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1. Einleitung

1.1 Atherogenese

Die koronare Herzkrankheit ist in den Landern der westlichen Hemisphare die
haufigste Krankheits- und Todesursache (Stocker et al 2004). Um die Pravention
ebenso wie die Behandlungsmoglichkeiten dieser Erkrankung zu verbessern ist es
wichtig, die pathophysiologischen Mechanismen der Atherogenese zu verstehen.
Nach dem heutigen Stand der Wissenschaft sind viele Faktoren fir die Entstehung
bzw. Progredienz der Atheroklerose verantwortlich. Neben pradisponierenden
genetischen Faktoren (Hauser et al 2000, Granger et al 2000) sind auch
Stoffwechselstorungen wie z.B. die Hypercholesterinamie oder Diabetes mellitus
(Wassermann et al 2004, Maas et al 2003) sowie Umweltrisikofaktoren (Leone 2003,
Loscalzo et al 2003) als Ursache identifiziert und etabliert. Die unterschiedlichen

Risikofaktoren kdnnen dabei synergistisch wirken (Osiecki et al 2004).

1.1.1 Pathogenese der Atherosklerose

Die Pathogenese der Atherosklerose ist durch eine Serie komplexer zellularer
Ereignisse charakterisiert. Im Initialstadium kommt es zur progredienten Anlagerung
von Entzindungszellen an die Endothelzellwand, vermittelt durch vermehrt
exprimierte Adhasionsmolekile (Libby 2003). Zeitgleich schitten diese Zellen
Chemokine aus (Getz 2005), die zu einer Penetration der angelagerten Zellen in die
Zellwand fuhren. Durch Induktion einer lokalen Entzindungsreaktion kommt es zu
einer vermehrten Permeabilitdt der Endothelzellschranke, wodurch vermehrt LDL
intrazellular aufgenommen und modifiziert wird. Monozyten wandeln sich in der
GefaRwand in Makrophagen um, die das modifizierte LDL aufnehmen. Durch
intrazellulare  Bildung und Anhaufung von Cholesterolestern entstehen
Schaumzellen, die in der Intima akkumulieren, es entstehen die sogenannten ,fatty
streaks®. Diese sind schon bei Kindern im Alter zwischen 10 und 14 Jahren
nachweisbar (Stary 1990). Schaumzellen produzieren Zytokine und chemotaktische
Faktoren, wodurch weitere Monozyten rekrutiert werden (Osterud et al 2003) mit
konsekutiver Fortfuhrung der Entzindungsreaktion. Zeitgleich sorgen von aktivierten
Makrophagen ausgeschuttete  Wachstumsfaktoren  flir  folgende  Effekte:

Einwanderung und Proliferation von glatten Muskelzellen aus der Media in die Intima
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mit Produktion von extrazellularer Matrix, was zur Bildung des ,fibro-fatty streaks”
fuhrt. Durch gegenseitiges Aufrechterhalten dieser Mechanismen kommt es im
Verlauf zur einer GroRenzunahme der Lasion bis zur Bildung eines

atherosklerotischen Plaques.

1.1.2 Hypothesen zur Atheroskleroseentstehung
Es gibt unterschiedliche Theorien zur Genese des Atherosklerose. Diese schliellen
sich gegenseitig nicht aus sondern erganzen sich (Andreassi 2003). Im Folgenden

sind die beiden Wichtigsten kurz erklart.

1.1.2.1 Die ,response-to-injury“-Hypothese
Die 1973 aufgestellte Theorie beschreibt als initialen Schritt der Atherogenese eine
Verletzung des Endothels mit Induktion einer endothelialen Dysfunktion bis hin zur

Entstehung des atherosklerotischen Plaques (Ross et al 1973, Ross 1999).

1.1.2.2 Die ,, oxidative modification®-Hypothese

In dieser Hypothese spielt die Modifizierung von LDL eine zentrale Rolle. Obwohl
LDL in seiner ursprunglichen Form keine atherogenetischen Potenz besitzt (Stocker
et al 2004), hat seine oxidierte Form proinflammatorische, immunmodulierende und
zytotoxische Fahigkeiten (Steinberg et al 1999) und kann den atherogenetischen
Prozess initieren (Andreassi 2003). Es ist belegt, dass Endothelschaden, bedingt
durch klassische kardiovaskulare Risikofaktoren, das Auftreten von oxidativem
Stress in Form von ROS (Reaktiven Sauerstoffspezies) oder oxLDL induzieren
konnen. Beispielhaft sei hier das Rauchen aufgefuhrt: Der Zigarettenrauch flihrt zum
einen direkt zur Oxidation von LDL zu oxLDL (Harats et al 1989), das DNA-Schaden
verusachen kann. Zudem vermag Zigarettenrauch gleichzeitig das DNA-
Reparatursystem zu hemmen (Piperakis et al 2000), als Nettoeffekt ergibt sich eine

exponentielle endotheliale Schadigung.
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1.2 Stress

Jeder Organismus ist standigem Stress ausgesetzt, welcher durch unterschiedliche
Stimuli wie Feinde, veranderte Umgebungsfaktoren, Krankheit oder Verletzungen
ausgelost wird. Beim Menschen ist die Stressreaktion von besonderer Bedeutung, da
zu den Stimuli, die im Tierreich zu finden sind, zusatzlich eine psychologische
Belastung hinzukommt (Herman et al 1996). Nach heutigem Kenntnisstand sind viele
physische Erkrankungen, beispielhaft Asthma bronchiale, Colitis ulcerosa oder
arterielle Hypertonie (Chrousos 1998, Chrousos et al 1992), aber auch psychische
Erkrankungen wie Depression oder posttraumatische Belastungsstorungen mit

stressbedingten Auslosemechanismen behaftet (McEwen et al 1993).

1.2.1 HPA-Achse

Die HPA-Achse (Hypophysen-Hypothalamus-Nebennieren-Achse) ist das
reprasentativste und wahrscheinlich effektivste der Systeme, die bei Bedrohung der
Kdérperhomodostase als Abwehrmechanismen aktiviert werden (Pacak et al 2001).
Weitere Abwehrsysteme sind das Sympatho-adrenomedullare-System (SAMS), das
hypothalamare-neurohypophysare System und das Immunsystem, wobei alle
Systeme auf unterschiedlichen Ebenen miteinander interagieren (Pignatelli et al
1998). Die HPA-Achse kann durch viele Regelkreise stimuliert werden, wobei die Art
des Stimulus mal3geblich daran beteiligt ist, welcher Regelkreis im konkreten Fall zur
Stimulation fhrt (Pacak 2000). Hierbei unterscheidet man grundsatzlich zwischen
tatsachlichen / systemischen Stressoren, die das Stresszentrum im Hypothalamus
direkt aktivieren kdnnen und neurogenen Stimuli (Engelmann et al 2004). Zweitere
werden zuerst durch den primaren Kortex und das Limbische System verarbeitet,
bevor eine dem Stressor angemessene Aktivierung der HPA-Achse erfolgt
(Sawchenko et al 1996).

Die HPA-Antwort wird durch Neuronen des hypothalamischen paraventrikularen
Nukleus initiiert, indem diese CRH und AVP freisetzen (Aguilera et al 2000). Diese
Neuropeptide werden dann zum Hypophysenlappen transportiert. Dort aktiviert CRH
das Proopiomelanocortin (Black 2002), das AVP potenziert dabei die Wirkung des
CRH (Plotzky et al 1993). Das Polypeptid Proopiomelanocortin wird anschlieRend zu
ACTH gespalten, welches die Nebennierenrinde zur Produktion von Kortikosteroiden
anregt (Harbuz et al 1992). Die Glukokortikoide ihrerseits wirken Uber negative

Feedbackmechanismen auf die HPA-Achse. Dabei kbnnen sie entweder direkt auf

3
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Hoéhe der Hypophyse und des Hypothalamus (Gesing et al 2001) aber auch
suprahypothalar angreifen (Meany et al 1996).

1.2.1.1 Interaktionen zwischen der HPA-Achse und anderen
Stresssystemen

1.2.1.1.1 HPA-Achse und Sympatho-Adrenomedullares-System
(SAMS)

Das SAMS ist das zweite wichtige System zur Initierung einer Stressantwort. Die
beiden Systeme beeinflussen sich bidirektional um somit die Anpassung des
Individuums an gefahrliche oder sogar lebensbedrohliche Situationen zu
gewabhrleisten (Engelmann et al 2004). Dabei wird in der Alarmreaktion zuerst das
SAMS angeregt, was zu einer Aktivierung des Sympathikus fuhrt. Der Korper wird so
in die Lage versetzt, dem Stressor aktiv (Kampf, Flucht) zu begegnen (Pedrosa
2005). Fuhrt diese Strategie zum Erfolg, ist die Stresssituation beendet und das
System kehrt in den Ruhezustand zurtuck (Pedrosa 2005). Sind diese aktiven
Coping-Strategien (Flucht, Kampf) erfolglos, wird zusatzlich die HPA-Achse aktiviert
(Pedrosa 2005). Die hormonellen Veranderungen umfassen hierbei ebenso die
Anpassung der Energiebereitstellung wie auch Verhaltensanderungen wie
beispielweise  erhohte  Wachsamkeit, geringere  Nahrungsaufnahme oder
verminderter Sexualdrang. Bei schweren, auch weiterhin nicht kontrollierbaren
Stimuli kann es zum Auftreten psychischer Erkrankungen kommen (Holsboer 2000).
Andererseits vermag eine Aktivierung der HPA-Achse zur Erhdhung der Epinephrin-
oder Noradrenalinausschittung im ZNS wund damit zur Aktivierung des

Nebennierenmarks induzieren (Carrasco et al 2003).

1.2.1.1.2 HPA-Achse und Immunsystem

Fir HPA-Achse und Immunsystem sind bidirektionale Interaktionen bekannt. So
haben die durch die Stimulation der HPA-Achse vermehrt gebildeten Glukokortikoide
die Fahigkeit auf viele Leukozytenfunktionen sowie auf Zellen des Immunsystems
inhibierend zu wirken (Chrousos 1992), wodurch auch die Produktion von Zytokinen
vermindert wird. Eine weitere Funktion von Glukokortikoiden ist die Triggerung von
Apoptose bei T-Zellen. Parallel dazu wirken aber CRH und AVP primar
immunpotenzierend und proinflammatorisch (Chrousos 1995). Die Stresshormone
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konnen eine Akute-Phase-Reaktion auslosen, die von einer durch Erreger
getriggerten Infektion nicht unterscheidbar ist (Black 2002).

Auch das Immunsystem vermag die HPA-Achse zu stimulieren. So kommt es bei
Entzindungen oder Infektionen zu einer Stimulation der HPA-Achse durch
Zytokinwirkung (Uber CRH-Neurone im Hypothalamus), wodurch das Individuum vor

einer Uberschiessenden korpereigenen Abwehr geschutzt wird (Pignatelli et al 1998).

1.2.1.2 Dysfunktionen der HPA-Achse korreliert mit psychischen

Erkrankungen
Sehr viele praklinische und Kklinische Studien belegen, dass Systeme der
Stressantwort, insbesondere die HPA-Achse, bei der Entwicklung von Depressionen,
Angststdérungen sowie der posttraumatischen Belastungsstdrung eine wichtige Rolle
spielen (Strohle et al 2003, Gold et al 2002). Dabei scheint vor allem die bei
chronischem  Stress erhohte  CRH-Ausschuttung eine  Schlusselfunktion
einzunehmen (Kehne et al 2002). Bei unipolarer Depression sind z.B. folgende
Abnormalitaten der HPA-Achse zu erwahnen:
Erstens besteht eine Hyperaktivitat des HPA-Systems, nachweisbar durch erhdhte
Basiskonzentrationen von Kortisol im Plasma, zudem =zeigt sich eine
uberschiessende Kortisolantwort auf einen ACTH-Stimulus (Juruena et al 2004).
Zweitens ist eine ausbleibende bzw. erniedrigte ACTH-Antwort auf eine zusatzlich
Gabe von CRH zu beobachten (Holsboer et al 1987), was auf eine
Desensibilisierung der hypophysaren CRH-Rezeptoren durch Downregulation
zuruckgefuhrt wird, bestatigt durch eine verminderte Dichte an CRH-Bindungsstellen
im frontalen Kortex (Holsboer et al 2000). Der Anstieg der zentralen CRH- und AVP-
Ausschuttung stellt die dritte Veranderung im System dar, er ist wahrscheinlich auf
einer Dysfunktion des Limbischen Systems zurtickzufihren (Juruena et al 2004).
Im Gegensatz hierzu wurde bei atypischen Depressionen eine Hypoaktivitat der
HPA-Achse festgestellt (Gold et al 2002). Bei Panikstérungen ist hingegen nicht
eindeutig geklart ob eine Erhdhung des Basiskortisolspiegels vorliegt, da
unterschiedliche Studien differente Ergebnisse zeigten (Strohle et al 2003). Dagegen
kann auch hier eine eindeutig verminderte ACTH-Antwort auf CRH-Injektion
beobachtet werden (Holsboer et al 1987).
Ein einzigartiger Fall scheint die posttraumatische Belastungsstérung (PTSD)

(Uberleben einer lebensbedrohlichen Situation) zu sein. Hier wird ein niedriger
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peripherer Kortisolspiegel in Verbindung mit erhohten Konzentrationen von zentralem
CRH gefunden (Kasckow et al 2001). In der PTSD kommt es durch erhdhte
Expression und vermehrte Sensitivitat von Glukokortikoidrezeptoren zu einer
veranderten Reaktion der Hypophyse auf CRH, wodurch ein deutlich verstarktes
negatives Feedback entsteht (Yehuda 2001). Interessant ist, dass es einen
Zusammenhang zwischen Missbrauch in der Kindheit oder fruhkindlichen
Stresssituationen wie Verlassenwerden und einer erhohten Pravalenz von
psychischen Erkrankungen im Erwachsenenalter gibt (Arborelius et al 1999). Dies
wird darauf zurlckgeflihrt, dass diese Erlebnisse andauernde zentrale CRH-
Hypersekretion und damit eine dauerhafte Uberaktivierung der HPA-Achse bewirken
(Heim et al 2000).

1.2.2 Oxidativer Stress
1.2.2.1 Definition und Geschichte

1985 wurde oxidativer Stress erstmalig durch Sies als Stérung der Balance zwischen
pro- und antioxidativen Substanzen mit Bevorzugung der prooxidativen Seite
definiert (Sies 1985). Die aktuelle, modifizerte Definition spricht von einem
Ungleichgewicht zwischen Oxidantien und Antioxidantien mit vermehrtem Vorliegen
von Oxidantien, was zu Schaden fuhren kann (Sies 1991). Diese Definition
ermdglicht es, das System handlungsbezogen zu betrachten. So fuhrt ein oxidativer
Stimulus nicht automatisch zu oxidativem Stress sondern erst dann, wenn ein
Anstieg der  Oxidantienkonzentration mit  gleichzeitigem  Abfall  der

Antioxidantienkonzentration verbunden ist.

1.2.2.2 Wirkungen von oxidativem Stress auf Endothelzellen

Oxidativer Stress besitzt die Fahigkeit, unterschiedlichste Zellsysteme zu
beeinflussen (DeNigris et al 2003). So fuhrt er zur Inaktivierung von Stickoxid (NO),
zu DNA-Veranderungen und Proteinmodifikationen. Ebenso wirkt er an der erhdhten
Ausschuttung von chemotaktischen Faktoren, Zytokinen, Matrixmetalloproteinen und
Adhasionsmolekilen mit (Wassermann et al 2004), es vermag auch die Mitogenitat

und die Apoptose zu triggern (DeNigris et al 2003).



................................................................................................................. Einleitung

1.2.2.3 Reaktive Sauerstoffspezies

Die Familie der ROS (Reaktiven Sauerstoffspezies) umfasst unterschiedlichste hoch
bioaktive, kurzlebige Moleklle, die aus der Reduktion von molekularem Sauerstoff
stammen (Wassermann et al 2004). Im Zellstoffwechsel gibt es verschiedene
Enzymsysteme, die unterschiedliche Substrate als Quelle fur Elektronen benutzen
und dabei eine Vielzahl von ROS wie Superoxide, Hydroxylradikale, Peroxide oder
Lipidradikale produzieren (Loscalzo 2003). Daneben gibt es noch andere Quellen fur
ROS wie die Cyclooxigenase, das Cytochrom P450 oder den mitochondrialen
Elektronentransport. = Demgegenuber stehen unterschiedliche antioxidative
Enzymsysteme wie die Superoxiddismutase, die Katalase oder die
Glutathionperoxidase (GPX) (Fang et al 2002). Die Produktion und Elimination von
ROS werden durch diese Systeme im Gleichgewicht gehalten. Sie kénnen aber auch
selbst in die Regulierung der Enzymsysteme eingreifen und so zur Entstehung von
oxidativem Stress beitragen (McNally et al 2003).

1.3 Das GSH-GSSG-System
Die Aufrechterhaltung der Redox-Homeostase in der Endothelzelle wird, wie unter
1.2.2.3 bereits beschrieben, durch unterschiedliche pro- und antioxidative Systeme
sichergestellt (Szasz et al 2007). Eines der wichtigsten antioxidativen Systeme ist
das GSH-GSSG-System (Valko et al 2007), ein intrazellulares Redox-System
(Camera et al 2002). Dieses wirkt insbesonde Schaden entgegen, welche durch
intrazellular entstandene ROS getriggert werden wie z.B. die Lipidperoxidation (Hong
et al 2005). Durch seine reduzierenden Eigenschaften gegenlber artherogenen
Stoffen, wie oxLDL (oxidiertes Low-Density-Protein), Cholesterolester und
Superoxide, kann das Enzym GSH-Peroxidase (GPX) diese direkt entgiften.
Zudem Ubt das Enzym einen indirekten Einfluss auf die Entstehung des
proatherosklerotisch wirkenden NF,g aus indem es die Anhaufung von
Lipidhydroperoxidasen inhibiert, welche ihrerseits die Bildung von NF.g induzieren.
Hierbei wirkt das GSH als Radikalfanger und ist somit wichtiger Reaktionspartner bei
der Entgiftung von Fremdstoffen, zudem nimmt es als Koenzym an isomerisierenden
Reaktionen teil und hilft dadurch andere Oxidantien zu regulieren.
Weiterhin ist GSH wichtig fur die Speicherung sowie den Abtransport von Cystein
sowie fur die Aufrechterhaltung des Thiolpools in der Zelle (Anderson 1997). Wird
7
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das GSH-GSSG-System aktiviert (oxidative Stressinduktion) kénnen die erhdhten
intrazellularen GSSG-Konzentrationen NF,g aktivieren, was neben einem
proartherosklerotischen Effekt auch Einfluss auf das Immunsystem hat. Dieser wird
uber eine NF.g-bedingte Erhéhung der Transkription von IL-2, TNFo, oder MHC-
Antigenen vermittelt (Droge et al 1994). Diese Interaktionen mit unterschiedlichen
Transkriptionsfaktoren legen nahe, dass GSH eine pathophysiologische Rolle in der
Modulation der Genexpression zukommt (Sen et al 1998, Arrigo et al 1999).

Das GSH-GSSG-System ist zudem ein wichtiger modulierender Faktor flr Proteine
wie z.B. membranstandige Kanale und Transporter sowie verschiedene Enzyme wie
z.B. Proteinkinasen, Phosphatasen oder Transduktionsenzyme (Nakashima et al
2005, Valko et al 2007).

Des weiteren sind viele Enzyme in ihrer Funktion GSH-abhangig, hier kdnnen
exemplarisch Phosphorylase, Carboanhydrase oder RAS genannt werden (Sies
1999, Pompella 2003). Es gibt Hinweise darauf, dass antioxidative Systeme
einerseits regulierend in die Zellproliferation einwirken andererseits aber auch auf
Mechanismen der Apoptose Einflul nehmen kénnen (Kwon et al 2003).
Zusammenfassend ist zu postulieren, dass die GSH-GSSG-Homeostase eine
bedeutende Rolle in der Endothelzellfunktion darstellt. Sie kann zudem in in-vitro

Untersuchung herangezogen werden zur Quantifizierung von oxidativem Stress.

1.4 Interaktionen zwischen Atherogenese, koronarer

Herzkrankheit, Stress und psychischen Erkrankungen

Zwischen der koronaren Herzerkrankung und der Depression bestehen in der
Literatur gut etablierte Interaktionen (Rosengren et al 2004). So ist bekannt, dass
Patienten, die unter Depression leiden, ein bis zu 4fach erhohtes Risiko haben, einen
Myokardinfarkt zu erleiden (Thomas et al 2004). Dabei scheint ein hoher
Depressionsscore mit einer vermehrten Haufigkeit, einen Myokardinfarkt zu erleiden,
positiv zu korrelieren (Rudisch et al 2003).

Im Umkehrschluld trifft ebenso zu, dass eine koronare Herzerkrankung zu einer
erhohten Inzidenz einer Depression fuhrt (Pratt et al 1996); so konnte bei 17-27% der
Koronarpatienten eine klinisch manifeste Depression diagnostiziert werden (Rudisch
et al 2003). Zudem kann eine signifikant erhéhte Mortalitat (im ersten Jahr nach

Infarkt) fur die Patienten beobachtet werden, die nach akutem Myokardinfarkt

8



................................................................................................................. Einleitung

depressive Symptome entwickeln (Serebruany et al 2003). Diese konkordante
Beziehung zwischen Depression und koronarer Herzkrankheit bleibt auch dann
bestehen, wenn man die klassischen kardiovaskularen Risikofaktoren mit in Betracht
zieht. Demzufolge die Depression ein unabhangiger kardiovaskularer Risikofaktor
(Barefoot et al 1996).

Eine der Hypothesen, die versucht, den Zusammenhang zwischen Depression und
koronarer Herzkrankheit zu erklaren, beruft sich auf die Wirkung der bei Depression
durch Hyperaktivitdt der HPA-Achse erhdhten Glukokortikoidspiegel (Strike et al
2004). Dieser Hyperkortisolismus kann zu einer Erhdhung der Koérperfettmasse und
der freien Fettsauren fuhren (Miller et al 2002), was wiederum eine Insulinresistenz
bedingt, die dann ihrerseits zur Erhohung der Korperfettmasse beitragt (Gold et al
2002). Zudem kann die erhohte Konzentration an freien Fettsduren zu einer
Dyslipidamie mit erniedrigtem HDL beitragen (Thomas et al 2004).

Eine weitere Theorie beschreibt den proatherogenen Effekt von mentalem Stress auf
eine Endotheldysfunktion (Strike et al 2004). So konnen die freien Fettsauren, die auf
Grund der HPA-Achsenuberfunktion entstanden sind, zu einer endothelialen
Inflammation und damit zur veranderten Endothelzellfunktion fihren (Gold et al
2002).

Ein weiterer moglicher Pathomechanismus ist die Aktivierung des SAMS durch
mentalen Stress (Ghiadoni et al 2000). Dabei werden Katecholamine, die fur eine
Anderung des Blutflusses sowie eine Erhéhung des Blutdrucks durch
Vasokonstriktion  beitragen, freigesetzt. Kommt es durch rezidivierende
Stressereignisse nicht zur Entspannung der Endothelzellen, fuhrt dies zur Stérung
der endothelabhangigen Gefallhomoostase (Strike et al 2004) und demzufolge zu
Endothelschaden (Black et al 2002). Depression kann bei diesem Mechanismus als
chronischer  Stressor verstanden  werden, so dass zunachst eine
Endothelzelldysfunktion und im Folgenden eine Atherosklerose entstehen kann
(Strike et al 2004).

Ein weiterer Pathomechanismus basiert auf der veranderten Endothelfunktion mit
konsekutiver Erhéhung der Expression von Adhasionsmolekilen (Black et al 2002).
Zudem ist bekannt, dass Stresshormone die Entzundungsreaktion direkt triggern und
verstarken konnen (Bierhaus et al 2003).

Durch die Hyperaktivitat der HPA-Achse wird auch eine Veranderung des

Blutgerinnungssystems ausgel6st, wobei die prokoagulatorischen Systeme die
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Uberhand gewinnen. Die progrediente Gerinnung fihrt zur weiteren Beschleunigung
der Atherosklerose durch zunehmende Ablagerung von Fibrin in den
atherosklerotischen Plaques (von Kanel et al 2001). Ebenso wird eine gesteigerte
Thrombozytenaktivitat beobachtet (Strike et al 2004). Diese Hyperaktivitat kann
interessanter Weise durch den Einsatz von selektiven Serotonin- Reuptake-

Hemmern, insbesondere durch Paroxetin, reduziert werden (Serebruany et al 2003).
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2. Fragestellung und Zielsetzung

In der hier vorgestellten Arbeit sollte eine mogliche Einwirkung der Hypothalamus-
Hypophysen-Nebennierenrinden-Achse (HPA-Achse) auf Endothelzellen untersucht
werden. Verwendet wurde ein in vitro-Modell mit einer etablierten Endothelzelllinie
(Humane Mikrovaskulare Endothelzelllinie, HMEC-1).

Speziell soll untersucht werden, welche Wirkung CRH, das bei Aktivierung der HPA-
Achse eine Schlusselrolle einnimmt, auf ein Redox-Abwehrsystem der Endothelzelle
hat.

Aus der Literatur ist bekannt, dass das GSH-GSSG-System eine bedeutende
Funktion in der Abwehr der Zelle gegenuber oxidativem Stress hat, daher wurde es
in dieser Arbeit stellvertretend fur ein intrazellulares Redoxsysteme gewahlt.

Zur Untermauerung einer moglichen CRH-Wirkung auf die Endothelzelle war es
notwendig, die signalibermittelndenCRH-Rezeptoren auf der Endothelzelle zu
identifizieren, dies erfolgte auf mRNA Ebene mittels PCR-Analyse.
Antagonisierungsversuche mitAstressin, einem CRH-Rezeptor-Antagonisten, sollten
untermauern, dass die beobachteten Effekte tatsachlich Uber endotheliale CRH-

Rezeptoren vermittelt werden.
Es wurden konkret folgende Fragestellungen experimentell untersucht:

1. Auf welche Weise reagiert das GSH-GSSG-System der HMEC-1 Zellen auf

durch Paraquat erzeugten oxidativen Stress (Positivkontrolle)?
2. Welche Wirkung zeigt eine CRH-Stimulation auf das GSH-GSSG-System?

3. Gibt es eine pharmakologische Wirkung von Astressin auf das GSH-GSSG-

System?

4. Wird auf den Endothelzelle (HMEC-1) CRH-Rezeptor mRNA exprimiert und,

wenn ja, welcher Subtyp liegt vor?

5. Wird die Wirkung von CRH auch tatsachlich dber den CRH-Rezeptor vermittelt

(Antagonisierungsversuche mit Astressin)?

11
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3. Experimentell untersuchte Substanzen

3.1 Charakterisierung der HMEC-1 (Humane Mikrovaskulare

Endothelzelllinie)

Die HMEC-1 Zelllinie wurde 1992 durch Transfektion mit SV 40 als Zelllinie etabliert
und verfugt Uber Charakteristika kleiner wie auch grofRer Gefalkendothelzellen (Ades
et al 1992, Xu et al 1994). Sie weist morphologische, phanotypische und funktionelle
Eigenschaften von humanen Endothelzellen auf und wird seither als Model fur in
vitro-Studien verwendet (Shao et al 2004).

In Kultur weisen HMEC-1 als Monolayer ein typisches Pflastersteinrelief auf mit einer
3-7mal hoheren Dichte als nicht-immortalisierte Zellen, sie sind leicht in Kultur zu
bringen und vermdgen sogar im serumfreien Medium zu wachsen. Die Zellen
exprimieren unter anderem endotheltypische Oberflachenmarker wie CD31, -36, -40
sowie die Adhasionsmolekile ICAM-1, VCAM-1 und CD44. Nach Stimulation mit
Interferon kann zudem die Expression von MHC |l beobachtet werden (Lidington et al
1999).

3.2. CRH

CRH ist ein zur Familie der Neuropeptide gehdrendes 41 Aminosauren-haltiges
Polypeptid, das erstmals 1981 isoliert wurde (Vale et al 1981). Es entsteht durch
Spaltung des Prepro-CRHs am C-terminalen Ende. Als Mediator der endokrinen,
autonomen, immunologischen und psychischen Reaktion auf Stress spielt es eine
zentrale Rolle in der HPA-Achse (DeSouza 1995, Kageyama et al 2002) mit
AuslUbung unterschiedlichster Funktionen wie z.B.: Beeinflussung des Gefalitonus
und der GefalRneogenese (Bale et al 2002), kardialer Funktionen (Coste et al 2002),
der Regelung des Essverhaltens sowie des Lernens und des Gedachtnisses
(Smagin et al 2000). CRH wird zentral (paraventrikularer Nukleus des Hypothalamus,
zentraler Kern der Amygdala, Rhombencephalon) aber auch peripher (Myokard,
Darm, Haut, Nebenniere, Monozyten) exprimiert (Bale et al 2004). Es besitzt eine
hohe Affinitat zum CRH-Bindungsprotein, das vornehmlich in der Leber gebildet und
freigesetzt wird. Durch Bildung eines Dimerkomplexes (CRH / CRH-Bindungsprotein)
wird die endokrine Aktivitat von CRH moduliert (Lowry et al 1996).

12
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3.3 CRH-Rezeptoren

Bekannt sind zwei CRH-Rezeptor Subtypen, CRHR1 und CRHRZ2, die sich in ihrem
pharmakologischen Profil und in ihrer Lokalisation im Kdorper unterscheiden (Smagin
et al 2000). Ihre DNA-Sequenz stimmt in 70% Uberein, in den transmembranaren
sowie den intrazellularen Domanen betragt die Homologie sogar bis zu 80%. Die
groten Sequenzunterschiede finden sich demzufolge in den vier extrazellularen
Domanen, die vermutlich neben der N-teminalen Domane an der Ligandenbindung
teiinehmen (Eckard et al 1999). Beide Subtypen werden wiederum in mehreren
Untergruppen, die unterschiedliche Splicevarianten am N-terminalen Ende
darstellen, exprimiert. Fur CRHR1 ist bisher ein Subtyp (CRHR1,)identifiziert
(Grammatopoulos et al 2002), wahrend von CRHR2 bereits 3 Isoformen (CRHR2,,
CRHR2 und CRHR2,) nachgewiesen wurden (Kageyama et al 2002, Kostich et al
1998), wobei die Isoformen in Bezug auf ihre Verteilung zwischen den verschiedenen
Spezies differieren. Beispielhaft wurde der Rezeptor CRHR2,, bisher nur im humanen
ZNS nachgewiesen, wahrend CRHR2, und CRHR2; auch bei anderen Sdugern und
Amphibien gefunden wurden (Lovenberg et al 1995, Kostich et al 1998). Ebenso
unterscheidet sich auch die Expression der unterschiedlichen Rezeptorsubtypen und
deren Isoformen innerhalb einer Spezies.

CRHR1-Rezeptoren kommen primar im ZNS vor (Coste et al 2002), im Gegensatz
dazu werden CRHR2-Rezeptoren neben dem ZNS [Isoformen CRHR2, und CRHRZ,
(Coste et al 2002, Kimura et al 2002), vermehrt in der Peripherie, hier vorwiegend die
Isoform CRHR2 exprimiert (Perrin et al 1995, Stenzel et al 1995).

Trotz den zwischen den Rezeptorsubtypen und deren Isoformen bestehenden
Unterschieden gehoren alle CRH-Rezeptoren zur Klasse B der G-Protein-
gekoppelten Rezeptoren (Bale et al 2004). Dies bedeutet, dass sie Uber Gs auf die
Adenylatcyclase wirken mit nachfolgender Stimulation der cAMP Produktion
(Kageyama et al 2002, Eckhard et al 1999). Daneben koppeln sie in geringerem
Masse an Gg, wodurch die Signalkaskade Uber Phospholipase C ausgelost wird
(Dautzenberg et al 2002).
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Die zweidimensionale Struktur des humanen CRHR1- und CRHR2-Rezeptors, die
als gemeinsame ,Grundstruktur® Uber sieben transmembranare Domanen verfligen
(Bale et al 2004, Coste et al 2002, Eckard et al 1999).
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3.4 Astressin

Um mehr Einsicht in die (patho)-physiologische Funktion von CRH zu gewinnen
wurden CRH-Antagonisten durch Depletion der CRH Sequenz am N-terminalen
Ende entwickelt (Gulyas et al 1995). Astressin {cylo(30-33)[D-Phe'?, Nle*"8, GIu*°,
Lys**]r/h CRH(12-41)} ist ein spezifischer peptidischer Antagonist von CRH
(Broadbear et al 2004), dessen Struktur auf hCRH basiert (Rivier et al 2002) und der
erstmalig 1994 synthetisiert wurde (Miranda et al 1994). Astressin verfugt Uber die
gleiche Affinitat zu den beiden CRH-Rezeptor-Subtypen R1 und R2, einschliel3lich
deren bisher bekannten Splicevarianten (Broadbear et al 2004). Die hohe Affinitat
zum CRH-Rezeptor ist bei Astressin unabhangig von der Kopplung des Rezeptors an
ein G-Protein, so dass auch freie Rezeptoren erkannt werden (Brauns et al 2001).
Der genaue Wirkmechanismus von Astressin am Rezeptor ist komplex und noch
nicht vollstandig entschlusselt, es ist jedoch wahrscheinlich, dass kein kompetitiver
Mechanismus vorliegt. Die Antagonisierung ist dosisabhangig, zudem besitzt

Astressin eine geringe intrinsische Aktivitat (Brauns et al 2001).

3.5 GSH-GSSG-System

Das GSH-GSSG-System hat, wie bereits unter 1.3 beschrieben, vielfaltige Aufgaben
und Wirkungen in Endothelzellen (Dickinson et al 2002). Der Ablauf der
Redoxreaktion ist wie folgt:

Bei Aktivierung (oxidative Stressinduktion) wird der reduzierte Anteil, das Gluthation
(GSH), Uber das Enzym GSH-Peroxidase (GPX) zu Glutathiondisulfat (GSSG)
oxidiert. Anschlieend kann GSSG von dem Enzym Glutathionreduktase (GR)
wieder zu GSH reduziert werden, dieser Teil der Reaktion ist NADPH abhangig
(Camera et al 2002) (siehe unten aufgefuhrte Abbildung 2).

3.5.1 GSH

GSH (Glutathion) ist ein intrazellular synthetisiertes Tripeptid (Meister 1974, Tietze
1969), das im Zytosol, im Zellkern sowie in den Mitochondrien nachgewiesen werden
kann, wobei die hochste intrazellulare GSH-Konzentration in den Mitochondrien
vorliegt. Der GSH-Plasma- und Kernpool stehen in Verbindung, so dass ein

Austausch zwischen beiden Kompartimenten mdglich ist (Séhderdahl et al 2003).
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Der intrazellulare Gehalt von GSH wird durch einen negativen
Feedbackmechanismus konstant gehalten, welcher auf einer Synthesehemmung des
GSH durch Inhibition des spezifischen Enzyms L-y-glutamyl-L-cysteine-Synthetase
beruht (Camera et al 2002).

3.5.2 GSSG
GSSG (Glutathiondisulfid) wird durch enzymatische Oxidation von GSH durch GPX

gebildet, wobei zwischen zwei GSe Radikalen eine Disulfidbriicke gebildet wird
(Camera et al 2002). Das so entstandene GSSG wird entweder sofort durch die
Glutathionreduktase (GR) zu GSH ruckreduziert oder aktiv durch die
Plasmamembran aus der Zelle ausgeschleust. Daher ist die Basiskonzentration von
GSSG intrazellular nur ca. 1% der GSH Konzentration, sie kann jedoch in
subzellularen Kompartimenten, insbesondere in den Mitochondrien, auf einen Anteil
von bis zu 25% ansteigen (Lenton et al 1999). Die Steigerung der GSSG
Konzentration gilt als physiologischer Indikator flr die Systemaktivierung gegen
oxidativen Stress (ROS), da die Zunahme der GSSG-Konzentration proportional zur

,Entgiftungsaktivitat” des Systems ist (Camera et al 2002).

3.6 Paraquat

Paraquat stellt als quartare Ammoniumbiperidylverbindung ein Zellgift dar, das als
Breitspektrum-Herbizid friher weite Verbreitung fand (Bus et al 1984). In der
Forschung wird Paraquat als Induktor von oxidativem Stress verwendet und stellt
somit ein in vitro-Modell zur Untersuchung toxischer oxidativer Prozesse dar
(Takenaka et al 2003).

Die Wirkung von Paraquat wird hauptsachlich Gber zwei Mechanismen vermittelt
(Suntres et al 2002):

Zum Einen durchlauft Paraquat intrazellular einen Redoxkreislauf, der zur Bildung
von Superoxidanionen fuhrt (Margolis et al 2000). Durch weiterfuhrende Reaktionen
der Anionen kommt es im Folgenden zur Entstehung von stark reaktiven
Sauerstoffspezies (z.B.: Hydroxylradikale, Hydrogenperoxid), welche hochreaktiv
gegenuber zellularen Makromolekilen ihre zerstdrerische Wirkung entfalten (z.B.

mittels Lipidperoxidation) (Tsukamoto 2002).
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Zum Zweiten oxidiert Paraquat NADPH, das die grof3te Quelle an Redoxaquivalenten
in der Zelle darstellt. Es kommt zur signifikanten Verminderung der NADPH
Konzentration (Tsukamoto 2002), wodurch viele auf NADPH basierende
biochemische Prozesse gestort werden (Keeling et al 1982). Die Aktivierung des
GSH-GSSG-Systems mit vermehrt vorliegendem oxidiertem Anteil (GSSG) im
Zusammenspiel mit der durch Paraquat verminderten NADPH-Konzentration fuhrt
zur Bildung von gemischten Disulfiden, die wiederum Veranderungen in der Aktivitat
wichtiger Sulfonylgruppen-enthaltender Enzyme bedingen, was schlie3lich die
Zelltoxizitat bedingt.

Der Korper besitzt mehrere Abwehrmechanismen um der Entstehung von oxidativem
Stress (ROS) und den daraus resultierenden Schaden entgegen zu wirken. Hierzu
gehdren die Superoxiddismutase, die Katalase, das GSH-GSSG-Redoxsystem sowie
das NADPH-NADP-Redoxsystem.
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Paraquat

ﬂ Superoxid
Dismutase
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—————————— | HO,
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GSH Peroxidase

(7 x>

GSH GSSG X
w Gemischte Disulfide
GSH Reduktase

% ﬂ
NADP NADPH 2

erhohte Zelltoxizitat

G-6-P Dehydrogenase

*1 GSSG durch Paraquat vermehrt gebildet

*2 NADPH durch Paraquat vermindert gebildet

Abb.2:

Darstellung der Paraquattoxizitdt durch oxidative Prozesse sowie zellulare

Abwehrmechanismen gegen oxidativen Stress.
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4. Materialien
4.1 Zellkultur
4.1.1 Zelllinie

HMEC-1 (Human Microvascular Endothelial Cells)
- Center for Disease Control and Prevention (CDC), Atlanta, Georgia, USA

4.1.2 Zellkulturagenzien

4121 Vollmedium

15% Fetales Kalberserum, FCS - Fa. PAA, Linz, Austria

Gentamycin 40mg/ml - Fa. Ratiopharm, Ulm/ Blaubeuren, D
L-Glutamin (200mM) - Fa. Biochrom, Berlin, D

MCDB 131 ohne L-Glutamin - Fa. ccpro, Neustadt/ W., D

4.1.2.2 Ansatzmedium

1% Fetales Kalberserum, FCS = Fa. PAA, Linz, Osterreich
Gentamycin 40mg/ml - Fa. Ratiopharm, Ulm/ Blaubeuren, D
L-Glutamin (200mM) - Fa. Biochrom, Berlin, D

MCDB 131 ohne L-Glutamin - Fa. ccpro, Neustadt/ W., D

4.1.3 Agenzien zur Analytik

Trypanblau 0,5% - Fa. Biochrom Seromed, Berlin, D
Endothelin-Assay - Fa. Biomedica, Wien, A

4.1.4 Agenzien zur Reinigung
Phosphat-buffered Saline PBS - Fa. Gibco, Leopoldshafen, D

4.1.5 Agenzien zur Zellseparation
Trypsin/EDTA Solution 0,05%/0,02% in PBS ohne Ca/Mg = Fa. Biochrom, Berlin, D

4.2 rt-Mycoplasmentest
PCR-Mycoplasmentest Diagnostikkit > Fa. Minerva Biolabs GMBH, Berlin, D
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4.3 Untersuchungsagenzien

4.3.1 Materialien zum Nachweis der mRNA des CRHR2
43.1.1 Agenzien zur RNA- Gewinnung

Chloroform - Fa. Merck, Ismaning, D

Ethanol 75% - Fa. Merck, Ismaning, D

Isopropanol 100% - Fa. Merck, Ismaning, D

Trizol- Reagenz - Fa. Gibco BRL Life Technologies, Karlsuhe, D

4.3.1.2 Agenz zur Reinigung der RNA von DNA
DNA free kit - Fa. Ambion, Austin, USA

4.3.1.3 Agenzien zur Herstellung der cDNA
DNTP Mix 10mM - Fa. Invitrogen, Merelbeke,
Belgien

RNAse Out™ Recombinante Ribonuclease Inhibitor - Fa. Invitrogen, Merelbeke,

Belgien
Random- Primer - Fa. Invitrogen, Merelbeke,
Belgien
SuperScript ™ Rnase H Reverse Transcriptase enthalt:
DTT 0,1M - Fa. Invitrogen, Merelbeke, Belgium
First Strand Buffer - Fa. Invitrogen, Merelbeke, Belgium
Reverse Transkriptase - Fa. Invitrogen, Merelbeke, Belgium
SuperScript ™ - Fa. Invitrogen, Merelbeke, Belgium
4.3.1.4 Agenzien fur PCR
Agarose - BMA, Rockland, USA
Ampli Taq Gold enthalt:
Ampli Taq Gold 5 U/ul - Fa. Applied Biosystems
MgCl; Solution - Fa. Applied Biosystems
10X PCR Gold Buffer - Fa. Applied Biosystems
Bromphenolblau - Fa. Sigma, Taufkirchen, BRD
DNA Ladder 50bp - MBI Fermentas, USA
DNTP Mix 10mM - Fa. Invitrogen, Merelbeke, Belgien
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Glycerin - Fa. Sigma, Taufkirchen, D
Primer Forward:
5 - CCA CAT CCG AGA CAA TCC AGT ACA G — 3" = Fa. Thermohybaid, Uim; D
Primer Reward:
5-CGA GGG GTCACACAGCGGC-3 - Fa. Thermohybaid, Ulm; D

4.3.2 GSH-GSSG-System

4.3.2.1 Agenzien fur die Stimulation des Systems
CRH human rat - Fa. Biotrend, Koln, D
Methyl Viologen (Paraquat) - Fa. Sigma, Deisenhofen, D

4.3.2.2 Agenz zur Antagonisierung des CRH2- Rezeptors
Astressin - Fa. Bachem, Heidelberg, D

4.3.2.3 Agenzien zur Extraktion von GSH

EDTA Tetra 5mM - Fa. Merck, Ismaning, D

KoHPO4 0,1M - Fa. Merck, Ismaning, D

KH,PO4 - Fa. Merck, Ismaning, D

Methanol rein - Fa. Merck, Ismaning, D

NEM (N-ethylmalemid) - Fa. Sigma, Deisenhofen, D

Propanol 70% - Apotheke Klinikum Grof3hadern, Michen, D

4.3.2.4 Agenzien zur enzymatischen Messung von
GSH und GSSG nach Tietze

DTNB - Fa. Sigma, Taufkirchen, D
Gluthation Reductase - La Roche, Mannheim, D
GSH 1mM - Fa. Sigma, Taufkirchen, D
GSSG 800uM - Fa. Sigma, Taufkrichen, D
NADPH - Fa. La Roche, Mannheim, D
NaHCO3; 0,5 - Fa. Merck, Ismaning, D
4.3.3 Agenz zur Proteinbestimmung

BCA protein Assay Reagent Kit - Fa. Pierce, Rockford, USA
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4.4

0,2 ml Flat Cap Tubes
Chromabond C 18 Kartuschen 3 ml

Chromabond Edelstahlkonnektoren

Sonstige Materialen

Chromabond Propylen- Tank
Einmalspritzen 1ml

Kuvetten 10x4x45mm
Pipettenspitzen

Zellkultur- Testplatten 12 wells
Zellkultur- Testplatten 6 wells
Zellkulturflaschen 75cm?

4.5 Gerateliste

Chromabond Vakuum- Kammer

- Fa. Abgene, Hamburg, D

- Fa. Macherey-Nagel, Duren, D
- Fa. Macherey- Nagel, Diren, D
- Fa. Macherey- Nagel, Duren, D
- Braun, Melsungen, D

- Fa. Sarstedt, Numbrecht, D

- Fa. Gilson, Middleton, USA

- Fa Nunc, Wiesbaden, D

- Fa. Nunc, Wiesbaden, D

- Fa. Bichrom, Berlin, D

- Fa. Macherey- Nagel, Duren, D

DNA Engine DYAD™ (Peltier Thermal Cycler) > MJ Research

DU- 70 Spectrometer
Laborfuge Il

Multi CalpHmeter
Multiscan MCC/340
Neubauer-Zahlkammer
RCT basic
Thermomixer comfort
Thermomixer compact

Vortex-Genie

Zentrifuge 3200
Zentrifuge 5417 R

- Beckman

- Heraeus- Christ

2> WTW

- Titertek

- Fa. Sigma, Deisenhofen, D

- IKA Labortechnik

- Eppendorf, Hamburg, D

- Eppendorf, Hamburg, D

- Bender und Hobein AG, Zurich,
Schweiz

- Eppendorf, Hamburg, D

- Eppendorf, Hamburg, D

22

Materialien



........................................................................................................................... Methoden

5. Methoden
51 Zellkultur
51.1 HMEC-1 Zelllinie

Zur Durchfihrung der Experimente wurde die 1992 etablierte humane
Endothelzelllinie HMEC-1 verwendet.

5.1.2 Kultivierung der HMEC-1 Zelllinie

Die tiefgefrorenen Zellen wurden laut Protokoll unter sterilen Bedingungen im
Vollmedium erwarmt. Nach 24stundiger Kultivierung bei 37° C im Inkubator, mit
einem Anteil von 5% CO, in der Atmosphare, wurden die Zellen erstmalig passagiert.
Dazu wurde das Medium abgesaugt und die Zellen mittels 2ml Trypsin gespult. Zum
Ablosen der Endothelzellen wurden erneut 2ml Trypsin zugegeben und die Zellen fur
10 Minuten trypsiniert. Daraufhin wurde die Reaktion durch Zugabe von 5ml
Vollmedium gestoppt. Die Zellsuspension wurde mittels Pasteurpipette in ein
Zentrifugenréhrchen Uberfuhrt und 10 Minuten bei 1200U zentrifugiert. Danach
wurde der Uberstand verworfen und das Pellet in Vollmedium resuspendiert. Aus der
ersten Zellpassage wurden Alliquots abgefroren und die restlichen Zellen mit einer
Zellzahl von 3x10° in Vollmedium erneut kultiviert. Nach 48 bis hdéchstens 72

Stunden erfolgte eine erneute Zellpassage. Bei jeder Passage wurden die

Zellkulturen lichtmikroskopisch auf Vitalitat kontrolliert.

Abb. 3:

Endothelzellen in Kultur: charakteristisches Pflastersteinrelief der ,cell monolayer*
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5.1.3. Zellzahlung

Die Auszahlung der Zellen erfolgte mittels Neubauer Zahlkammer unter dem

Lichtmikroskop.

5.1.4. Vitalitatsprufung

Zunachst wurde die Intaktheit der ,cell monolayer® visuell unter dem Lichtmikroskop
uberpruft. Anschliessend wurde eine Trypanblaufarbung durchgefihrt. Bei intakter
Zellmembran nehmen Zellen kein Trypanblau auf, eine intrazellulare Blaufarbung
weist hingegen auf eine Schadigung der Membran als Marker des Zelltodes hin.

Die zu untersuchende Zellsuspension wurde im Verhaltnis 1:1 mit Trypanblau
vermischt und 5 Minuten inkubiert. Danach wurde die Zellsuspension auf eine
Neubauerzahlkammer gegeben und unter dem Lichtmikroskop der Anteil der
intrazellular gefarbten Zellen ermittelt, welcher in allen Versuchen (bei intaktem

Monolayer) stets unter 5% betrug.

5.1.5 Endothelinbestimmung
Endothelin-1 wurde mit Hilfe eines etablierten ELISA-Tests laut Testprotokoll

quantitativ bestimmt.

5.1.6. Mycoplasmen-Test mittels rt- PCR
5.1.6.1 Testprinzip

Mit dem Test kdnnen in Zellkulturen typischerweise vorkommende Kontamination mit
unterschiedlichen Mykoplasmenspezies, einschliellich Acholeplasma laidlawii sowie
verschiedene Ureaseplasmaspezies nachgewiesen werden.

Der verwendete Test ist ein Nukleinsaure-Amplifikationstest auf der Basis einer
Polymerase-Kettenreaktion. Hierbei wird ein Abschnitt der 16S rRNA-Region des
Mykoplasmengenoms vervielfaltigt. Das amplifizierte PCR-Produkt hat eine Grofie
von ca. 270 bp und kann im Agarosegel direkt sichtbar gemacht werden. Dem
Testsystem ist eine interne Kontrolle beigefligt, die bei einer erfolgreich
durchgefiihrten PCR ein ca. 191 bp groRes Produkt ergibt. Die Bande der internen
Kontrolle erscheint im Agarosegel kurz unterhalb der Bande einer Mykoplasmen-
positiven Probe. Die Nachweisgrenze des Tests liegt bei 1-5 fg Mykoplasmen DNA,

das entspricht 2-5 Mykoplasmen pro Probenvolumen (2ul).
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5.1.6.2 Durchfihrung

Der Mykoplasmentest wurde unter Verwendung des VenorGeMR-Mykoplasmen-
Diagnostik-kits durchgefuhrt. Hierfir wurden zuerst 100yl Probenmaterial in ein
steriles Reaktionsgefald Uberfuhrt. Die Probe wurde fur 5 Minuten erhitzt, um im
Testmaterial enthaltene Mykoplasmen zu lysieren und DNAsen zu deaktivieren.
Anschlieend wurden die Proben 5 Sekunden bei 13 000U zentrifugiert, um stérende
Zelltrimmer zu entfernen. Anschlieend erfolgte die Herstellung eines Reaktionsmix
laut Protokoll. Jeweils 48ul PCR-Reaktionsmix wurden dann mit 2ul Probe vermischt,
kurz zentrifugiert und in den Thermozykler gegeben. Das Thermozykler-Programm
wurde laut Testprotokoll durchgefuhrt. Zusatzlich zu den Proben wurde jeweils eine
Positivkontrolle  (48ul  Reaktionsmix+2ul  interne  Kontrolle) sowie eine
Negativkontrolle (48ul Reaktionsmix+2ul steriles, deionisiertes Wasser) verwendet.
Die amplifizieten PCR-Produkte wurden mit Hilfe eines 1,5% Agarosegels
aufgetrennt. Pro PCR-Reaktionsansatz wurden 5ul auf das Gel aufgetragen. Die
Elektophorese wurde bei 90mV durchgefihrt, die Banden anschliel’end

photographiert und ausgewertet.

5.2 Identifizierung der CRH-Rezeptor Subtyp 2 mRNA
auf der Endothelzelle mittels PCR
5.2.1 RNA-Gewinnung

HMEC-1 Zellen wurden in einen 75ccm Flask passagiert und dort 78h inkubiert.
Dann wurde das Trizolreagenz laut Trizolprotokoll (1ml Trizol/10ccm) hinzugegeben
und 7min bei Raumtemperatur stehen gelassen. Danach wurde das Trizol-
Zellengemisch in RNA-Eppendorfgefal’e gefullt, wobei jedes Eppendorfgefall ein
Fidllvolumen von 1ml hatte. Pro Eppendorfgefa® wurden 200ul Chloroform
zugegeben und anschliellend der Inhalt mittels Vortex solange vermischt, bis eine
milchige Emulsion entstand. Diese wurde 2-3 Minuten bei Raumtemperatur stehen
gelassen und anschlieBend 15 Minuten in einer auf 4°C gekuhlten Zentrifuge mit
11900G zentrifugiert. Die ca. 70ul wassrige Phase wurden entnommen und in ein
neues RNA-Eppendorfgefald Gberfihrt. Dann wurden 500ul Isopropanol zugegeben

und durch vorsichtiges Kippen von Hand gemischt. Erneut wurden die
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Eppendorfgefalle 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und bei 4°C und 11900G
nun fur 10 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgekippt. Pro
Eppendorfgefall wurde nun 1ml 75% Ethanol zugegeben, gemischt und 5 Minuten
bei 4°C und 7500 G zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die
Eppendorfgefasse 12-15 Minuten auf Léschpapier zum Trocknen ausgelegt bevor

auf jedes Pellet je 20ul autoklaviertes Aqua bi dest gegeben wurde.

5.2.2 RNA-Reinigung

Das RNA-Gemisch aus 5.2.1 wurde mit DNAse-Puffer (10% Volumenanteil des
Gesamtvolumens) und 2yl DNAse versetzt. Anschlieend wurden die
Eppendorfgefalle fir 50 Minuten bei 37°C im Heizblock inkubiert. Das
Inaktivierungsreagenz wurde laut Vorschrift vorbereitet, ebenfalls mit einem
Volumenanteil von 10% des Gesamtvolumens zugegeben, gemischt und die Proben
erneut 1-2 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und flr 1 Minute zentrifugiert. Der
Uberstand wurde in ein neues EppendorfgefaR Uberflihrt. Zur Bestimmung der
optischen Dichte wurde nun 1ul entnommen und mit 149ul RNA free water in die

Bestimmungskuvette gegeben.

5.2.3 RNA-Kontrollgel

Fir das RNA-Kontrollgel wurden 0,4g Agarose und 40ml TBE Puffer gekocht. Nach
kurzem Abkuhlen wurden 0,3yl 1% Ethidiumbromid zugegeben und das Gel
gegossen. Anschieldend lie® man das Gel fur 20-30 Minuten auskuhlen. Wahrend
dessen wurden die Proben vorbereitet. Pro Probe wurden 500ng RNA (entspricht:
2ul RNA), 4ul RNA-Wasser und 4ul Formamidauftragspuffer in ein Eppendorfgefaf’
pipettiert. Die gesamten 10ul/Probe wurden auf das Gel aufgetragen und die
Elektrophorese bei 90 V gestartet. Anschlielend wurden die Banden unter UV-Licht

fotografiert und ausgewertet.

5.2.4 Herstellung der cDNA

Der gesamte Arbeitsschritt fand unter sterilen Bedingungen (Flow) und auf Eis statt.
Zuerst wurden 1yl Random Primer, 2ul RNA und 5yl dNTP-Mix (2mM) mit 4ul PCR-
Wasser (aqua injectabile) zusammenpipettiert. AnschlieRend wurde das Gemisch fur

5 Minuten bei 65°C in den PCR-Cycler gegeben. Daraufhin wurden die Proben sofort
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auf Eis gestellt und kurz anzentrifugiert. Es wurden pro Probe 4ul 5x-First-Strand-
Buffer, 2ul 0,1M DTT, 1pyl RNAse out Recombinant Ribonuclease inhibitor (40U/ul)
und 1ul Super Script (200 units) zugegeben und gemischt. Erneut wurden die Proben
in den PCR-Cycler gegen und dort 10 Minuten bei 25°C, 60 Minuten bei 42°C und 15
Minuten bei 70°C inkubiert.

5.25 PCR

Auch hier wurde der gesamte Arbeitsschritt unter sterilen Bedingungen durchgefuhrt.
Zuerst wurden die bendtigten  Geratschaften (Pipetten, Pipettspitzen,
Eppendorfgefalle) 15 Minuten unter UV- Licht bestrahlt. Dann wurde ein Mastermix
hergestellt der pro Probe 35,5ul Wasser, 5ul 10x-PCR-Puffer, MgCl, 25mM 2ul,
dNTP 40uM 5ul, Primer CRF2 Forward 1ul, Primer CRF2 Reward 1l und Taq
Polymerase 2,5U/ml 0,5ml enthalt. Je 49ml Mastermix wurden mit 1ul cDNA versetzt
und in den PCR-Cycler gegeben und das PCR-Programm wie folgt gestartet:
Erhitzen der Proben auf 95°C fur 1 Minute, 95°C fur 30 sec, 61,3°C fir 30 sec, 74°C
fur 30 sec, insgesamt 35. Das Programm endete mit 1x 74°C fur 5 Minuten.

5.2.6 PCR-Gel

Zur Herstellung des PCR-Gels wurden 0,68g Agarose mit 40ml 1x TBE-Puffer
vermischt, kurz aufgekocht und mit Ethidiumbromid versehen. Das Gel wurde in die
Gelkammer gegossen und fur 30 Minuten abgekuhlt. Wahrenddessen wurden die
Proben sowie ein DNA-Ladder nach folgenden Pipettierschemata vorbereitet.
DNA-Ladder: 1ul Maker, 4pl H,O, 5ul Loading Dye

Proben: 10ul Probe, 10ul Loading Dye

Die vorbereiteten Proben und der DNA-Ladder wurden auf das Gel aufgetragen und
die Elektrophorese bei 90V fur 40 Minuten gestartet. AnschlieRend wurde das Gel
entnommen und unter UV-Licht betrachtet. Die Banden wurden photographiert und

ausgewertet.
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5.3 Stimulationsversuche des GSH-GSSG-Systems
5.3.1 Standardprotokoll

Die Zellen wurden mit einer Konzentration von 3x10° Zellen/ml in 15%igem
Vollmedium ausgesaht und 48 Stunden inkubiert. Danach wurde das 15%ige
Medium durch 1%iges Vollimedium ersetzt und nochmals 1h inkubiert mit
anschlielRender Zugabe der Testsubstanzen (CRH, Paraquat, Astressin). Der Anteil
von CO; in der Atmosphare betrug wahrend der gesamten Zeit 5%.

Die mit Paraquat stimulierten Proben dienten als Positivkontrollen, die unstimulierten
Proben (Medium 1%) als Negativkontrollen. Den Ergebnissen der Kinetikversuche

folgend fand die Probenentnahme jeweils nach 0,5h, 1,5h und 3,5h statt.

53.1.1 Kinetik

Es wurde eine Kinetik mit Beobachtungszeitraumen von 0 bis 6 Stunden mit
gestaffeltem Messintervall erstellt. Hierzu wurde eine Paraquatkonzentration von
10*M verwendet. Nach 6 Stunden in dieser Konzentration war der Anteil der vitalen
Zellen nicht mehr konstant Uber 95% und die Monolyer teilweise nicht mehr

vollstandig intakt.

5.3.1.2 Dosiswirkungskurven

Die Bestimmungen wurden nach Inkubation bei oben genannten Bedingungen von
0,5h, 1,5h sowie 3,5h durchgefihrt. Untersucht wurde Paraquat in den
Konzentrationen 10°>M, 10™*M, 10°M, 10°M sowie CRH in den Konzentrationen
10°M, 10°M und 10M. Bei den verwendeten Paraquat-Konzentrationen von 10™*M,
10"°M und 10°M sowie bei allen eingesetzten CRH-Konzentrationen betrug der Anteil
der vitalen Zellen (nach Trypanblaufarbung) konstant jeweils >95% der
Zellpopulation. Bei einer Paraquatkonzentrationen von 10> M zeigte sich hingegen

eine Aufldsung des Zellmonolayer und der Anteil der vitalen Zellen betrug <95%.
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5.3.2 Photometrische Messung des GSH-GSSG-Systems nach
Tietze

5.3.2.1 Gesamt-Glutathion

Die Summe des oxidierten Glutathiondisulfid (GSSG) und des reduzierten Glutathion
(GSH) wurde durch einen kinetischen Test bestimmt. Dieser basiert auf der Methode
nach Tietze (Tietze 1969).

Die Grundlage flr diese photometrische Messung stellt die folgende Reaktion dar:
2GSH + DTNB > GSSG + 2 TNB

GSSG + NADPH + H+ =2 2 GSH + NADP" (GR katalysiert)

Die Geschwindigkeit der Extinktionszunahme der nichtenzymatischen Reduktion von
5,5-DTNB durch GSH wurde Uber einen Zeitraum von 6 Minuten in 60-sekindigem
Abstand bei 412 nm aufgezeichnet. Durch die zeitgleich von der Gluthationreduktase
enzymatisch vermittelte Reduktion von GSSG konnte die Reaktionsgeschwindigkeit
der DTNB-Reduktion konstant gehalten werden. Der hierflr verwendete Testansatz
enthalt:

800yl Phosphatpuffer (pH 7,4)

50ul NADPH (5mM)

50ul DTNB (1 mM)

20pl GR (24 U/ml)

50ul Probe

Vor jeder Messung wurde eine GSH-Standardkurve ermittelt.

5.3.2.2 GSSG

Um die Konzentration des GSSG bestimmen zu kdnnen, muss die Autooxidation des
GSH zu GSSG verhindert werden. Hierzu wurde die von Lauterberg beschriebene
Methode der Konjugation des GSH mit NEM verwendet (Lauterberg et al 1984). In
einer spontanen Reaktion zwischen GSH und NEM entsteht ein stabiler Komplex,
welcher die Teilname des reduzierten GSH an der Reaktion effektiv verhindert. Da
das uberschussige NEM jedoch den folgenden kinetischen Test nach Tietze
verfalschen kann, wurde dieses mittels eines Trennverfahrens Uber

Vakuumkartuschen eliminiert. Hierzu wurden die Kartuschen mit 10ml Methanol
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100% und 10ml Aqua bi dest vorbereitet. AnschlieRend wurden 500 ul NEM Perfusat
aufgetragen und mit Phosphatpuffer eluiert. Die NEM-freien Eluate wurden dann
nach der Tietze-Methode bestimmt. Die GSSG-Wiederfindung betrug hierbei 94%.
Um das GSSG zu bestimmen wurde die NADPH-Oxidation bei 340nm ebenfalls Uber
einen Zeitraum von 6 min in 60-sekundigem Abstand gemessen. Die Reaktion wurde

durch Zugabe von 2ul GR gestartet.

5.3.2.3 GSH-Konzentration

Die Konzentration des GSH wurde aus der Differenz zwischen der gemessenen
Gesamt-Glutathionkonzentration und der Glutathiondisulfidkonzentration mittels
nachstehender Formel

GSH = c(Gesamt-GSH) — ¢(GSSG) berechnet.

5.3.24 Durchflihrung

Zuerst wurde nach der entsprechenden Inkubationszeit (0,5h, 1,5h, 3,5h) das
Medium sorgfaltig abgesaugt. Anschliellend wurde das Zellpellet mit 1 ml H,O bi dest
lysiert und das Lysat in Eppendorfgefasse pippetiert und zentrifugiert. Anschlie3end
wurden jeweils 300 ul des Uberstandes fiir die GSH-Gesamt-Messung und fiir die
GSSG-Messung in neue Eppendorfgefasse Uberfihrt. In das Eppendorfgefal’ fur die
GSSG-Messung wurden vorher bereits 300ul NEM gegeben. Die Eppendorfgefasse
wurden 1 min zentrifugiert, um die Mischung von NEM und GSH zu gewabhrleisten.
Die Proben fur die GSSG-Messung wurden direkt im Anschluss (wie oben
beschrieben) eluiert und bei -60°C eingefroren.

Die Gesamt-GSH-Bestimmung sowie die GSSG-Bestimmung wurden zu einem
spateren Zeitpunkt durchgefuhrt. Nach Tietze wurde die Summe des Gesamt-GSH
sowie die Menge an GSSG jeweils photometrisch bestimmt. Die Menge des GSH
wurde anschliellend rechnerisch mittels Subtraktion des GSSG-Wertes vom Gesamt-
GSH-Wert ermittelt.

54 Proteinbestimmung mittels BCA-Protein-Assay
Um die ermittelten Messdaten der unterschiedlichen Versuche miteinander

vergleichen zu kdnnen, wurde die Proteinkonzentration der einzelnen Proben mittels
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BCA-Protein-Assay bestimmt. Die in 5.3 ermittelten Konzentrationen an GSH und

GSSG wurden auf 100ug Protein bezogen.

54.1 Testprinzip

Der BCA-Protein-Assay basiert auf einer Kkolorimetrischen Bestimmung und
Quantifizierung von Gesamtprotein. Die Methode kombiniert die Biuretreaktion mit
der hochsensitiven und selektiven kolorimetrischen Bestimmung des Kupferkations
durch BCA. Das bei dieser Reaktion entstandene violette Reaktionsprodukt wird
durch einen Chelatkomplex, der aus zwei BCA-Molekilen mit einem Kupferion
besteht, gebildet (Smith et al 1985). Dieser wasserldsliche Chelatkomplex weist eine
deutliche optische Dichte bei 562nm auf, die in weiten Bereichen (20-2,000ug/ml) mit

der steigenden Proteinkonzentration annahernd linear verlauft.

5.4.2 Durchfuhrung

Zuerst wurde eine BSA-Verdinnungsreihe (0, 25, 125, 250, 500, 750, 1000, 1500,
2000 pg/ul) nach dem Assay-Protokoll erstellt. Die im Assay enthaltenen Reagenzien
A und B wurden im Verhaltnis 50:1 vermischt (Arbeitsldsung). AnschlieRend wurden
die BSA-LOsungen unterschiedlicher Konzentration und die zu testenden Proben
separat auf eine 96 well Platte mit einem Volumen von jeweils 25ul/well pipettiert. Bei
den BSA-Losungen wurden Doppelbestimmungen, bei den Proben Dreifach-
bestimmungen vorgenommen. Jedem well wurden 200ul der Arbeitslosung
zugegeben, so dass das Verhaltnis zwischen Probe und Arbeitslosung 1:8 betrug.
Die Platte wurde verschlossen und 30 Minuten bei 37° C inkubiert. Anschliel3end
wurde die Platte auf Raumtemperatur abgekuhlt und die Extinktion der einzelnen
wells bei einer Wellenlange von 562nm im Elisareader gemessen. Es wurden die
Mittelwerte der Mehrfachbestimmungen errechnet. AnschlieRend wurde eine
Standardkurve aus den Mittelwerten der BSA-Verdunnungsreihe erstellt, anhand
dieser Standardkurve wurden die mittleren Extinktionswerte der zu testenden Proben

in Proteinkonzentrationen umgerechnet.
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55 Statistik

Quantifiziert wurden Mittelwert und Standartabweichungen. Die Berechnung des
Signifikanzniveaus erfolgte mit Hilfe von Microsoft Excel 2000 und WINSTAT, die
Normverteilung wurde mittels Kolmogorow-Smirnov-Test ermittelt. Normverteilung
besteht definitionsgemall wenn P>0,05 und Derechnet <Duritischo,05. Die Unterschiede
zwischen den Versuchs- und den Kontrollgruppen wurden bei Normverteilung der
Daten Uber den Student’s-t-Test analysiert.

Zur Adaptation des kritischen Signifikanzniveaus an kleine Fallzahlen wurde
zusatzlich die Bonferroni-Korrektur durchgefiihrt. Dabei wurde ein globales

Signifikanzniveau von p<0,05 angenommen.
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6. Ergebnisse

6.1 rt-Mykoplasmen-Test
Es konnte gezeigt werden, dass in der zur Durchfuhrung der Versuche verwendeten
Endothelzellkultur (HMEC-1) keine Verschmutzung mit Mykoplasmenspezies,

Acholeplasma laidlawii oder mit Ureaseplasmaspezies vorlag.

6.2 Nachweis von CRH-Rezeptor-Subtyp2 mRNA Nachweis

in HMEC-1 Zellen
Der Nachweis der CRHR2 mRNA wurde mittels PCR durchgefuhrt. Die hierfur

verwendeten Primer waren flur diesen Subtyp spezifisch, wurden jedoch so gewahilt,
dass alle 3 Splicevarianten des CRHR2 miterfasst werden konnten. Somit war es
nicht moglich, die spezifischen CRHR2-Isoformen (o, B,y) zu differenzieren. Als
Positivkontrolle wurde die THP-1-Zelllinie (etablierte Monozytenzelllinie), bei der die
MRNA des CRHR2 bereits bestatigt war, verwendet. Als Negativkontrolle wurde
DNA-freies Aqua injectabile eingesetzt.

Wahrend der Subtyp 2 auf den HMEC-1 nachgewiesen werden konnte, fanden wir
keinen Hinweis auf das Vorhandensein des Subtyp 1.

(Der Nachweis des CRHR2-Rezeptors auf Proteinebene wurde ausserhalb dieser

Dissertation mittels FACS-Analyse von unserer Arbeitsgruppe erbracht).
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Ladder Lane1 Lane2 Lane3 Lane4 Lane5

Abb.4

Ladder 50bp

Lane 1: HMEC-1 stimuliert mit CRH 107 M

Lane 2: HMEC-1 unstimuliert

Lane 3: THP-Zellen unstimuliert (nicht Teil dieser Dissertation)

Lane 4: Negativkontrolle, DNA-freies Aqua injectabile

Lane 5: Positivkontrolle: THP-1, CRHR2- Sequenz durch Fa. Medigenomix bestatigt

Die ermittelte CRHR2-Bande lag exakt auf der gleichen Héhe wie die Bande der
Positivkontrolle wahrend die durchgefuhrte Negativkontrolle, wie erwartet, keine
Bande zeigte.

Das PCR-Produkt der HMEC-1 (Lane 2) wurde anschlieBend von der Firma
Medigenomix durch Sequenzierung als CRHR2 bestatigt.
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6.3 Ergebnisse der Stimulation des GSH-GSSG-System
6.3.1 Effekte von Paraquat auf das GSH-GSSG-System
6.3.1.1 Tabellarische / graphische Darstellung der Effekte

Die intrazellulare Reaktion von Paraquat fuhrte zu signifikanten Veranderungen im
GSH-GSSG-System. Nach Inkubation (0,5h) mit Paraquat in der Konzentration 10
M zeigte sich ein signifikanter Anstieg des Gesamt-GSH und des errechneten GSH
(Gesamt-GSH — GSSG) bei nicht signifikant verandertem GSSG.

Eine Inkubation mit Paraquat (10 M) nach 1,5 und 3,5 Stunden und Stimulation mit
Paraquat in der Konzentration 10°M zeigte hingegen keine signifikanten
Veranderungen des GSH-GSSG-Systems im Vergleich zur Kontrolle (nicht

stimulierte Zellen).

Paraquat-induzierte Stimulation des GSH-GSSG-Systems

0,5h Gesamt-GSH GSH berechnet GSSG

P*M PSM Ko P*M PSM Ko P*M PSM Ko
MW 8,8619| 7,3464| 5,4367 8,0033| 6,558| 4,6762 0,6753| 0,7884| 0,9072
STABW 4,6495| 1,8481| 2,4058 45848 | 1,6813| 2,5792 0,3137| 0,4203| 0,3571
p-Wert 0,0033*| 0,047 0,0043*| 0,0609 0,0792 | 0,4324
n 14 8 27 14 8 28 10 8 27
1,5h Gesamt-GSH GSH berechnet GSSG

P*M P°M  |Ko P*M P°M | Ko P'M__ |P°M _ |Ko
MW 6,3345| 7,1856| 6,0229 5,4392 | 6,3831| 5,1142 0,8953| 0,8025| 0,9088
STABW 1,7412| 0,7335| 2,0996 1,8699 | 0,7678| 2,0602 0,2407 | 0,2889| 0,3334
p-Wert 0,6575| 0,1374 0,6449 | 0,1006 0,9008 | 0,4236
n 12 8 26 12 8 26 12 8 26
3,5h Gesamt-GSH GSH berechnet GSSG

P“M P°M  |Ko P“M P°M  |Ko P'M__ |P°M _ |Ko
MW 7,2606 | 7,4875| 6,1299 6,1429| 6,483| 5,1486 0,7207 | 1,0046| 1,0557
STABW 2,831| 2,6069| 1,915 3,2591| 2,8109| 1,9754 0,1759 | 0,6425 0,66
p-Wert 0,1413| 0,1173 0,2862 | 0,1514 0,0833| 0,8506
n 14 8 26 10 8 23 13 8 23
Tab.1:

Die Tabelle zeigt die Ergebnisse der Paraquat (P)-induzierten Stimulation des GSH-
GSSG-Systems. Es sind jeweils Mittelwert (MW), Standardabweichung (STABW),
Signifikanzwert (p) und Anzahl der Versuche (n) angegeben. Signifikante Werte

wurden durch Kursivschrift und (*) gekennzeichnet.
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Paraquat-induzierte Effekte auf das GSH-GSSG-Systems nach 0,5h

Inkubationszeit

0,5 Stunden

M P-4M Gesamt-GSH

@ P-5M Gesamt-GSH

Gesamt-GSH

O Ko Gesamt-GSH

P-4M GSH ( b)

B P-5M GSH (b)
GSH berechnet
E1Ko GSH (b)
P-4M GSSG
GSSG P-5M GSSG
E Ko GSSG

o
N
N
(o))
(0]

10 12 14 1€
uM

Abb.5:

Wirkung von Paraquat (P) auf das GSH-GSSG-System, dargestellt als MW +
STABW: Bei einer Paraquatkonzentration von 10™“M (n=14) kam es nach einer
Inkubationszeit von 0,5 Stunden zu einer signifikanten Zunahme des Gesamt-GSH
(p<0,0366) und des errechneten GSH [GSH(b)] (p<0,0366) bei nicht signifikant
verandertem GSSG. Dagegen war bei einer Paraquatkonzentration von 10° M (n=8)
keine signifikante Veranderung zur Kontrolle (nach Durchfihrung der Bonferroni-

Korrektur) darzustellen. Die Daten beziehen sich auf 100ug Protein.
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Paraquat-induzierte Effekte auf das GSH-GSSG-Systems nach 1,5h
Inkubationszeit

1,5 Stunden

GSH — @ P-5M Gesamt-GSH
O Ko Gesamt-GSH

P-4M GSH (b)

GSH berechnet [ i E1P-5M GSH (b)

i . E1Ko GSH (b)
P-4M GSSG
GSSG E P-5M GSSG

HKo GSSG

0 2 4 6 8 10
KM
Abb.G:

Wirkung von Paraquat (P) auf das GSH-GSSG-System, dargestellt als MW +
STABW: Bei einer Paraquatkonzentration von 10™*M (n=12) und P10°M; (n=8) kam
es nach einer Inkubationszeit von 1,5 Stunden zu keiner signifikanten Zunahme des
des errechneten GSH [GSH(b)] sowie des GSSG. Die Daten beziehen sich auf
100ug Protein.

37



......................................................................................................................... Ergebnisse

Paraquat-induzierte Effekte auf das GSH-GSSG-Systems nach 3,5h
Inkubationszeit

3,5 Stunden

Gesamt-GSH | = m P-5M Gesamt-GSH
O Ko Gesamt-GSH

P-4M GSH (b)
B P-5M GSH (b)

GSH berechnet

1Ko GSH (b)
P-5M GSSG
GSSG E P-5M GSSG
F Ko GSSG
0 2 4 6 8 10 12
MM
Abb.7:

Wirkung von Paraquat (P) auf das GSH-GSSG-System, dargestellt als MW +
STABW: Bei einer Paraquatkonzentration von 10*M und P10°M kam es nach einer
Inkubationszeit von 3,5 Stunden zu keiner signifikanten Zunahme des Gesmt GSH
(P10*M; n=14 bzw. P10°M; n=8), des errechneten GSH [GSH(b)] (P10*M; n=10
bzw. P10°M; n=8), sowie des GSSG (P10“*M; n=13 bzw. P10°M; n=8). Die Daten

beziehen sich auf 100pg Protein.
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6.3.1.2 Analyse des Mengenverhéltnisses (quantitativ) von GSH

und GSSG unter dem Einfluss von Paraquat
Das Verhaltnis von GSH zu GSSG wurde durch die Formel:
Mengenverhdaltnis = GSH berechnet/GSSG definiert und fur die Zeitpunkte mit
signifikanten Veranderungen des GSH-GSSG-Systems ermittelt. Es betrug bei den
Kontrollzellen 5:1.
Aus dem oben beschrieben signifikanten Anstieg des GSH bei konstantem GSSG
ergab sich ein deutlicher Anstieg dieses Mengenverhaltnisses zu Gunsten des GSH.
Nach Stimulation mit Paraquat in der Konzentration 10™*M und 0,5h Inkubationszeit
(n=14) zeigte sich eine Steigerung des Verhaltnisses von 5:1 (Kontrolle) auf 12:1, bei
Stimulation mit Paraquat in der Konzentration von 10°M bei 0,5h Inkubationszeit
(n=8) wurde ein Anstieg auf 8:1 dokumentiert. Dies entspricht einer prozentualen
Steigerung des Mengenverhaltnisses um 133% bei Paraquat 10™*M und um 64% bei
Paraquat 10°M.
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Paraquat-induziertes Mengenverhaltnis von GSH zu GSSG

0O 15 30 45 60 75 90 105 120 135

Ratio to Control in %

Abb.8:

[ P-4M
[]P-5M

O Ko

Ergebnisse

Prozentualer Anstieg des Mengenverhaltnisses von GSH zu GSSG, induziert durch
einen signifikanten Anstieg (p*<0,0366) des Gesamt-GSH bei konstantem GSSG
nach 0,5 Stunden Inkubationszeit und Stimulation mit Paraquat (P) 10™*M (n=14).

40



......................................................................................................................... Ergebnisse

6.3.2 Effekte von CRH auf das GSH-GSSG-System
6.3.2.1 Tabellarische / graphische Darstellung der Effekte

Analog zu der Paraquat-induzierten Reaktion wurde die Wirkung von CRH als
maglicher Induktor einer Veranderung der GSH-GSSG-Homeostase untersucht.

Nach Inkubation (1,5h) mit CRH in den Konzentrationen von 10° M und 10° M zeigte
sich eine signifikante Reduktion des Gesamt-GSH und des errechneten GSH
(Gesamt-GSH — GSSG) bei nicht signifikant verandertem GSSG. Eine Inkubation mit
0,5 und 3,5 Stunden zeigte hingegen keine signifikanten Veranderungen des GSH-
GSSG-Systems unter dem Einfluss von CRH im Vergieich zu den Kontrollzellen

(nicht stimuliert).

CRH-induzierte Stimulation des GSH-GSSG-Systems

0,5h Gesamt-GSH GSH berechnet GSSG

CRH® |CRH® |Ko CRH® |CRH® |Ko CRH® |CRH® |Ko
MW 43604 | 4,6051| 5,4367 3,5302| 3,5347| 4,6762 0,8303| 0,707 | 0,9072
STABW 1,7683| 1,3684| 2,4058 1,6322| 1,2348| 2,5792 0,4238| 0,2416| 0,3571
p-Wert 0,1735| 0,2021 0,1647 | 0,1537 0,5612| 0,086
n 12 17 27 12 12 28 12 12 27
1,5h Gesamt-GSH GSH berechnet GSSG

CRH® |CRH® |Ko CRH® |CRH® |Ko CRH® |CRH® |Ko
MW 3,8835| 4,4821| 6,0229 2,9894| 3,5541| 51142 0,8941| 0,822| 0,9088
STABW 1,6138| 1,2547| 2,0996 1,4405| 1,2143| 2,0602 0,3555| 0,2743| 0,3334
p-Wert 0,0035* | 0,0096* 0,0027*| 0,0319* 0,9026 | 0,4696
n 12 18 26 12 10 26 12 10 26
3,5h Gesamt-GSH GSH berechnet GSSG

CRH® |CRH® |Ko CRH® |CRH® |Ko CRH® |CRH® |Ko
MW 4,8437| 5,1448| 6,1299 3,5748| 3,8837| 5,1486 0,8942 | 0,9079| 1,0557
STABW 2,5928 1,636| 1,915 2,7243| 1,4016| 1,9754 0,3918| 0,3931 0,66
p-Wert 0,1022| 0,0827 0,0583| 0,0664 0,4433 | 0,4828
n 12 18 26 12 12 23 12 12 23
Tab.2:

Die Tabelle zeigt die Ergebnisse der CRH-induzierten Modulation des GSH-GSSG-
(STABW),

Signifikanz (p) und Anzahl der Versuche (n) angegeben. Signifikante Werte wurden

Systems.

Es sind

jeweils Mittelwert (MW),

durch Kursivschrift und (*) gekennzeichnet.
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CRH-induzierte Effekte auf das GSH-GSSG-System nach 1,5h Inkubationszeit

1,5 Stunden

B CRH-5M Gesamt-GSH
O CRH-6M Gesamt-GSH

Gesamt-GSH

O Ko Gesamt-GSH

CRH-5M GSH (b)
[ CRH-6M GSH (b)
F1Ko GSH (b)

GSH berechnet

CRH-5M GSSG
E CRH-6M GSSG
ElKo GSSG

GSSG

Abb.9:

Wirkung von CRH auf das GSH-GSSG-System: Dargestellt ist die signifikante
Reduktion des Gesamt-GSH und des errechneten GSH [GSH(b)]. Sowohl bei einer
CRH-Konzentration von 10°M als auch bei der Konzentration 10°M (Inkubation 1,5
Stunden) ist eine signifikante Reduktion des Gesamt-GSH (CRH® M, n=12;
p*<0,0383 bzw. CRH 10°M, n=18; p*<0,0335) und des errechneten GSH [GSH (b))
(CRH'SM, n=12; p*<0,0383 bzw. CRH 10'6M, n=10; p*<0,0401) bei nicht signifikant
verandertem GSSG (CRH™M, n=12 bzw. CRH 10®M, n=10) nachweisbar. Die Daten
beziehen sich auf 100ug Protein.
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CRH-induzierte Effekte auf das GSH-GSSG-Systems nach 0,5h Inkubationszeit

0,5 Stunden

M CRH-5M Gesamt GSH
1 E CRH-6M Gesamt GSH
. ] ! O Ko Gesamt GSH

Gesamt-GSH

B CRH-5M GSH (b)
GSH berechnet E CRH-6M GSH (b)
L ] | 1Ko GSH (b)

CRH-5M GSSG
E CRH-6M GSSG
GSSG E Ko GSSG

o
N
N
(@))
(@)

10

Abb.10:

Wirkung von CRH auf das GSH-GSSG-System: Nach Inkubation mit CRH (0,5
Stunden) zeigte sich keine signifikante Reduktion des Gesamt-GSH (CRH°M, n=12
bzw. CRH 10°M, n=17), des errechneten GSH [GSH[(b)] (CRH°M, n=12 bzw. CRH
10°M, n=12) sowie des GSSG (CRH™M, n=12 bzw. CRH 10°, n=12). Die Daten
beziehen sich auf 100ug Protein.
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CRH-induzierte Effekte auf das GSH-GSSG-Systems nach 3,5h Inkubationszeit

3,5 Stunden

B CRH-5M Gesamt GSH
EH CRH-6M Gesamt GSH
O Ko Gesamt GSH

—

Gesamt-GSH

-
|
I

CRH-5M GSH (b)
B CRH-6M GSH (b)
Ko GSH (b)

GSH berechnet

CRH-5M GSSG
E CRH-6M GSSG
ElKo GSSG

GSSG

Abb.11:

Wirkung von CRH auf das GSH-GSSG-System: Nach Inkubation mit CRH (0,5
Stunden) zeigte sich keine signifikante Reduktion des Gesamt-GSH (CRH™M, n=12
bzw. CRH 10°M, n=18), des errechneten GSH [GSH[(b)] (CRH*M, n=12 bzw. CRH
10°M, n=12) sowie des GSSG (CRHM, n=12 bzw. CRH 10°M, n=12). Die Daten
beziehen sich auf 100pg Protein.
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6.3.2.2. Analyse des Mengenverhaltnisses (quantitativ) von GSH

und GSSG unter dem Einfluss von CRH
Das Verhaltnis von GSH zu GSSG wurde durch die Formel:
Mengenverhéltnis = GSH berechnet/GSSG definiert und fur die Zeitpunkte mit
signifikanten Veranderungen des GSH-GSSG-Systems ermittelt. Es betrug bei den
Kontrollzellen 5:1.
Die bei der Analyse der Einzelkomponenten festgestellte Verminderung der GSH-
Konzentration bei gleichbleibenden GSSG-Werten fuhrte hier zu einer Reduktion des
Mengenverhéltnisses um 40,5% bei einer CRH-Konzentration von 10°M und um
23% bei der CRH- Konzentration von 10°M.

CRH-induziertes Mengenverhéltnis von GSH zu GSSG

mCRF-5

OCRF-6
OKo

-45 -30 -15 0

Ratio to Control in %

Abb.12:

Prozentualer Abfall des Mengenverhaltnisses von GSH zu GSSG, induziert durch
eine signifikante Reduktion des Gesamt-GSH (CRH 10°M, n=12, p*<0,0383; CRH
10°M, n=18, p*<0,0355) und des errechneten GSH bei konstantem GSSG nach
Stimulation mit CRH (10°M und 10°M), Inkubationszeit 1,5h.
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6.3.3. Wirkung von Astressin auf das GSH-GSSG-System und
auf dessen durch CRH-induzierte Effekte

6.3.3.1 Effekte von Astressin auf das unstimulierte GSH-GSSG-
System

Durch die alleinige Inkubation von Astressin mit den HMEC-1 sollten mogliche
pharmakologische Effekte des CRH-Rezeptor-Antagonisten Astressin auf das zu
untersuchende System ausgeschlossen werden. Dazu wurden die beiden
Astressinkonzentrationen [10'6M sowie 10'7M] bei Inkubationszeiten von 0,5h, 1,5h
und 3,5h untersucht.

Es konnten zu keinem Abnahmezeitpunkt und bei keiner der beiden eingesetzten
Astressinkonzentrationen signifikante Veranderungen im GSH-GSSG-System
gemessen werden. Bei somit fehlender eigener intrinsischer Aktivitat konnte somit

Astressin zur Blockade der CRH-Rezeptoren benutzt werden.

Astressin-induzierte Effekte auf das GSH-GSSG-System

0,5h Gesamt-GSH GSH berechnet GSSG

AM A'™M Ko AtM A'M Ko AM A'M Ko
MW 4,256 | 4,6278| 5,4367 2,9992 | 3,4188| 4,6762 0,8453| 1,1438| 0,9072
STABW 1,4067| 1,012| 2,4058 1,6086| 0,8473| 2,5792 0,3353| 0,1188| 0,3571
p 0,1978| 0,3646 0,1993| 0,1872 0,6656 | 0,0967
n 8 8 27 8 8 28 8 8 27
1,5h Gesamt-GSH GSH berechnet GSSG

AM A'M Ko AM A'M Ko AM A'M Ko
MW 5,7957 | 5,8613| 6,0229 4,9233| 4,505| 5,1142 0,8725| 1,1869| 0,9088
STABW | 3,7178| 1,9366| 2,0996 3,7306| 1,508| 2,0602 0,1286| 0,3885| 0,3334
p 0,8265| 0,8477 0,8527 | 0,446 0,7672| 0,0836
n 8 8 26 8 8 26 8 8 26
3,5h Gesamt-GSH GSH berechnet GSSG

AM A'M Ko AM A'M Ko AM A'M Ko
MW 9,103| 7,3847| 6,1299 7,5002 | 5,2534| 5,1486 1,6029| 1,5933| 1,0557
STABW | 7,7643| 3,3372| 1,915 7,2664 | 2,9731| 1,9754 0,6537 | 0,4289 0,66
p 0,0758| 0,1871 0,159| 0,9139 0,0522 | 0,0709
n 8 8 26 8 7 23 8 7 23
Tab.3:

Die Tabelle zeigt, dass Astressin (A) zu keinem Zeitpunkt (0,5h, 1,5h, 3,5h) eine
intrinsische Aktivitat gegeniber dem GSH-GSSG-System besitzt. Fur die beiden
verwendeten Astressinkonzentrationen [10° M, 10”7 M] wurden jeweils der Mittelwert
(MW), die Standardabweichung (STABW), die Signifikane (p), sowie die Anzahl der

durchgefuhrten Versuch (n).angegeben
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Astressin-induzierte Effekte auf das GSH-GSSG-Systems nach 0,5h
Inkubationszeit

0,5 Stunden

W A-6M Gesamt-GSH
Gesamt-GSH EA-7M Gesamt-GSH

I | O Ko Gesamt-GSH

i_—’f B A-6M GSH (b)
GSH berechnet EA-7M GSH (b)

I ' B Ko GSH (b)

B A-6M GSSG
EA-7M GSSG
ElKo GSSG

GSSG

Abb.13:

Wirkung von Astressin (A) auf das GSH-GSSG-System: Nach einer Inkubationszeit
von 0,5 Stunden zeigte sich keine signifikante intrinsische Aktivitat des Astressins (A
®M, n=8; A’M, n=8) auf das Gesamt-GSH das errechnete GSH [GSH(b)] sowie das
GSSG. Die Daten beziehen sich auf 100ug Protein.
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Astressin-induzierte Effekte auf das GSH-GSSG-Systems nach 1,5h
Inkubationszeit

1,5 Stunden

H ' | mAsM GesamtGSH

Gesamt-GSH ; | mA-7M Gesamt-GSH
: [ ! O Ko Gesamt-GSH

B A-6M GSH (b)

GSH berechnet ‘ [ EA-7M GSH (b)
' E1Ko GSH (b)

B A-6M GSSG
EA-7TM GSSG

GSSG EIKo GSSG

Abb.14:

Wirkung von Astressin (A®M, n=8; A’M, n=8) auf das GSH-GSSG-System: Nach
einer Inkubationszeit von 1,5 Stunden zeigte sich keine signifikante intrinsische
Aktivitat des Astressins auf das Gesamt-GSH das errechnete GSH [GSH(b)] sowie
das GSSG. Die Daten beziehen sich auf 100ug Protein.
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Astressin-induzierte Effekte auf das GSH-GSSG-Systems nach 3,5h
Inkubationszeit

3,5 Stunden

W A-6M Gesamt-GSH
EA-7M Gesamt-GSH
O Ko Gesamt-GSH

Gesamt-GSH

B A-6M GSH (b)

GSH berechnet EA-7M GSH (b)

Ko GSH (b)
B A-6M GSSG

GSSG EA-7M GSSG
Ko GSSG

O 2 4 6 8 10 12 14 16 18
uM
Abb.15:

Wirkung von Astressin (A) auf das GSH-GSSG-System: Nach einer Inkubationszeit
von 0,5 Stunden zeigte sich keine signifikante intrinsische Aktivitat des Astressins auf
das Gesamt-GSH (A®M, n=8; A’M, n=8), das errechnete GSH [GSH(b)] (A®M, n=8;
A'M, n=7) sowie das GSSG (A®M, n=8; A”’M, n=7). Die Daten beziehen sich auf
100ug Protein.

49



......................................................................................................................... Ergebnisse

6.3.3.2 Effekte von Astressin auf das mit CRH stimulierte GSH-
GSSG-System: Antagonisierung
6.3.3.2.1 Tabellarisch / graphische Darstellung der Effekte

Fir die Antagonisierungsversuche wurde die CRH-Konzentration von 10°M zur
Stimulation des GSH-GSSG-Systems eingesetzt, Inkubationszeit 1,5h. Die CRH-
induzierte Stimulation konnte durch den Einsatz des CRH-Rezeptor-Antagonisten
Astressin signifikant reduziert werden. Im Umkehrschluss konnte somit gezeigt
werden, dass die Wirkung von CRH auf das GSH-GSSG-System tatsachlich Gber

CRH-Rezeptoren vermittelt wird.

Antagonisierung der CRH-induzierten Effekte auf das GSH-GSSG-Systems
durch Astressin

Gesamt-GSH

CRH*M CRH*M+A°*M CRH*M+A'M Ko
MW 44821 47462 5,1674 6,0229
STABW 1,2547 2,3197 1,0598 2,0996
p-Wert 0,0096* 0,1973 0,344
n 18 6 6 26

GSH berechnet

CRH®*M CRH®*M+A*M CRH®*M+A"M Ko
MW 3,5541 40724 4,3027 5,1142
STABW 1,2143 2,0725 1,1407 2,0602
p-Wert 0,0319* 0,2736 0,3625
n 10 6 6 26
GSSG
CRH*M CRH®*M+A*M CRH®*M+A'M Ko
MW 0,822 0,6738 0,8646 0,9088
STABW 0,2743 0,2764 0,1369 0,3334
p-Wert 0,4696 0,1203 0,7549
n 10 6 6 26

Tab.4:

Der Effekt von Astressin [10°M, 10'M] auf die CRH-induzierte Reduktion des
Gesamt-GSH und des errechneten GSH. Es wurden jeweils der Mittelwert (MW), die
Standardabweichung (STABW), die Signifikanz (p) und die Anzahl der Versuche (n)

angegeben. Die signifikanten Werte sind durch Kursivschrift und (*) hervorgehoben.
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Inhibierung der CRH-induzierte Effekte auf das GSH-GSSG-Systems nach 1,5h
Inkubationszeit durch Astressin

1,5 Stunden
B CRH-6M Gesamt-GSH
B CRH-6M+A-6M Gesamt-GSH
—
Gesamt-GSH O CRH-6M+A-7M Gesamt-GSH

O Ko Gesamt-GSH

CRH-6M GSH (b)

CRH-6M+A-6M GSH (b)
GSH berechnet

[ CRH-6M+A-7M GSH (b)
Ko GSH (b)

CRH-6M GSSG

GSSG CRH-6M+A-6M GSSG
] CRH-6M+A-7M GSSG
E Ko GSSG
0 2 4 6 8 10
MM
Abb.16:

Nach einer Inkubationszeit von 1,5 Stunden zeigte sich eine signifikante
Antagonisierung (CRH 10°M blockiert mit A 10°M, n=6; CRH 10°M blockiert mit A
107M, n=6) der CRH-induzierten Effekte (Gesamt-GSH n=18, p*<0,0335; GSH
berechnet [GSH (b)] n=10, p*<0,0401) auf das GSH-GSSG-System. Dargestellt mit
MW + STABW. Die Daten beziehen sich auf 100ug Protein.

51



......................................................................................................................... Ergebnisse

6.3.3.2.2 Analyse des Mengenverhaltnisses (quantitativ) von GSH

und GSSG unter dem Einfluss von CRH und Astressin
Das Verhaltnis von GSH zu GSSG wurde durch die Formel:
Mengenverhdltnis = GSH berechnet/GSSG definiert und fur die Zeitpunkte mit
signifikanten Veranderungen des GSH-GSSG-Systems ermittelt. Es betrug bei den
Kontrollzellen 5:1.
Die Effekte des CRH auf das Mengenverhaltnis von GSH zu GSSG konnten durch
Astressin konzentrationsabhangig inhibiert werden. So ergab die gleichzeitige
Inkubation der Zellen mit CRH in einer Konzentration von 10°M und Astressin in
gleicher Konzentration einen nicht signifikanten Anstieg des Mengenverhaltnisses
um 7% im Vergleich zum Kontrollkollektiv, wahrend die Inkubation mit CRH ohne
Antagonisierung einen Abfall des Mengenverhaltnisses um 23% zeigte. Somit wurde
das Mengenverhaltnis durch die Zugabe von 10°M Astressin um 30% verschoben.
Die Inkubation von CRH (10°M) mit Astressin (10°M) ergab hingegen nur eine
Veranderung des Mengenverhaltnisses zur nicht antagonistierter CRH-Wirkung von
12%. Im Vergleich zur Kontrolle entspricht dies einer Reduktion des
Mengenverhaltnisses und damit einer Verschiebung des Systems zu Gunsten des
GSSG um 11%.
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Astressin-induzierte Antagonisierung der CRH-Wirkung auf das Mengen-
verhaltnis von GSH zu GSSG

O CRH-6M

O CRH-6M+A-6M
@ CRH-6M+A-7TM

HE Ko

f I |

|
-30 -20 -10 0 10
Ratio to Control in %

Abb.17:

Modifikation der CRH-induzierten Effekte (Gesamt-GSH n=18, p*<0,0335; GSH
berechnet [GSH (b)] n=10, p*<0,0401) auf das GSH-GSSG-Mengenverhaltnis unter
Einfluss von Astressin (A) (CRH 10°M blockiert mit A 10°M, n=6; CRH 10°M
blockiert mit A 10”M, n=6) nach einer Inkubationszeit von 1,5h. Die durch den CRH-
induzierten signifikanten Abfall des GSH entstandene Veranderung des Mengen-
verhaltnisses (p*<0,0335) konnte durch den Einsatz von Astressin aufgehoben

werden.
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Darstellung der Versuchsergebnisse im Zeitverlauf

6.3.4
6.3.4.1 Gesamt-GSH im Zeitverlauf
Gesamt-GSH
0
9 * X
8 \
7 —
z ¢ ;%A
=
3} - =
4 )
3 '\{/‘
2
1
O T T T
0 1 2 3
Stunden
Abbildung 18:

—=-P_4M
P-5M

— CRF-5M
CRF-6M

—— A-6M

—= A-7M

—— CRF-6M Block mit
A-6M
CRF-6M Block mit
A7 M

—-K

Diese Abbildung zeigt einen Uberblick der Ergebnisse der Gesamt-GSH-

Versuchsreihen im Zeitverlauf. Dargestellt sind die Mittelwerte der einzelnen

Testreihen.

Die zur Kontrollgruppe (unstimulierte HMEC-1-Zellen) signifikant

veranderten Werte sind mit * gekennzeichnet. Die Kontrollgruppe (K) wurde

besonders hervorgehoben. Die n-Werte der einzelnen Substanzen und deren

Konzentrationen zu den verschiedenen Messzeitpunkten konnen der Tabelle 5

entnommen werden.

54



......................................................................................................................... Ergebnisse

6.3.4.2 GSH berechnet [GSH(b)] im Zeitverlauf

GSH berechnet

—u— P-4M
9
*
8 -\ P-5M
7 /
—e— CRF-5M
6 /I
el \/!/
. / & CRF-6M
4 P —%— A-6M
3 o
* —— A'?M
2
1 — - CRF-6M Block mit
A-6M
0 , , ‘ CRF-6M Block mit
0 1 2 3 4 A-TM
-B—K

Stunden

Abbildung 19:

Diese Abbildung zeigt einen Uberblick der Ergebnisse des errechneten GSH im
Zeitverlauf. Dargestellt sind die Mittelwerte der einzelnen Testreihen. Die zur
Kontrollgruppe (unstimulierte HMEC-1-Zellen) signifikant veranderten Werte sind mit
* gekennzeichnet. Die Kontrollgruppe (K) wurde besonders hervorgehoben. Die n-
Werte der einzelnen Substanzen und deren Konzentrationen zu den verschiedenen

Messzeitpunkten kdnnen der Tabelle 6 entnommen werden.
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6.3.4.4 GSSG im Zeitverlauf

GSSG
—n— P-4M
1,8
1,6 / P-5M
1,4
—e— CRF-5M
% 1,2 ./&
./
0,6
—e— A-7TM
0,4
0.2 —~— CRF-6M Block mit A-
’ 6M
0 \ T w CRF-6M Block mit A-
0 1 2 3 4 ™
Stunden —B-K
Abbildung 20:

Diese Abbildung zeigt einen Uberblick der Ergebnisse der Gesamt-GSH-
Versuchsreihen im Zeitverlauf. Dargestellt sind die Mittelwerte der einzelnen
Testreihen. Die Kontrollgruppe (K) wurde besonders hervorgehoben. Die n-Werte der
einzelnen Substanzen und deren Konzentrationen zu den verschiedenen

Messzeitpunkten kdnnen der Tabelle 7 entnommen werden.
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6.4 Ubersicht Gber die durchgefihrten statistischen Tests
und deren Ergebnisse fur Gesamt-GSH, GSH berechnet
und GSSG

6.4.1 Uberblick Uber die statistische Auswertung von Gesamt-
GSH

& <
§ % = » g.g
O N | 2 £ ' o= E
3 § § é §°— < S g %.J g’ g‘g -

< | 3 5 |%8=% 28 |2 56 | 2R3

- |2 » |E£0 EE |8 c 2 % 5EG L

SHIEG! 2185a S5 |8 G b R

0,5|P*M/ 1410,13/0,35[0,98 [8,86 |4,65 [0,0033*|0,0366
Kontrolle 0,10/0,26 /0,96 |544 |2,41

0,5[P°M/ 8 /0,20/0,46|0,89 |7,35 1,85 0,0470 |0,0421
Kontrolle 0,10/0,26 /0,96 |544 |2,41

0,5 |CRH™M/ 1210,15/0,38 (0,99 (4,36 1,77 [0,1735 |0,0383
Kontrolle 0,10/0,26 (0,96 |5,44 2,41

0,5|CRH®*M/ 17 10,14/0,32 /0,98 |4,61 1,37 10,2021 |0,0342
Kontrolle 0,10/0,26 /0,96 |544 |2,41

0,5|A°M/ 8 [0,16/0,46|0,99 (426 [1,41 [0,1978 [0,0421
Kontrolle 0,10/0,26 /0,96 |544 |2,41

0,5/A'M/ 8 (0,24/0,46|0,76 |4,63 1,01 0,3646 |0,0421
Kontrolle 0,10/0,26 /0,96 |544 |2,41

0,5 | CRH®M Block mit A°®M /|6 [0,22/0,52(0,94 5,79 [1,38 [0,7337 |0,0442
Kontrolle 0,10/0,26 /0,96 |544 |2,41

0,5|CRH®M Block mitA”M/ |5 [0,27/0,57 0,87 [5,13 [1,31 [0,7853 [0,0452
Kontrolle 0,10/0,26 /0,96 |544 |2,41

1,5 [P*M/ 1210,17/0,38(0,87 [6,33 |1,74 [0,6575 |0,0383
Kontrolle 0,12/0,27 (0,86 |6,02 2,10

1,5 [P°M/ 8 |0,17/0,46/0,98 (7,19 [0,73 |0,1374 [0,0421
Kontrolle 0,12/0,27 /0,86 |6,02 [2,10

1,5 [CRH®M / 1210,15/0,38(0,93 [3,88 [1,61 [0,0035*|0,0383
Kontrolle 0,12/0,27 /0,86 [6,02 [2,10

1,5 [CRH®M / 1810,14/0,31|0,85 [4,48 [1,25 |0,0096*|0,0335
Kontrolle 0,12/0,27 /0,86 [6,02 [2,10

1,5 |A°M/ 8 [0,35/0,46|0,26 |5,80 3,72 0,8265 |0,0421
Kontrolle 0,12 /0,27 /0,86 |6,02 2,10

1,5 [A'M/ 8 10,32/0,46|0,40 (586 [1,94 |0,8477 |0,0421
Kontrolle 0,12/0,27 /0,86 |6,02 [2,10

1,5 [CRH®M Block mit A°M / |6 [0,39/0,52(0,31 [4,75 [2,31 [0,1973 |0,0442
Kontrolle 0,12/0,27/0,86 [6,02 [2,10
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1,5| CRH®M Block mit A"M /|6 [0,22/0,520,93 |5,17 1,06 0,3440 |0,0442
Kontrolle 0,12/0,27 /0,86 |6,02 2,10

35(P*M/ 14 10,12/0,35[0,99 (7,26 |2,83 |0,1413 |[0,0366
Kontrolle 0,13/0,27 /0,80 |6,13 1,92

35(P°M/ 8 10,17/0,4610,97 [7,48 [2,61 0,1173 |0,0442
Kontrolle 0,13/0,27 10,80 |6,13 1,92

3,5|CRHM / 12 10,15/0,38|0,94 (4,84 |2,59 |0,1022 |0,0383
Kontrolle 0,13/0,27 /0,80 |6,13 1,92

3,5|CRH®M/ 18 10,21/0,31]0,38 |5,14 1,64 10,0827 [0,0335
Kontrolle 0,13/0,27 0,80 |6,13 1,92

35(A°M/ 8 10,20/0,46/0,91 [9,10 [7,76 |0,0758 |0,0421
Kontrolle 0,13/0,27 /0,80 |6,13 1,92

35(AM/ 8 10,23/0,46/0,80 [7,38 [3,33 [0,1871 |0,0421
Kontrolle 0,13/0,27 /0,80 |6,13 1,92

3,5|CRH®M Block mit A°®M /|6 [0,25/0,52(0,84 |6,77 |0,57 |0,4303 |0,0442
Kontrolle 0,13/0,27 10,80 |6,13 1,92

3,5|CRH®M Block mit A"M/ |6 [0,26/0,52|0,83 [6,06 1,02 10,9364 |0,0442
Kontrolle 0,13/0,27 /0,80 |6,13 1,92

Tab 5:

Diese Tabelle gibt einen Uberblick tber die Fallzahl der durchgefiihrten Experimente

zur Bestimmung des Gesamt-GSH, die angewandten statistischen Tests und die

Ergebnisse der Tests in Kurzfassung. Signifikante Werte sind in fettem Kursivdruck

geschrieben und mit * markiert.
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6.4.2 Uberblick tiber die statistische Auswertung von
errechnetem GSH [GSH(b)]
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0,5|P*M/ 14 10,14/0,35[0,93 (8,00 |4,58 |0,0043*|0,0366
Kontrolle 0,11/0,26|0,89 [4,68 |[2,57

0,5|P°M/ 8 |0,19/0,46|0,94 |6,55 1,68 0,0423 |0,0421
Kontrolle 0,11/0,26|0,89 |4,68 |[2,57

0,5 |CRH™M/ 12 10,17/0,38 (0,86 (3,53 |1,63 |0,1781 |0,0383
Kontrolle 0,11/0,26|0,89 |4,68 |[2,57

0,5 | CRH*M/ 1210,11/0,38 (0,998 (3,53 |1,23  |0,1658 |0,0383
Kontrolle 0,11/0,26|0,89 [4,68 |[2,57

0,5|A°M/ 8 |0,15/0,46|0,99 (2,999 (1,61 0,2092 |0,0421
Kontrolle 0,11/0,26(0,89 |4,68 2,57

0,5|A'M/ 8 [0,23/0,460,76 [3,42 0,85 |0,1957 |0,0421
Kontrolle 0,11/0,26|0,89 |4,68 |[2,57

0,5 | CRH®M Block mit A°®M /|6 [0,26/0,52(0,83 (4,88 [1,40 [0,8557 |0,0442
Kontrolle 0,11/0,26|0,89 [4,68 |[2,57

0,5 | CRH®M Block mitA"M/ |5 [0,22/0,57 (0,96 (4,16 [1,27 [0,6680 |0,0452
Kontrolle 0,11/0,26|0,86 |4,68 |[2,57

1,5 |P*M/ 1210,15/0,38 0,94 |5,44 1,87 0,6449 10,0383
Kontrolle 0,13/0,26(0,80 |5,11 2,06

1,5 [P°M/ 8 [0,21/0,460,87 [6,38 [0,77 |0,1006 |0,0421
Kontrolle 0,13/0,260,80 |5,11 2,06

1,5 |CRHM/ 1210,16/0,38 (0,93 (2,99 [1,44 |0,0027*|0,0383
Kontrolle 0,13/0,260,80 |5,11 2,06

1,5 |CRH®M/ 10 /0,21/0,41[0,76 3,55 |1,21 0,0319*(0,0401
Kontrolle 0,13/0,80({0,80 |5,11 2,06

1,5 |[A°M/ 8 [0,37/0,46 0,23 (4,92 [3,73 |0,8527 |0,0421
Kontrolle 0,13/0,260,80 |5,11 2,06

1,5 A'M/ 8 [0,28/0,46 0,54 |4,51 1,51 0,4460 |0,0421
Kontrolle 0,13/0,260,80 |5,11 2,06

1,5 | CRH®M Block mit A®M /|6 [0,39/0,52(0,33 [4,07 [2,07 [0,2736 |0,0442
Kontrolle 0,13/0,260,80 |5,11 2,06

1,5 |CRH®M Block mit A’M/ |6 [0,18/0,52(0,99 [4,30 [1,14 [0,3625 |0,0442
Kontrolle 0,13/0,26[0,80 |5,11 2,06

3,5|P*M/ 10 |0,22/0,41(0,70 |6,14 (3,26  |0,2862 |0,0401
Kontrolle 0,15/0,28|0,72 |514 [1,98

3,5|P°M/ 8 |0,18/0,46/0,97 |6,48 |2,81 0,1514 |0,0421
Kontrolle 0,15/0,28|0,72 |514 (1,98

3,5|CRH*M/ 1210,18/0,38 (0,85 (3,57 2,72 |0,0583 |0,0383
Kontrolle 0,15/0,28 (0,72 |5,14 1,98
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3,5|CRH®M/ 120,20/0,38 (0,74 |3,88 1,40 0,0664 |0,0383
Kontrolle 0,15/0,28 (0,72 |5,14 1,98

35[A°M/ 8 10,22/0,460,83 |7,50 7,27 0,1590 |0,0421
Kontrolle 0,15/0,28 (0,72 |5,14 1,98

35[AM/ 7 10,24/0,49/0,81 (5,25 2,97 0,9139 |0,0431
Kontrolle 0,15/0,28 (0,72 |5,14 1,98

3,5|CRH®M Block mit A°®™M /|6 [0,24/0,52/0,88 |5,93 0,54 0,3524 |0,0442
Kontrolle 0,15/0,28 0,72 |5,14 1,98

3,5 |CRH®M Block mit A"M/ |6 [0,23/0,52(0,91 [5,15 1,20 0,7819 |0,0442
Kontrolle 0,15/0,28 (0,72 |5,14 1,98

Tab 6:

Diese Tabelle gibt einen Uberblick tiber die Fallzahl der durchgefiinrten Experimente

zur Bestimmung des errechneten GSH, die angewandten statistischen Tests und die

Ergebnisse dieser Tests

in Kurzfassung. Signifikante Werte sind

Kursivdruck geschrieben und mit * markiert.
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6.4.3 Uberblick tiber die statistische Auswertung von GSSG
& <
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0,5|P*M/ 10/0,18/0,41|0,90 |0,68 0,31 0,0792 |0,0401
Kontrolle 0,14/0,26|0,66 |0,91 0,36

0,5 |P°M/ 8 |0,14/0,46/0,998 0,79 |0,42 |0,4324 |0,0421
Kontrolle 0,14/0,26 /0,66 |0,91 0,36

0,5 |CRH™M/ 12 10,12/0,38(0,99 (0,83 0,42 |0,5612 |0,0383
Kontrolle 0,14/0,26 /0,66 |0,91 0,36

0,5 |CRH®™M/ 12 10,18/0,38 0,82 |0,71 0,24  |0,0860 |0,0383
Kontrolle 0,14/0,26|0,66 |0,91 0,36

0,5 |A°M/ 8 |0,30/0,46/0,48 [0,85 [0,34 |0,6656 |0,0421
Kontrolle 0,14/0,26 /0,66 |0,91 0,36

0,5|A'M/ 8 |0,24/0,46(0,77 [1,14 [0,12 |0,0967 |0,0421
Kontrolle 0,14/0,26 /0,66 |0,91 0,36

0,5 | CRH®M Block mit A°M / [6 [0,22/0,52(0,93 [0,91 0,11 0,9756 |0,0442
Kontrolle 0,14/0,26 /0,66 |0,91 0,36

0,5 | CRH®M Block mit A'M/ |5 [0,23/0,57|0,96 |0,97 0,13 0,7076 |0,4524
Kontrolle 0,14/0,26|0,66 |0,91 0,36

1,5|P*M/ 120,23/0,38(0,54 (0,90 0,24 |0,9008 |0,0383
Kontrolle 0,07 /0,260,999 | 0,91 0,33

1,5 |[P°M/ 8 |0,21/0,46/0,88 [0,80 [0,29 |0,4236 |0,0421
Kontrolle 0,07 /0,260,999 | 0,91 0,33

1,5 |CRHM/ 12 10,17/0,38 /0,87 (0,89 0,36 |0,9026 |0,0383
Kontrolle 0,07/0,26[0,999 10,91 0,33

1,5 |CRH®M/ 10/0,18/0,41(0,92 |0,82 0,27 0,4696 |0,0401
Kontrolle 0,07 /0,260,999 | 0,91 0,33

1,5 [A°M/ 8 |0,19/0,46/0,93 [0,87 [0,13 |0,7672 |0,0421
Kontrolle 0,07 /0,260,999 | 0,91 0,33

1,5[A'M/ 8 |0,19/0,46/0,94 [1,19 [0,39 |0,0836 |0,0421
Kontrolle 0,07 /0,260,999 | 0,91 0,33

1,5 |CRH®M Block mit A°M/ |6 [0,27/0,52(|0,77 [0,67 [0,28 [0,1203 |0,0442
Kontrolle 0,07 /0,260,999 | 0,91 0,33

1,5|CRH®M Block mitA’'M/ |6 [0,21/0,52(0,96 [0,86 [0,14 [0,7549 |0,0442
Kontrolle 0,07 /0,260,999 | 0,91 0,33

3,5|P*M/ 130,18/0,36 (0,78 (0,72 0,18 |0,0833 |0,0374
Kontrolle 0,18/0,28|0,41 |1,06 [0,66

3,5|P°M/ 8 |0,30/0,46/0,78 [1,00 [0,64 |0,8506 |0,0442
Kontrolle 0,18/0,2810,41 1,06 0,66

3,5[CRHM/ 1210,22/0,38 0,58 |0,89 0,39 0,4433 |0,0383
Kontrolle 0,18/0,28/0,41 [1,06 |0,66
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3,5|CRH®™M / 12 10,15/0,38[0,96 [0,91 0,39 |0,4828 |0,0383

Kontrolle 0,18/ 0,41 (1,06 0,66
0,28

35|AM/ 8 |0,22/0,46/0,83 [1,60 [0,65 |[0,0522 |0,0442
Kontrolle 0,18/0,28|0,41 |1,06 |0,66

35|AM/ 7 10,25/0,49/0,75 [1,59 [0,43 [0,0709 |0,0431
Kontrolle 0,18/0,28|0,41 |1,06 |0,66

3,5|CRH®M Block mit A®M / |6 [0,24/0,52|0,87 |0,84 0,18 |0,4399 |0,0442
Kontrolle 0,18/0,28|0,41 |1,06 |0,66

3,5|CRH®M Block mitA’M /|6 [0,24/0,52]0,87 [0,68 |0,21 0,1828 |0,0442
Kontrolle 0,18/0,28|0,41 |1,06 |0,66

Tab 7:

Diese Tabelle gibt einen Uberblick tber die Fallzahl der durchgefiihrten Experimente

zur Bestimmung des GSSG, die angewandten statistischen Tests und die

Ergebnisse der Tests in Kurzfassung. Signifikante Werte sind in fettem Kursivdruck

geschrieben und mit * markiert.
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7. Diskussion
7.1 Diskussion der verwendeten Methoden
7.1.1 HMEC-1 Endothelzelllinie

Das Modell der Endothelzellkultur (endotheliale Zelllinie), das in dieser Arbeit
verwendet wurde, eignet sich als standardisiertes Verfahren mit guter Material-
verfugbarkeit und praktikablem ,Handling” fur die Bearbeitung der gestellten Fragen.

Eine Kontamination der Kultur konnte durch striktes steriles Arbeiten in der Lamina
flow-Sterilbank verhindert werden. Nach Einsaen der gewonnen Zellen wurden die
Zellen bebrutet, nach 2 Tagen bildete sich eine Zellmonolayer aus, die
Zellvermehrung stagnierte (Endothelzellen vermehren sich in Kultur so lange bis ein
Zellrasen gebildet ist). Um sicher zu sein, dass eine Monokultur vorlag, wurde die
typische Morphologie der Endothelzellen mit Bildung eines Pflastersteinreliefs aus
homogenen, etwa gleich groRen (35x50um) poliklonalen Zellen gefordert. Als weitere
Positivkontrolle wurde die endotheliale Endothelinfreisetzung bestimmt, die in

unseren Kontrolluntersuchungen stets zeitabhangig positiv war.

7.1.2 Tietze-Methode zur GSH-GSSG-Bestimmung
Das GSH-GSSG-System ist ein sehr wichtiges System flr die Regelung vieler

Zellfunktionen (Dickinson et al 2002) und stellt zudem ein Modell zur Erforschung
eines Teilaspektes von oxidativem Stress dar. Der Korper ist standig den
verschiedensten oxidativen Stimuli ausgesetzt (Camera et al 2002), wodurch es zu
Bildung von moglichen toxisch wirkenden ROS (Reaktiven Sauerstoffspezies)
kommt. Es ist bekannt, dass dieser Mechanismus Ursache flr diverse Erkrankungen
darstellt, beispielhaft sei hier die Atherosklerose genannt (Andreassi 2003).

Daher wird den kdorpereigenen Abwehrmechanismen, einer der Wichtigsten ist dabei
das GSH-GSSG-System (Wassermann et al 2004), und deren Erforschung ein
grol3er Stellenwert beigemessen. Aus diesem Grund wurden in den letzten Jahren
viele unterschiedliche Methoden zur Bestimmung von GSH und GSSG entwickelt
(Camera et al 2002). Dabei kann man zwischen nicht trennenden Methoden wie
Spektrophotometrie oder Spektrofluorometrie und chromatografischen Methoden wie
HPLC oder kapillar-elektrophoretischen Methoden unterscheiden. Die chromato-

grafischen Methoden besitzen eine sehr hohe Spezifitat und Sensitivitat, aullerdem
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ist es hier teilweise maoglich, mehrere Proben gleichzeitig zu analysieren, was eine
Zeitersparnis bringt (Camera et al 2002).

Die in der vorliegenden Arbeit verwendete photospektroskopische Methode zur
Messung von GSH und GSSG wurde 1969 von Tietze entwickelt (Tietze 1969).
Diese Methode wurde ausgewahlt, weil sie eine einfache, schnell durchzufihrende
und gut etablierte Methode ist mit der auch kleine Mengen an GSH detektiert werden
konnen (Tietze et al 1969). Die Messungen im Photometer sind bei sorgfaltiger
Durchfuhrung sehr genau und gut reproduzierbar. Die fur das Verfahren bendtigten
Gerate waren in unserem Labor bereits vorhanden, so dass die Methode sehr
kostengunstig praktikabel war.

Im Vergleich zu den oben genannten chromatografischen Verfahren hat diese
Methode allerdings den Nachteil, dass sie eine geringere Spezifitat und Selektivitat
zu besitzen. So kann GSH durch die Tietze-Methode nicht elektiv von anderen in der
Zelle vorkommenden Thiolen oder anderen Molekulen, die moglicherweise die
Reaktion stdoren konnten, unterschieden werden. Als Konsequenz hieraus kdonnen
ungenaue (falsch positive, aber auch falsch negative) Messergebnisse erhoben
werden (Camera et al 2002).

Alle diese Methoden erfordern eine sorgfaltige Vorbereitung der Proben, wobei die
Verhinderung der Auto-Oxidation des GSH der entscheidende Punkt ist. Ein weiteres
Problem ergibt sich beim Zusammentreffen von GSSG mit Protein. Durch Proteolyse
wird das GSSG abgebaut, wobei seine Halbwertszeit auf unter 2 Minuten verringert
wird (Senft et al 2000). Aus diesem Grund war es im Rahmen dieser Arbeit nicht
moglich, extrazellulare Konzentrationen von GSSG zu bestimmen, da das
Aminosauren-enthaltende Zellkulturmedium GSSG sofort abgebaut hatte. Im

Folgenden wurde daher nur intrazellulares GSSG untersucht.

7.2 Diskussion der Ergebnisse

7.2.1 MRNA- Nachweis fur CRHR2

Es gibt zwei Gene, die fur die beiden Subtypen des CRH-Rezeptors kodieren

(CRHR1 und CRHRZ2.,5,) (Kostich et al 1998), welche sich in ihrem

pharmakologischen Profil und in ihrer Lokalisation im Kdorper unterscheiden (Smagin

et al 2000). Dabei befindet sich der CRHR1 vornehmlich im ZNS mit hoher

Expression im Kortex, dem Hippokampus und der Amygdala (Coste et al 2002,
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Potter et al 1994). Ebenso wurde der CRHR2, bisher nur im humanen ZNS
nachgewiesen (Kostich et al 1998).

Im Gegensatz hierzu konnten CRHR2, und CRHR2g auch in peripheren Geweben
gefunden werden, beispielhaft sei hier das Myokard genannt.

Unsere These war daher, dass auch auf den HMEC-1 CRHR2 exprimiert werden, die
eine Wirkung von CRH auf das GSH-GSSG-Redoxsystem vermitteln konnten. Um
unsere These zu bestatigen wurden PCR-Experimente nach standardisierten, gut
etablierten Protokollen durchgefiihrt. Dabei wurden die Primer so gewahlt, dass sie
spezifisch fur den CRHR2 kodieren, ohne Spezifitat fur eine Splicevariante. Als
zusatzliche ,Qualitatskontrolle” erfolgte die Sequenzierung des PCR-Produktes.

In dieser Dissertation gelang der Nachweis von CRHR2-mRNA mittels PCR.
Zusatzlich konnte unsere Arbeitsgruppe in einem Projekt ausserhalb dieser
Dissertation den CRHR2-Rezeptor auf der Zelloberflache der verwendeten humanen
Endothelzelllinie auf Proteinebene mittels FACS-Analyse nachweisen.

Der Nachweis von CRHR1 mRNA konnte im Gegensatz dazu nicht erbracht werden.

7.2.2 Rezeptorspezifische Wirkung von CRHR2 und CRHR1

Rezeptoren auf die Zelle

Die hier beobachtete Veranderung in der Homeostase des GSH-GSSG-Sytems
durch extrahypothalamisches CRH ist durch eine CRHR2-Rezeptor vermittelte
Wirkung zu erklaren, da nur CRHR2-mRNA sowie die Expression des Rezeptors auf
der Oberflache der Endothelzellen mittels FACS-Analyse gelang wahrend der Subtyp
R1 nicht nachweisbar war (wie bereits unter 7.2.1 dargestellt).

Die Hypothese einer CRHR2-vermittelten proatherosklerotische Wirkung von CRH
kann zudem unterstitzt werden durch Arbeiten von Wilbert-Lampen an humanen
Endothelzellen wie an primaren Monozyten. Beide Zielzellen zeigten unter Einflul}
von CRH eine deutliche Stimulation der Endothelinfreisetzung wahrend die NO-
Bildung unbeeinflulbar blieb (Nettoeffekt: Vasokonstriktion). Zudem konnte gezeigt
werden, daf® es unter EinfluR von CRH zu einer Zunahme der Adhasion von
Monozyten am Endothel kommt, eine ebenfalls proatherosklerotische Wirkung von
CRH (Wilbert-Lampen et al. 2006). Alle aufgefuhrten Experimente wurden mittels
Einsatz eines CRH-Rezeptorantagonisten komplett aufgehoben (Wilbert-Lampen et
al 2006).
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Somit scheint wahrscheinlich, dal® der Effekt von CRH abhangig ist von der
Lokalisation (zentral oder peripher) sowie von der Bindung an den jeweiligen
Rezeptortyp (Subtyp R1- oder R2). Diese Hypothese wird auch durch die Arbeit von
Cantarella bestatigt, welche unterschiedliche Effekte von CRHR1 und CRHR2 auf die
endotheliale NO-Synthetase darstellen konnte (Cantarella et al 2001). In diesem
Zusammenhang ist vergleichend der Wirkmechanismus der Katecholamine zu
nennen, deren Wirkung ebenfalls von der Lokalisation (Gefal3peripherie, Lunge,
Myokard) oder von der Bindung an den jeweiligen Rezeptortyp (a-, p1/2-Rezeptor)
abhangt.

Zusammenfassend kann somit angenommen werden, dal} die Effekte von CRH
sowohl proatherogen als auch (neuro)protektiv sind, abhangig von der Lokalisation

und der Stimulation des entsprechenden CRH-Rezeptortyps.

7.2.3 Paraquat

Paraquat ist ein in der Literatur etablierter Induktor von oxidativen Prozessen und
wird daher als Model flir oxidativen Stress eingesetzt (Takenaka et al 2003). Nach
Aufnahme in die Zelle wird Paraquat intrazellular prozessiert, wodurch es einerseits
zur Bildung von H;0,, andererseits zur Entstehung anderer ROS (Reaktiver
Sauerstoffspezies) kommt (Bus et al 1984).

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob CRH die Homeostase des GSH-
GSSG-Systems verandern kann Das GSH-GSSG-System wurde gewahlt, da es
eines der wichtigsten Systeme fur die Abwehr von oxidativem Stress darstellt
(Wassermann et al 2004).

CRH entfaltet, ahnlich wie Paraquat, seine Wirkung nach Aufnahme in die Zelle, also
intrazellular, eine mdgliche konzentrationsabhanige Schadigung der Zellwand sollte
dadurch vermieden werden (Kageyama et al 2002).

Daher war die erst intrazellular erfolgende Prozessierung von Paraquat zu H,0O, das
entscheidende Auswahlkriterium fur die Wahl als Positivkontrolle.

Paraquat durchlauft in der Zelle selbst einen Redoxzyklus, wodurch H,O, entsteht.
Ein Teil des H,O, wird durch andere Abwehrsysteme wie die Superoxiddismutase
und die Katalase zu Wasser abgebaut und damit entgiftet (Stocker et al 2004). Der
nicht abgebaute Teil nimmt dann Einfluss auf das GSH-GSSG-Redoxsystem. So
wird GSH von H,0O, oder anderen Peroxidasen zu GSSG oxidiert (Pullar et al 2001),

diese Reaktion fiihrt dann zu einer erhohten Konzentration von GSSG. Die durch
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H,0, erhdhte GSSG-Konzentration verkleinert das Verhaltnis von GSH/GSSG (Benzi
et al 1990).

Beispielhaft eine Reaktionsfolge, beeinflusst durch Paraquat:

In der Literatur wird nach Gabe von Paraquat (LDs) ein signifikanten Abfall von GSH
in der Leber beschrieben, zudem kann bei einer mit Paraquat perfundierten Lunge
eine Erhdhung der GSSG-Konzentration gemessen werden (Dunbar et al 1984).

Im Gegensatz hierzu wurde in unseren Experimenten eine Erhohung des Gesamt-
GSH sowie des GSH berechnet bei gleichbleibenden GSSG-Konzentrationen
gemessen. Konsekutiv ist somit das Mengenverhaltnis von GSH / GSSG vergrolert
anstatt erwartungsgemals verkleinert, was im Umkehrschluss bedeutet, dass es
neben dem H;O.-abhangigen Mechanismus einen weiteren H,O2-unabhangigen
Mechanismus geben muss. Hinweise auf das Vorliegen einer solchen Wirkung sind
Arbeiten von Benzi und Tsukamoto, die eine steigende Konzentration von GSH bei
praktisch unveranderter GSSG-Konzentration nach Paraquatgabe und damit ein
erhohtes Verhaltnis von GSH zu GSSG zeigen konnten (Tsukamoto et al 2002,
Benzi et al 1990). Tsukamoto wies zeitgleich zur Erhéhung der GSH-Konzentration
eine erhdhte Aktivitat der GR nach (Tsukamoto et al 2002), ein Enzym, das im GSH-
GSSG-System flr das Recycling des GSH durch Reduktion von GSSG zustandig ist
(Anderson 1997). Demnach kommt es durch die gesteigerte Aktivitat von GR zu
einer vermehrten Ruckreduktion von GSSG zu GSH, wodurch die Erhdhung des
GSH bei gleichbleibenden GSSG erklart werden kénnte. Allerdings ist bisher noch
ungeklart, ob die Steigerung der GSH-Konzentration und der zeitgleiche Anstieg der
GR-Aktivitat ursachlich miteinander in Verbindung stehen oder nur zufallig parallel
verlaufen.

Eine weitere mogliche Erklarung kénnten die bei der intrazellularen Prozessierung
von Paraquat zusatzlich zum H;O, gebildeten ROS (Reaktiven Sauerstoffspezies)
sein, da bekannt ist, dass eine adaptive Anpassung der Zelle an ROS in einer
Erhdhung des zellularen GSH-Pools resultiert (Cho et al 1999). Der zugrunde
liegende Mechanismus ist eine erhdhte Expression von y—Glutamylcystein-
Synthetase durch ROS. Dieses Enzym stellt den limitierenden Schritt in der Neu-
Synthese von GSH dar (Shi et al 1994), bei erhdhter Aktivitat von y—Glutamylcystein-
Synthetase wird somit verhaltnismallig mehr GSH pro Zeiteinheit neu synthetisiert
als von der GPX zu GSSG oxidiert wird.
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In der vorliegenden Arbeit konnten wir nur nach 0,5 Stunden einen signifikanten
Unterschied zwischen den mit Paraquat stimulierten Endothelzellen im Vergleich zur
Kontrolle messen. Obwohl sich auch nach 1,5 und 3,5 Stunden Inkubationszeit die
Konzentrationen von GSH in den stimulierten Proben im Vergleich zu der
unstimulierten Kontrolle noch erhoht darstellten, waren diese Unterschiede nur
tendenziell und statistisch nicht mehr signifikant.

Ein Erklarungsmechanismus hierfur ware, dass durch die Stimulation mit Paraquat
bei kurzer Inkubationszeit von 0,5 Stunden das GSH-GSSG-System akut zu hoher
Aktivitat angeregt wurde, wahrend nach langerer Inkubationszeit (1,5
beziehungsweise 3,5 Stunden) das System bereits einen Teil der durch Paraquat
ausgelosten Veranderungen in der Redoxhomeostase in Form von H,O, und / oder
ROS (Reaktiven Sauerstoffspezies) abgebaut hat, so dass keine so ausgepragte
Aktivitat des Abwehrsystems von Noéten ist.

Eine weitere Erklarung fur die bei langerer Inkubation fehlende signifikante Zunahme
des Gesamt-GSH und des GSH berechnet konnte sein, dass sowohl GSH als auch
GSSG aktiv von der Zelle in den extrazellularen Raum transportiert wurde
(Akerboom et al 1982), wodurch die intrazellularen Konzentration von GSH und
GSSG sich nicht wesentlich verandern.

Wie bereits oben aufgefuhrt, wurde in unserer Arbeit ein Medium verwendet, das
Aminosauren enthalt. Diese vermogen einen Abbau von GSH und GSSG
auszulésen, wodurch in unserem Modell keine extrazellulare Messung der GSH- und
GSSG-Konzentrationen maoglich war. Ein aminosaurefreies Medium konnte nicht
verwendet werden, da kultivierte Endothelzellen diese zum Wachstum bendtigen. Es
ist nicht auszuschlie3en, dass ein Export von GSH und GSSG in den extrazellularen
Raum stattfindet, von uns aber nicht erfasst werden kann.

Eine weitere Erklarung fur die nur bei 0,5 Stunden Inkubationszeit gesehene
signifikante Zunahme von Gesamt-GSH und berechnetem GSH konnte eine durch
Paraquat induzierte Apoptose sein mit Verlust der Enzymaktivitat und Zellintegritat
(Tsukamoto et al 2002).

Diese Erklarung ist fur unsere Ergebnisse jedoch eher unwahrscheinlich, da
regelmaldige lichtmikroskopische Kontrolluntersuchungen der verwendeten
Endothelzellen keinerlei Hinweise auf eine Zellschadigung wie Ablosung der Zellen,
Veranderung der Zellmorphologie oder Eindringen von Trypanblau als Marker eines

Zelltodes aufwiesen. AufRerdem wurden in den Dosiswirkungsversuchen nur flr
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Paraquatkonzentrationen von 10°M zellschadigende Wirkungen (siehe oben)
beobachtet, wahrend Konzentrationen von 10°M bereits keinerlei signifikante
Veranderungen mehr aufwiesen. Zudem ist bekannt, dass der Prozess der Apoptose
langer als unsere Inkubationszeit andauert; So lagen bei der Studie von Tsukamoto
zwischen den ersten Anzeichen einer Systemdysfunktion und dem endgultigen
Zelltod mehr als 8 Stunden (Tsukamoto et al 2002).

7.2.4 CRH

Seit der Entdeckung des CRH (1981) als Hauptmediator der HPA-Achse, wurden im
Verlauf neben der zentralen Funktion immer neue periphere Wirkmechanismen
entdeckt (Vale et al 1981, Coste et al 2002). Neben seiner Rolle in der chronischen
Stressantwort verfugt es Uber eine regulierende Wirkung des Immunsystems.
Daneben wird CRH eine Beteiligung in der Pathogenese verschiedenster
Krankheitsbilder zugeschrieben, genannt seien hier insbesondere psychiatrische
Erkrankungen wie die Depression aber auch die Atherogenese (Strohle et al 2003,
Black et al 2002). Welchen pathophysiologischen Mechanismus CRH in der
Induktion oder Progression auslost ist nicht hinreichend geklart. Interaktionen,
welche die Hyperaktivitat der HPA-Achse auslésen, scheinen immer
wahrscheinlicher. So werden heute erste medikamentdse Therapieversuche mit
einem CRHR1-Rezeptorantagonisten durchgefuhrt, die einen positiven Einfluss auf
das Ausmald der Depression zu haben scheinen (Holsboer 1999). In diesem
Zusammenhang ist wichtig zu erwahnen, dass es bei depressiven Patienten zu einer
Progression der Atherosklerose bis hin zum akuten Herzinfarkt oder plétzlichen
Herztod kommt, eine Verbindung beider Krankheitsbilder konnte die
Hyperaktivierung der HPA-Achse mit konsekutiver CRH-Erhéhung sein (Kehne et al
2002, Poltsky 1998).

Die Bedeutung des CRH in der Atherogenese ist bislang nicht ausreichend erklart.
Es konnte bereits gezeigt werden, dass CRH eine Imbalance der endothelialen
Vasokonstriktion / Vasodilatation auslésen kann mit dem Nettoeffekt einer
Vasokonstriktion (Wilbert-Lampen et al, 2006a, 2006b).

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht auf welche Weise CRH das GSH-
GSSG-System beeinflusst was nachfolgend zur Induktion einer Endotheldysfunktion

fUhren kann.
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Die in den Stimulations- und Antagonisierungsversuchen eingesetzten CRH-
Konzentrationen (10°M und 10°M) erscheinen hoch. Dazu ist zu sagen, dass es
keinen etablierten ,Normalwert” von Plasma- oder Liquor-CRH-Konzentrationen gibt
wegen fehlenden normierten Nachweismethoden fir CRH. Daraus folgend sind die in
der Literatur aufgeflhrten ,physiologischen CRH-Konzentrationen je nach der
verwendeten Messmethode deutlich schwankend (zwischen 10"'M und 10°M)
(Ruckert et al 1990). Diese stark variierenden Angaben hangen neben den bereits
erwahnten Unterschieden in der angewendeten Messmethode auch mit der
Anwesenheit von CRH-abbauenden Enzymen zusammen, deren Quantitat in
unterschiedlichen Situationen nicht geklart ist. Zudem werden diese CRH-Fragmente
von den verschiedenen Messmethoden unterschiedlich erfasst (je nach Gute des
verwendeten Antiserums), was letztendlich die Spannweite der Normwerte erklart
(Linton et al 1987).

Schlussendlich ist bekannt, dass die lokalen CRH-Spiegel deutlich erhdht sind im
Vergleich zu den gemessenen Plasmakonzentrationen, was die parakrine Funktion
des peripheren CRH unterstreicht (Clifton et al 1995).

In der vorliegenden Arbeit konnte zum ersten Mal nachgewiesen werden, dass es
nach Inkubation mit CRH Uber 1,5 Stunden zu einer Modifikation des GSH-GSSG-
Systems kommt mit konsekutivem signifikantem GSH-Abfall bei gleichbleibender
GSSG-Konzentration. Hierfir seien im Folgenden mehrere mdgliche Erklarungen
aufgefihrt:

Erstens vermag eine CRH-Stimulation das GSH-GSSG-System zu aktivieren,
wodurch GSH uber die GPX zu GSSG oxidiert wird, welches anschlie3end aktiv Uber
die Zellmembran in den extrazellularen Raum exportiert wird (Camera et al 2002).
Bei einer wie in dieser Arbeit erfolgten intrazellularen GSSG-Bestimmung kann somit
dieses exportierte GSSG nicht erfasst werden. Dadurch werden gleichbleibende
GSSG-Spiegel intrazellular bestimmt, bei aber abnehmender GSH-Konzentration,
was auf eine Verschiebung des Redoxgleichgewichts zu Gunsten von GSSG
hinweist.

Zweitens kann es zu einer weiteren Oxidation des GSSG zu Glutathionthiosulfonat
kommen (Pullar et al 2001), wodurch das GSH durch die Reaktion uber die GPX

standig verbraucht wirde, bei gleichbleibender GSSG-Konzentration.
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Drittens kdénnen neben der enzymatischen Umwandlung von GSH in GSSG noch
zusatzliche nicht-enzymatische Oxidationsreaktionen fur das GSH ablaufen, wobei
dann neben GSSG noch andere Reaktionsprodukte wie zum Beispiel GSOsH oder
GSO,NH; entstehen (Camera et al 2002).

Die in dieser Arbeit dokumentierte Verschiebung des Mengenverhaltnisses von GSH
zu Gunsten des GSSG wird in der Literatur als ein wichtiger Pradiktor fur das
Vorhandensein von oxidativem Stress gewertet. (Cogger et al 2004, Annuk et al
2001, Sanchez-Campos et al 1999). In der vorliegenden Arbeit kann dies jedoch
nicht vorbehaltlos in diesem Sinne betrachtet werden, da die Verschiebung des
Mengenverhaltnisses bei 1,5 Stunden nicht durch eine Steigerung der GSSG-
Konzentration, sondern vielmehr durch eine Reduktion der GSH-Konzentration
bedingt ist.

Fir eine Reduktion der GSH-Konzentration kommen folgende Griinde in Frage:

Eine Hemmung der Biosynthese des GSH durch CRH. Um diese Hypothese zu
bestatigen sollten zusatzliche Versuche zur Inhibition der GSH-Biosynthese z.B.
durch BSO durchgefuhrt werden (Anderson 1998). So kdénnte differenziert werden,
ob lediglich eine Hemmung der GSH-Biosynthese erfolgt oder zusatzlich eine GSH-
Depletion induziert wird. Zudem kommt eine Erhdhung der Zellpermeabilitat durch
eine zelltoxische Wirkung des CRH in Frage. Dies ist aber aus diversen Grinden
eher unwahrscheinlich. Erstens wurden in den Versuchen zur Bestimmung der
Dosiswirkungskurven jeweils Kontrollen zur Zellvitalitat mittels Tryptanblau
durchgefuhrt, welche jeweils keine Hinweise auf Schadigung der Zellen ergaben.
Zweitens werden auch in der Literatur Versuchsreihen beschrieben, in denen
regelmassige Vitalitatskontrollen unter Versuchsbedingungen durchgeflhrt wurden.
Hierbei wurden die selben CRH-Konzentrationen verwendet wie in der vorliegenden
Arbeit. Die Vitalitat der Zellen betrug hier immer >99% (Cantarella et al 2001).
Drittens ist der Effekt nach 3,5 Stunden bereits wieder aufgehoben. Sollte eine
Zellschadigung der Grund fur die Reduktion der intrazellularen GSH-Konzentration
sein, ware eine Erhohlung der Zelle unter weiterbestehender Stimulation mit dem
toxischen Agenz nicht zu erwarten.

Von den 3 gewahlten Inkubationszeitpunkten waren die kurze Inkubationszeit von 0,5
Stunden sowie die langere Inkubationszeit von 3,5 Stunden ohne Modulation des

GSH-GSSG-Systems. Eine mdgliche Erklarung fir die Nichtsignifikanz bei der
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kurzen Inkubationszeit ware, dass dieser kurze Zeitraum nicht ausreicht, um das
Redoxsystem zu aktivieren. Dass nach einer Inkubationszeit von 3,5 Stunden keine
signifikante Stimulation mehr nachweisbar ist, kdonnte durch eine vermehrte
Ausschleusung der beteiligten Metabolite in den extrazellularen Raum erklarbar sein
(Akerboom et al 1982).

Zusammenfassend konnte eine CRH-induzierte Veranderung der GSH-GSSG-
Homeostase in der Zelle nachgewiesen werden. Diese stellt einen Teilaspekt zur
Beurteilung von oxidativem Stress in der Zelle dar mit mdglicher Modulation
unterschiedlichster Zellfunktionen (Valko er al 2007) bis hin zur einer endotheliale
Dysfunktion und Atherosklerose (Valko et al 2007).

7.2.5 Astressin
Um zu uberprufen, ob die gemessenen Effekte von CRH auf das GSH-GSSG-

System tatsachlich Uber den CRH-Rezeptoren vermittelt werden, wurden
Antagonisierungsversuche durchgefuhrt. Hierfur wurde Astressin, ein in vitro
hochpotenter CRH-Rezeptor-Antagonist, der mit gleicher Affinitdt an CRHR2 und
CRHR1 bindet, gewahlt. Zunachst wurde gezeigt, dass Astressin keine eigene
pharmakologische Wirkung auf das GSH-GSSG-System ausubt. Anschlie3end
konnte in den Antagonisierungsversuchen belegt werden, dass Astressin tatsachlich
die Effekte von CRH auf das Redoxsystem blockieren kann.

Aus frGheren Studien ist bekannt, dass die antagonistische Wirkung des Astressins
dabei dosisabhangig ist (Broadbear et al 2004, Brauns et al 2001). Betrachtet man
die Einzelkomponenten des GSH-GSSG-Systems isoliert, scheint diese
konzentrationsabhangige Antagonisierung zunachst nicht gegeben zu sein. So
blockiert das Astressin in einer Konzentration von 10° M die durch CRH-induzierte
Reduktion des GSH zwar insoweit, dass keine Signifikanz mehr vorliegt, aber
scheinbar weniger ausgepragt als bei Astressin in einer Konzentration von 107 M.
Vergleicht man jedoch nun das Zusammenspiel der Einzelkomponenten durch
Betrachtung des Mengenverhaltnisses von GSH zu GSSG stellt man fest, dass die
Blockierung - wie erwartet - dosisabhangig ist.

Zusammenfassend zeigen unsere Antagonisierungsversuche, dass die Wirkung von
CRH auf das GSH-GSSG-Redoxsystem tatsachlich iber CRH-Rezeptoren vermittelt

wird.
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7.3 Ausblick
Die vorliegende Arbeit konnte belegen, dass CRH die Homeostase des GSH-GSSG-

Systems von Endothelzellen verandert, vermittelt Uber CRH-Rezeptor-Subtyp 2.
Dabei wurden die intrazelluldaren Konzentrationen von GSH und GSSG und deren
Verhaltnis zueinander zu Gunsten des GSSG verschoben. In ergdnzenden Projekten
konnte versucht werden, die Konzentrationsminderung von GSH genauer zu
untersuchen. Hierbei stellt sich insbesondere die Frage, ob eine reine Hemmung der
GSH-Biosysnthes vorliegt oder ob der oben beschriebene Effekt auf das GSH
zusatzlich zu einer Depletion des intrazellularen GSH fuhrt. In diesem
Zusammenhang ware es auch sinnvoll, die GSH- und GSSG-Konzentrationen im
extrazellularen Raum zu messen, um noch genaueren Einblick in die Reaktion des
GSH-GSSG-Redoxsystems auf den Stressor CRH zu erhalten. Hierzu ware es
notwendig, ein aminosauren- und proteinfreies Medium zu entwickeln, das einerseits
das Uberleben der Zellen gewahrleistet, andererseits aber auch die Messung von
GSH und GSSG erlaubt.

Zudem ware es interessant zu untersuchen, welche Schaden durch eine CRH-
induzierte Veranderung der GSH-GSSG-Synthese an der Zelle entstehen.
Interessant ware in diesem Zusammenhang zum Beispiel die Lipidperoxidation mit
Hilfe der Konzentrationen von oxLDL in der Zelle zu untersuchen.

In der Klinik gibt es bereits erste klinische Studien zur Behandlung von Depressions-
und Angsterkrankungen einen CRHR1-Antagonisten einzusetzen (Grigoriadis 2003).
In Anlehnung an die vorgestellte Arbeit ergibt sich ein weiterer Ansatzpunkt fur die
Behandlung mit einem CRH-Antagonisten, namlich die Verhinderung einer durch
CRH bedingten Veranderung der GSH-GSSG-Homeostase mit deren maoglichen

negativen Folgen auf die Endothelzellfunktion.
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8. Zusammenfassung

Es ist bekannt, dass mentaler Stress bei Patienten mit koronarer Herzerkrankung mit
einer erhdhten Morbiditats- und Mortalitatsrate einhergeht. Zusatzlich wurde eine
Verbindung zwischen chronischem Stress und einem ausgepragteren Fortschreiten
der Atherogenese beobachtet. Die daran beteiligten Mechanismen sind heute noch
nicht genau erforscht. Eine mdgliche Verbindung wird in der Uberaktivierung der
HPA-Achse mit konsekutiv vermehrter Ausschittung des Hauptmediators CRH
gesehen. Ziel der vorliegenden Arbeit war es zu untersuchen, ob CRH die GSH-
GSSG-Homeostase verandern kann und somit zu einer Schadigung der
Endothelzellfunktion fuhrt.

Hierzu wurde zunachst die mRNA des CRH-Rezeptor-Subtyp 2 in humanen
Endothelzellen (HMEC-1) nachgewiesen und anschliessend (ausserhalb dieser
Dissertation) die Expression des Rezeptors auf der Zelloberflache mittels FACS
bestatigt.

Anschlie®end wurde die Wirkung von CRH auf das GSH-GSSG-Redoxsystem
untersucht. Die Ergebnisse zeigen einen signifikanten Abfall der GSH-Konzentration
bei gleichbleibender GSSG-Konzentration. Um darzustellen, dass CRH diese
Veranderungen in der GSH-GSSG-Homeostase (CRH-Rezeptor-vermittelt)
induzieren kann, wurden Antagonisierungsversuche mit Astressin, einem
hochpotenten CRH-Rezeptor-Antagonisten mit gleicher Affinitat zu CRHR1 und
CRHR2, durchgefuhrt. Es konnte gezeigt werden, dass CRH 2zu einer
konzentrationsabhangigen Blockierung der CRH-Effekte fuhrt.

Die Zusammenschau aller oben beschriebener Effekte zeigt erstmals eine CRH-
induzierte Veranderung der GSH-GSSG-Homeostase, vermittelt Uber den auf der
HMEC-1-Zelllinie erstmalig auf mRNA-Ebene nachgewiesenen CRH-Rezeptor-
Subtyp 2.

Die Ergebnisse konnten dazu beitragen, einen weiteren Pathomechanismus

zwischen chronischem Stress und der Genese der Atherosklerose zu verstehen.
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A
ACTH
BCA
BSA
BSO
CRH
CRHR1
CRHR2
dNTP
DTNB
GPX
GSH
GSSG
GR
HMEC-1
HPA-Achse
NADP
NADPH
NEM
NF
NO
oxLDL
P

PBS
PCR
PVN
RAAS
ROS
SAMS
TNB

................................................................... Verwendete Abkirzungen

Verwendete Abkilrzungen

Astressin

Adrenocorticotropes Hormon

bicinonic acid

bovines Serum Albumin

Buthioninsulfoxamin

Corticotropin Releasing Hormon
CRH-Rezeptor-Subtyp1

CRH-Rezeptor-Subtyp 2
desoxy-Nukleotidtriphosphat

5,5 Dithio-bis-nitrobenzoesaure
Glutathionperoxidase

Glutathion

Glutathiondisulfid, oxidiertes Glutathion
Glutathion Reduktase

Humane Microvascular Endothelium Cells
Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-Achse
Nicotinamid-adenin-dinucleotid-phosphat, oxidiert
Nicotinamid-adenin-dinucleotid-phosphat, reduziert
N-Ethylmaleimid

Nekrose Faktor kB

Stickstoffoxid

oxidiertes low-density lipoproteine

Paraquat

Phosphat- buffered Saline

Polymerase Chain Reaction

paraventrikularer Nukleus
Renin-Angiotensin-Aldosteron-System

Reaktive Sauerstoffspezies
Sympatho-adrenomedullares System

Thio-bis-nitrobenzoesaure
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