie Kern-Fragmentierung und
Chromatin-Kondensation die Inititation und Exekution der Apoptose mit charakteristischen
Veranderungen der Spiegel Apoptose-relevanter Proteine. Genistein als auch das Gemisch
von Genistein und Daidzein und der Extrakt konnten effektiv der Apoptose entgegenwirken
(siehe Abb. 6.1, Seite 90 & 6.2, Seite 91). Auch diese Veranderungen stehen im Einklang mit
einer durch Isoflavonoide herbeigefihrten hoéheren Widerstandskraft des Endothels
gegenlber chemischen und mechanischen Noxen und somit gemal der response to injury
Theorie mit einem erhéhten Schutz gegeniber atherosklerotischen Veranderungen (Ross R
& Glomset JA, 1973).

Aus den Befunden der humanen Interventionsstudie mit einem Isoflavonoid-haltigen
Musliriegel bei postmenopausalen Frauen lassen sich ebenso eine Reihe von Marker-
proteinen ableiten, die in PBMC Wirkungen der Isoflavonoide in atheroskleroserelevante

Prozesse Ubersetzen (siehe Abb. 6.3).

+ Adhasion & Migration von Monozyten
Hsp70, FLNA Protein
+ Bildung von Schaumzellen
26S protease reg. subunit 8
IDPc
+ Thrombose
a-Enolase

Abb. 6.3 Mechanismen und Markerproteine (kursiv) des Atherosklerosegeschehens, die im Rahmen der
humanen Interventionsstudie mit einem Isoflavonoid-haltigen Miisliriegel in PBMC identifiziert werden
konnten.
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Zu den moglichen Mechanismen, Uber die die Isoflavonoide hier in vivo Einfluss auf die
Pravention der Atherosklerose nehmen kdnnten, zédhlen Wechselwirkungen mit dem NF-kB-
Signalweg durch veranderte Spiegel des HSP70 und FLNA PROTEINS in PBMC. Die
Regulation von HSP70 durch die Isoflavonoide konnte in vitro bereits in Endothelzellen
gezeigt werden (siehe Abb. 5.2, Seite 79). Diese Veranderungen fiihren u.a. in Makrophagen
zur Hemmung der Synthese des entziindlichen Mediators TNF-a. Isoflavonoide kdnnten
somit der Monozytenadhasion lber die Regulation von HsP70 sowohl in den PBMC, als auch
in den Endothelzellen entgegenwirken. Das erhéhte HSP70 geht in Endothelzellen vermutlich
mit einer verminderten Bildung von Zelladhasionsproteinen, wie dem ICAM oder VCAM,
einher. In Makrophagen vermag ein Anstieg der HSP70-Spiegel neben der reduzierten
Synthese von Zelladhasionsproteinen auch eine Abnahme der TNF-a Transkription herbei-
zufihren. Weiterhin  wird durch die Regulation der Intensitat der 26S PROTEASE
REG. SUBUNIT 8 moglicherweise die Bildung von Schaumzellen vermindert, ebenso wie die
erhohte Detoxifikation von ROS durch hohe IDPc-Spiegel zu einer reduzierten Bildung von
Schaumzellen beitragen konnte. Die erhohten Mengen der a-ENOLASE lassen auch auf eine

anti-thrombotische Wirkung der Isoflavonoide in vivo schlief3en.
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7 Zusammenfassung

Uber 40% aller Todesfélle in Westeuropa, den USA und Australien werden der Athero-
sklerose und ihren Folgen zugeschrieben. Postmenopausale Frauen besitzen aufgrund der
Abnahme der Ostrogenspiegel ein gegeniiber pramenopausalen Frauen und gleichaltrigen
Mannern deutlich erhéhtes Risiko fir kardiovaskulare Erkrankungen. Epidemiologische
Studien lassen vermuten, dass einer hohen Aufnahme von Sojaprodukten und den darin
vorkommenden Isoflavonoiden, die eine 6strogene Wirkung besitzen, eine besondere
protektive Funktion in der Atherosklerose zukommt.

Unter Verwendung der klassischen Gelelektrophorese kombiniert mit MALDI-TOF basierter
Analyse der tryptisch generierten Peptidmassenfragmente konnten in verschiedenen
experimentellen Systemen Zielproteine der Phytodstrogene in Endothelzellen und peripheren
mononukledren Zellen des Blutes identifiziert werden. Als Endothelzellmodelle dienten
einerseits primare human umbilical vein endothelial cells (HUVEC), andereseits die
EA.hy926 Zellen, die durch Fusion von HUVEC mit der Lungenkarzinom-Zelllinie A549
entwickelt wurden. Der Einfluss der Isoflavonoide wurde auf das Proteom von unbehandelten
Endothelzellen, aber auch von Zellen, die mit den bekannten endothelialen Stressoren Hcy
und ox-LDL kultiviert wurden, untersucht. Genistein konnte in einem Konzentrationsbereich,
der im Plasma Uber die Nahrungszufuhr erreicht werden kann, zahlreiche der durch die
endothelialen Stressoren herbeigefiihrten Veranderungen in Proteinspiegeln pro-atherogener
Prozesse revertieren. Auch das Gemisch aus Genistein und Daidzein (GenDai) zeigte
ahnliche, wenngleich nicht identische Wirkungen. Der Soja-Extrakt und auch GenDai
beeinflussten die Spiegel zahlreicher Proteine, die in atherosklerotische Prozesse involviert
sind, doch nur wenige Proteine wurden durch den Soja-Extrakt und GenDai gleichartig
reguliert. Sowohl die isolierten Isoflavonoide als auch der Soja-Extrakt beeinflussten
Proteine, die beispielweise auf eine Hemmung von Signalkaskaden zur Synthese von
Adhasionsmolekilen, der Forderung der Zellproliferation oder auf die Hemmung der
Apoptose in Endothelzellen hindeuten. Es konnte schlielich auch gezeigt werden, dass die
isolierten Isoflavonoide und der Soja-Extrakt die Apoptose in Endothelzellen, die in Gegen-
wart von Hcy oder ox-LDL stark geférdert ist, vollstandig inhibieren kénnen.

Effekte von Isoflavonoiden in vivo konnten durch die Proteomanalyse von PBMC im Rahmen
einer Interventionsstudie am Menschen untersucht werden. Im Verlauf der Intervention im
Vorhaben ,lsoheart® (EU-Pojekt, QLK1-CT-2001-00221) verzehrten gesunde postmeno-
pausale Frauen Isoflavonoid-haltige Riegel oder Placebo-Riegel. Wirkungen der Zufuhr der
Isoflavonoide lielRen sich im Proteom der PBMC durch charakteristische Veranderungen in
den Spiegeln einzelner Proteine abbilden. Eine Reihe dieser Proteine konnte mit der
Entwicklung der Atherosklerose in Zusammenhang gebracht werden, in deren Mittelpunkt

eine Hemmung der Signalkaskade zur Synthese von TNF-a stehen kdnnte.
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8 Summary

Atherosclerosis causes over 40% of all deaths in Western Europe, the USA and Australia. In
particular, postmenopausal women show a high risk for cardiovascular diseases due to the
decline in estrogen levels. Epidemiological studies suggest a beneficial effect of soy
consumption and this is believed to be caused by the isoflavones based on their estrogenic
activity.

The aim of this thesis was the identification of target proteins for phytoestrogen action in vitro
and in vivo to gain insight into the molecular mechanisms underlying their potential athero-
protective properties. Two in vitro cell culture models were employed to determine the
response of endothelial cells to soy isoflavonoids and human peripheral blood mononuclear
cells (PBMC) were used for assesing the effects of a soy-based cereal bar in vivo. Classical
2D-gelelectrophoresis and identification of the regulated proteins via MALDI-TOF MS based
peptide mass fingerprinting was used to identify the nature of regulated proteins. Besides
primary endothelial cells (human umbilical vein endothelial cells, HUVEC), also the
endothelial cell line EA.hy926 generated by fusion of HUVEC with the lung carcinoma cell
line A549 were used for determining the response of cells to the treatment with isoflavones,
both in the absence or presence of the endothelial stressors Hcy and ox-LDL. Changes in
steady state levels of a large number of proteins that responded to the stressors were
reversed by genistein treatment at concentrations that can be achieved in plasma by dietary
intervention. Moreover, the effects of a genistein/daidzein mixture (GenDai) as well as a soy
extract were compared with genistein in stressed and non-stressed cells. The isoflavones
and the soy extract also exerted effects on proteins that participate in signal transduction
processes that control the synthesis of adhesion molecules or cell proliferation and
apoptosis. As proven by increased plasma cell membrane permeability as well as increased
DNA-fragmentation, both stressors elicited apoptosis in endothelial cells and isoflavones and
soy extract were able to prevent apoptosis induction and execution. Whereas the soy extract
and also GenDai affected the levels of many proteins with relevance to atherosclerotic
processes, only few proteins were found to be regulated in common. However, the data also
suggest that soy as a complex food might provide atherosclerosis preventing effects also by
other mechanisms as those exerted by the isolated isoflavones.

Phytoestrogens effects in vivo were assessed in a human intervention trial by proteome
analysis of PBMC. Within the intervention study conducted by the project “Isoheart” (EU-
project QLK1-CT-2001-00221) healthy postmenopausal women consumed either an
isoflavone containing cereal bars or bars that were devoid of a soy extract. The comparative
analysis of the PBMC proteome identified numerous proteins involved in or related to

atherogenesis that specifically responded to the dietary isoflavones.
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10.2 Abkilirzungsverzeichnis

°C Grad Celsius

2D-PAGE Zweidimensionale Polyacrylamid-Gelelektrophorese

MA Mikro-Ampére

Mg Mikrogramm

I Mikroliter

UM Mikromolar (umol/l)

AIF Apoptosis inducing factor

AIP1 ASK1-interacting protein-1

APS Ammoniumpersulfat (Ammomniumperoxidsulfat)

ASK1 Apoptosis signal regulating kinase 1

ATF-6 Activating transcription factor 6

ATP Adenosintriphosphat

BME Eagle’s Basismedium

bp Basenpaare (base pairs)

CBS Cystathionin-3-Synthase

CCT-delta Chaperonin contaning t-complex polypeptide 1 delta subunit

CHAPS 3-[(3-Cholamidopropyl)dimethyl-amino]-1-propanesulfat

cm Zentimeter

CMP-Neu5Ac Cytidine monophosphate N-acetylneuraminic acid

CO, Kohlenstoffdioxid

CuCl,. Kupfer(ll)chlorid

Da Dalton

DMEM/HEPES Dulbecco's Modified Eagle's Medium/4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazine
ethanesulfonic acid

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsadure (deoxyribonulceic acid)

dNTPs 2'Desoxy-nucleotid 5 Triphosphat (deoxynucleotide triphosphates)

DTT Dithiothreitol

DUSP3 Dual specificity phosphoprotein phosphatase 3

EDRF Endothelial-dependant relaxin factor

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

ER Endoplasmatisches Retikulum

FDA U.S. Food and Drug Administration

FKS Fetales Kéalber-Serum

G Gramm

g Relative centrifugal force (RCF) (= 1,119 x 10°° x rpm? x r)

Gen Genistein

GenDai Isoflavonoidgemisch aus 2,5 uM Genistein und 1 yM Daidzein

GSH Glutathion in einem reduzierten Zustand

GSTpi Glutathione-S-transferase pi

H Stunde (hora)

HCCA a-Cyano-4-Hydroxy-cinnamic acid (a -Cyano-Hydroxy-Zimtsaure)

HCI Salzsaure

Hcy Homocystein

HDL High density lipoproteins

HEPES 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazine ethanesulfonic acid

HHcy Hyperhomocysteindmie

HPRT Hypoxanthin Phosphoribosyltransferase

Hsp Heat shock protein

HUVEC Human umbilical vein endothelial cells

IkB-a Inhibitor kB-a

ICAM-| Intercellular adhesion molecule-I

IDL Intermediate density lipoprotein

IDPc NADP+-dependent isocitrate dehydrogenase



10 Anhang 116

IEF Isoelektrische Fokussierung

IFN-y Interferon-y

IKK IkB Kinase

IKK-a IkB Kinase- a

IL-I Interleukin-I

IL-8 Interleukin-8

IPG Immobilized pH-gradient

IRE-1 Type-l ER transmembrane protein kinase

JNK c-Jun N-terminal kinase

JNK/SAPK C-Jun N-terminal kinase/stress-activated protein kinase

KCI Kaliumchlorid

kDa Kilo-Dalton

KG Kdrpergewicht

LCAT Lecithin-Cholesterin-Acyltransferase

LDL Low density lipoproteins

LPS Lipopolysaccharide

M Molar (mol/l)

MALDI-TOF MS Matrix assisted laser desorption ionization-time of flight-mass
spectrometry

MCP-1 Monocytes chemoattractant protein 1

MEM Modified Eagle's Medium

MKK4/6 MAP kinase kinase 4/6

mi Milliliter

mm Millimeter

mM Millimolar (mmol/l)

MMLV-Puffer Moloney Murine Leukemia Virus-Puffer

MMLV-RT Moloney Murine Leukemia Virus-Reverse Transkriptase

MOPS Morpholinpropansulfonsaure

MSDB Mascot Search Database

MTHFR Methylentetrahydrofolat-Reduktase

mRNA Messenger RNA

NaCl Natriumchlorid

NF-kB Necrosis factor —xB

NIK NF-kB inducing Kinase

nm Nanometer

NO Stickstoffmonoxid

NOS Stickstoffmonoxid-Synthase

Oy Superoxidanion

ORP150 Oxygen-regulated protein 150K

oxLDL oxidiertes LDL

PAF Platelet activating factor

PAFAH Platelet activating factor acetylhydrolase

PAGA Probable thioredoxin peroxidase

PBMC Peripheral blood mononuclear cells

PBS Phosphat gepufferte Salzlésung (phosphate buffered saline)

PCMT Protein carboxyl methyltransferase

PCR Polymerasekettenreaktion (Polymerase Chain Reaction)

PECAM Platelet-endothelial cell-adhesion molecule

PERK PKR like ER kinase

p/ Isoelektrischer Punkt

pM Picomolar (pmol/l)

PMSF Phenylmethanesulfonyl fluoride

ppm parts per million

RNA Ribonukleinsaure (ribonucleic acid)

RNS Reactive nitrogen species

ROS Reactive oxygen species
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rRNA Ribosomale RNA

RT-PCR Real-Time PCR

S40cl Solgen 40 cleaved

SAH S-Adenosylhomocystein

SAM S-Adenosylmethionin

SDG Secoisolariciresinol diglucosid
SDS Natriumdodecylsulfat

sec Sekunde

SSL Steady state level

TAE-Puffer Tris-Acetat-EDTA-Puffer

TAG Triacylglycerol

TEMED Tetramethylethylendiamin

TFA Trifluoressigsaure

TIM Triosephosphate isomerase
TNFa Tumor necrosis factor a

TRAF2 TNF-Rezeptor-associated factor 2
Tris Tris-hydroxymethyl-amino-methan
U/ml Units pro Milliliter

UPR Unfolded protein response

Vv Volt

Vh Voltstunden

VCAM-| Vascular cell adhesion molecule-I
VDAC-1 Voltage-dependent anion-selective channel protein 1

VLDL Very low density lipoproteins
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Liste identifizierter Proteine

Die HUVEC wurden fir 24 h mit 25 yM Hcy in Ab- und Anwesenheit von 2,5 yM bzw. 25 yM Genistein inkubiert.

Die Spot-Nummern entsprechen denen von Abb. 4.1.

Tab. 10.1 Einfluss von 2,5 uM oder 25 uM Genistein (Gen) auf die Proteinspiegel von Hcy exponierten HUVEC.

10 Anhang
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Regulierungsfaktor

%

Spot- . . Theo. Exp. ox-LDL & 2,5 | ox-LDL & 25 3 Accession
Nr. Proteinbezeichnung Mipl | Mipl | OXEPL M Geniox- | uM Genlox- | Sedvenz N.
LDL LDL 9
Chaperone
1 Ubiquitin conjugating enzyme 12 21/7.6 34/8,4 2,42 0,26 0,58 37 AAC26141
Proteine des Zytoskeletts
2 Nuclear matrix protein NMP 238 | 50/6.0 | 100/7,2 37 JE0334
p ; ; 0,81 1,10 2,37 (CAA08986)
Stoffwechsel
3 Aldehyde dehydrogenase 1AT | 5563 | 100/7.4 163 0.35 011 24 P00352
(cytosolic)
4 Phosphoserine aminotransferase 72/8,6 0,62 0,47 0,66 29 AAN71736
5 Uridine diphosphoglucose 56/7,1 | 100/8,0 1,47 1,22 2,25 19 JE0353
dehydrogenase
Detoxifikation
6 26S proteasome subunit p 28 25/5,7 47/6,3 | nurin ox-LDL 1,35 227 42 BAA33215
Kinasen/Phosphatasen
7 KIAA 1505 Protein (fragment) 82/9 1 66/9 4 1,30 0,20 1,49 34 BAAS6029
Genregulierung
8 p167 166/6,4 | 66/6,9 | nurinox-LDL 0,75 3,01 8 AAB41584
Weitere Proteine
9 KRAB zinc finger protein HFB101S | 74/6,3 | 28/6,9 1,16 0,29 0,54 BAA88522

Die HUVEC wurden fir 24 h mit 5 yg/ml ox-LDL in Ab- und Anwesenheit von 2,5 yM bzw. 25 yM Genistein

inkubiert. Die Spot-Nummern entsprechen denen von Abb. 4.2.

Tab. 10.2 Wirkung von 2,5 uM oder 25 uM Genistein auf die Proteinspiegel von ox-LDL gestressten HUVEC.

10 Anhang




123

nungns ejeq Aioje|nbai

Tab. 10.3 Relative Spiegel von mittels MALDI-TOF MS identifizierten Proteinen der EA.hy926 nach der

Kultivierung mit 25 uM Hcy.
Die Tabelle enthalt nur Proteine, bei denen die Wirkung von Hcy nicht durch Genistein, GenDai oder S40cl

beeinflusst wurde. Die Spot-Nummern entsprechen denen von Abb. 4.3.

10 Anhang
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10 Anhang

S-adenosyl homocysteine

16 48/6,0 43/5,9 2,60 30 1A7AB
hydrolase
Detoxifikation
17 O_Emﬁ:_ozm-m-:m:mﬁmﬂmmm P (GST 24/5 4 23/5.2 3,11 69 000460
class-pi)
Kinasen / Phosphatasen
Phosphoprotein phosphatase
18 (EC3.1.3.16) 37163 36/5,8 0,46 66 S41052
19 Galactokinase 1 43/6,0 38/5,8 nur in Hey 46 AAHO1166
20 Ribose-phosphate 35/6,6 43/6,9 2,02 31 KPR1_HUMAN
pyrophosphokinase | -
Genregulierung
21 Mitochondrial seryl t-RNA 59/8 4 50/6,7 0,06 43 BAA9Y557
syntethase
22 Elongation factor 2 96/6,4 81/6,8 0,49 34 EF2_HUMAN
Transformation-sensitive protein .
23 |EF SSP 3521 63/6,4 58/6,0 nur in Hey 28 A38093
24 hnRNP2H9A 35/6,4 38/6,5 2,17 52 AAFB8847
Weitere Proteine
25 Testis mitotic checkpoint BUB3 38/6,4 4216,7 2,02 38 AAC28439
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Tab. 10.4 Relative Spiegel von Proteinen, deren Regulierung durch Hcy in EA.hy926 Zellen durch die gleich-

zeitige Gabe von 2,5 pM Genistein (Gen) aufgehoben worden war.
Die Spot-Nummern sind mit denen in Abb. 4.4 und 4.5 identisch.

10 Anhang
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10 Anhang

Tab. 10.5 Relative Spiegel von Proteinen, deren durch Hcy verursachte Regulierung in EA.hy926 durch die zeit-

gleiche Inkubation mit 2,5 yM Genistein und 1uM Daidzein (GenDai) signifikant reduziert wurde.

Die Spot-Nummern stimmen mit denen von Abb. 4.6 und 4.7 Gberein.

Spot-
Nr.

Proteinbezeichnung

Theo. M,/p!/

Exp. M,/p/

Regulierungsfaktor

Hcy/ Kontrolle

Hcy & GenDai/Hcy

%
Sequenz-
deckung

Accession Nr.

Chaperone

Chaperonin containing t-complex
polypeptide 1, delta subunit;
CCT-delta

58/8,0

58/7,8

0,4313

2,0647

29

AAC96010

Proteine des Zytoskeletts

N

Lamin A

74/6,6

72/5,8

0,4124

2,705

33

VEHULA

Matrin 3

95/5,9

64/8,1

0,229

2,5266

23

AAH15031

Voltage-dependent anion-
selective channel protein 1
(VDAC-1) (hWVDAC1) (Quter
mitochondrial membrane protein
porin 1) (Plasmalemmal porin)
(Porin 31HL) (Porin 31HM)

31/8,6

34/7,3

2,0566

0,4998

43

POR1_HUMAN

Stoffwechsel

Cathepsin D
Chain B, Cathepsin D At Ph 7.5

26/5,3

32/4,5

0,1027

6,2268

47

1LYWB

6-phosphogluconolactonase

28/5,7

29/5,3

2,6064

0,4965

44

CABS57866

Genregulierung

Heterogeneous nuclear
ribonucleoprotein H

49/5,9

27/5,9

22014

0,4987

28

139358

Heterogeneous nuclear
ribonucleoprotein H

49/5,9

34/4,6

2,1582

0,4896

28

139358

54 kDa nuclear RNA- and DNA-
binding protein (p54(nrb))
(p54nrb) (55 kDa nuclear

protein) (NMT55) (Non-POU
domain-containing octamer-
binding protein) (DNA-binding
P52/P100 complex, 52 kDa
subunit)

24/9,0

60/8,9

0,4322

2,492

30

NR54_HUMAN
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10 Anhang

Tab. 10.6 Relative Spiegel von Proteinen, deren durch Hcy ausgeldste Regulierung durch die Co-Inkubation mit

S40cl verhindert werden konnte.

Die Spot-Nummern sind mit denen von Abb. 4.8 und 4.9 identisch.

Regulierungsfaktor

%

Spot-
_” Proteinbezeichnung Theo. Mr/pl | Exp. Mr/pl Hcy/Kontrolle Hcy & S40cl/Hcy | Sequenz- | Accession Nr.
r.
deckung
Annexin
1 Annexin A2 39/7.6 39/4,8 3,343 0,186 24 ANX2 HUMAN
Chaperone
2 Heat shock protein gp precursor 90/4,7 43/3,8 0,3234 1,9570 11 AAK74072
3 | DnaK-type molecular chaperone | 5,5 g 66/4.7 0416 8,754 30 B48127
precursor, mitochondrial
Proteine des Zytoskelett
4 Capping protein alpha 33/5,5 39/4,5 2,668 0,297 41 G02639
5 Matrin 3 95/5,9 63/7,4 0,323 2,512 23 AAH15031
Detoxifikation
probable Thioredoxin peroxidase
6 (EC 1.11.1-) PAGA 22/8,3 24/8,9 0,497 3,320 59 A46711
Kinasen/Phosphatasen
Dual specificity phosphoprotein
7 phosphatase (EC 3.1.3.-) DUSP3 21777 22171 0,444 2,048 60 A47196
8 IKK interacting protein, isoform 1 43/4,9 53/3,4 nur in Kontrolle nur in Hey & S40cl 26 AAH58933
Genregulierungn
Splicing factor proline/glutamine
9 rich (polypyrimidine tract binding 76/9,5 103/9,5 nurin Hey nur in Hey 21 AAH51192
protein associated)
10 | U5 snRNP-specific 40 kDa protein 40/8,3 39/8,5 nur in Kontrolle nur in Hey & S40cl 28 AACB9625
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Tab. 10.7 Ratio der Spiegel von mittels MALDI-TOF MS identifizierter Proteine von EA.hy926 Zellen, die mit
Diese Tabelle enthalt nur Proteine, bei denen die durch ox-LDL induzierten Effekte durch Genistein, GenDai oder

5 ug/ml ox-LDL behandelt worden sind.

10 Anhang
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10 Anhang

Tab. 10.8 Relative Spiegel von Proteinen, deren durch 5 ug/ml ox-LDL induzierte Regulierung in EA.hy926 in

Anwesenheit von 2,5 uM Genistein (Gen) verhindert werden konnte.

Die Spot-Nummern stimmen mit denen von Abb. 4.12 und 4.13 Uberein.

Regulierungsfaktor

%

Spot- . . .
Proteinbezeichnung Theo. M/p/ | Exp. M,/p/ ox-LDL&Gen/ Sequenz- | Accession Nr.
Nr. ox-LDL/Kontrolle ox-LDL deckung
Annexine
1 Annexin IV 36/5,8 32/5,4 nur in Kontrolle nur in ox-LDL&Gen 43 A42007
2 Annexin | 39/7,6 31/6,2 nur in Kontrolle nurin ox-LDL&Gen 45 ANX2_ HUMAN
Chaperone
3 | Chaperonin containing TCP1, 61/6.1 57/5.9 nurin Kontrolle | nur in ox-LDL&Gen | 45 AAH08019
subunit 3 (gamma)
4 BiP Protein 71/5,2 67/3,8 nur in Kontrolle nur in ox-LDL&Gen 29 AAF13605
5 T-complex-type molecular 61/5,8 55/5,6 2,2864 Aur in ox-LDL 29 510486
chaperone TCP1 « « «
Proteine des Zytoskeletts
6 Lamin A 74/6,6 64/6,5 nur in Kontrolle nur in ox-LDL&Gen 50 VEHULA
7 Laminin-binding protein 32/4,8 47/3,8 nur in Kontrolle nur in ox-LDL&Gen 47 CAA43469
g | Capping protein 2lpha subunit 33/55 35/5.2 0.1518 5,0895 42 G02639
9 Similar to tubulin alpha 2 38/4,9 53/4,6 0,2456 3,6777 85 Q8WU19
10 Lamin A 74/6,6 82/6,7 0,2702 2,124 29 VEHULA
11 Lamin B1 67/5,1 113/4,8 5,0634 0,5829 44 VEHULB
12 Endoplasmin precursor 93/4,8 100/4 1 10,9893 nur in ox-LDL 31 A35954
Stoffwechsel
13 Nudix hydrolase NUDT5 25/4 7 33/4,2 nur in Kontrolle nur in ox-LDL&Gen 35 AAF25479
14 Glucosidase |l precursor 107/5,7 102/5,3 nur in Kontrolle nur in ox-LDL&Gen 28 CAAD4006
Interstitial collagenase
15 (EC3.4.24.7) precursor 54/6,5 48/6,9 nur in Kontrolle nur in ox-LDL&Gen 30 KCHUI
[validated]
16 | Methionine adenosyltransferase | 45,4 g 38/7.4 nurin Kontrolle | nurin ox-LDL&Gen | 29 AAF28477
regulatory beta subunit
17 S-adenosyl homocysteine 48/6,0 43/5.9 nur in Kontrolle | nur in ox-LDL&Gen 30 1ATAB
hydrolase
18 z>o§ﬂco__mwwmﬁw@m3mmm_ 31/8.9 30/9,2 0,2964 27796 39 AAP20940
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Tab. 10.9 Relative Spiegel von Proteinen, deren durch ox-LDL verursachte Regulierung in EA.hy926 durch die

gleichzeitige Inkubation mit 2,5 yM Genistein und 1 yM Daidzein (Gen/Dai) aufgehoben werden konnte.

Die Spot-Nummern sind mit denen von Abb. 4.14 und 4.15 identisch.

Regulierungsfaktor

%o

muoﬂ- Proteinbezeichnung Theo. M,/p/ | Exp. M/pl ox-LDL & GenDai/ Sequenz- | Accession Nr.
r. ox-LDL/Kontrolle ox-LDL deckung
Stoffwechsel
Cathepsin D . nurin oxLDL &
1 Chain B, Cathepsin D At Ph 7.5 26/5,3 32/4,5 nur in Kontrolle GenDai 47 1LYWB
o | CMP-N-acetylneuraminic acid 50/8,1 44061 0,4624 2,0125 34 AAF76203
synthase
3 | coproporphyrinogen oxidase (EC | /g g 40/6.6 0,4010 22486 50 52444
1,3,3,3) precursor, mitochondrial
Purine-nucleoside .
4 ohosphonylase (EC 2.4.2.1) 32/6,5 34/3,8 2,7063 nur in oxLDL 49 PHHUPN
5 Transketolase 68/7,9 65/7 4 0,3594 2,4908 34 CAA47919
Detoxifikation
g | Clutathions-Stransferase (EC | o4 4 26/4.6 0,4902 21811 60 A37378
2,5,1,18) pi
Genregulierung
7 Alternative splicing factor ASF-2 32/5,6 36/4,5 2,3535 0,3231 39 B40040
8 Heterogeneous nuclear 36/8,1 45/6 4 0,2973 42242 25 AAC23476
ribonucleoprotein D
9 T-cluster binding protein 30/9,1 44/7.8 2,6545 0,1977 38 JC5530
10 Translation initiation factor 6 27146 30/3,0 0,4736 5,9365 56 AABS97735
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Tab. 10.10 Relative Spiegel von Proteinen, deren durch ox-LDL induzierte Veranderung der Spotintensitat in

Gelen von EA.hy926 Zellen durch Co-Inkubation dem Extrakt S40cl verhindert werden konnte.

Die Spot-Nummern entsprechen denen von Abb. 4.16 und 4.17.
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28S protease regulatory subunit

16 | 6A (TAT-binding protein 1) (TBP- 49/5,1 53/4,0 5,569 0,206 25 PRSA_HUMAN
1) (Proteasome subunit P50)
17 Protein disulfide-isomerase (EC 57/4.8 42/4.0 nur in Kontrolle nurin oxLDL & o4 ISHUSS
5.3.4.1) precursor S40cl
3-methylcrotonyl-CoA
18 carboxylase subunit MCCB 62/7.6 59/6,4 0,297 3,712 32 AAK49409
19 Triosephosphate isomerase 1 27/86,5 29/6,3 0,415 2,045 46 AAH17917
Kinasen/Phosphatasen
20 Pyruvate kinase, M2 isozyme 58/8,0 63/6,7 2,011 0,369 33 KPY2 HUMAN
Genregulierung
21 Heterogenous nuclear 49/5,9 57/5,5 0,26 3,363 48 139358
ribonucleoprotein H
22 HnRNP 2H9B 35/6,4 40/6,2 0,339 2,334 62 AAF68844
Platelet-activating factor
acetylhydrolase IB alpha subunit
(PAF acetylhydrolase 45 kDa
23 subunit) (PAF-AH 45 kDa subunit) 47/7,0 49/72 0,456 2,064 30 LIS1T_HUMAN
(PAF-AH alpha) (PAFAH alpha)
(Lissencephaly-1 protein) (LIS-1)
24 Heterogeneous nuclear 49/5.9 53/5,3 0,350 2,802 40 139358
ribonucleoprotein H
25 HXC-26 protein 39/6,2 41/6,0 3,023 0,527 36 JC5276
Splicing factor proline/glutamine
26 rich (polypyrimidine tract binding 76/9,5 103/9,5 nur in ox-LDL 0,3751 21 AAH51192
protein associated)
Purine-nucleoside phosphorylase . nurin oxLDL &
27 (EC 2.4.2.1) 32/6,5 34/5,9 nur in Kontrolle sS40l 56 PHHUPN
28 | U5 snrnp-specific protein, putative 40/8,3 40/8 4 0,238 2,655 39 095320
29 | U5 snRNP-specific 40 kDa protein 40/8,3 39/8,5 0,548 2,664 28 AACB9625
weitere Proteine
Chain C, Structure Of The Ran-
30 Gppnhp-Ranbd1 Complex 21/9,6 2716,7 0,322 2,927 73 1RRPC
31 Alpha-complex protein 1 38/6,7 43/5,9 nur in Kontrolle nurinextoL & 57 558529
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Tab. 10.11 Relative Spiegel von Proteinen der EA.hy926 Zellen, die fur 24 h mit 2,5 yM Genistein inkubiert

worden sind.

Die Spot-Nummern sind mit denen in Abb. 4.18 identisch.
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Detoxifikation

23 Peroxiredoxin 6 25/6,0 27162 0,46 26 AAH35857
Probable thioredoxin peroxidase
24 (EC 1.11.1.-) PAGA 22/8,3 25/8,2 0,48 60 A46711
o5 | Glutathione transferase (EC 24/5,4 25/5,3 0,48 60 A37378
2.5.1.18) pi
g | Clutathione-S-transferase P 24/5 4 23/5,2 3,53 69 000460
(GST class-pi)
Kinasen/Phosphatasen
27 Galactokinase 1 43/6,0 46/7,5 0,33 41 AAHO1166
28 Pyruvate kinase, M1 isozyme 58/8,0 50/7 .4 0,44 46 KPY1 HUMAN
29 Galactokinase 1 43/6,0 38/5,8 nur in Genistein 46 AAHO1166
Genregulierung
30 Elongation factor G1 84/6,6 7216,2 nur in Kontrolle 26 AAKS53402
31 Mitochondrial seryl t-RNA 59/8.4 50/6,7 0.20 43 BAA99557
syntethase
Transformation-sensitive protein . L
32 IEE SSP 3521 63/6,4 58/6,0 nur in Genistein 28 A38093
33 | Probable trafsaription factor 124/8.8 130/8.,9 nur in Genistein 20 T08599
34 hnRNP2H9A 35/6,4 38/6,5 nur in Kontrolle 52 AAFB8847
weitere Proteine

35 FLJ20403 protein (Fragment) 33/9,9 77147 0,43 43 AAHS52645
36 Testis mitotic checkpoint BUB3 38/6,4 42/6,7 2,16 38 AAC28439
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Tab. 10.12 Relative Spiegel der mittels MALDI-TOF MS identifizierten Proteine von EA.hy926, die mit 2,5 yM

Genistein und 1 uM Daidzein (Gen/Dai) inkubiert worden sind.
Die Spot-Nummern sind mit denen in Abb. 4.19 identisch.

10 Anhang
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Tab. 10.13 Relative Spiegel von Proteinen der EA.hy926 Zellen, die mit dem Extrakt S40cl behandelt worden

sind.

Die Spot-Nummern entsprechen denen von Abb. 4.20.

%

mmwﬁ- Proteinbezeichnung Theo. M,/p/ | Exp. M,/p! Regulierungsfaktor S40cl/control Sequenz- | Accession Nr.
) deckung

Annexine

1 Annexin A2 39/7,6 34/8,3 nur in Kontrolle 19 ANX2 HUMAN

2 Annexin A2 39/7,6 39/4,8 5,378 24 ANX2 HUMAN
Chaperone

3 | DnaK-type molecular chaperone | 7,z 4 66/4,7 nur in Kontrolle 30 B48127

precursor, mitochondrial ' '
4 DnadJ protein SB73 36/5,8 36/4,9 nur in Kontrolle 32 AAL56008
5 Endoplasmin precursor 93/4 8 100/3,3 0,3581 28 A35854
Proteine des Zytoskelett

6 NAG22 protein 56/5,7 83/5,9 0,421 28 AAFB69498

7 Lamin A 74/6,6 80/5,8 0,497 33 VEHULA

8 Motor protein 80/5,7 90/5,3 0,489 28 BAA04654

g | Oxvgen-regulated protein 150K | 4445 5 55/8,9 0,498 17 JC5278
precursor

10 | VPS29-ike phosphoesterase- | 5 g 5 23/6,2 0,455 36 JC7515

related protein

11 | Endoplasmic-reticulum-lumenal | ,q g o 28/5,2 nur in Kontrolle 42 T09549
protein 28

12 Lamin C 65/6.4 72161 2,1642 39 VEHULC

Stoffwechsel
13 TKT protein 59/6,5 70/7,2 0,478 36 AAH24026
14 | Colled-coil-helix-coiled-coil-helix | ,q/q 8/8,7 0,385 28 AAH11596
domain containing 3
26S protease regulatory subunit
15 | 6A (TAT-binding protein 1) (TBP- 49/51 53/4,0 2,065 25 PRSA HUMAN
1) (Proteasome subunit P50)
16 Protein disulfide-isomerase (EC 57/4.8 42/4.0 2.474 24 ISHUSS
5.3.4.1) precursor
17 3-methylcrotonyl-CoA carboxylase 62176 59/6,4 2438 32 AAKA9409

subunit MCCB
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Tab. 10.14 Relative Spiegel von Proteinen der PBMC postmenopausaler Frauen nach der Supplementierung mit

einem Isoflavonoid-haltigen Musliriegel im Vergleich zum Verzehr eines Placebo-Riegels.

Die Spot-Nummern stimmen mit denen von Abb. 4.25 (iberein.

%

Spot . . Regulierungsfaktor .
Nr. Proteinbezeichnung Theo. M,/p!/| Exp. M,/p/ Intervention /Kontrolle Sequenz- | Accession Nr.
deckung
Annexine
1 Calelectrin 76/5,5 18/5,5 263 10 AAA35656
Chaperone
Chain A, heat-shock 70 kD protein
2 42 kD ATPase N-terminal domain 42/6,7 4771 2,33 25 1HJOA
Proteine des Zytoskelett

3 Talin 272/5,8 76/6,4 215 10 AAF27330

4 | Myosin jmm,\wwm%u nonmuscle | oogis s | 41467 3,40 7 MYHZ_HUMAN
5 Talin 272158 76/6.4 3,62 8 AAF27330

6 Vinculin 117/5,8 64/5,9 2,76 16 AAH39174

7 FLNA protein 89/5,9 38/7,5 2,37 22 AAH14654

8 Talin 272158 76/6.4 2,70 8 AAF27330

9 Vinculin 117/5,8 64/5,9 3,93 18 AAH39174
10 ACTG1 protein 19/5,2 19/5,4 418 30 AAH10417
11 Gamma-actin 26/57 28/5,7 2,60 40 AAA51580
12 Actin beta 41/5,6 41/6,0 5,79 33 AAHO8633
13 Talin 272/5,8 76/6,4 3,66 12 AAF27330
14 | Myosimheav SReh nonmuscle | 22a55 | 41167 2,06 6 MYHS_HUMAN

Stoffwechsel

15 268S protease reg. subunit 8 31/7,0 43/7,6 2,24 36 043208

16 Alpha enolase 47/7,0 40/6,1 3,96 35 ENOA HUMAN
17 Protein tyrosine phosphatase 50/5,6 51/5,6 2,33 41 AAA59531
18 YWHAZ protein 33/4.9 22157 3,13 37 AAHE8456
19 NADP+-dependent isocitrate 47/6.5 42171 339 25 AAD29284

dehydrogenase IDPc
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10 Anhang 142

10.6 Verwendete Primer

Tab 10.15 Oligonukleotid-Primer fir die RealTime-PCR.
Kodiertes Protein Gen Accession Nr. ;ggﬁ\?vr:;ctgr:;;g(rF(?P) E:g?kgzz
Cark e PO | o534 o ICIoTCTecocTen | anow
Matrin 3 NM018834 o ﬁgg%’g%g&gg?f 220 bp
Annexin Il NMO004090 o %%TC’ECCTA%&CTAC%%%TCC 303 bp
Capping protein a NMO006135 EE g%%z%z%g%%%¢2$g$& 227 bp
woooros |0 CCCTCICIOTECIONG | anauy
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10.7 Chemikalien und Verbrauchsmaterial

Sofern nicht anders kenntlich gemacht, wurden alle Chemikalien in p.a.-Qualitat verwendet.

5 x MMLV-Puffer
6-Well-Platten

30% Acrylamide/ 0,8% Bisacrylamide

Acetonitril

Agarose

Ammoniumpersulfat (APS)
Ammoniumhydrogencarbonate
Ammoniumsulfat

Aprotinin

BME Vitaminlésung

Biorad-Reagenz zur Proteinbestimmung

Bromphenolblau

CHAPS

Chloroform

Commassie brilliant blue (G250)
Daidzein

Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dithiothreitol (DTT)
DMEM/HEPES

DNTPs

EDTA

Essigsaure (konz.)

Ethanol

Ethidiumbromid
Ethylendiamintetraacid (EDTA/Na,)
F1 Hoechst 33342

F1 Hoechst 33258

FKS

Formaldehyd 37%

Genistein

Gentamycin

Glasplattchen

Glutardialdehyde

Glycerin

Glycin

Gradientengelstreifen pH 3-10 L

HCCA (a-Cyano-4-Hydroxy-cinnamic acid

Cyano-Hydroxy-Zimtsaure))

Promega, Madison, WI USA
Renner, Dannstadt
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Gibco BRL, Karlsruhe
Bio-Rad, Minchen
Roth, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Serva, Heidelberg
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Gibco BRL, Karlsruhe
Fermentas, St. Leon-Rot
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen
Hoechst, Frankfurt
Hoechst, Frankfurt
Sigma, Deisenhofen
Roth, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen
Gibco BRL, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg

Bruker Daltonics, Leipzig
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Harnstoff Roth, Karlsruhe

HEPES Roth, Karlsruhe

Homocystein Sigma, Deisenhofen

lodacetamid Merck, Darmstadt

Immobiline Il Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg

IPG Puffer Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Isopropanol Roth, Karlsruhe

Kaliumchlorid

Leupeptin

LightCycler — FastStart DNA Master SYBR Green |

Kit

LMW Calibration Standard for SDS electrophoresis

Magnesiumchlorid

MEM Aminosauren

Methanol

MMLV-RT

MOPS

Natriumacetat
Natriumcarbonat
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumthiosulfat
Natriumthiosulfat Pentahydrat
Objekttrager
Paraformaldehyd
Penicillin-Streptomycin
Pepstatin A

Peptide Calibration Standard
Pharmalyte

PMSF

Proteinaseinhibitor Mix Complete Mini
Quadriperm-Platten

random-Hexamers

Reaktionsgefale (2,0; 1,5; 0,2 ml safe lock)

RNase-Inhibitor

RNAwiz

Saccharose

Salzsaure

Silikondl

Tetramethylenethylendiamine (TEMED)
Thioharnstoff

Trypsin

Roth, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen
Roche Diagnostics, Mannheim

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Roth, Karlsruhe

Gibco BRL, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Fermentas, St. Leon-Rot
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Menzel-Glaser, Braunschweig
Sigma, Deisenhofen

Gibco BRL, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen

Bruker Daltonics, Leipzig
Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Sigma, Deisenhofen

Roche Diagnostics, Mannheim
Renner, Dannstadt
Fermentas, St. Leon-Rot
Eppendorf, Hamburg
Fermentas, St. Leon-Rot
Ambion, Huntingdon, UK
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Serva, Heidelberg

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Promega, Madison, WI USA
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Trypsin-EDTA
Trypan Blau-Ldsung
Tubes (15, 50 ml)
Zellkulturflaschen

Zellschaber

Gibco BRL, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen
Renner, Dannstadt
Renner, Dannstadt

Renner, Dannstadt
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10.8 Gerate

Autoklav

Bio-Photometer

Confocal-laser scanning microscope TCS SP2

einschl. Inverted Fluoreszenz-Mikroskop
CO,-Brutschrank

Ettan Dalt Il large vertical system

Ettan Dalt Il Gel caster

Ettan Dalt staining tray set

Fluoroscan  Ascent  Fluoreszenz
Plattenreader

Hautstanze, & 2 mm, 3 mm

Heidolph Unimax 1010 kombiniert mit Heidolph

Inkubator 1000
Heizkammer
ImageScanner

IPGcup loading strip holder
IPGphor

Feinwaage

LightCycler

MikroskopLeica DMIL
MALDI-TOF-MS Autoflex
Neubauer-Zahlkammer
PCR-Personal Cycler
Potter RW20n

Reswelling Tray

Schittler Rocky

Schattler Rocky 3D
Sterilbank, Faster Bio 48
Thermocycler PCR-Express
Tischzentrifuge A 14
Tischzentrifuge B 4
Ultraschallbad
Ultraschallstab UP 200s Ultraschallprocessor
Vakuumzentrifuge RC 10.10
Vortex-Genie 2

Zentrifuge B4i

Zentrifuge BR4i

Multiwell-

Webecco, Fridolfing
Eppendorf AG, Hamburg

Leica, Wetzlar

Forma Scientific, Frankfurt
Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Labsystem, Bornheim-Hersel

Stiefel Laboratorium GmbH, Offenbach
Elmer Perkin, Wellesley, USA

Jouan, Saint-Herblain, Frankreich
Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Sartorius GmbH, Géttingen

Roche Diagnostics, Mannheim

Leica, Wetzlar

Bruker Saxonia, Leipzig

Roth, Karlsruhe

Biometra, Géttingen

MAGV GmbH, Rabenau-Londorf
Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Frébel Labortechnik GmbH, Lindau
Frébel Labortechnik GmbH, Lindau
Recon, Stadthagen

Thermo Life Sciences, Egelsbach
Jouan, Saint-Herblain, Frankreich
Jouan, Saint-Herblain, Frankreich
MAGV GmbH, Rabenau-Londorf

Dr. Hielscher GmbH, Teltow

Jouan, Saint-Herblain, Frankreich
Scientific Industries, Bohemia, NY, USA
Jouan, Saint-Herblain, Frankreich

Jouan, Saint-Herblain, Frankreich
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10.9 Puffer und Losungen

Medien und Puffer fiir die Zellkultur
HUVEC

Medium 199

20% hitze-inaktiviertes fetales Kalberserum
2 mM I-glutamine

1% d-glucose

20 mM HEPES

100 U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin

EA.hy926 Zellen

DMEM

25 mM Hepes

10% FKS

12,5 pyg/ml Gentamycin

1 x MEM-Aminosaurenlésung
1 x BME-Vitaminlésung

400 U/ml Penicillin

400 pg/ml Streptomycin

Phosphat gepufferte Lésung, PBS
137 mM NaCl

2,7 mM KCI

0,5 mM MgCl,

1,5 mM KH,PO,

4 mM Na,HPO,

Der Puffer wurde auf einen pH-Wert von 7,4 eingestellt.

Aufbereitung von LDL

Dialysepuffer

0,01 M Phosphat-gepufferte Salzldsung
2,7 mM KCI

138 mM NacCl

Der pH-Wert wurde auf 7,4 eingestellt.
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Puffer und Losungen fiir die 2D-Gelelektrophorese

Fiir alle Puffer wurde Aqua bidest. verwendet.

Lysepuffer

7M Harnstoff

2M Thioharnstoff

2% CHAPS

1% DTT

0,8% Pharmalyte

5 mM Proteaseinhibitor CompleteMini

Aliquote von 1 ml wurden bei -80°C gelagert und DTT und Pharmalyte erst vor Gebrauch

zugegeben.

Rehydratisierungspuffer
8 M Harnstoff

0,5% CHAPS

15 mM DTT

0,5% Pharmalyte 3-10

Lésung fiir 12,5%ige SDS-Trenngele
12,5% Acrylamid

0,375 M Tris-HCI, pH 8,8

0,1% SDS

0,1% APS

0,01% TEMED

Equilibrierungspuffer 1
1,5 M Tris-HCI, pH 8,8
6 M Harnstoff

26% Glycerin

2% SDS

1% DTT



10 Anhang 149

Equilibrierungspuffer 2
1,5 M Tris-HCI, pH 8,8
6 M Harnstoff

26% Glycerin

2% SDS

4% lodacetamid

Sealing Solution
25 mM Tris

192 mM Glycin
0,1% SDS

0,5% Agarose

Bromphenolblau

1xSDS-Laufpuffer
25 mM Tris

192 mM Glycin
0,1% SDS

Fixierlésung
40% Ethanol

10% Essigsaure

Féarbelésung

10% (NH,).SO4

2% H;PO4

25% Methanol

0,625% Coomassie brilliant blue G250
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Puffer und Losungen zur Analyse der mRNA-Spiegel

Agarosegellésung

1 x TAE-Puffer

1,5% Agarose

0,0025% Ethidiumbromid

MasterMix 1 fiir die Two-Step RT-PCR

Reagenz Volumen Hersteller
1) totalRNA x Ml (0,5 ug)

2) 5XMMLV-Puffer (Endkonzentration von 3 mM MgCl,) 8 pl Promega
3) dNTPs (je 300 uM) 6 pl Fermentas
4) Aqua bidest. steril ad 30 pl
MasterMix 2 fiir die Two-Step RT-PCR

Reagenz Konzentration Volumen Hersteller
random-Hexamers (0.2ug/ul) 0.08 pg 0.4 pl Fermentas
RNase Inhibitor (40U/ul) 125U 0.3 pl Fermentas
MMLV-RT (200U/ul) 200 U 1l Fermentas
Aqua bidest. steril 7.6 pl
MasterMix 3 fiir die Two-Step RT-PCR

Reagenz Endkonzentration |Volumen (in pl)
1) Aqua bidest. steril 6,4

2) MgCl, 4 mM 1,2

3) F-Primer (20 pM) 4 pmol 0,2

4) B-Primer (20 uM) 4 pmol 0,2
LigtCycler FastStart DNA Master SYBR Green | 1x 1
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Alle fir den MasterMix 3 verwendeten Substanzen wurden dem LightCycler FastStart DNA

Master SYBR Green | Kit enthommen.
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Analyse der Apoptose

Apoptosepuffer

2 mM EDTA

0,1% CHAPS

5mM DTT

1 mM PMSF

10 pg/ml Pepstatin A
20 ug/ml Leupeptin
10 pg/ml Aprotinin
10 mM HEPES/KOH
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