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Abkiirzungsverzeichnis

AA Arachidonséure

AIF apoptosis inducing factor

Annexin-V +/ PI - Annexin-V positive/PI negative

APAF-1 apoptosis protease activating factor

Caspasen Cysteinyl Aspartat-Spezifische Proteinasen
DHA Dokosahexaensédure

DiOCq(3) 3,3’-Dihexyloxacarbocyanin-iodide

Discs death-inducing signal complexes of death-domain -receptors
DNS Desoxyribonukleinsdure

FITC Fluorescein Isothiocyanat

ECGM Endothelial Cell Growth Medium

EPA Eikosapentaensiure

ERK Extrazelluldre Signal-regulierte Kinase
FACScan Fluorescence activated cell sorter

FKS fetales Kélberserum

HE Hydroethidin

H,DCFDA 2’7’Dichloro-Dihydrofluorescein Diacetat

IAP inhibitor of apoptosis protein

JNK C-Jun-N-terminale Kinase

LDL Low-density-Lipoprotein

MAP Kinase Mitogen Aktivierte Proteinkinase

min Minuten

MMP Mitochondriales Membranpotential

NAC N-Acetyl-L-Cystein

NO Stickstoffmonoxid

NOS NO-Synthase

PARP Poly-ADP-Ribosepolymerase

PBS (+/+) Phosphatgepufferte isotone Kochsalzlésung mit Ca” und Mg
PBS (-/-) Phosphatgepufferte isotone Kochsalzldsung ohne Ca™ und Mg"™"
PI Propidiumjodid

PTCA Perkutane transluminale koronare Angioplastie
ROS Reaktive Sauerstoffspezies

SOD Superoxiddismutase

SODD silencers of death domains

TBS Tris-gepufferte Kochsalzlosung

TDT Terminale Deoxynukleotidyl-Transferase
TUNEL TdT-mediated dUTP nick end labeling






A. Einleitung und Stand der Forschung

1. Atherosklerose

Atherosklerotische Lésionen sind das Resultat einer komplexen Interaktion von
Blutbestandteilen, vornehmlich Leukozyten und Cholesterin mit der GefaBwand, den
Endothelzellen und den glatten GefdBmuskelzellen. Diese Wechselwirkungen verursachen
eine endotheliale Dysfunktion und Veranderungen der glatten GefaBmuskelzellen in den
Arterien. Der Verlauf der Atherogenese wird in mehrere Stadien eingeteilt. Das
Anfangsstadium besteht aus sogenannten Fettstreifen, welche eine Akkumulation von
Schaumzellen in der Intima darstellen. Die Fettstreifen gelten als reversibel. Das zweite
Stadium ist durch die Umwandlung der Fettstreifen in fibrése Plaques morphologisch
erfassbar. Hierbei kommt es zu einer Proliferation glatter Muskelzellen aufgrund der
Stimulation durch Wachstumsfaktoren. Durch die aktiv synthetisierenden Zellen kommt es
zur Fibrosierung der Plaques. Die Folge davon ist eine Lumeneinengung. Im Verlauf dieses
Prozesses entstehen aus Makrophagen und glatten GefaBmuskelzellen durch weitere
Einlagerung von Cholesterin in die proliferierenden Plaques neue Schaumzellen, welche
ithrerseits wiederum das Muskelzellwachstum stimulieren. Daraus entwickelt sich in einem
weiteren Stadium durch die Einlagerung von Kalksalzen die komplexe atherosklerotische
Lision, was zu einer fortschreitenden Stenosierung des betroffenen Gefallsegments fiihrt.
Dabei kommt es z.B. in den Koronararterien zu einer verminderten koronaren Flussrate mit
der Folge der Entstehung ischdmischer Myokardbezirke bei Situationen des erhéhten
Sauerstoffbedarfes (Enos et al., 1953). Als invasive Therapiemoglichkeiten gibt es die
perkutane transluminale koronare Angioplastie (PTCA), bei der durch einen Ballonkatheter
das verschlossene Herzkranzgefall wieder gedftnet wird. Die durch eine PTCA mit oder ohne
Stentimplantation hervorgerufene Gefaflverletzung 16st initial eine lokale
Entziindungsreaktion aus (Bauriedel und Hofling 1995). Diese Reaktion kdnnte im weiteren

Sinne der sogenannten "response-to-injury" Hypothese nach Ross zugeordnet werden



( Liischer et al., 1996). Innerhalb der folgenden 6 Monate nach PTCA kann eine Restenose
entstehen. (Nobuyoshi et al., 1988). Der Angiogenese kommt auch bei der Plaqueprogression
und bei der Restenose durch Neointimabildung eine entscheidende Bedeutung zu (Ross et al.,
2001), weil die Gefialversorgung eines Gewebes nicht nur dessen Erndhrung sicher stellt,

sondern auch eine wichtige Rolle bei der Entziindungsreaktion spielt.

2. Ungesittigte Fettsduren

Langkettige mehrfach ungesittigte Fettsduren (PUFA) werden nach der Position der ersten
Doppelbindung vom Methylende in drei Gruppen unterteilt: n-3, n-6 und n-9. Bei kardio-
vaskuldren Erkrankungen zeigten vor allem die n-3 PUFA positive Wirkungen. Dafiir werden
unterschiedliche Mechanismen diskutiert. So konnen z.B. EPA und DHA in Fischél die durch
oxidiertes Low-density-Lipoprotein (LDL) induzierte Leukozytenadhésion an Endothelzellen
in vivo vermindern (Lehr et al., 1991). Verschiedene Gruppen haben gezeigt, dass DHA die
Zytokin-induzierte endotheliale Adhésionsmolekiilexpression inhibiert (De Caterina und
Libby 1996, Weber et al., 1995, Mayer et al., 2002). Auerdem senken n-3 PUFA in
Monozyten die Genexpression fiir platelet-derived growth factor und monocyte
chemoattractant protein-1, die beide als relevant fiir die Atheroskleroseentwicklung
anzusehen sind (Baumann et al., 1991). All diese Prozesse sind elementar wichtig fiir die

Atheroskleroseprogression und unabhéngig von der Hohe des Cholesterolspiegels.

3. Apoptose

3.1.Apoptose: Definition und Bedeutung

Alle Metazoen besitzen ein streng kontrolliertes Programm zur Beseitigung tiberfliissiger oder
unerwiinschter Zellen, die Apoptoseinduktion. Apoptose ist ein physiologisches,
phylogenetisch konserviertes Programm des regulierten Zelltodes. Der Verlust von Zellen ist

ein normaler Vorgang bei der Embryogenese in Geweben und Organen der Metazoen (Raff,
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1992). Diese Apoptose ist von Nekrose, einem katastrophenartigen Zelltod mit vollstindigem
Zusammenbruch intrazelluldrer Homdostase und Regulation, abgegrenzt worden (Kerr et al.,
1972). Interaktionen bei der Regulation von Zellzyklus und Apoptoseaktivierung sind gut
untersucht. Fehler in der Apoptoseregulation sind bei Autoimmunerkrankungen,
Virusinfektionen und Krebs identifiziert worden (Thompson, 1995). Eine Vielzahl an
Regulationsschritten sind an der Apoptose beteiligt. Dabei sind drei typische Merkmale
apoptotischer Zellen besonders hervorzuheben (Wyllie et al., 1980):

» Kernschrumpfung mit Chromatinkondensation und enzymatischer Desoxyribonukleinsdure
(DNS)-Fragmentierung. An der DNS-Spaltung und der Chromatinkondensation sind die
Degradation der Lamine A, B und C, welche eine wichtige Rolle beim Aufbau der
Chromatinstruktur und der Kernmembran spielen, durch Caspasen beteiligt (Orth et al., 1996,
Rao et al., 1996). Die Poly-ADP-Ribosepolymerase (PARP), ein latent aktives Kernenzym,
wird an Stellen mit Schiaden oder Briichen der DNS-Doppelhelix aktiviert und ist beteiligt an
der Inaktivierung der nukledren Endonukleasen (DNase) durch Ribosylierung. Bei Apoptose
kommt es zur Spaltung der PARP und Aktivierung der Endonukleasen durch Poly-ADP-
Ribose-Glykohydrolasen. Im Gegensatz dazu kommt es beim zelluldren Zusammenbruch
durch Nekrose zu einer Autolyse aller Chromatinstrukturen ohne bestimmte Fragmentgrofe.

* Translokation des Phosphatidylserin von der Membraninnenseite zur Membranaufenseite.
Die Translokation des Phosphatidylserin ist ein frither Prozess bei der Apoptose (Wyllie et al.,
1980). Durch Spaltung des Zytoskelettproteins Fodrin, welches an der Verankerung von
Phosphatidylserin in der Membraninnenseite beteiligt ist (Vanags et al., 1996) und durch
Ca2+-abhéingige Aktivierung von Scramblase, welche Membranlipide unordentlich verteilt
(Williamson et al.,1995), und durch Peroxidation des Phosphatidylserin (Fabisiak et al., 1997)
wird die Translokation bewirkt. Diese Positionsdnderung von Phosphatidylserin 19st die
Erkennung und Endozytose apoptotischer Zellen durch Phagozyten aus (Fadok et al., 1998,

Fadok et al., 1992).



* Zellschrumpfung und Bildung von Apoptosekorperchen (apoptotic bodies).

Bei der Zellschrumpfung wéhrend der Apoptose erfolgt die Proteolyse des Zytoskeletts und
des Zytosol liberwiegend durch das Ubiquitin-Proteasom-System. Neben dem
Proteasomsystem sind auch die Calpainisoformen am apoptotischen Zytosolabbau beteiligt

(Ciechanover 1994, Squier et al., 1994).

3.2. Aktivierung von Caspasen

Als Caspasen (cysteinyl aspartate-specific proteinase) werden Proteinasen mit Cystein nahe
am enzymatischen Zentrum und mit einer absoluten Spezifitidt zur Substratspaltung nach
Aspartat bezeichnet. Die Caspasen liegen im Zytosol als inaktive Procaspasen vor. Die
Aktivierung erfolgt durch proteolytische Spaltung der Procaspase und die
Heterodimerisierung der abgespaltenen Untereinheiten zu zwei groen und zwei kleinen
Untereinheiten. Diese Spaltung der Procaspasen erfolgt an bestimmten Aspartaten mit hoher
Spezifitit durch aktive Caspasen, durch Autoaktivierung der Caspasen und teilweise durch
Granzym B aus zytolytischen Lymphozyten (Salvesen 1997, Thornberry und Lasebnik 1998).
Bei den Initiatorcaspasen geniigt die Oligomerisierung mehrerer ungespaltener Procaspasen
zur autoproteolytischen Aktivierung als Initialschritt zur proteolytischen Aktivierung
hochaktiver Effektorcaspasen (Yang et al., 1998). Nach Funktion und Struktur knnen

folgende Gruppen von Caspasen unterschieden werden (Chang und Yang 2000):

Funktion | Initiator Caspase : Caspase 2,8,9,10
Effektor Caspase : Caspaes 3,6,7
Inflammatorische Caspase : Caspase 1,4,5,11,12,13,14

Struktur | Caspase mit “caspase recruitment domain” (CAD) Bindungsstellen : Caspase 1,2,4,5,9,11,12,13
Caspase mit “death effector domain” (DED) Bindungsstellen : Caspase 8,10
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Die Caspaseinhibitoren CrmA (Ray et al., 1992), p35 (Xue und Horvitz 1995) oder “inhibitor
of apoptosis protein (IAP)” (Uren et al., 1996, Uren und Vaux 1997) kénnen den Ablauf der
Caspasenkaskade verhindern.

Analysen von Mausen mit knock out bestimmter Caspasen zeigen, dass der Ablauf des
Apoptoseprogramms selbst innerhalb einer Spezies je nach Apoptosestimulus und Zelltyp an
die Existenz unterschiedlicher Caspasen gebunden ist (Kuida et al., 1998, Kuida et al., 1996).
Das Caspase Netzwerk ist redundant vielféltig angelegt und besteht aus einem
wohlabgestimmten und vielfaltig regulatorisch gesicherten Zusammenwirken der Caspasen

(Martin und Green 1995).

3.3. Apoptoseinduktion durch Todesdominenliganden und Zellstress

Die Autoaktivierung der Initiatorcaspasen (Procaspase 2,8,9 oder 10) erfolgt durch ihre
Aggregation. Diese Aktivierung erfolgt im “Apoptosom” (Signalkomplex an den
Mitochondrien) oder in den “Discs” (death-inducing signalcomplexes of death-domain -
receptors). Mitochondrien sind an der Apoptose durch Aktivierung der Caspasen (Marzo et
al., 1998a und b) und durch Freisetzung verschiedener Signalproteine beteiligt (Han et al.,
1997, Han et al., 1999, Han et al., 1998, Steemans et al., 1998). Bei der Signaliibertragung
durch Todesdoménenrezeptoren kommt es zur Bindung eines apoptotischen Liganden an die
Todesdoméanenrezeptoren, einer Trimerisierung der Rezeptoren, einer Komplexierung mit
Todesdominen der Rezeptoren, einer Verdraingung von SODD (“silencers of death domains”
(Song et al., 1994), einer Rekrutierung der “Discs” und einer Bindung von anderen
Signalelementen und Initiatorcaspasen (Ashkenazi und Dixit 1998, Wallach et al., 1998).
Eine Aktivierung der Mitochondrien ist sehr wichtig fiir Apoptoseinduktion durch
Zellschadigung. Die Schéddigung erhoht eine Depolarisation der Mitochondrien
Innenmembran, so dass proapoptotische Faktoren aus der Intermembran freigesetzt werden

und es zu einem Zusammenbruch des mitochondrialen Membranpotentials kommt (Kroemer
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et al., 1997). An den Mitochondrien wird die Caspasenkaskade reguliert durch einen
“Apoptosom” genannten Signalkomplex (Hengartner 1997), welcher durch anti-apoptotische
Proteine der Bcl-2 Familie an der dufleren Mitochondrienmembran verankert ist. APAF-1
(apoptosis protease activating factor) ist der entscheidende Mediator der Aktivierung von
Initiatorcaspasen (Zou et al., 1997). Fiir diese APAF-1-mediierte Aktivierung ist aus dem
Intermembrandren Raum der Mitochondrien freigesetztes Cytochrom C erforderlich (Bossy-
Wetzel et al., 1998, Kluck et al., 1997a und b). Die Freisetzung von Cytochrom C aus dem
intermembrandren Raum wird ermoglicht durch Depolarisierung der mitochondrialen
Innenmembran, hervorgerufen durch Stérungen der mitochondrialen Funktion (Skulachev
1998), durch Signalproteine, welche auf die Mitochondrien einwirken (Han et al., 1997, Han
et al., 1999, Han et al., 1998, Steemans et al., 1998), durch proapoptotische Proteine der Bcl-
Familie, wie Bak, Bax, Bad, und andere (Mordy und Zoernig 1996, Sedlak et al., 1995) und
durch Riickwirkung bereits aktivierter Caspasen auf die Mitochondrien (Marzo et al., 1998a,
Marzo et al., 1998b). Diese Depolarisation miindet in der “’permeability transition”, der
Offnung eines Megaporenkomplexes, welche zur Aufthebung der Kompartimentierung und
zur Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) fiihrt (Marchetti et al., 1996). Mit der
apoptotischen Freisetzung von Cytochrom C aus dem Intermembranidren Raum werden auch
mehrere Procaspasen (Susin et al., 1999a) und der zu den Kernverdnderungen beitragende

AIF (apoptosis inducing factor) freigesetzt (Susin et al., 1999b).
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4. Endothelzellen und glatte GefaBmuskelzellen bei Atherosklerose

4.1. Endotheliale Dysfunktion

Die endotheliale Dysfunktion ist assoziiert mit verdnderten antikoagulativen und anti-
inflammatorischen Eigenschaften des Endothels, einer gestorten Kontrolle vaskulidren
Wachstums und einer Dysregulation des vaskuldren GefaBumbaus (Gimbrone 1995).
Risikofaktoren der Atherosklerose wie Bluthochdruck, Hypercholesterindmie, Diabetes und
Rauchen sind wichtige Ursachen fiir eine endotheliale Dysfunktion (Cai und Harrison 2000).
Die Entstehung der Atherosklerose ist die Reaktion auf eine Schadigung des Endothels.
Verletzungen des Endothels konnen durch metabolische Schiadigungen oder mechanische

Belastungen auftreten.

4.2. Restenose und Angiogenese

Neben den allgemein akzeptierten kardiovaskuldren Risikofaktoren Diabetes

mellitus, Rauchen, Dyslipiddmie und der arteriellen Hypertonie sind zellbiologische Prozesse
der GefaBwand bei der Entstehung der Atherosklerose zunehmend in den Mittelpunkt
wissenschaftlicher Untersuchungen geriickt. Von entscheidender Bedeutung ist hierbei vor
allem die Zusammensetzung der artherosklerotischen Plaques. Erfolgt eine Erosion oder
Plaqueruptur, kann eine Stabilitétseinbusse resultieren, welche mit einer lokal erhhten
Thrombogenitit verbunden ist. Zur Pravention dieser dramatischen klinischen Ereignisse
besteht die Mdglichkeit zur Entfernung gefahrdeter Lésionen durch Angioplastie (Davies
1997).

Die perkutane transluminale koronare Angioplastie (PTCA) bietet die Moglichkeit der
Behandlung koronarer Gefaflverengungen durch seit Erstanwendung deutlich verbesserte
Kathetertechniken (Detre et al., 1987). Bei PTCA kommt es zur Ruptur der Plaques mit
Verletzung der Intima und Media zum Teil in Form von Dissektionen (Baughman et al., 1981,

Castaneda-Zuniga et al., 1980, Farb et al., 1990). Diese Verletzungen kénnen zu einer
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Restenosierung im behandelten Gefa3segment fiihren.

Der Restenoseverlauf erfolgt in drei Stufen. In der ersten Stufe kommt es aufgrund der
GefalBwandelastizitdt der Dilatation zu Riickstellbewegungen, welche als “elastic recoil”
bezeichnet werden. Zusétzlich ist eine lokale Thrombusbildung in den ersten 14 Tagen
beobachtet worden (Ip et al., 1991, Forrester et al., 1991). Die Produktion extrazelluldrer
Matrix, die Bildung von Proteoglykan in der Intima und ein verstirktes Plaquewachstum
erfolgt in dieser Phase (Forrester et al., 1991, Komatsu et al., 1998, Glagov et al., 1987). Die
zweite Stufe zwei bis 12 Wochen nach dem Eingriff ist assoziiert mit einer gesteigerten
Replikation und Matrixsynthese. Mitogene Faktoren fiihren nicht nur zur Proliferation und
Migration von Fibroblasten und GefaBwandmyozyten aus der Media in die Intima, sondern
auch zur konsekutiven Expression von Protoonkogenen wie c-myc, c-fos, c-myb (Casscells
1992, Machnig et al., 1997, Libby et al., 1992, Bauriedel und Hofling 1995). Die letzte Stufe
miindet im Abbau von Proteoglykanen bzw. einem endgiiltigen Umbau der zelluldren Matrix.
Deshalb wird sie als pathologischer GefaBumbau bezeichnet (Mintz et al., 1996, Asakura et
al., 1998, Grewe et al., 2000).

Alle Zellen bendtigen Néhrstoffe um ihren Stoffwechsel aufrecht zu halten. Die
Nahrstoftversorgung und der Abtransport von Stoffwechselprodukten werden durch das
BlutgefaBsystem bewerkstelligt. Aus bereits bestehenden Kapillaren und Venolen kommt es
zur Angiogenese, dem Prozess der Blutgefafneubildung. Im Verlauf der Angiogenese kommt
es zum Abbau der extrazellularen Matrix bereits bestehender Endothelzellen, zur Proliferation
und Migration der Endothelzellen und zur Bildung von Kapillaren (Carmeliet und Collen
1998). Die Angiogenese setzt nicht nur bei physiologischen, sondern auch pathologischen
Ereignissen ein. Zu den physiologischen Ereignissen der Angiogenese gehoren das
embryonale Wachstum, die Wundheilung und der Zyklus der Frauen. Demgegeniiber sind
Tumor, Atherosklerose, chronische Entziindungen (rheumatische Arthritis, Crohn’sche

Krankheit), Diabetes mellitus (diabetische Retinopathie), Endometriose und Adipositas
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mogliche pathologische Ereignisse mit Angiogenese (Griffioen und Molema 2000). In
atherosklerotischen Lision spielt Angiogenese eine Rolle bei der Plaqueexpansion und
Restenose. Plaques bendtigen die Kapillaren fiir Wachstum. Die Gefdlneubildung in der
Restenose ist notig fiir die Entwicklung, Erhaltung und Expansion der Neointima. In
atherosklerotischen Plaques und in der Neointima der Restenose entspringt sie aus der

Adventitia (Moulton 2001, Fuchs et al., 2001).

4.3. Glatte GefdBmuskelzellen aus Media und Neointima

Eine erhohte Migration und Proliferation glatter GefaBmuskelzellen wird sowohl bei
Atherosklerose als auch bei Restenose nach Angioplastie beobachtet (Rivard und Andreas
2000). Eine Schiadigung der Endothelzellen stimuliert die Proliferation glatter
Gefilmuskelzellen und proliferierende glatte GefdBmuskelzellen bilden eine Matrix aus
Bindegewebe, infiltrierende Monozyten differenzieren zu Makrophagen, welche Lipide
aufnehmen und oxidieren und so zu lipidreichen Schaumzellen in der Lasion werden.
Dadurch entsteht ein atherosklerotischer Plaque. Zusitzlich stimulieren modifizierte LDL und
Angiotensin II das Wachstum glatter GefaBmuskelzellen und die Produktion extrazelluldrer
Matrix, wodurch eine Ausbildung der fibrotischen Lasionen weiter gefordert wird
(Griendling et al., 1994).

Nach erfolgreicher PTCA kommt es in bis zu 35% der Patienten zu einer symptomatischen
Restenose. Die Anwendung von Stents reduziert diese Rate auf 19% (Mercado et al., 2001).
Die Einbringung des Stent flihrt zu Endothelverletzung und einer Ablagerung von
Blutpléttchen und Fibrin in der verletzten Region. (Indolfi et al., 2000). Aktivierte
Blutpléttchen exprimieren Adhdsionsmolekiile, welche an den zirkulierenden Leukozyten
durch Rezeptoren anheften (Welt und Rogers 2002). Die Migration der Leukozyten in das
Gewebe wird durch Zytokine aus vaskuldren Muskelzellen und residenten Leukozyten

vermittelt. Wachstumsfaktoren werden von Blutplittchen, Leukozyten und glatten
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Gefafimuskelzellen gebildet. Diese Substanzen induzieren die Proliferation und Migration der
glatten GefdBmuskelzellen (Indolfi et al., 2003). Die glatten GefédBmuskelzellen verdndern
sich von einem kontraktilen Phinotyp in einen synthetischen Phianotyp (Dedifferenzierung)
und migrieren von der Media in die Intima, wodurch sich die Neointima ausbildet (Sata et al.,
2002). Initial stellt diese Migration und Proliferation glatter Gefimuskelzellen einen
Heilungsprozess dar, der aber bei verzogerter Reendothelialisieirung {iber das Ziel hinaus

schiefit und so zu einer Wiederverengung (Restenose) der betroffenen Gefédl3e fithren kann.

5. Mehrfach ungesittigte Fettsauren (PUFA)

5.1. Metabolismus ungesittigter Fettsduren

n-3-, n-6- und n-9-Fettsduren gehoren zu den PUFA und werden nach der Position der ersten
Doppelbindung von der Methylgruppe unterteilt. Der Vorldufer der n-3-Fettséuren ist a-
Linolensédure (C18:3n-3) und der Vorldufer der n-6-Fettsduren ist Linolsdure (C18: 2n-6).
Séugerorganismen konnen die Vorldufer langkettiger n-3- und n-6-Fettsduren nicht
synthetisieren, weil ihnen das Enzymsystem zur Einfiihrung einer Doppelbindung zwischen
dem 9. Kohlenstoffatom und dem Methylende fehlt. Der Sdugerorganismus kann durch
Doppelbindungen, Kettenverldngerung und B-Oxidation die hohermolekularen und hoch
ungesittigten Metabolite Eikosapentaenséure (EPA, C20:5n-3) und Dokosahexaensédure
(DHA, C22: 6n-3) aus der a-Linolensdure (C18:3n-3), und Arachidonsédure (AA, C20: 4n-6)
aus der Linolsdure (C18: 2n-6) bilden (Abb.1). n-3-Fettsduren kommen in groBeren Mengen
in Meeresfischen wie Hering, Lachs und Makrele vor, sowie in geringeren Menge in
StiBwasserfischen wie Karpfen, Forelle, Barsch und Schleie (Téufe et al., 1993). Produziert

werden sie von Plankton, von wo sie sich iiber die Nahrungskette im Fisch anreichern.
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Langkettige mehrfach ungesittigte Fettsiiuren (PUFA)
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Abb.1. Stoffwechsel der n-3 und n-6 Fettsduren

5.2. Effekte von n-3 Fettsduren bei kardiovaskuldren Erkrankungen

Die n-3-Fettsduren gewinnen zunechmendes Interesse, da sie offensichtlich Risikofaktoren und
damit Herz-Kreislauf-Erkrankungen entgegenwirken. Hauptrisikofaktoren der Arteriosklerose
sind der Nikotinabusus, die Hyperlipiddmie, die Diabetes Mellitus, die arterielle Hypertonie,
ein Uberwiegen prothrombotischer Faktoren und die erhdhte Oxidierbarkeit von LDL. n-3-
Fettsduren fiihrten zu einer signifikanten Reduktion der Triglyzerid-Spiegel im Serum (Harris
1989, Malle und Kostner 1993), der Verringerung prothrombotischer Faktoren und einer
Verlangerung der Blutungszeit (Saynor und Gillot 1992, Shahar et al., 1993). Die verminderte
Plattchenaggregation und Vasokonstriktion wird u.a. auf die verringerte Synthese des
proaggregatorischen und vasokonstriktorischen Thromboxans A; aus AA zurlickgefiihrt (Siess
et al., 1980). AuBlerdem inhibieren die n-3-Fettsduren sowohl die Expression endothelialer
Adhisionsmolekiile und die Adhédsion von Monozyten und neutrophilen Granulozyten an
Endothel, als auch die Expression wachstumskorrelierter Gene sowie die Proliferation von
glatten Muskelzellen und Fibroblasten (Weber et al., 1995, Fernandes et al., 1994, Sellmayer

et al., 1996, Shiina et al., 1993).
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6. Stickstoffmonoxid (NO)

Stickstoffmonoxid (NO) ist eines der Reaktionsprodukte des L-Argininmetabolismus. NO ist
ein kurzlebiges, gasformiges Molekiihl. Zunédchst wird das Zwischenprodukt L-
Hydroxyarginin aus Arginin und molekularem Sauerstoff gebildet, das dann durch Sauerstoff
zu L-Citrullin und NO umgewandelt wird. An diesen beiden Prozessen sind
Tetrahydrobiopterin und NADPH beteiligt (Marletta 1994, Andrew und Mayer 1999). Die
Enzyme fiir die NO-Produktion sind die NO-Synthasen: die neuronale NO-Synthase (nNOS,
NOS I), die induzierbare NO-Synthase (iNOS, NOS II) und die endotheliale NO-Synthase
(eNOS, NOS III). Die neuronale und die endotheliale NO-Synthase sind konstitutiv
exprimierte Enzyme, und die induzierbare NO-Synthase wird durch inflammatorische
Prozesse nach Stimulation mit Zytokinen (z.B. IL-8, IFN-y, TNF-a, IL-1p), bakteriellem
Lipopolysaccharid (LPS) oder Neuropeptid induziert (Nathan und Hibbs 1991). NO ist
sowohl in regulatorische Mechanismen wie Superoxid/Radikalfanger, der Aktivierung der
Guanylatzyklase, der Inaktivierung eingedrungener Pathogene wie auch in zytotoxische
Mechanismen wie Peroxynitritbildung, Zerstérung von Zink-Schwefel-Cluster, Inaktivierung
von Eisen-enthaltenden Enzymen und Inhibierung der Ribonukletidreduktase involviert

(Bruch-Gerharz et al., 1998).

7. Reaktive Sauerstoffspezies (ROS)

Reaktive Sauerstoffspezies (ROS) sind eine Gruppe von Molekiilen, die molekularen
Sauerstoff und seine Derivate in allen aeroben Zellen umfasst. Eine ibermafige Produktion
von ROS, die das MaB3 der endogenen antioxidativen Mechanismen iibersteigt, wird mit
Prozessen in Zusammenhang gebracht, im Verlauf derer biologische Makromolekiile wie
DNA, Proteine, Kohlenhydrate und Lipide oxidiert werden. Dieser Zustand wird als
oxidativer Stress bezeichnet. Es hdufen sich Befunde, dass oxidativer Stress eine wichtige

Rolle in der Pathogenese kardiovaskuldrer Erkrankungen spielt. Zur Familie der ROS gehéren
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das Superoxidanion (O;"), das Hydroxylradikal (HO"), Stickstoffmonoxid (NO’) und
Lipidradikale. Wasserstoffperoxid (H,0,), Peroxynitritanion (ONOQO") und hypochlorische
Saure (HOCI) sind zwar selbst keine freien Radikale, tragen aber zum oxidativen Stress bei.
Eine Art ROS kann durch verschiedene Radikal-Kettenreaktionen andere Arten der ROS
produzieren (Cai und Harrion 2000). Die NADH/NADPH-Oxidase, die Xanthin-Oxidase und
die NO-Synthase gehdren zu den Enzymen, die fiir die Bildung der ROS verantwortlich sein
konnen. Die NADH/NADPH-Oxidase befindet sich in der Membran und katalysiert die
Bildung von O, aus molekularem Sauerstoft (O,) und NADPH. O,  kann die p42/p44
Mitogen Aktivierte Proteinkinase (MAP Kinase) aktivieren (Baas und Berk 1995). Um eine
Schadigung durch ROS zu verhindern besitzen Zellen schiitzende Enzyme wie z.B.
Superoxiddismutase (SOD). Die SOD setzt intrazelluldres O, zu H;O, und O, um. Auch die
Glutathionperoxidase (Gpx) spielt eine wichtige Rolle beim Schutz der Zellen gegen
Oxidantien. Sie reduziert Peroxide und benutzt Glutathion (GSH) als Reduktionsmittel. Aus
mehrfach ungesittigten Fettsduren in Zellmembranen konnen durch Radikalenreaktionen
Fettsdureperoxylradikale entstehen, welche zytotoxische und mutagene Eigenschaften
besitzen (Herbst et al., 1999) und eine Dysfunktion oder ein Absterben der Zellen verursachen
konnen (Bolli 1998). Geringe Mengen an ROS kdénnen eine Rolle als Signalmolekiile spielen
(Finkel 1998). So zeigten z.B. OH' nicht nur hypertrophe, sondern auch apoptotische Effekte
in vaskuldren glatten Muskelzellen (Griendling und Harrison 1999). Als Reaktion auf
Verletzungen kann in Blutgefd3en und im Myokard die Produktion von ROS (Berk 1999)
erhoht sein. ROS spielt eine wichtige Rolle in frithen Phasen der Atherosklerose bei der
endothelialen Dysfunktion (Cai und Harrison 2000). AuBBerdem besteht ein Zusammenhang
zwischen der Bildung von ROS Entziindungsreaktionen und viralen Infektionen (Speir et al.,
1996). ROS konnen direkte zelluldre Schiadigungen verursachen (Masutani 2000), die Mitose
stimulieren (Greene et al., 2000), als intrazelluldre Signalmolekiile fungieren (Finkel 2000)

oder auch vasoprotektives NO'abfangen (Cai und Harrison 2000).
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8. Apoptoseregulation durch MAP Kinase p38

Mitogen Aktivierte Proteinkinase (MAP Kinase) ist beteiligt an der Signalweiterleitung in
zelluldren Programmen wie Zellproliferation, Zelldifferenzierung und Zelltod. Die Balance
zwischen Phosphorylierung und Dephosphorylierung kontrolliert die MAP Kinase Aktivitit.
Zur Subfamilie der MAP Kinase gehoren Extrazellulare Signal-regulierte Kinase (ERK), C-
Jun-N-terminale Kinase (JNK) und p38. ERK 1/2, JNK oder p38 werden durch die MAP
Kinase-Kinase aktiviert, welche durch Phosphorylierung an Serin/Threonin Resten aktiviert
wird. Die aktivierte MAP Kinase kann Transkriptionsfaktoren kontrollieren, welche
Proliferation, Differenzierung und Apoptose beeinflussen. Die Aktivierung von JNK und von
p38 wird durch zelluldren Stress ausgelost, und ERK 1/2 Aktivierung wird durch

Wachstumsfaktoren induziert (Johnson und Lapadat 2002, Takahashi und Berk 1998).

9. Tumorsuppressor Protein p53

p53 ist ein Tumorsuppressor Protein, welches antiproliferative und proapoptotische
Funktionen ausiiben kann. Zelluldrer Stress wie DNA Schéadigung, Hypoxie oder oxidierte
Proteine kdnnen p53 unter anderem durch Inhibition der p53 Degradierung aktivieren. Unter
normalen Bedingungen wird p53 inaktiviert, indem es durch die Interaktion mit MDM?2 zu
einem stindigen Proteinabbau kommt. MDM?2 blockiert als negativer Regulator des p53 die
transkriptionelle Aktivierungsdoméne von p53 und begiinstigt die Ubiquitinierung und die
Proteasom-vermittelte Degradierung.

p53 fiihrt zu antiproliferativen und pro-apoptotischen Reaktionen durch eine Kombination
von Genaktivierungen (z.B. p21™*"" und Bax), Genunterdriickung (z.B. IGF-II und bcl-2) und
direkte Interaktionen zwischen Proteinen (z.B. Helicase und Caspase) (Lohrum und Vousden
2000, Gottlieb und Oren 1998, Sheikh und Forance 2000). Eine Phosphorylierung kann an
unterschiedlichsten Serinresten des p53 erfolgen und verschiedene Kinasen sind an dieser

Phosphorylierung beteiligt. p5S3 kann an Serin 15 und Serin 37 durch ataxia-telangiectasia
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mutated protein, ataxia-telangiectasia Rad3-related protein und DNA-dependent protein
kinase phosphoryliert werden, und diese Phosphorylierungen beeintriachtigen die Féhigkeit
von MDM2 an p53 zu binden (Shieh et al., 1997, Tibbetts et al., 1999). Chk2 und Chk1
konnen das Serin 20 phosphorylieren, was die Tetramerisierung, Stabilitdt und Aktivierung
des p53 verbessert (Shieh et al., 1999, Hirao et al., 2000). Eine Phosphorylierung an Serin 392
wird in vivo und durch CAK in vitro ausgelost, und beeinflusst die Wachstumsunterdriickung,
die DNA Bindung und die Traskriptionsaktivierung des p53 (Lu et al., 1997, Kohn 1999, Hao
et al., 1996, Lohrum und Scheidtmann 1996). AuBBerdem gibt es Phosphorylierungsstellen an
Serin 6 und 9 (Knippschild et al., 1997) und 46. Die Phosphorylierung an Serin 46 ist wichtig
fiir Apoptoseinduktion (Oda et al., 2000). Ein Verlust der p53 Funktion kann Tumor
Progression und Chemoresistenz induzieren. p53 kann Apoptose durch
Transkriptionsabhéngige wie auch -unabhédngige Mechanismen auslosen (Fridman und Lowe

2003).
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10. Fragestellung

Zu Beginn dieser Arbeit war bekannt, dass die n-3 PUFA DHA Apoptose in glatten
Gefalimuskelzellen induziert (Diep et al., 2000) und das Tumorwachstum im Mausmodell
reduzieren kann (Rose und Connolly 1999). Es war dagegen nicht bekannt, ob DHA in
Endothelzellen oder in glatten GefaBmuskelzellen der Intima Apoptose auslosen kann.

Das Ziel dieser Untersuchungen war, Erkenntnisse {iber den Einfluss mehrfach ungesattigter
Fettsduren auf Wachstum und Proliferation in Endothelzellen und glatten GefaBmuskelzellen
zu gewinnen. Insbesondere war die Frage interessant, ob durch Behandlung der Zellen mit n-3

Fettsduren Apoptose induziert werden kann (Abb.2).

Folgende Fragen wurden bearbeitet:

1. Welche Auswirkung haben die PUFA AA, EPA oder DHA auf Proliferation und Apoptose in
Endothelzellen und glatten GefdaBmuskelzellen?

Hierzu wurden Veridnderungen in der Zellzahl, der Morphologie, den Zellmembranen, im
Zellzyklus und im DNS Gehalt untersucht.

2. Besteht eine Beziehung zwischen Apoptoseinduktion und Zelldichte?

Zur Stimulation wurden proliferierende und konfluente Zellen verwendet. Diese
unterschiedlichen zelluldren Zustinde kdnnten bei niedriger Dichte als Modell fiir
endotheliale Proliferation (Angiogenese) oder bei hoher Zelldichte fiir intaktes Endothel, wie
auch als Modell fiir normale Media oder Intima- bzw. Neointima-Entstehung im Gefaf3lumen
betrachtet werden.

3. Welcher Mechanismus ist fiir die durch PUFA ausgelosten Effekte verantwortlich?

Die NO Produktion, MAP Kinasen und das Tumorsuppressor Protein p53 beeinflussen die
Apoptose in vaskuldren Zellen. Deshalb wurde die Produktion von NO in glatten

Gefalmuskelzellen und die Phosphorylierung der MAP Kinase sowie des p53 gemessen.
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4. Inhibiert DHA die Angiogenese?
Im Matrigel Assay sollte in vitro untersucht werden, ob durch DHA eine Inhibition der

Angiogenese induziert werden kann.
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Abb. 2. Vaskulire Zellen und Atherosklerose

Bei Atherosklerose und Restenose spielen Proliferation und Apoptose in
GefilBwandzellen eine wichtige Rolle. Eine Endothelverletzung durch
Apoptose kann zur Migration und Proliferation glatter GefdBmuskelzellen aus
der Media fithren und so die Intimabildung auslésen. Dokosahexaensiure
(DHA) zeigte in zahlreichen Studien eine protektive Wirkung bei
kardiovaskuldren Erkrankungen. Diese Wirkung kdnnte auf die anti-
proliferativen Eigenschaften der DHA gegeniiber glatten GefdaBmuskelzellen
zuriickgefiihrt werden. Aullerdem bewirkte DHA in einem Maustumor-Modell
eine Verringerung der Tumorgrdfe. Dieser Effekt konnte durch anti-
angiogenetische Effekte der DHA erklért werden. Da nicht bekannt war, ob
DHA Apoptose in Endothelzellen oder in glatten GefaBmuskelzellen der
Intima induziert, wurde in der vorliegenden Arbeit der Einfluf3
unterschiedlicher ungesittigter Fettsduren auf Proliferation und Apoptose in

Endothelzellen und glatten GefdaBmuskelzellen untersucht.
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B. Material und Methoden

1. Chemikalien

Die Fettsduren AA, EPA und DHA wurden von Cayman Chemical erworben und in EtOH
gelost. Aliquots wurden bei —80°C autbewahrt und vor Verwendung aufgetaut. Bei
Stimulation wurde eine Konzentration des Losungsmittels Ethanol von maximal 0,1%
verwendet. Der p38 MAP Kinase Inhibitor SB203580 und der MAP Kinase Kinase Inhibitor
PD98059 (Alexis) wurden in Dimethyl Sulfoxide (DMSO) gelost und die maximale DMSO

Konzentration lag ebenfalls bei 0,1%. N-Acetyl-L-Cystein (NAC) und L-Ascorbinsdure
(Vitamin C) wurden in PBS(-/-) oder Endothelial Cell Growth Medium (ECGM) geldst. a -

Tocopherol (Vitamin E) wurde in EtOH gelost. Alle iibrigen Reagenzien waren von Sigma

Chemical Company.

2. Zellkultur

Kultur der Endothelzellen aus humanen Umbilikalvenen (HUVEC)

Die HUVEC Isolation erfolgte nach einer Methode von Jaffe (1973). Die Nabelschnur wurde
in PBS (+/+) gewaschen und ein ca. 15cm langes Stiick in einem Halter eingespannt. Mit 10
ml PBS (+/+) wurde die Vene durchspiilt um eventuell vorhandenes Blut zu entfernen. Um die
HUVEC abzul6sen wurden 10 ml einer 0,1% a-Chymotrypsin-Losung eingespritzt und die
Nabelschnur im Brutschrank bei 37°C fiir 30 min inkubiert. Nach der Inkubation wurden die
in a-Chymotrypsin gelosten Zellen in einen Behélter mit 5 ml fetalem Kélberserum (FKS)
aufgefangen. Die Vene wurde mit 20 ml PBS (+/+) nach gespiilt. Die gesammelten Zellen
wurden bei 800 Umdrehungen pro Minute (RPM) fiir 8 min zentrifugiert und dann der
Uberstand abgesaugt. Die Zellen wurden in 10 ml ECGM resuspendiert und in eine
kollagenisierte T-75 Zellkulturflasche (SARSTEDT) gegeben. Nach ca. 2 Stunden wurde das

Medium gewechselt um eventuell vorhandene Blutzellen oder nicht adhérente Zellen zu
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entfernen. Am nédchsten Tag wurde das Medium noch einmal gewechselt. Ein Mediumwechsel
wurde anschlieBend alle 2 Tage bis zur Konfluenz durchgefiihrt. Je nach Ausbeute der
Isolierung dauerte die Zellkultur 3-7 Tage bis zur Konfluenz. Konfluente Zellen wurden mit
10 ml PBS (+/+) zweimal gewaschen und mit Trypsin-EDTA abgel6st. Nach Zentrifugation
wurden die Zellen im Verhiltnis von 1:4 bis 1:6 verteilt und weiter kultiviert. Fiir
Untersuchungen wurden 5x10° Zellen pro cm? in kollagenisierte Zellkulturflaschen verteilt
und 2,5 Tage (fiir proliferierende Zellen) oder 5 Tage lang (fiir konfluente Zellen) wachsen

lassen.

Isolierung und Kultivierung von Media und Intima GeféaBmuskelzellen

Glatte GefdBmuskelzellen der Media und Intima wurden aus Rattenaorta und Rattenkarotis
isoliert. Die Karotis von sechs Wochen alten ménnlichen Sprague-Dawley Ratten wurde durch
einen Ballonkatheter verletzt und zwei Wochen spiter entnommen. Aus selektiv geerntetem
Intimagewebe wurden durch Collagenaseverdau Zellen isoliert und kultiviert. Zellen aus der
Aorta wurden durch Explantattechnik gewonnen. Intimazellen wurden von P7 bis P14 und
Mediazellen wurden von P4 bis P14 fiir Versuche verwendet. Pro Zellkulturflasche wurden
1x10° Zellen ausgesit und in DMEM/F-12 Medium (10% FKS) kultiviert, und vor Erreichen
der Konfluenz weiterpassagiert. Zur Durchfiithrung der Experimente wurden die Zellen in T-
25 Zellkulturflaschen in Zellkulturplatten oder in 10 cm Petrischalen mit einer Dichte 10x10°
Zellen (Media) oder 7,5x10° Zellen (Intima) ausgesit. Bei einigen Versuchen wurde die

Serumkonzentration vor Stimulation der Zellen von 10% auf 1%, 0,1% oder 0% reduziert.

3. Detektion der Zellvitalitat
Trypanblau Farbung
Der Trypanblau Test unterscheidet lebende und tote Zellen. Die Zellen wurden mit PBS(-/-)

gespiilt, mit Trypsin-EDTA abgeldst und durch Zentrifugation gesammelt. 50 pl Trypanblau
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und 50 pl Zellsuspension wurden gemischt und in einer Neubauer Kammer gezéhlt. Tote
Zellen farben sich durch Aufnahme des Farbstoffs blau, wihrend lebende Zellen den Farbstoff

ausschlieen und so ungefarbt bleiben.

4. Detektion der Apoptose

Annexin-V und Propidiumjodid Fiarbung

Annexin V ist ein spezifischer Marker fiir apoptotische Zellen. Bei Apoptose wird das nach
aullen translozierte Phosphatidylserin von Annexin-V gebunden. FITC markiertes Annexin-V
bindet Ca”*"-abhingig Phosphatidylserin und diese Bindung kann durch FACS Analyse
quantifiziert werden. Dabei wurden die Zellen mit Propidiumjodid (PI) gegengefirbt. Tote
Zellen mit zerstorter Zellmembran lassen PI durch. Deshalb lassen sich apoptotische Zellen
und nekrotische Zellen als Annexin-V positive/PI negative (Annexin-V + / PI -) Zellen und
Annexin-V positive/PI positive Zellen unterscheiden. Der prozentuale Anteil dieser
unterschiedlichen Zustinde wurde durch Auswertung der FL-1 Histogramme nach Ausschluss

Pl-positiver (PI +) Zellen oder in FL-1/FL-2 Punkteplots im FACS identifiziert.

Losungen
PBS (+/+) mit 1% FKS

Annexin-V Losung (BD Pharmingen)
Verdiinnung im Verhéltnis von 1:400 in PBS (+/+)
Propidiumjodid (PI, Sigma) Losung

Verdiinnung im Verhéltnis von 1:10 in PBS (+/+)

Durchfiihrung
Die Zellen wurden in 50 ml Rohrchen gesammelt und in 100 pl PBS (+/+) mit 1% FKS

resuspendiert. Die resuspendierten Zellen wurden in 1,5 ml Eppendorfgefal iiberfiihrt und in
20 pl Annexin-V Losung gemischt. Nach einer 20 bis 30 miniitigen Inkubation bei 37°C
wurden die Zellen in 500 pl PBS (+/+) gewaschen und abzentrifugiert. Das Pellet wurde in

200 pl PBS (+/+) mit 1% FKS mit 10 pl PI Losung resuspendiert.
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Caspase-3 Aktivierung

Losungen
2% Formaldehydldsung(37% Formalin, Sigma) in PBS (+/+)

1% Saponin (Sigma) Losung in PBS (+/+)

Durchfiihrung

Am Ende der Stimulationszeit wurde der Medieniiberstand in 50 ml R6hrchen gesammelt und
die an der Zellkulturflasche haftenden Zellen wurden zwei mal mit PBS (-/-) gewaschen, mit
Trypsin-EDTA abgeldst und alles zusammen zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in PBS (++)
mit 1% FKS resuspendiert, im Verhéltnis 1:1 mit 2% Formaldehydlésung verdiinnt und fiir 10
min inkubiert. Nach zweimaligem Waschen in PBS (+/4) wurden die Zellen in PBS (+/4) mit
1% FKS aufgenommen und im Verhéltnis 1:10 mit 1% Saponin Losung fiir 8 min
permeabilisiert, gewaschen und zentrifugiert. Jeweils 50 pl Zellsuspension in PBS (+/+) mit
1% FKS wurde in einer 96-Well Platte mit 1 pl Primérantikorper auf Eis inkubiert. Nach einer
Stunde wurden die Zellen drei mal gewaschen und 100 pl Zellsuspension wurden mit 0,5 ul
FITC-markiertem Sekundirantikorper versetzt. Die Inkubation der Proben wurde fiir 45 min
auf Eis durchgefiihrt. Danach wurden die Zellen in PBS (+/+) gewaschen, in 100 pl kaltem
PBS (+/+) resuspendiert und mit 100 pl 2% Formaldehydldsung fixiert. Die Messung erfolgte

in einem Durchflusszytometer (FACScan, Becton Dickinson, Heidelberg).

Mitochondriales Membranpotential (MMP)

Eine Reduktion des Mitochondrien Membranpotentials (MMP) ist eine mogliche Reaktion auf
Apoptose. Mitochondrien mit normalem MMP lagern den Farbstoff 3,3’-
Dihexyloxacarbocyanin-Jodid (DiOCg(3) (Molecular Probes) bedingt durch die
Ladungsdifferenz verstérkt in ihrer Membran ein. Bei Apoptoseinduktion kommt es zu einer
Abnahme des MMP, was sich in einer reduzierten Farbung darstellt. Die Messung des MMP

durch DiOCg(3) Farbung erfolgte im Durchflusszytometer.
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Durchfilihrung

Die Zellen wurden mit Trypsin-EDTA geerntet, zentrifugiert und in 100 pl PBS (+/+) mit 1%
FKS resuspendiert. Nach Zugabe von 10 pl 1:1000 verdiinnter DiOCg(3) Losung wurden die
Zellen fiir 15 min bei 37°C inkubiert und anschlieBend sofort analysiert. Die Auswertung

erfolgte tiber FL-1 Histogramme.

TUNEL Férbung
Mit dem TUNEL (7dT-mediated dUTP nick end labeling)-Assay konnen apoptotische Zellen

anhand ihrer fragmentierten DNA nachgewiesen werden. Wahrend der Apoptose kommt es
zum Abbau der DNA durch Caspase-aktivierte DNAsen (CAD). Terminale Deoxynukleotidyl-
Transferase (TdT) héngt an die 3’-OH-Fragmentenden der DNA fluoreszenzmarkierte
Nukleotide (dUTP-FITC) an, wodurch die markierten apoptotischen Zellen im FACS
gemessen und quantifiziert werden konnen. Fiir die TUNEL Farbung wurde der /n-Situ Cell

Death Detection Kit (Roche) verwendet.

Durchfiihrung
Nach Waschen mit PBS(-/-), Ablésung mit Trypsin-EDTA und Zentrifugation wurden die

Zellen in 100 pl PBS (+/+) mit 1% FKS resuspendiert und in 1,5 ml Reaktionsgefaf3e
tiberfiihrt. Zur Fixierung wurden zur Zellsuspension 100 pl 4% Formaldehydldsung
zugegeben, fiir 10 min bei RT (Raumtemperatur) inkubiert und zweimal in 200 pl PBS (+/4)
gewaschen. Zur Permeabilisierung wurden 100 pl 0,1% Triton Losung dazugegeben und fiir 2
min auf Eis inkubiert. Danach wurden die Zellen in PBS (+/4) gewaschen und in 100 pul PBS
(+/+) mit 1% FKS aufgenommen. Die Proben wurden jeweils auf drei Vertiefungen einer 96-
well Platte verteilt (ungefédrbte Kontrolle, Kontrolle nur mit Farbelosung und gefarbte Probe
mit Farbelosung plus TUNEL-Enzym). Die Zellen wurden in 50 ul TUNEL
Reaktionsmischung (Enzyme Solution und Label Solution) fiir die negative Kontrolle, fiir die

positive Kontrolle und eigene Proben resuspendiert und 1 Stunde lang bei 37 °C inkubiert.

30



Nach zweimal Waschen mit 200 pl PBS (+/4) wurden Zellen im FACScan analysiert.

Zellzyklusanalyse

Propidiumjodid (PI) ist ein Fluoreszenzfarbstoff der in die DNA interkaliert, wodurch sich die
Menge an DNA in einer Zellen quantifizieren lasst. Dadurch kénnen zum einen Zellen
unterschieden werden, deren Gehalt an DNA im klassischen Zellzyklus variiert. Zusétzlich
lassen sich damit aber auch Zellen messen, die durch Apoptosevorgéinge eine reduzierte DNA
Menge enthalten. Dabei unterscheidet man die klassischen Phasen GO/G1, S oder G2/M und
die sogenannte sub-G1 Phase, bei der die Zellen weniger als einen kompletten Satz an DNA

enthalten (hypodiploid).

Losungen
0,1% Triton-X 100 in PBS (+/+) mit 10 pg/ml DNAase-freier RNAase und 20 pg/ml PI

Durchfilihrung

Nach Stimulation wurden die Zellen zusammen mit dem Medieniiberstand in einem 15 ml
Rohrchen geerntet und 8 min bei 800 g zentrifugiert. Das Pellet wurde in 100 pl PBS mit 1%
FKS resuspendiert und in ein 1,5 ml Eppendorfgefall versetzt, mit 1,9 ml eiskaltem Methanol
fiir 30 min bei 4°C fixiert, mit 500 pl PBS (+/4) mit 1% FKS zweimal gewaschen und
maximal 24 Stunden bei 4°C gelagert. Nach Zentrifugation wurde das Pellet in 200 pl PI-
Losung fiir 1 Stunde bei 37°C in FACS-Rohrchen inkubiert und anschlieBend im FACScan
gemessen. Die Instrumenteneinstellung war durch einen DNA Quality Control Kit (Becton

Dickinson) optimiert und der Doublettendiskriminationsmodus war aktiviert.

Detektion reaktiver Sauerstoffspezies (ROS)
Messung der Superoxidanionen-Bildung mit Hydroethidin:
Die Superoxidanionen-Bildung wurde durch die Oxidation von Hydroethidin (HE) zu

Ethidium gemessen. HE dringt in lebende Zellen ein und wird durch Superoxidanion zu
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Ethidium oxidiert. Ethidium interkaliert in die zellulire DNA und fluoresziert nach Anregung.

Deshalb kann das gebildete Ethidium im Durchflusszytometer detektiert werden.

Losungen
2 mM Hydroethidinlésung (Molecular Probes)

Verdiinnung im Verhéltnis von 1:1000 in PBS (+/+)

Durchfiihrung
Die Zellen wurden trypsiniert, zentrifugiert und in 100 ul PBS (+/+) mit 1% FKS

resuspendiert. AnschlieBend wurden 10 pul HE Losung (Endkonzentration 2 uM) dazugegeben
und fiir 15 min bei 37°C inkubiert. Danach wurden die Proben sofort durchflusszytometrisch
erfasst. Die Auswertung erfolgte {iber eine Histogrammdarstellung der FL-2 Daten mit

Angabe des prozentualen Anteils HE-positiver (HE +) Zellen.

Detektion anderer ROS durch H,DCFDA:

Da HE nur Superoxidanionen detektieren kann, wurde ein zusétzlicher Farbstoff eingesetzt,
mit dessen Hilfe ein breiteres Spektrum an Sauerstoffradikalen messbar ist. Das nach
Reaktion mit Sauerstoff im griinen Bereich fluoreszierende 2’7’ Dichloro-Dihydrofluorescein
Diacetat (H,DCFDA) ist fiir eine Detektion reaktiver Sauerstoffspezies wie
Wasserstoffperoxid (H,0O;), Hydroxylradikal (HO"), Peroxylradikal (HOO") und

Peroxynitritanion (ONOQO") geeignet.

Losungen
3 mM H,DCFDA Losung (Molecular Probes) in DMSO

Durchfiihrung

Die Zellen pro Vertiefung in einer 24-well-Platte wurden mit jeweils 200 pl
Zellkulturiiberstand fiir die Untersuchung verwendet. Dazu wurden 100 pl einer 1:100
verdiinnten 30 mM H,DCFDA Losung in Medium (Endkonzentration 10 uM) gegeben, die

Suspension leicht geschiittelt, bei 37°C fiir 30 min inkubiert und mittels Fluoreszenz Reader
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bei 500 nm Anregungswellenldnge und 540 nm Emissionswellenldnge gemessen.

5. Stickstoffmonoxid (NO) Messung

Das zelluldr gebildete NO diffundiert leicht aus den Zellen heraus und wird extrazellulér
schnell in seine Folgeprodukte Nitrit (NO;) und Nitrat (NOs;) oxidiert, die

spektrophotometrisch quantifizierbar sind (Griess Reaktion).

Durchfiihrung
Die Zellen wurden mit oder ohne DHA und IL-18, LPS oder einer Kombination von LPS +

IFN-y in DMEM/F12 (ohne Phenolrot) mit 1% FKS fiir 48 Stunden inkubiert. Jeweils 100 pl
Uberstand und 100 pl Griess-Reagenz (Sigma) wurden gemischt und fiir 10 min bei RT
inkubiert. Dabei entsteht ein rotvioletter Farbstoff, dessen Absorption bei 570 nm bestimmt
wurde. Die NO-Menge errechnet sich anhand einer Eichkurve aus Natriumnitrit (von 0 bis 20
uM NaNOs,). Fiir die Proteinbestimmung der Gesamtzellen wurden die Zellen in PBS (-/-)
gewaschen in 200 pl 1% SDS gelost und im Kiihlschrank fiir 10 min inkubiert. Mittels
Protein Assay Kit wurde die Proteinmenge gemessen und die Ergebnisse auf das

Gesamtprotein in mg bezogen.

6. Western-Blot Analyse

Gesamtproteinextraktion

Die Zellen wurden in 10 cm Petrischalen gesplittet und im entsprechenden Medium kultiviert.
Nach der jeweiligen Stimulation wurden die Zellen mit eiskaltem PBS (+/+) gewaschen und
abgekratzt. Alle schwimmenden und adhérenten Zellen wurden zusammen geerntet und in
einer auf 4°C vorgekiihlten Zentrifuge (1000 g, 5 min) zentrifugiert. Danach wurde der
Uberstand abgesaugt und mit 1 ml kaltem PBS (+/+) resuspendiert und in 1,5 ml
Eppendorfgefafe iiberfiihrt. Nach nochmaligem Waschen wurden die Zellen 30 min auf Eis in
100 pl Lysepuffer (NasP,07-10H,0O 50 mM, NaF 50 mM, NaCl 50 mM, EDTA 5 mM, EGTA

5 mM, Na;VO,4 2 mM, HEPES 10 mM und PMSF 1 mM) inkubiert, anschlieSend
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zentrifugiert und der Uberstand wurde bis zur Verwendung bei —20°C gelagert.

Bestimmung der Proteinkonzentration

Als Eichkurve wurden verschiedene Konzentrationen des Serumalbumins (0,3 bis 5 mg/ml)
verwendet. Jeweils 5 ul Standard oder Probe wurden in einer 96-well Platte vorgelegt und 25
ul Reagenzmischung A und S (Biorad), und 200 pl Reagenz B (Biorad) in jedes Well
dazugegeben. Im Photometer wurde die Platte geschiittelt und dann 15 min bei RT inkubiert.

Die Absorption wurde bei 690 nm gemessen.

SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

10% ige Polyacrylamidminigele wurden fiir die Versuche benutzt. Die Proteinextrakte wurden
in Probenpuffer aufgenommen und 5 min bei 95°C erhitzt. Die Proteine wurden auf das Gel

aufgetragen und mit Laufpuffer fiir 45 min bei 200 V aufgetrennt.

Transfer, Blockierung und Inkubation mit Antikorper

Die Proteine wurden in Transferpuffer vom Gel auf Nitrocellulosemembranen (Amersham
Biosciences) bei 100 mA fiir 1 Stunde iibertragen. Um die Transfereftizienz zu {iberpriifen
wurde eine Farbelosung (Noveco, Eltec) benutzt. Um unspezifische Bindung zu blockieren
wurde die Membran mit Blockierungspuffer eine Stunde bei RT inkubiert und 3 mal mit Tris-
gepufferte Kochsalzlosung (TBS) gewaschen. Am Schluss wurde die Membran eine Stunde
oder liber Nacht bei RT oder 4°C jeweils mit einer Verdiinnung des priméren Antikorpers in
Albuminlosung (p-38, p53, p-p53) oder Blockierungspuffer inkubiert. Danach wurde die
Membran 3 mal flir 5 min mit TBS-Losung gewaschen und mit dem sekundiren Antikorper

in Blockierungspuffer 1 bis 2 Stunden inkubiert und gewaschen.
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Puffer und Losungen

Lower Tris (4%, pH 8,8) : 90,9 g Tris (Biomol) Upper Tris (4x, pH 6,8) : 6,06 g Tris
10 ml 2% SDS (Bio-Rad) 2 ml 20% SDS
auf 500 ml H,O auf 100 ml
Sammelgel (10%): 2,5 ml Lower Tris (4x) Trenngel (3%): 1,25 ml Upper Tris (4x)
4,1 ml H,O 3,25 ml H,0O
3,33 ml Acrylamid (Sigma) 0,5 ml Acrylamid
62,5 ul 10% APS (Bio-Rad) 5 Wl TEMED
3,75 ul TEMED (Bio-Rad) 30 pl 10% APS
Probenpuffer : 3,12 ml 1 M Tris- HCI pH 6.8 Laufpuffer (10x) : 30 g Tris (Biomol)
1 g SDS 144 g Glycin (Roth)
2.5 ml 3-Mercaptoethanol 50 ml 20% SDS
0.5 ml 1% Bromphenolblau (Riedel-deHaen) auf bis 1000 ml H,O
2 ml 50% Glycerol (Fluka)
auf 10 ml H,O
Transferpuffer : 3,03 g TBS-Losung : 10 ml IM Tris
14,4 g Glycin 33 ml 5 M NaCl
auf 800 ml H,O auf 1000 ml H,O
200 ml Methanol (Merck) 0,05% Tween 20 (Sigma)

Albuminldsung : 20 ml TBS-Tweenlosung
1,0 g BSA (Sigma)

Blockierungspuffer : 5% fettfreies Trockenmilchpulver in TBS-Lsung

Antikorper :

Spezies Hersteller Verdiinnung
phospho-p38 (Thr180-Tyr182), Rabbit, Cellsignaling, 1:1000
phospho-ERK, Santacruz (E-4), Rabbit, Santacruz, 1:1000

ERK1 (K-23), Rabbit, Santacruz, 1:1000
phospho-c-Jun (KM-1), Mouse, Santacruz, 1:1000
p53, Rabbit, Cellsignaling, 1:1000
p53 (1C12) Mouse, Cellsignaling, 1:2000
phospho-p53 (Serl5), Rabbit, Cellsignaling, 1:1000
B-Actin, Mouse, Sigma, 1:1000
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Detektion der Banden

Ein Chemilumineszenz-Kit (Peroxide Solution und Enhancer Solution, Pierce) wurde fiir die
Detektion verwendet. Die an den Sekundérantikorper gebundene Peroxidase oxidiert das
Substrat Luminol, wodurch Licht freigesetzt wird. Die Exposition erfolgte mit
Chemilumineszenz Film (Amersham Biosciences) je nach Protein von einigen Sekunden bis

zu 30 min.

7. Messung der p5S3 DNA Bindung

Losungen (fiir 8 Well)

Komplett Lyse Puffer DTT (DL-Dithiothreitol) 0,1 pul
Protease Inhibitor Cocktail 0,9 ul
Lyse Puffer 89 ul

Komplett Bindung Puffer DTT 0,4 pl
Poly [d(I-C)] 3,6 ul
Bindung Puffer 356 pl

1 X Wasch Puffer Wasser 16,2 ml
10 X Wasch Puffer 1,8 ml

1 X Antikérper Bindung Puffer Wasser 1,62 ml
10 x Antikorper Bindung Puffer 180 pl

Entwickler 900 pl

Stop Losung 900 pl

Durchfilihrung

Mittels eines TransAM™ p53 Transcription Factor Assay Kit (Active Motif, Belgien) wurde
die DNA Bindungsaktivitit des p53 Proteins gemessen.

Stufe 1: Bindung des p53 Proteins an seine Konsensussequenz

Je 40 ul Komplett-Bindungs Puffer pro Probe wurden in jede Vertiefung einer 96 Well-Platte

gegeben. Dazu wurden 10 pg Protein der Kernextrakte pipettiert, die in Komplett-Lyse Puffer

36



gelost waren. Als positive Kontrolle wurden 5 pg eines MCF-7 Kernextraktes dazu gefiigt,
welche in 9 pl Komplett-Lyse Puffer aufgenommen waren. Auflerdem wurden 10 pl des
Komplett-Lyse Puffers ohne Kernextrakte als negative Kontrolle verwendet. Nach Abdeckung
mit Parafilm wurde die Platte fiir eine Stunde bei Raumtemperatur schiittelnd inkubiert und 3
mal mit 200 ul Waschpuffer gewaschen.

Stufe 2: Bindung des p53 Antikorpers

100 ul p53 Antikorperlosung in Bindungspuffer (1:1000) wurden zu jedem Well pipettiert und
bei RT fiir 1 Stunde ohne Schiitteln inkubiert. Danach wurde 3 mal mit 200ul 1X Waschpuffer
gewaschen.

Stufe 3: Bindung des sekundéren Antikorpers

100 pl sekundér Antikorperlosung in Bindungspuffer (1:1000) wurden in jedes Well gegeben.
Nach der Inkubation bei RT fiir 1 Stunde ohne Schiitteln wurde 4 mal mit 200 pl 1x
Waschpuffer gewaschen.

Stufe 4: Farbereaktion

In jedes Well wurden 100 pl Entwicklerlosung gegeben und bei RT fiir 8 min inkubiert, bis
die Losung nach Dunkelblau umschlégt. Danach wurden 100 pl Stopldsung angesetzt,
dazugegeben und nach Farbumschlag ins Gelbe innerhalb von 5 min mittels

Spektrophotometer bei 450 nm gemessen.

8. Matrigel Assay

Matrigel ™ Basement Membrane Matrix (Becton Dickinson) wird als Substrat fiir in vitro
Studien zur Angiogenese benutzt. Das Matrigel ist der geloste Extrakt aus Engelbreth-Holm-
Swarm (EHS) Maus Sarcoma, einem Tumor, der reich an extrazellulirem Matrixprotein ist.
Das Matrigel besteht vor allem aus Laminin. Daneben enthélt es Kollagen IV, Heparan Sulfat
Proteoglycane, Entactin, Nidogen, TGF-, FGF, Tissue Plasminogen Aktivator und andere

Faktoren, welche natiirlich in dem EHS Tumor entstehen. Als Formulierung ist es in
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Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium mit 10 pg/ml Gentamycin geldst. In den Versuchen
wurde das Diinnschicht Verfahren mit Gelen von ca. 0,5 mm Dicke und darauf ausgesiten

Zellen verwendet.

Durchfilihrung

Kleine Portionen von 400 pl Matrigel wurden bei —80°C gelagert und vor der Verwendung
iiber Nacht bei 4°C aufgetaut. Das aufgetaute Matrigel wurde auf Eis in der Sterilbank mit
eiskalter, steriler Pipette in basales ECGM 1:3 verdiinnt. AnschlieBend wurde es gemischt, in
6 Vertiefungen einer 48-well Platte verteilt und bei 37°C fiir 30 min inkubiert. Durch
Inkubation bei Temperaturen iiber 20°C bildet sich ein Gel. Zellen verschiedener Dichte
(1x10° oder 2x10° Zellen/cm?) wurden mit 40 uM Fettsiurelosung in ECGM auf das Matrigel
gegeben und fiir 4 Stunden bei 37°C inkubiert. Danach wurden die Zellen unter dem

Mikroskop (20-fache VergroBBerung) fotografiert.

9. Statistische Auswertung
Alle Werte aus Mehrfachbestimmungen sind als Mittelwert*SEM (Standard Error of the

Mean) angegeben. Vergleich zwischen zwei Gruppen wurde mit Student t-Test ausgefiihrt. Bei
einer Irrtumswahrscheinlichkeit p<0,05 wurden die Unterscheide als signifikant bezeichnet

(Kennzeichnung mit ).
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C. Ergebnisse

1. Ungesittigte Fettsduren und Proliferation

Da Angiogenese eine Rolle in der Plaqueprogression spielt, haben wir die Effekte
unterschiedlicher Fettsduren auf die Proliferation in Endothelzellen untersucht. Durch die
Verwendung subkonfluenter HUVEC wurde sicher gestellt, dass sich die Zellen in der
Proliferationsphase befanden. Eine Behandlung dieser Zellen mit DHA fiihrte zu einer
Verringerung der Proliferation bei gleichzeitigem Auftreten toter Zellen in den Kulturen.
Dieser Effekt war zeitabhingig und nur bei Inkubation mit DHA (Abb. 3), nicht aber mit AA

oder EPA zu beobachten (Daten nicht gezeigt).

Abb. 3. Reduktion der Zellzahl durch DHA in proliferierenden HUVEC
Nach Inkubation mit 40 uM DHA fiir die angegebene Zeit wurden die
proliferierenden HUVEC fotografiert (VergrofBerung x100). Mit zunehmender
Inkubationszeit wurde eine Abnahme der Zellzahl und eine Zunahme der
schwebenden Zellen (Pfeile) beobachtet.
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2. Apoptoseinduktion durch ungesittigte Fettsduren

2.1. Einfluss verschiedener ungesittigter Fettsduren auf Apoptose in HUVEC

Die Inkubation von HUVEC fiir 24 h mit AA oder EPA (je 40 uM) fiihrte nur zu einer leicht
erhohten Bindung von Annexin V. Im Gegensatz dazu zeigten die mit DHA (40 uM)
behandelten Zellen einen deutlichen Anstieg der AnnexinV + / PI - Fraktion, also der Zahl an
Zellen in einem frithen Stadium der Apoptose. Zusitzlich wurde die Zahl der PI positiven,
also der toten Zellen ermittelt. Hier zeigte sich ein dhnliches Bild wie bei der Annexin V
Bindung, der Unterschied zwischen AA oder EPA und DHA war sogar noch deutlicher. Als
Marker fiir ein relativ spétes Apoptosestadium wurde der Prozentsatz der Zellen mit
reduziertem DNA Gehalt im Zellzyklus bestimmt. Die durch Caspaseaktivitét hervorgerufene
DNAse Aktivierung fiihrt zu einer Degradierung der DNA im Zellkern, was sich im
Zellzyklus durch das Auftreten eines sogenannten sub-G1 Peaks darstellen ldsst. Wie bei der
Annexin V Messung beobachtet, zeigte auch hier die Inkubation mit AA oder EPA kaum
Effekte (von 1,71£0,9% auf 2,5£3,2% bei AA; von 1,7+0,9% auf 4,1£1,0% bei EPA),
wihrend nach Inkubation der Zellen mit DHA der Anteil an Zellen im sub-G1 Bereich des
Zellzyklus von 1,7£0,9% auf 9,413,7% anstieg.

Die Inkubation von konfluenten HUVEC mit je 40 uM AA, EPA oder DHA fiir 24 h zeigte
keine signifikanten Effekte auf die Bindung von Annexin V, die Zahl an toten (PI positiven)
Zellen, oder den Anteil der Zellen im sub-G1 Bereich des Zellzyklus. Dadurch kénnen zum
einen generelle toxische Effekte von DHA auf Endothelzellen ausgeschloBen werden. Zum
anderen deuten diese Befunde darauf hin, dass eindeutige Unterschiede in der
Apoptosesensitivitit zwischen proliferierenden und konfluenten Endothelzellen bestehen

(Abb.4).
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Abb. 4. Apoptoseinduktion durch DHA in proliferierenden HUVEC

Jeweils 5x10° Zellen/cm” wurden in eine Kulturflasche (25cm?) passagiert und fiir 2
Tage (proliferierende) oder 4 Tage (konfluente) kultiviert. Die Zellen wurden mit
0,1% Ethanol (K) oder je 40 uM AA, EPA und DHA fiir 24 Stunden behandelt.
Apoptose wurde durch den Prozentsatz an Annexin V +/ PI - Zellen charakterisiert.
Zur Detektion der toten Zellen wurden die PI positiven Zellen bestimmt. Auflerdem
wurden die Zellen mit DNA Farbel6sung, welche PI, Triton-X 100 und RNase
enthélt gefarbt, und der prozentuale Anteil der apoptotischen Zellen im sogenannten
sub-G1 Bereich wurde in Zellzyklusanalysen gemessen. In Beispielhistogrammen
ist die jeweilige Grenzbereichmarkierung (M1) angegeben, die zur Ermittlung der

Prozentzahlen verwendet wurde. n=2-8, *p<0,05.
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Eine Behandlung mit DHA induzierte Apoptose in subkonfluenten HUVEC. Um zu
iberpriifen, ob diese Effekte von der Konzentration und der Stimulationszeit mit DHA
abhéngig sind, wurden die Zellen mit verschiedenen Konzentrationen an DHA (20 uM und 40
uM) oder iiber verschiedene Zeitdauer inkubiert (Abb.5). Die Inkubation mit 40 uM DHA fiir
4 bis 24 h fiihrte zu einem kontinuierlichen Anstieg der Annexin-V Bindung. Eine
Behandlung mit 20 pM DHA fiihrte ebenfalls zur Apoptoseinduktion, allerdings war der
Effekt z.B. bei der Bindung von Annexin V nach 24 h um etwa 30% geringer als mit 40 pM.
Nach 24 h war auch der Prozentsatz PI positiver, toter Zellen erh6ht, wéhrend bei kiirzeren
Inkubationszeiten nur die Annexin V Bindung, jedoch nicht die Zahl an toten Zellen anstieg.
Ahnliche Beobachtungen wurden bei der sub-G1 Messung gemacht. Hier wurde nur der
Zeitpunkt bei 24 h untersucht, weil die AnnexinV/PI Messung angedeutet hatte, dass spéte
Phasen der Apoptose wie eine DNA Degradierung wahrscheinlich erst zu diesem Zeitpunkt
auftreten. Die Inkubation der HUVEC mit 20 uM DHA fiihrte zu einer Verdopplung der
Zellen im sub-G1 Bereich, und 40 uM verursachten eine 4-fach hohere Zahl an Zellen im sub-

G1 Bereich im Vergleich zur Kontrolle.
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Abb. 5. Zeit- und Dosisabhiingigkeit der Apoptoseinduktion durch DHA in
proliferierenden HUVEC
HUVEC wurden mit 20 oder 40 uM DHA fiir 4, 12 oder 24 h behandelt. Der
Prozentanteil der apoptotischen Zellen wurde mittels Fluoreszenzhistogrammen
ermittelt und ist als MW+SEM dargestellt (n=2-8, *p<0,05).
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2.2. Einfluss verschiedener ungesittigter Fettsduren auf Apoptose in glatten
GefaBmuskelzellen

Glatte GefaBmuskelzellen wurden fiir 24 h mit unterschiedlichen Konzentrationen an AA,
EPA oder DHA inkubiert. AnschlieBend wurde die Zellzahl bestimmt. Wéhrend keine der
untersuchten Konzentrationen von AA oder EPA weder in Media- noch in Intimazellen
deutliche Effekte auf die Zahl der Zellen zeigte, wurde nach Behandlung mit DHA eine
Abnahme der Zellzahl vor allem bei 40 uM beobachtet. Bei der Trypanblaufarbung zur
Bestimmung der Zellvitalitdt wurde dieser Befund bestétigt. DHA fiihrte hier zu einem
dramatischen Anstieg der Zahl an toten Zellen nach 24 h Behandlung. AA oder EPA zeigten
dagegen kaum Wirkung.

Um zu iiberpriifen, ob die verringerte Zellzahl und der Anstieg an toten Zellen von Apoptose
herriihren, wurde eine Annexin V Férbung durchgefiihrt. Nach Inkubation mit AA oder EPA
gab es keine Erhohung der Annexin-V Bindung in Media- und Intimazellen. Eine Inkubation
mit DHA fiihrte dagegen zu einem dramatischen Anstieg der Annexin V + Zellen. Die Effekte
der DHA waren dosisabhingig, was vor allem bei den Intimazellen deutlich wurde.

Ahnliche Ergebnisse wie fiir die Annexin V Messung wurden auch bei der Bestimmung der
Zellen im sub-G1 Peak des Zellzyklus erzielt. Eine Inkubation der Zellen mit AA oder EPA
zeigte keinen Effekt. Die Behandlung mit DHA fiihrte zu einer erhohten Anzahl an Zellen mit

hypodiploider DNA, vor allem in Zellen der Intima (Abb. 6).

44



10 uM
CJ20uM

Media Intima | =930mM
B 40 uM

160 160

120 -

80

40 40

Zellzahl [%]
(e
*
Zellzahl [%]
- z B
—
*

AA EPA DHA AA EPA DHA

120 120
100 - %
80
60
401 T
20 -

Trypan Blau + [%]
(=)

Trypan Blau + [%]
o8 83%8
E*

g 100 < 100
'n-: 80 1 : 80
¥ 60 % 60
E 40 1 > 40
E 20 - é 20
E o £ 0
AA EPA DHA <
60 60
— 50 —_ 50
S X 40
O 304 5 301
S 201 S 20 -
wn 10 A @« 10
0 i
AA EPA DHA AA EPA DHA

Abb. 6. Apoptoseinduktion durch Behandlung mit DHA in glatten
Gefilmuskelzellen aus Media und Intima

Die Zellen wurden in Kulturflaschen (25cm?) kultiviert und mit je 20, 30 oder 40
UM der verschiedenen Fettsduren in Kulturmedium (1% FKS) fiir 24 h inkubiert.
AnschlieBend wurde die Zellzahl und die Zahl an toten Zellen durch Zéhlung und
Trypanblaufarbung ermittelt. Die Messung der Annexin V +/ PI - Zellen und des
sub-G1 Bereiches erfolgte wie bet HUVEC. Dargestellt sind jeweils MW=SEM.
n=2-6, *p<0,05.



Wegen der teilweise sehr starken Effekte der DHA nach 24 h Behandlung wurde zusétzlich
eine Kinetik mit kiirzeren Inkubationszeiten durchgefiihrt. Hier zeigte sich, dass die Effekte
der DHA bereits nach 4 bis 6 h Einwirkzeit zu beobachten waren (Abb. 7 A).

Die Inkubation mit AA, EPA oder DHA fiir 24 Stunden in glatten GefdBmuskelzellen der
Media und Intima zeigte dhnliche Effekte wie bei subkonfluenten HUVEC. Bei der
Apoptoseinduktion scheinen die Intimazellen sensitiver zu reagieren als die Mediazellen.
Wie sich an HUVEC gezeigt hatte, war die Reaktion der HUVEC bei Apoptoseinduktion
abhingig von der Zelldichte. In glatten Muskelzellen wurde ebenfalls eine Zelldichte
abhingige Apoptoseinduktion durch NF-kB Inhibitoren beschrieben (Erl et al., 1999).
Deshalb wurde der Einfluss unterschiedlicher Zelldichte auf das Apoptoseverhalten der
glatten Muskelzellen gegeniiber DHA untersucht. Bei exponentiell proliferierenden glatten
Muskelzellen war eine friihe zeit- und dosisabhéngige Apoptoseinduktion durch DHA
beobachtet worden. Eine Inkubation von glatten Muskelzellen, die in einer zehnfach héheren
Dichte (1x10° Zellen/cm?) ausgesit worden waren, mit 40 uM DHA fiir bis zu 6 h zeigte

keinerlei Verdanderung der Vitalitdt oder Annexin V Bindung (Abb. 7 B).
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Abb. 7. Apoptoseinduktion durch DHA in glatten Gefallmuskelzellen aus
Media und Intima ist abhingig von der Inkubationszeit und der Zelldichte

Fiir proliferierende Media- und Intimazellen (A) wurden 1x10* oder 8x10°
Zellen/cm? ausgesit. Fiir hohe Zelldichte (B) wurden 1x10° Zellen/cm? in
Kulturflaschen (25¢cm?) passagiert. Nach Kultivierung fiir 48 Stunden wurden die
Zellen mit 40 uM DHA in Kulturmedium (0,1% FKS) fiir 2 bis 6 h inkubiert und
fiir Annexin V oder PI Farbung verteilt. MW=SEM (A, n=2-4). Fiir hohe Zelldichte
wurde ein Experiment durchgefiihrt.
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2.3. FKS-Konzentration und Apoptoseinduktion

Serum ist ein essentieller Faktor fiir das Uberleben und Wachstum kultivierter Zellen.
Wihrend das Gefd3endothel unter normalen in vivo Bedingungen Serum exponiert ist, haben
die glatten GefdBmuskelzellen keinen direkten Kontakt zu Serum. Deshalb wurde der Effekt
der DHA auf glatten GefaBmuskelzellen bei unterschiedlichen Serumkonzentrationen
untersucht. Es zeigte sich, dass mit abnehmender Serummenge im Kulturmedium erhohte
basale wie auch induzierte Apoptoseraten zu verzeichnen waren (Abb. 8). Wiederum schienen

dabei die Intimazellen sensitiver als Mediazellen auf die Serumreduktion zu reagieren.
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Abb. 8. Wirkung der Konzentration von FKS auf DHA-induzierte Apoptose in
glatten Gefillmuskelzellen aus Media und Intima

Die Zellen wurden in Medium mit den angegebenen FKS Konzentrationen mit oder
ohne 20 uM DHA fiir 24 h inkubiert. Die Effekte von DHA in Abhingigkeit der
Serumreduktion (1%, 0,1%, 0%) wurden durch den Prozentanteil der Annexin V +/
PI - Zellen im FACScan bestimmt.
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3. Mitochondriales Membranpotential (MMP)

Eine Reduktion des MMP wurde als ein verldsslicher frither Marker fiir Apoptose assoziierte
zelluldre Verdnderungen beschrieben (Castedo et al., 1996). Deshalb wurde der Einfluss der
DHA auf das MMP in Endothelzellen und glatten GefaBmuskelzellen untersucht. Das MMP
wurde durch Farbung mit dem Mitochondrien selektiven Farbstoff DiOC im
Durchflusszytometer bestimmt. Wéhrend in konfluenten HUVEC die Behandlung mit allen
drei Fettsduren zu einer leichten Erhohung des prozentualen Anteils an Zellen mit
erniedrigtem MMP fiihrte, zeigten in proliferierenden HUVEC AA oder EPA deutlich
schwichere Effekte als eine Inkubation mit DHA (Abb. 9 A). Wie bei der Apoptoseinduktion
war auch die Reduktion des MMP in HUVEC oder glatten GefdBmuskelzellen zeitabhidngig.
Bei HUVEC wurden deutliche Effekte erst nach Inkubationszeiten von 12 bis 24 h
festgestellt, wihrend die Muskelzellen schon nach 2 bis 4 h DHA Behandlung mit einem

reduzierten MMP reagierten (Abb. 9 B).
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Abb. 9. Reduktion des mitochondrialen Membranpotentials durch DHA in
HUVEC und glatten Gefifimuskelzellen

A. Proliferierende und konfluente HUVEC wurden mit verschiedenen Fettsduren
(AA, EPA oder DHA) fiir 24 Stunden inkubiert und fiir FACScan Messung mit
3,3’-Dihexyloxacarbocyanin-Jodid (Di1OCq¢(3)) gefarbt. n=2-4, *p<0,05.

B. Bei verschiedenen Konzentrationen (20, 40 uM) von DHA wurden
proliferierende HUVEC fiir die angegebenen Zeitpunkte inkubiert. Media und
Intima Muskelzellen wurden mit 40 uM DHA fiir 2 bis 6 h inkubiert.

Das Insert zeigt jeweils die Markierung der Grenzbereiche (M1) zur Ermittlung

der Prozentanteile positiver Zellen. Proliferierende HUVEC: n=2-5,
Muskelzellen: n=2-4, *p<0,05.
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4. Produktion reaktiver Sauerstoffspezies (ROS)

Hydroethidin (HE)

Freie Radikale spielen eine wichtige Rolle bei der Apoptose. Sowohl eine Induktion von
Apoptose durch ROS, wie auch eine ROS Produktion nach Apoptoseinduktion durch andere
Stimuli wurde beschrieben. Um die Bildung intrazellularer ROS zu messen, wurden die
Zellen mit HE inkubiert, welches durch Reaktion mit ROS in eine Verbindung mit erhdhter
Fluoreszenz umgewandelt wird. Konfluente HUVEC zeigten keine Anderung in der ROS
Produktion nach Behandlung mit 40 uM AA, EPA oder DHA. In proliferierenden HUVEC
hatte AA keinen Effekt, EPA fiihrte zu einer leichten Erhohung der HE Fluoreszenz von
3,61£0,5% auf 5,61+1,5% der Zellen, und DHA induzierte die Bildung von ROS in
18,8£8,3% der HUVEC nach 24 h Inkubation (Abb. 10. A).

Wihrend in HUVEC die Radikalproduktion relativ spét einsetzte, nach 12 h Behandlung mit
40 uM DHA war nur ein minimaler Anstieg zu beobachten, wurde in glatten
GefaBmuskelzellen ein sehr frithes Auftreten von ROS festgestellt (Abb. 10. B). Schon nach 2
h Inkubation mit DHA konnte eine 10-fach hohere Radikalproduktion im Vergleich zur

Kontrolle gemessen werden. Wieder reagierten Intimazellen mehr als Mediazellen.

2°7’Dichloro-dihydrofluorescein Diacetat (H,DCFDA)

Weil HE nur mit Superoxidanionen reagiert, wurde die Produktion weiterer ROS wie z.B.
Wasserstoffperoxid (H,O;), Hydroxylradikal (HO"), Peroxylradikal (HOO") und
Peroxynitritanion (ONOQO") wéhrend der Apoptose mit Hilfe des Fluoreszenzfarbstoffes DCF
untersucht. AuBerdem wurden die HUVEC und glatte GefaBmuskelzellen in
unterschiedlichem Kulturmedium gehalten, was sich ebenfalls auf die Radikalproduktion
auswirken kann. Um vergleichbare Bedingungen zu erzeugen wurden fiir diese Untersuchung
die HUVEC in beiden Medien und unterschiedlicher Menge an FKS mit DHA behandelt. Es

zeigte sich, dass sowohl die Medienzusammensetzung als auch die FKS Konzentration auf die
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Menge der gebildeten Radikale einen Einfluss haben. In ECGM wurde keine Induktion
anderer Radikale beobachtet. In DMEM wurde nur bei 0,1% FKS erhohte DCF Fluoreszenz
gefunden. Daraus lasst sich schlieen, dass es in ECGM nur zur Bildung von
Superoxidanionen kommt. In DMEM unter reduzierten Serumbedingungen kommt es neben

der Superoxidanionenbildung auch zur Produktion anderer ROS Spezies (Abb. 11).
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Abb. 10. ROS Produktion durch DHA in HUVEC und glatten GefiBlmuskelzellen
A. Dihydroethidium (HE, 2 uM, 15 min , 37°C) wurde zur Detektion der ROS
Produktion (Sauerstoffanionen) im FACScan verwendet. Die Prozentwerte fiir HE +
Zellen wurden wieder durch Markierung der Histogramme (M1) ermittelt (siche
Insert). n=2-4, *p<0,05.

B. Zeit und Dosisabhénigkeit der ROS Produktion in proliferierenden HUVEC und
Muskelzellen aus Media und Intima. HUVEC: n=2-4, Muskelzellen: n=4-5, *p<0,05.
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Abb. 11. Einfluf} der Mediumzusammensetzung und der FKS Konzentration
auf die ROS Produktion durch DHA in HUVEC
Proliferierende HUVEC wurden mit 40 uM AA oder DHA in ECGM mit 2% FKS
(A,E), ECGM mit 0,1% FKS (B), DMEM /F12 mit 2% FKS (D) und DMEM/ F12
mit 0,1% FKS (C,F) fiir 6 bis 24 h inkubiert. Die Produktion anderer
Sauerstoffradikale (H,O,, HO-, HOO-, ONOO-) durch Inkubation mit DCF (10 uM,
30 min, 37°C) wurde im Fluoreszenzphotometer gemessen. A,C,E,F: n=3, B,D:
n=1, *p<0,05.

53



5. Einfluss von Antioxidantien bei DHA-induzierter Apoptose

5.1. Apoptose-Inhibition durch Vitamin E

Antioxidantien schiitzen den Organismus vor ROS. Weil die Induktion von Apoptose mit
Radikalbildung einherging, wurde der Effekt verschiedener Antioxidantien auf die DHA-
induzierte Apoptose untersucht. Eine einstiindige Vorbehandlung der Zellen mit 10 mM NAC
oder mit 100 uM Vitamin C hatte keinen Einfluss auf DHA-induzierte Apoptose. Vitamin C
schien die Apoptose in HUVEC basal wie auch stimuliert leicht zu erhdhen. Im Gegensatz
dazu zeigte eine Vorinkubation mit 100 pM Vitamin E eine fast 70 prozentige Reduktion der

Apoptose in DHA behandelten HUVEC (Abb. 12).
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Abb. 12. Inhibitorischer Effekt von Vitamin E bei DHA-induzierter Apoptose in
proliferierenden HUVEC

Die Zellen wurden mit 40 pM DHA fiir 18 Stunden nach Vorinkubation mit 10 mM N-
Acetyl-L-Cysteine (NAC), 100 uM Vitamin C (Vit C) oder 100 uM Vitamin E (Vit E)
fiir 1 h behandelt und die Bindung von Annexin V im FACScan gemessen. n=2-4,

* p<0,05. vs. K mit DHA.
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5.2. Aktivierung der Caspase-3 durch DHA und Inhibition durch Vitamin E

Da nur Vitamin E, nicht aber andere Antioxidantien einen reduzierenden Effekt auf DHA-
induzierte Apoptose ausiibt, liegt die Schlussfolgerung nahe, dass Vitamin E nicht nur {iber
antioxidative Mechanismen wirkt. Eine mogliche zusétzliche Wirkschiene des Vitamin E
konnte die Inhibition der Caspasen sein (Uemura et al., 2002). Deshalb wurde die Aktivierung
der Caspase-3 durch DHA gemessen. Nach 24 h Behandlung konnte in {iber 23% der HUVEC
aktive Caspase-3 nachgewiesen werden. Eine Vorbehandlung der Zellen mit Vitamin E fiihrte
zu einer etwa 50 prozentigen Reduktion der aktvierten Caspase-3 in den Zellen (Abb. 13).
Damit konnte bestitigt werden, dass Vitamin E neben der antioxidativen Wirkung durch
direkte Inhibition apoptotischer Caspasen die Reduktion der DHA-vermittelten Apoptose in

HUVEC bewirkt.
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Abb. 13. Caspase-3 Aktivierung und Effekt des Vitamin E nach Behandlung mit
DHA in proliferierenden HUVEC

Die Zellen wurden fiir 1 h mit oder ohne Vitamin E vorinkubiert und dann mit oder
ohne DHA stimuliert. Der Prozentanteil an Zellen mit aktiver Caspase-3 und der
inhibitorische Effekt des Vitamin E bei DHA-induzierter Caspase-3 Aktivierung wurden
dargestellt.
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6. Stickstoffmonoxid (NO) Produktion in glatten GefaBmuskelzellen

Wihrend Stickstoffmonoxid (NO) in Endothelzellen anti-apoptotische Wirkung zeigt
(Dimmeler und Zeiher 1999), wurde in glatten GefaBmuskelzellen die Induktion von
Apoptose durch NO Donormolekiile wie auch eine Vermittlung der Zytokin- oder Neopterin-
induzierten Apoptose iiber NO Produktion beschrieben (Hoffmann et al., 1998, Geng et al.,
1996). Deshalb wurde die NO Produktion in Intimazellen nach DHA Stimulation gemessen.
Es konnte kein Unterschied in der NO Produktion der Zellen mit DHA Behandlung im
Vergleich zu unbehandelten Zellen gefunden werden. Um die Sensitivitit der NO Messung zu
iiberpriifen wurden die Zellen mit IFN und LPS stimuliert. Die Kombination dieser Stimuli
fiihrte zu einem deutlichen Anstieg der NO Produktion. Uberraschender weise fiihrte die
Inkubation der Zellen mit DHA zu einer Reduktion der NO Produktion. Dieser Befund steht
im Einklang mit Untersuchungen an Makrophagen, schlie3t aber eine Beteiligung von NO an

der DHA-induzierten Apoptose aus (Abb. 14).
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Abb. 14. Effekt der DHA auf die NO Produktion in Intimazellen

Die Zellen wurden fiir 3 h in DMEM/F-12 Medium mit 0,1% FKS inkubiert, und dann
mit oder ohne 20 uM DHA und IL-1B (1 ng/ul), LPS (1 mg/ml) oder einer Kombination
von LPS (10pg/ml) + IFN-y (100 U/ml) fiir 48 h in DMEM/F-12 Medium (1% FKS)
behandelt. Anschlieend wurde die Produktion von NO {iber die Griess Reaktion
gemessen. Die Daten sind dargestellt als MW=SEM. n=3-8.
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7. Aktivierung der MAP Kinase p38 und DNA Fragmentierung

MAP Kinase sind von essentieller Bedeutung fiir die Regulation elementarer zelluldrer
Funktionen, wie z.B. Proliferation, Differenzierung oder Apoptose. Diese Kinasen nehmen
eine zentrale Rolle bei der Signaltransduktion durch Phosphorylierung ein. Die MAP Kinase
p38 hemmt das Wachstum und induziert Apoptose. Das Gleichgewicht der verschiedenen
MAP Kinasen scheint daher fiir die Zellreaktion hier zu Proliferation oder Apoptose von
Bedeutung zu sein.

In Muskelzellen aus der Media war eine entscheidende Rolle der p38 MAP Kinase bei DHA-
induzierter Apoptose postuliert worden (Diep et al., 2000). Deshalb wurde die p38
Aktivierung in Media- und Intimazellen nach DHA Behandlung untersucht. Phosphoryliertes
p38 konnte in Media- und Intimazellen nachgewiesen werden. Die Inkubation mit DHA
fiihrte zu einer erhohten p38 Phosphorylierung sowohl in Mediazellen, als auch in
Intimazellen (Abb. 15 A). Allerdings war die p38 Phosphorylierung in den Mediazellen h6her
als in den Intimazellen. Da die Zellen aus der Intima konsistent mit erhdhter Apoptose nach
DHA Behandlung reagierten, ist es deshalb unwahrscheinlich, dass p38 eine bedeutende Rolle
bei der Apoptoseregulation der Muskelzellen durch DHA spielt.

Auch fiir Endothelzellen war eine Beteiligung der p38 MAP Kinase an der
Apoptoseregulation durch unterschiedliche Stimuli beschrieben (Yilmaz et al., 2003,
Takahashi et al., 2002). Die Behandlung von HUVEC mit DHA fiihrte zu einer deutlichen
Phosphorylierung des p38 nach 5 bis 30 min Inkubation (Abb. 15 A). Wihrend die Wirkung
des p38 Inhibitors SB203580 auf Ebene der DNA Degradierung bestitigt werden konnte
(Abb. 15 D), war es nicht moglich einen Effekt dieses spezifischen Inhibitors auf die
Zellvitalitit oder Annexin V Bindung nachzuweisen (Abb. 15 C,D). Dies legt die Vermutung
nahe, dass SB203580 mit der DNA Degradierung, nicht aber Apoptoseprozessen generell

interferiert.
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Abb. 15. Effekte von DHA auf Aktivierung der p38 MAP Kinase und DNA
Fragmentierung in proliferierenden HUVEC und glatten Gefifimuskelzellen

A. Western Blot Analyse der Phosphorylierung der p38 MAP Kinase nach Stimulation mit
40 uM DHA in proliferierenden HUVEC und glatten GefaBmuskelzellen. Als Kontrolle fiir
die Proteinmenge wurde f-Aktin verwendet. B. Gesamtzellzahl (wei3e Balken) und
Trypanblau positive Zellen (schwarze Balken). Die Zellen wurden mit p38 MAP Kinase
Inhibitor SB 203580 (1/10 uM) fiir 1 h vorinkubiert und dann mit 40 uM DHA fiir 14 h
inkubiert. Die Gesamtzellzahl wurde als Prozent der Kontrolle dargestellt.

C. Bindung von Annexin-V. Die Zellen wurden mit p38 MAP Kinase Inhibitor SB 203580
(10 uM) fiir 1 h vorinkubiert und dann mit 40 uM DHA fiir 24 h inkubiert. D. TUNEL
Féarbung. DNA Fragmentierung mit oder ohne MAP Kinase Inhibitor wurde durch TUNEL
Kit gemessen. Die Zellen wurden mit 10 uM SB203580 (SB) oder dem MAP Kinase
Kinase Inhibitor PD98059 fiir 1 h vorinkubiert und fiir 16 bis 24 h mit DHA behandelt. Der
Prozentanteil TUNEL-positiver Zellen wurde im FACScan quantifiziert. n=3-6, * p<0,05.
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8. Phosphorylierung von p53 an Serin 15

Das Funktion des Tumorsuppressor Proteins p53 als antiproliferativer Schutzmechanismus
zur Verhinderung der Vermehrung geschédigter Zellen wurde durch die in letzter Zeit
mehrfach beschriebene starke proapoptotische Wirkung dieses Proteins untermauert. Wegen
der widerspriichlichen Befunde beziiglich einer Beteiligung von p38 an der
Apoptoseregulation in HUVEC und Muskelzellen durch DHA wurde der p53 Signalweg als
ein weiterer moglicher Mechanismus untersucht. Die Inkubation mit DHA fiihrte in
proliferierenden HUVEC und in Intimazellen zu einer erh6hten Phosphorylierung des p53 an
Serin 15. In konfluenten HUVEC oder in Mediazellen wurde keine Zunahme der Serin 15
Phosphorylierung durch DHA beobachtet (Abb. 16 A). Eine Phosphorylierung von p53 an
Serin 15 beeinflusst die DNA Bindung und damit die Aktivitit des p53. Die Bestimmung der
p53 DNA Bindung mit Hilfe eines fiir diesen Transkriptionsfaktor spezifischen
Analysesystems zeigte, dass die p53 Bindungsaktivitit in DHA-behandelten proliferierenden
HUVEC und Intimazellen beeintrachtigt war, wéhrend in konfluenten Endothelzellen oder
Mediazellen keine Beeinflussung gefunden werden konnte (Abb. 16 B). Die erhohte
Phosphorylierung des p53 an Serin 15 und eine anschlieBende beeintrachtigte DNA Bindung
konnte eine mogliche Erklarung flir die konsistent beobachtete gesteigerte Apoptoserate in

proliferierenden HUVEC und Intimazellen darstellen.
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Abb. 16. pS3 Phosphorylierung an Serin 15 und p53 Aktivierung in HUVEC und
glatten Gefillmuskelzellen

Proliferierende Endothelzellen wurden mit oder ohne 40 uM DHA in ECGM fiir 2 h
behandelt. Media- und Intimazellen wurden mit DHA (40 uM) in Medium mit 0,1% FKS
fiir 6 h inkubiert. A. Western Blot Analyse der p5S3 Phosphorylierung an

Serin 15. Die Signale im Western Blot wurden im Densitometer gemessen und zur p53
Gesamtprotein oder B-Aktin Expression in Relation gesetzt. Die relative Expression ist in
den Diagrammen dargestellt. HUVEC: n=2, Media: n=2, Intima: n=3.

B. DNA Bindung des p53 Proteins in HUVEC und glatten GefaBmuskelzellen gemessen
mit dem TransAM p53 Transcription Factor Assay Kit. Die HUVEC wurden fiir 2 h und
die Muskelzellen fiir 6 h mit 40 uM DHA stimuliert.
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9. Einfluss unterschiedlicher Fettsduren auf Angiogenese

Eine mogliche funktionelle Konsequenz der Apoptoseinduktion durch DHA in
proliferierenden Endothelzellen ist die Inhibition der Angiogenese. Dieser Prozess kann in
sogenannten Matrigelassays stimuliert werden. Hier wird der geloste Extrakt aus Engelbreth-
Holm-Swarm (EHS) Maus Sarcoma, einem Tumor, der reich an extrazelluldirem Matrixprotein
und Wachstumsfaktoren ist, als Substrat fiir die Endothelzellen geliert. Darauf ausgesite
HUVEC bilden ein vielfach verzweigtes Netzwerk aus, vergleichbar dem Sprossungsprozess
bei der Angiogenese. Fiir diesen Versuch wurden hohere Zellmengen eingesetzt als in den
Apoptoseversuchen, weil ein nicht unerheblicher Teil der Zellen in das Gel einwandert, und
dadurch eine Art dreidimensionale Struktur entsteht. Die Zellmenge (1x10° Zellen/cmz) wurde
so gewdhlt, dass eine deutliche Netzwerkbildung auf der Geloberflache beobachtet werden
konnte. Eine gleichzeitige Inkubation mit DHA bei Passage auf das Matrigel fiihrte zu einer
deutlichen Stérung der Netzwerkbildung (Abb. 17 B). Wie in den Apoptoseuntersuchungen

zeigte DHA bei hoher Zelldichte (2x10° Zellen/cm?) keinen Effekt.

ohne DHA mit DHA

prolif. HUVEC

konf. HUVEC

Abb. 17. Inhibition der Endothelnetzwerkbildung durch DHA

Die HUVEC wurden mit oder ohne DHA (40 uM) gemischt und in verschiedener
Dichte (A und B, 1x10° Zellen/cm”. C und D, 2x10° Zellen/cm?) in Matrigel-
beschichtete 24-Well Zellkulturplatten ausgesit. Nach Inkubation fiir 4 h zeigten die
Zellen mehr oder weniger ausgepriagte Netzwerkbildung und wurden unter dem
Mikroskop (x100) fotografiert.
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D. Diskussion

1. Apoptoseinduktion durch DHA in proliferierenden Endothel- und Muskelzellen
Zu Beginn der Untersuchungen war bekannt, dass DHA Apoptose in glatten
GefaBmuskelzellen aus der Media induzieren kann (Diep et al., 2000). Als verantwortlicher
Mechanismus wurde die Aktivierung der p38 MAP Kinase postuliert. Der Effekt von DHA
auf Endothelzellen oder glatte GefiBmuskelzellen aus der Intima war noch nicht untersucht.
Deshalb wurde zuerst die Induktion von Apoptose in HUVEC néher betrachtet. Mehrere
Gruppen hatten anti-inflammatorische Effekte von DHA in konfluenten Endothelzellen
nachgewiesen (Weber et al., 1995, De Caterina und Libby 1996, Mayer et al., 2002). Es
wurde liberpriift, ob DHA unter diesen Bedingungen Apoptose induziert. In konfluenten
HUVEC zeigte DHA keinen Effekt auf die Apoptose der Zellen. Die Inkubation mit AA oder
EPA dagegen fiihrte zu einem leichten, aber nicht signifikanten Anstieg der Annexin V
positiven apoptotischen Zellen. Da DHA im Tumormodell anti-angiogenetische Wirkung
gezeigt hatte, wurden als nédchstes subkonfluente, proliferierende HUVEC untersucht. Hier
zeigte sich, dass DHA eine deutliche Apoptoseinduktion verursachte, wahrend AA oder EPA
wesentlich schwichere Effekte als DHA zeigten. Bei der Ermittlung der Zahl an toten Zellen
ergab sich ein dhnliches Bild. Der Effekt der DHA war bei diesem Parameter noch starker
ausgeprigt. Die Messung der Zellen mit hypodiploider DNA durch Zellzyklusanalysen
bestétigte oben genannte Befunde. Auch bei den Zellen im sub-G1 Bereich fiihrte DHA zu
einem starken Anstieg des Anteils an Zellen mit degradierter DNA, wiahrend AA oder EPA
keine signifikanten Effekte zeigten. Die konfluenten Zellen reagierten bei der PI Farbung und
in der Zellzyklusanalyse praktisch nicht auf die Behandlung mit den drei verschiedenen
Fettsduren. Die Effekte von DHA in proliferierenden HUVEC waren Zeit- und Dosis-
abhingig. Ein Anstieg der Zahl an toten Zellen und der Zellen im sub-G1 Bereich war nur
nach 24 h Behandlung zu beobachten. Die Inkubation der Zellen mit 20 uM DHA fiihrte zu

schwicheren Effekten als 40 uM, aber immer noch zu deutlicher Apoptoseinduktion.
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Die Apoptose-assoziierten Parameter, wie eine Verdnderung im MMP oder in der
Sauerstoffradikal-Produktion zeigten dhnliche Trends wie die Apoptoseparameter. Beim MMP
wurde auch durch die Behandlung mit AA oder EPA eine leichte Reduktion beobachtet. DHA
wirkte aber am stirksten. AuBerdem war hier schon nach 12 h Inkubation mit DHA eine
Reduktion zu beobachten, wihrend bei den klassischen Apoptoseparametern eine Behandlung
fiir 24 h n6tig war. Die Produktion von Sauerstoffradikalen wurde nur durch DHA angeregt,
wihrend AA und EPA keine Effekte zeigten. Auch hier war ein Anstieg erst nach 24 h
feststellbar. Konfluente Zellen reagierten auf keine der Fettsduren, weder beim
Membranpotential noch bei der Radikalproduktion.

Der relativ spéte aber deutliche Anstieg der Radikalproduktion legte die Vermutung nahe, dass
die HUVEC zwar auf DHA reagieren, die Verdnderungen aber nicht detektierbar sind. Die
Kultur der Zellen erfolgte in einem kommerziellen "low-serum" Medium. Im allgemeinen
zeichnen sich diese Medien, vor allem fiir die Endothelzellkultur durch einen hohen Anteil an
Antioxidantien aus. Deshalb wurden die Versuche zur Radikalproduktion in einem anderen
Medium und unter reduzierten Serumbedingungen durchgefiihrt. Dies brachte folgende
Erkenntnisse. 1) In Endothelzellmedium hat eine Reduktion des Serums keinen Effekt. 2) In
DMEM fiihrt die Serumreduktion zu einem dramatischen Anstieg der Radikalproduktion. 3)
Serumzugabe verhindert diesen Anstieg. 4) In konfluenten Zellen konnte auch in DMEM mit
0,1% Serum keine Radikalproduktion durch DHA induziert werden. Daraus kann geschlof3en
werden, dass Endothelzellmedium protektive Substanzen enthélt, dass Serum ebenfalls anti-
oxidatives Potential besitzt, und vor allem, dass konfluente Zellen unter reduzierten
Serumbedingungen in Medium frei von Antioxidantien auf DHA nicht mit Radikalproduktion
reagieren.

In glatten GefdaBmuskelzellen fiihrte die Behandlung mit DHA ebenfalls zu einer Zeit- und
Dosis-abhiangigen Apoptoseinduktion. Sowohl bei unspezifischen Parametern wie Zellzahl

und Zelltod, wie auch bei den spezifischen Apoptoseparametern wie Annexin V Bindung und
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DNA Degradierung reagierten die Zellen der Intima stédrker als Zellen der Media. Im
Unterschied zu HUVEC wurde bei den glatten Muskelzellen eine relativ rasche
Apoptoseinduktion beobachtet. Dies konnte durch das unterschiedliche Inkubationsmedium
erklart werden. Bei den Muskelzellen wurde eine Abhéngigkeit der DHA Wirkung vom
Serumgehalt des Mediums beobachtet. Die Entfernung von Wachstumsfaktoren, was durch
einen Serumentzug bewirkt wird, stellt eine etablierte Methode zur Apoptoseinduktion dar
(Meredith 1993). Dabei reagieren vor allem Endothelzellen sehr sensitiv auf Serummangel
(Levkau et al., 1999; Gerber HP 1998), aber auch in glatten Muskelzellen kann dadurch
Apoptose ausgelost werden (Wang W, 2003). Deshalb steht der Befund der Serum
abhingigen Apoptoseinduktion durch DHA in glatten Gefdfmuskelzellen im Rahmen der
Erwartungen.

In Ubereinstimmung mit den Beobachtungen in HUVEC zeigte DHA in glatten
Gefalmuskelzellen hoher Dichte keine pro-apoptotischen Effekte. Dies ist in Einklang mit
Befunden durch andere Apoptosestimuli in glatten Muskelzellen (Erl et al., 1999 und 2000).
Dabei scheint es sich um ein generelles Phdinomen zu handeln, denn hohe Zelldichte schiitzt
auch andere Zelltypen vor Apoptose-induzierenden Reagenzien (Bar et al., 2004). Einen
moglichen Mechanismus wie diese Protektion zustande kommen konnte liefert eine kiirzlich
erschienene Studie. Hier wurde gezeigt, dass Zell-Zell Kontakte iiber Cadherine die
Sensitivitdt der Zellen hoher Dichte fiir p53-induzierte Apoptose deutlich verringerte,
wihrend in Zellen niedriger Dichte, die auf Apoptoseinduktion reagierten keine Zell-Zell
Kontakte, sondern nur Zell-Substrat Kontakte nachgewiesen werden konnten (Bar et al.,
2004).

Zwei Studien hatten gezeigt, dass auch AA Apoptose in Endothelzellen und glatten
GefaBmuskelzellen induzieren kann (Artwohl et al, 2004; Kalyankrishna et al, 2002). Hier
wurde wie bei unseren Versuchen mit proliferierenden HUVEC gearbeitet. Allerdings zeigte

nur die hochste getestete Konzentration von 300 uM AA einen Effekt. An A-10 Zellen, einer
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Zell-Linie aus Ratten Aorta, hatte AA ebenfalls Apoptose induziert. Allerdings nur bei einer
Konzentration von 50 uM und unter Serumfreien Bedingungen. Diese Befunde stehen deshalb
nicht in Widerspruch zu den hier prasentierten Daten, weil entweder andere Zellen untersucht
wurden, oder wesentlich hohere Konzentrationen an Fettséuren eingesetzt wurden. In der
Arbeit von Kalyankrishna (2002) konnte die pro-apoptotische Wirkung der Fettsdure durch
Vorbehandlung der Zellen mit Vitamin E inhibiert werden. In den vorliegenden
Untersuchungen konnten die Effekte der DHA durch Vitamin E, nicht aber andere
Antioxidantien wie Vitamin C oder NAC inhibiert werden. Eine mdgliche Erklarung dafiir
konnte der Befund sein, dass Vitamin E ox-LDL-induzierte Endothelzellapoptose sowohl iiber
antioxidative, wie auch Antioxidantien-unabhéngige Wirkung inhibiert (Uemura et al., 2002).
Dabei scheint vor allem ein Effekt des Vitamin E auf die Aktivierung der Caspase 3 eine Rolle
zu spielen. Die Bestimmung der Caspase 3 Aktivitit in DHA behandelten HUVEC mit und
ohne Vitamin E bestitigte diesen Befund. Vitamin E reduzierte sowohl die Annexin V

Bindung wie auch die Caspase 3 Aktivierung.

2. Mdgliche Mechanismen der Apoptoseinduktion

Stickstoffmonoxid

NO inhibiert die Proliferation und Migration glatter GefdBmuskelzellen (Dusting 1995) und
die Zytokin-induzierte Apoptose in glatten Muskelzellen wird teilweise durch NO-Produktion
vermittelt (Hoffmann et al., 1998, Geng et al., 1996). AuBlerdem wurde eine Beteiligung von
NO bei Ceramid-induzierter Apoptose in Mediazellen (Pilane und LaBelle 2004) und ein
Anstieg im Verhéltnis der Bax/Bcl-2 Proteinexpression bei NO-induzierter Apoptose gezeigt
(Chae et al., 2004). Dies fiihrte zur Cytochrom C Freisetzung aus Mitochondrien und zur
Aktivierung von Caspase-3 und resultierte in Apoptose. Deshalb wurde die NO Produktion in
Intima Zellen nach DHA Stimulation gemessen. Es konnte kein Unterschied in der NO

Produktion der Zellen nach DHA Behandlung im Vergleich zu unbehandelten Zellen gefunden
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werden. Um die Sensitivitidt der NO Messung zu {iberpriifen wurden die Zellen mit IFN und
LPS stimuliert. Die Kombination dieser Stimuli fithrte zu einem deutlichen Anstieg der NO
Produktion. Uberraschenderweise fiihrte die Inkubation der Zellen mit DHA zu einer
Reduktion der NO Produktion. Dieser Befund steht im Einklang mit Untersuchungen an
Makrophagen (Komatsu et al., 2003, Lu et al., 1998, Jeyarajah et al., 1999) schlief3t aber eine
Beteiligung von NO an der DHA-induzierten Apoptose aus. Im Gegensatz dazu war bei
Interleukin-1-induzierter NO Produktion in Mediazellen eine verstirkende Wirkung der n-3
Fettsduren DHA und EPA beschrieben worden (Hirafuji et al., 2002). Eine Stimulation der
Zellen mit Interleukin-1 fiihrte aber weder in Media- noch in Intimazellen zu einer erhdhten

NO Bildung, und auch die gleichzeitige Behandlung der Zellen mit DHA zeigte keinen Effekt.

p38 MAP Kinase

Eine entscheidende Rolle bei der Apoptoseregulation wurde fiir die p38 MAP Kinase in
Endothelzellen postuliert (Takahashi et al., 2002, Yilmaz et al., 2003). Zusitzlich war gezeigt
worden, dass DHA Behandlung in glatten GefdBmuskelzellen zu einer Phosphorylierung des
p38 fiihrt (Diep et al., 2000). AuBerdem war bei all diesen Studien gezeigt worden, dass der
spezifische p38 Inhibitor SB203580 in einer Reduktion der Apoptose-induzierten DNA
Degradierung resultiert. Deshalb wurde die p38 Phosphorylierung in HUVEC und glatten
Gefalmuskelzellen durch Western Blot Analysen bestimmt. Die Behandlung der Zellen mit
DHA fiihrte zu einer deutlichen Phosphorylierung des p38 nach 5 bis 30 miniitiger
Inkubation. Allerdings zeigten die Mediazellen ein stirkeres Signal als die Intima Zellen.
Deshalb liefert die Aktivierung des p38 keine Erklarung fiir die unterschiedliche Reaktion der
beiden Zelltypen. In HUVEC wurde die Degradierung der DNA durch TUNEL Férbung
gemessen. Hier zeigte der p38 Inhibitor SB203580 einen deutlichen inhibitorischen Effekt.
Dieser Effekt war aber auf Ebene der Annexin V Bindung nicht nachvollziehbar. Es konnte

daher vermutet werden, dass der Effekt von SB203580 nur auf DNA Ebene zu sehen ist, wie

66



dies auch in allen anderen Untersuchungen gezeigt ist (Takahashi et al., 2002, Yilmaz et al.,
2003, Diep et al., 2000). Bei der Untersuchung der verantwortlichen Mechanismen der DHA-
induzierten Apoptose war schon vermutet worden, dass neben p38 abhidngigen
Apoptosewegen auch p38 unabhidngige Wege involviert sein konnten (Diep et al., 2000).
Deshalb tragt die p38 MAP Kinase vermutlich nur indirekt zur Apoptoseinduktion durch

DHA bei.

Tumorsuppressor Protein p53

Das Tumorsuppressor Protein p53 ist entscheidend beteiligt an der Zellzykluskontrolle und
scheint auch eine Rolle bei der Proliferation glatter GefaBmuskelzellen nach Gefdl3verletzung
zu spielen. Ein Verlust der p53 Aktivitdt konnte zur Restenosebildung beitragen (Speir et al.,
1994). Ein Transfer von Wildtyp p53 inhibiert die Proliferation glatter GefaBmuskelzellen in
vitro und in vivo (Yonemitsu et al., 1998). Normalerweise werden die p53 Spiegel durch
Bindung an MDM2 und eine stindige Degradierung in proliferierenden Zellen niedrig
gehalten. Stress Signale fiihren zu einer Phosphorylierung und Stabilisierung des p53 (Oren
1999). Die Phosphorylierung an Serin 15 wurde hierfiir als besonders bedeutend angesehen.
Allerdings wurde inzwischen gezeigt, dass die Serin 15 Phosphorylierung nicht die MDM2
Bindung beeinflusst, sondern eine p53 Transaktivierung durch Interaktion mit cAMP response
element-binding protein/binding protein p300 verursacht (Lambert et al., 1998, Dumaz und
Meek 1999, Schon et al., 2002). In letzter Zeit gewinnt das Tumorsuppressor Protein p53
zudem zunehmend an Bedeutung als Apoptoseregulator (Oda et al., 2000, Gottlieb und Oren
1998, George et al., 2001). Zusétzlich wurde gezeigt, dass eine Mutation in Serin 15 die
Féhigkeit von p53 zur Apoptoseinduktion schwécht (Lin et al., 2002). Weil die Befunde
beziiglich der p38 Phosphorylierung keine ausreichende Erkldrung fiir die beobachteten
Effekte der DHA vor allem bei Media- und Intimazellen lieferten, wurde die Expression und

Aktivierung von p53 untersucht. Western Blot Analysen zeigten keine Unterschiede bei der
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p53 Gesamtproteinmenge. Im Gegensatz dazu wurden bei der Phosphorylierung des p53 an
Serin 15 deutliche Unterschiede gefunden. DHA induzierte eine Phosphorylierung an Serin 15
in proliferierenden Endothelzellen und Intimazellen, aber nicht in konfluenten Endothelzellen
und Mediazellen. Fiir die Resveratrol-induzierte Inhibition der Proliferation in glatten
Gefalmuskelzellen war gezeigt worden, dass die Serin 15 Phosphorylierung des p53 zu einer
Beeintrachtigung der DNA Bindung fiihrt (Haider et al., 2003). AuBBerdem war gezeigt
worden, dass Resveratrol in glatten Muskelzellen Apoptose auslosen kann (Mnjoyan und
Fujise 2003). Deshalb wurde die p53 DNA Bindung in HUVEC und in glatten
Gefafmuskelzellen mit und ohne DHA Behandlung mit Hilfe eines Transcription Factor
Assay Kits gemessen. In proliferierenden HUVEC und Intima Zellen fiihrte die Behandlung
mit DHA zu einer reduzierten p53 DNA Bindung. In konfluenten HUVEC oder in
Mediazellen war die DNA Bindung unveréndert oder sogar leicht erhdht.

Die Befunde an GefiaBmuskelzellen der Ratte konnten an Zellen aus humanen Lésionen
verifiziert werden. Daraus kann geschlossen werden, dass die Serin 15 Phosphorylierung zu
einer unterschiedlichen DNA Bindungsfahigkeit des p53 fiihrt. Diese unterschiedliche
Reaktion bei der pS3 Aktivierung konnte eine Erklarung fiir die beobachteten Unterschiede in

der Apoptosesensitivitit in HUVEC oder GefdBmuskelzellen liefern.

3. Einfluss unterschiedlicher Fettsduren auf Angiogenese

Eine mogliche funktionelle Konsequenz der Apoptoseinduktion durch DHA in
proliferierenden Endothelzellen konnte eine Inhibition der Angiogenese darstellen. Dieser
Prozess wurde im Matrigelassay untersucht. HUVEC bilden auf Matrigel ein vielfach
verzweigtes Netzwerk aus, vergleichbar dem Sprossungsprozess bei der Angiogenese. Eine
gleichzeitige Inkubation mit DHA fiihrte zu einer deutlichen Stérung der Netzwerkbildung
durch die HUVEC. Wie in den Apoptoseuntersuchungen zeigte DHA bei hoher Zelldichte

keinen Effekt. Durch diesen Befund lésst sich die im Mausmodell gemachte Beobachtung
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eines reduzierten Tumorwachstums durch Fiitterung mit DHA erkldren (Rose und Connolly
1999). DHA verhindert die Neoangiogenese im Tumorgewebe. Dariiber hinaus konnte DHA
eine Storung bereits beginnenden GefiaBwachstums bewirken, wodurch der verringerte

Mikrogefdfanteil in den DHA behandelten Tieren erklérbar wére.

4. Mogliche Wirkung der n-3 PUFA in vivo

Die Induktion von Apoptose in Intimazellen konnte die Progression atherosklerotischer
Plaques verzdgern. Zusitzlich konnte die Inhibition der Angiogenese im Intimagewebe diesen
Effekt verstarken (Abb. 18). Eine Aufnahme von DHA durch gesunde Erndhrung oder
Supplementation kdnnte so einen Beitrag zur Primérpravention leisten. Dabei darf aber nicht
auBBer Acht gelassen werden, dass die Apoptoseinduktion in der Intima zu einer
Destabilisierung der fibrosen Kappe fiihren kdnnte. Es wurde beschrieben, dass Makrophagen
iiber NO Produktion in glatten GefaBBmuskelzellen Apoptose ausldsen konnen (Boyle et al.,
2002). Unsere Daten zeigen, dass die Zytokin-induzierte NO Produktion in glatten
Gefalmuskelzellen durch DHA inhibiert wird. Zusammen mit den Ergebnissen anderer
Gruppen, die dhnliche Befunde fiir Makrophagen erstellt haben (Jeyarajah et al., 1999, Lu et
al., 1998, Komatsu et al., 2003), konnte man sagen, dass DHA die Aktivierung in
Muskelzellen und Makrophagen reduziert. Uber die Diit zugefiihrte n-3 PUFA werden in
atherosklerotische Lisionen eingebaut (Rapp et al., 1991). Zusitzlich wurde vor kurzem an
atherosklerotischen Plaques aus der Carotis gezeigt, dass eine Supplementation mit Fischol zu
einer Stabilisierung der Plaques fiihrt (Thies et al., 2003). Deshalb scheint der Nettoeftekt der
PUFA auf die Plaquekomposition aus einer Stabilisierung vor allem durch Inhibition der
Makrophagenaktivierung und —rekrutierung zu bestehen. Generell stellen sowohl die
Inhibition der Makrophagen wie auch die Unterdriickung der GefdBmuskelzellproliferation
positive Wirkungen der DHA dar, die insgesamt den Verlauf der Atherosklerose giinstig

beeinflussen konnten.
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Abb.18. Schema der durch DHA induzierten Apoptose in proliferierenden
Media und Intima Muskelzellen und Endothelzellen.
Darstellung moglicher Wirkmechanismen und Folgen der DHA-induzierten Apoptose
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E. Zusammenfassung
In dieser Arbeit wurde der Einfluss verschiedener langkettiger mehrfach ungesittigter
Fettsduren auf Proliferation und Apoptose in humanen Endothelzellen und glatten

Gefiallmuskelzellen untersucht.

Man kann Folgendes zusammenfassen:

1. DHA, aber nicht AA oder EPA, induzierte Apoptose in proliferierenden HUVEC, in

proliferierenden glatten GefaBBmuskelzellen und bevorzugt in Zellen aus der Intima.

2. Die Behandlung mit DHA fiihrte zur Reduktion des mitochondrialen Membranpotentials

und zur Produktion von Superoxidanionen.

3. DHA erhohte die Phosphorylierung der p38 MAP Kinase und des p53. Die p53
Phosphorylierung an Serin 15 fiihrte zu einer Beeintrachtigung der DNA Bindung. Dieser
Signalweg konnte eine mogliche Erklarung fiir die DHA-induzierte Apoptose in

proliferierenden HUVEC und in glatten GefdaBmuskelzellen der Intima bieten.

4. DHA inhibierte die Angiogenese in proliferierenden Endothelzellen.

Die Apoptoseinduktion durch DHA konnte zur Antiangiogenese und Inhibition der Intima-

Verdickung oder der Neointima-Entstehung beitragen.
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