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1 Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit untersuchte die zur Regulation des Gut-enriched Krippel-like
factor (GKLF) wund des Inhibitor of DNA-binding 3 (ld3) beitragenden
Signaltransduktionswege  nach  Stimulation  mit  Hydroxylradikalen  (OH),
Superoxidanionen (O.") und Angiotensin Il in kultivierten glatten GefaBmuskelzellen
(VSMC). Dariiberhinaus wurden die Auswirkungen einer Uberexpression oder
Hemmung von GKLF und 1d3 und eine mdgliche Verbindung der transkriptionellen
Regulationsmechanismen von GKLF und |d3 auf Proliferation und Apoptose der Zellen
in Transfektionexperimenten tUberprift.

Stimulation mit OH’ flihrte dosisabhangig zu einer Hochregulation von GKLF und
einer Herabregulation von 1d3. Superoxidanionen bewirkten dagegen eine
dosiabhangige Heraufregulation von 1d3.

Durch  Koinkubation von VSMC mit reaktiven Sauerstoffspezies und
Signaltransduktionsinhibitoren konnte gezeigt werden, dass die Regulation von GKLF
durch OH® von der p38 Mitogen-aktivierten Proteinkinase, Kalziumionen und
inhibitorischen G-Proteinen abhing. Fir die hydroxylabhangige Herabregulation von 1d3
fand sich ein vergleichbarer Signalweg.

Die 1d3-Regulation durch O," konnte durch Blockade der ERK 1/2, p38 MAPK,
zytoplasmatischen bzw. Rezeptortyrosinkinasen, Gio-Proteinen, durch einen
Kalziumchelator und durch Choleratoxin inhibiert werden.

Die Uberexpression von GKLF filhrte zu einer reduzierten VMSC-Proliferation und zu
einer deutlich erhéhten Apoptoserate. Die Hemmung von GKLF mit einem antisense-
Konstrukt I6ste eine gesteigerte zellulare Proliferation aus. Die Uberexpression von 1d3
bewirkte eine gesteigerte Proliferation, wahrend die Unterdrickung dieses Faktors
einen starken proapoptotischen Stimulus darstellte. GKLF und Id3 stellen somit in
VSMC zentrale gegenlaufige Regulatoren des zellularen Wachstums dar.

Weitere Experimente legten einen Zusammenhang zwischen der Regulation von GKLF
und Id3 nahe. Die Verwendung eines pGL2-1d3-Promoter-Reporter-Konstrukts in
Luciferase-Assays flihrte schlieBlich zu der Erkenntnis, dass in Anwesenheit von GKLF
die Aktivitat des Id3-Promoters in vitro um fast 90% reduziert ist.

Die Ergebnisse dieser Arbeit erweitern das Wissen Uber die differentielle Regulation
von GKLF und Id3 in VSMC und verdeutlichen die Bedeutung redoxsensitiver
Mechanismen im kardiovaskularen System.



Differential regulation of the Gut-enriched Krueppel-like factor
and the inhibitor of DNA-Binding 3 by reactive oxygen species as an

example of redox sensitive signaling in vascular smooth muscle cells

The main issue of this study was the identification of the signaling pathways which
govern the expression of Gut-enriched Krueppel-like factor (GKLF) and Inhibitor of
DNA-binding 3 (Id3) following stimulation with hydroxyl radicals (OH’), superoxide
anions (O2") or Angiotensin Il. Furthermore, a transfection model was used to examine
the influence of GKLF and 1d3 overexpression and suppression on cellular growth and
apoptosis and to investigate a possible connection of the regulation of these factors on
the transciptional level.
Treatment of VSMC with OH" resulted in a dose-dependent upregulation of GKLF
expression and downregulation of 1d3 expression, correspondingly. Stimulation with
superoxide anions which were generated by xanthine oxidase and purine or by
Angiotensin II-mediated NAD(P)H-Oxidase activation, induced Id3 expression in a
dose-dependent manner. Simultaneous treatment of VSMC with ROS and specific
signal transduction inhibitors showed that the regulation of GKLF by OH" depended on
the function of p38 mitogen-activated protein kinase, intracellular calcium and inhibitory
G-Proteins. 1d3 suppression by OH" was mediated by a comparable pathway. 1d3
regulation by O>" included ERK 1/2, p38 MAPK, cytoplasmatic and/or receptor tyrosine
kinases, Calcium, Gi, proteins and Gsq proteins.
GKLF overexpression resulted in a reduced VSMC proliferation and increased
apoptosis rate. The use of antisense constructs to suppress GKLF mRNA led to the
increase of cellular proliferation. The overexpression of 1d3 represented a proliferative
stimulus, whereas the suppression of this factor conveyed a proapoptotic signal. These
results point out, that GKLF and 1d3 may be essential regulators of cellular growth
processes in VSMC.
Further experiments pointed out a possible link between the mechanisms governing the
regulation of GKLF and 1d3. Luciferase assays using a pGL2-ld3-promoter-reporter-
construct revealed a remarkable inhibition of 1d3 promoter activity in the presence of
GKLF.

The results of this study extend our current knowledge on the differential regulation
of 1d3 and GKLF and emphasize the importance of redox sensitive mechanisms in the

cardiovascular system.



2 Einleitung

2.1 Endotheliale Dysfunktion und Atherosklerose
Die Atherosklerose ist als Erkrankung der GefaBwande definiert, die sich

morphologisch als plaqueférmige Verdickung und Verhartung zeigt und durch die
Zunahme fibrotischer Komponenten und Lipide in den betroffenen Arealen entsteht
(Ross, 1993; Fauci et al., 1998; Lusis 2000).

Epidemiologisch ist die Atherosklerose auf Grund ihrer Folgekrankheiten, insbesondere
der koronaren Herzerkrankung, der peripheren arteriellen Verschlusskrankheit und
Komplikationen wie Myokardinfarkt und Schlaganfall die fiUhrende Todesursache in den
westlichen Industrienationen (WHO-MONICA-PROJECT, 1994).

Atiologisch gesehen handelt es sich um eine multifaktorielle Erkrankung, zu deren
Manifestation verschiedene Risikofaktoren beitragen, darunter u.a. genetische Disposi-
tion, Alter, Rauchen, Diabetes Mellitus, arterielle Hypertonie, erhéhtes LDL-Cholesterin
und erniedrigtes HDL-Cholesterin (SMITHIES & MAEDA, 1995; LiBBY, 1999).

Nach dem response-to-injury-Modell beginnt der pathogenetische Prozess mit der
Endothelialen Dysfunktion. Diese zeichnet sich durch geanderte physiologische
Eigenschaften des Endothels im Sinne einer Reduktion der endothelabhangigen
Vasorelaxation aus (CAI & HARRISON, 2000).

In der Folge kommt es durch die Aufnahme von oxidierten Lipidpartikeln aus dem
Plasma und Einwanderung von Monozyten zu einer Entziindungsreaktion. Diese
initiale, als fatty streak lesion bezeichnete Lasion zeichnet sich durch die Ablagerung
lipidbeladener Makrophagen (Schaumzellen) und verstarkte Proliferation und Migration
glatter GefaBmuskelzellen (VSMC) aus. Die eingewanderten VSMC bilden vermehrt
extrazellulare Matrix (Ross, 1999). Im weiteren Verlauf entsteht eine fortgeschrittene
atherosklerotische Lasion durch Ausbildung eines sich ins GefaBlumen vorwdlbenden
Plaques, der unter einer fibrotischen Kappe einen lipidreichen Kern aus nekrotischen
Schaumzellen enthalt (Lusis, 2000). Der Plague wird zunehmend instabil und kann
schlieBlich rupturieren. Die Freilegung thrombogener Oberflachen und Einengung der
GefaBlumens fuhrt nach der Plagueruptur zur GefaBokklusion und durch die
resultierende Organischamie beispielsweise zum Myokardinfarkt (Ross, 1999).

Der Verlust der Kontrolle lber das VSMC-Wachstum stellt einen entscheidenden
Schritt in der Entstehung atherosklerotischer Lasionen dar und ist nach dem heutigen
Kenntnisstand in besonderem MaBe von der Einwirkung reaktiver Sauerstoffspezies
abhangig (UsHIO-FUKAI et al., 1998; IRANI, 2000).
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2.2 Reaktive Sauerstoffspezies in biologischen Systemen

2.2.1 Klassifikation und allgemeine Eigenschaften von ROS

Sauerstoff und seine in allen aeroben Zellen produzierten Derivate bilden eine als
reaktive Sauerstoffspezies (ROS) bezeichnete Molekilfamilie (CAl & HARRISON, 2000).
Echte freie Radikale wie das Superoxidanion (O."), das Hydroxylradikal (OH’) und das
Stickstoffmonoxidradikal (NO’) zeichnen sich durch ein oder mehrere ungepaarte
Elektronen aus und bilden eine eigene Gruppe von ROS. Sie sind zu unterscheiden
von ROS wie Wasserstoffperoxid (H20,), Peroxynitrit (ONOQO") und hypochlorischer
Saure (HOCI), die keine freien Elektronen besitzen (SHACKELFORD et al., 2000).
Als grundlegende Eigenschaft freier Radikale gilt, dass jede Reaktion dieser Molekile
mit anderen Molekillen wiederum freie Radikale hervorbringt. Diese Kettenreaktionen
der sekundaren Radikalbildung bedingen die biologische Wirksamkeit von ROS trotz
ihrer kurzen Lebensdauer und werden nur beendet, wenn zwei freie Radikale
aufeinandertreffen (BABIOR, 2000).
Superoxidanionen entstehen vor allem bei Autooxidationsvorgangen durch
Elektronenreduktion aus molekularem Sauerstoff. Sie kénnen jedoch auch von auBen,
beispielsweise durch Anionenkanéale (LI et al., 1997) oder Diffusion (GOMES et al.,
1993), in die Zelle aufgenommen werden. O, ist selbst wenig reaktiv, tragt aber zur
Bildung anderer Radikale bei (SHACKELFORD et al., 2000).
Eine weitere Elektronenreduktion von Sauerstoff fuhrt zu H>O,, welches als apolares,
ungeladenes Molekul frei innerhalb und zwischen Zellen diffundieren kann und die
stabilste Substanz in der genannten Gruppe darstellt (GRIENDLING & HARRISON, 1999).
Es dient als Vorstufe zur Bildung von OH’, die Uberwiegend metallkatalysiert als
sogenannte FENTON-Reaktion ablauft (STADTMAN, 1990; DUELL et al., 1995):

H.0, + Fe** — 2 OH' + Fe**
Das Hydroxylradikal ist mit einem Redoxpotential von Uber 1,35V extrem reaktiv und in
seiner Wirkung auf biologische Molekile nur durch die chemischen Grenzen der Diffu-
sion und seine Kurzlebigkeit limitiert (HENSLEY et al., 2000; SHACKELFORD et al., 2000).
Das auch zu den reaktiven Stickstoffspezies (RNS) gezdhlte NO® ist ebenfalls
reaktionsfreudig und bindet bevorzugt an O,, O,” und Hamoproteine (MARNETT, 2000).
Die Bindung an das Superoxidanion fihrt zur Bildung von Peroxynitrit (ONOQO), das
ahnlich reaktiv wie OH’ ist und vor allem fir die Nitrosierung von Tyrosinresten
verantwortlich gemacht wird (PRYOR & SQUADRITO, 1995).



2.2.2 Die Entstehung reaktiver Sauerstoffspezies im kardiovaskuldaren System

Das Herz-Kreislauf-System stellt eines der wichtigsten Felder der modernen Radikal-
forschung dar. Der bei traditionellen vaskularen Risikofaktoren verstarkt nachweisbare
oxidative Stress konnte insbesondere mit der Pathogenese der Endothelialen
Dysfunktion, Atherosklerose, ischamischen Herzerkrankung und Restenose nach
Angioplastie in Verbindung gebracht werden (CAl & HARRISON, 2000; SHACKELFORD et
al., 2000). Die Einwirkung reaktiver Sauerstoffspezies auf die Entstehung
atherosklerotischer Lé&sionen beschrénkt sich nicht nur auf die bereits intensiv
erforschte Erzeugung von oxidierten LDL-Partikeln (CHISOLM & STEINBERG, 2000),
sondern beeinflusst nach heutigem Kenntnisstand auch VSMC-Wachstum, -Migration, -
Uberleben, Endothelfunktion,  Vasomotortonus, = Adh&sionsmolekullexpression,
Inflammation, remodeling-Prozesse u.v.m. (FUKAI et al., 1999; PATEL et al., 2000;
MULLER et al., 2005). Ein Anstieg der vaskuldren und myokardialen ROS-Produktion
nach ischamischen Lasionen ist vielfach beobachtet worden (DE GROOT, 1994; BERK,
1999; DAs et al., 1999).

Fir die Erzeugung reaktiver Sauerstoffspezies in Zellen und Geweben kommen eine
Reihe potentieller Quellen in Frage, die im Folgenden beschrieben werden.

Die sequentiellen Redoxreaktionen der mitochondrialen Atmungskette transportieren
Elektronen und reduzieren O, zu O,", welches zu H>O, weiter dismutieren kann (BERK,
1999). Die dadurch entstehende oxidative Belastung ist somit ein unvermeidbares
Problem allen aeroben Lebens (MARNETT, 2000). Daneben tragen ionisierende und UV-
Strahlung ebenfalls zur Bildung freier Radikale bei (Skov, 1984). ROS entstehen
jedoch nicht nur durch Atmung oder Umweltbedingungen, sondern insbesondere im
kardiovaskuldaren System auch enzymatisch katalysiert. Auf die drei wichtigsten
Enzymkomplexe wird im Anschluss n&her eingegangen (siehe auch Abb. 2.1). Dies
sind die vaskulare NADH-/NADPH-Oxidase, die Xanthinoxidase und die entkoppelte
endotheliale NO-Synthase (BERK, 1999; CAl & HARRISON, 2000).

In GeféaBen werden 90% der reaktiven Sauerstoffspezies von membran-assoziierten
NADH-/NADPH-Oxidasen gebildet, deren Untereinheiten Homologien zu denen der im
Rahmen der Abwehr von Mikroorganismen wichtigen NADPH-Oxidase in den
Phagosomen von Leukozyten und Phagozyten besitzen (BABIOR, 1999). Diese Enzyme
bilden nach einer Stimulation vorwiegend intrazellular O,™ und in geringerem AusmafR
H-O,. Inzwischen wurden eine Reihe von Aktivatoren der NAD(P)H-Oxidasen
identifiziert, unter anderem Bradykinin (GREENE et al., 2000), TNFa (DE KEULENAER et



al., 1998), Thrombin (HOLLAND et al., 1998), PDGF (MARuUMO et al., 1997) und Angio-
tensin Il (GRIENDLING et al., 1994; ZAFARI et al., 1998).

Die zweite wichtige Quelle vaskularer ROS-Produktion ist die Xanthinoxidoreduktase
(XDH, XO), eine ubiquitare molybdan- und eisenhaltige Oxidoreduktase, die wahrend
des Purinnucleotidabbaus die Reaktionen von Hypoxanthin zu Xanthin und von Xanthin
zu Urat katalysiert. Dabei werden Superoxidanionen frei, die wiederum zu H>O,
umgewandelt werden kénnen (CAl & HARRISON, 2000). In Endothelzellen wird dieses
Enzym nicht gebildet, kann jedoch Uber Heparin-binding-sites aus der zellularen
Umgebung aufgenommen werden (FUKUSHIMA et al., 1995). Die Xanthinoxidase kann,
stimuliert durch die aktive NAD(P)H-Oxidase, besonders unter pathologischen
Bedingungen vermehrt Superoxidradikale bilden (WASSMANN et al., 2004), was fur die
Hypercholesterindmie (OHARA et al., 1993), oszillatorischen Scherstress (MCNALLY et
al., 2003), die chronische Herzinsuffizienz (LANDMESSER et al., 2002) und die KHK
(SPIEKERMANN et al., 2003) beschrieben wurde. Die Hemmung der Xanthinoxidase mit
Oxypurinol fuhrt bei hypercholesterindmischischen Patienten im Frihstadium der
Arteriosklerose, Rauchern und Patienten mit chronischer Herzinsuffizienz zu einer
verbesserten Endothelfunktion (CARDILLO et al., 1997; FARQUHARSON et al., 2002;
GUTHIKONDA et al., 2003;).

Die eNOS (NOS Ill) gehért zu den konstitutiven NO-Synthasen (HEVEL et al., 1991;
MARLETTA, 1994). Sie produziert unter der Einwirkung verschiedener Kofaktoren wie
Tetrahydrobiopterin aus L-Arginin NO als second messenger, der in der glatten
GefaBmuskulatur die I6sliche Guanylatzyklase aktiviert (HEINZEL et al., 1992) und Uber
cGMP zur GeféBrelaxation fihrt (MURAD, 1994). Die Inaktivierung des vasoprotektiven
Transmitters NO ist proatherogen und erfolgt rapide in der Gegenwart von O." unter
der Bildung von ONOO" (PATEL et al., 2000). Bei Mangel von Substrat, Kofaktoren oder
unter ROS-Einfluss kommt es zu einer Entkopplung der eNOS, die dann neben NO
auch O2" und H>O, produziert und zum Peroxynitrit-Generator wird (VASQUEZ-VIVAR et
al., 1998; CAl & HARRISON, 2000; LANDMESSER et al., 2003). Dieses ,uncoupling*
beglnstigt kardiovaskulare Erkrankungen also zum einen durch den Wegfall der
vasodilatierenden Wirkung von NO, zum anderen aber auch durch die aktive Bildung
schéadlicher Radikalspezies.

Weitere I6sliche Enzyme, die zur oxidativen Belastung der Zelle beitragen, sind die
Cytochrom P450-/ Cyclo- und Lipooxygenasen (KLONER et al., 1989; IRANI, 2000).



Mitochondrial
DNA damage

. Xanthin
eNOS Uncoupling Oxidoreduktase

Cyclo-/Lipo- ‘ Cytochrom-P450

Oxygenasen \ Oxidasen
O Fap

'./NADPH

Abb. 2.1 Entstehungsmechanismen fiir ROS (nhach Miiller et al., 2005)

2.2.3 Abbaumechanismen flir reaktive Sauerstoffspezies

Um die Schadigung von zelluldren Komponenten durch reaktive Sauerstoffspezies zu
verhindern, haben sich verschiedene antioxidative Mechanismen entwickelt, die man
grob in non-enzymatische und in enzymatische Radikalfanger (Scavenger) unterteilt
(siehe Tab. 2.1). Zu den nicht enzymgebundenen Radikalscavengern zahlen unter
anderem die Vitamine Ascorbinsaure, B-Carotin sowie a-Tocopherol. Diese Stoffe
kénnen ROS binden und die radikalbildenden Kettenreaktionen verhindern (STAHL &
SIES, 1997).

Die Superoxiddismutasen (SOD) sind die wichtigsten enzymatischen Radikalféanger.
Man differenziert zwischen einer mitochondrialen SOD, die Mangan enthalt (SOD-2,
Mn-SOD) einer cytosolischen kupfer- und zinkhaltigen SOD (SOD-1, Cu/Zn-SOD)
sowie einer zu 99% im Extrazellularraum befindlichen EC-SOD (SOD-3), die ebenfalls
Kuper- und Zinkatome enthalt. In der GefaBwand wird die EC-SOD von VSMC gebildet,
sekretiert und dann an Glykosaminoglykane in der extrazelluldren Matrix gebunden
(WASSMANN et al., 2004). Die genannten Enzyme katalysieren die Dismutation von
Superoxidanionen zu H,O» (SIES, 1993):

2 02.-+ 2 H+ — H202+ 02



Durch die effektive Kontrolle der basalen O,"-Konzentration werden von der Tatigkeit
der SOD die Spiegel von H,O,, NO* und ONOO™ mitbestimmt (PATEL et al., 2000). In
gewisser Weise muB NO™ auf Grund seiner hohen chemischen Affinitat zu O, neben
den Superoxiddismutasen ebenfalls als wichtiger Scavenger in der GefaBwand
genannt werden (MULLER et al., 2005).
Im aktiven Zentrum der aus vier Untereinheiten bestehenden Catalase sind zwei Fe®*-
Protoporphyringruppen gebunden. Dieses in praktisch allen Zellen vorkommende und
Uberwiegend peroxisomal lokalisierte Enzym inaktiviert das bei Oxidationsvorgangen
gebildete Wasserstoffperoxid (CHANCE et al., 1979):

2 H,0, — 2 H,0 + O2
Mit dem Glutathionperoxidase- und dem Thioredoxinreduktasesystem, die als Reduk-
tionsmittel Glutathion (GSH) bzw. Thioredoxin (TRX) verwenden, finden sich weitere
ubiquitar angelegte Radikalfangerkomplexe, die verschiedene ROS entgiften kénnen
und dabei Thiolgruppen verbrauchen, welche im Anschluss NADPH-abhangig wieder
regeneriert werden (HENSLEY et al., 2000; NORDBERG & ARNES, 2001).
Die beschriebenen Scavenger-Mechanismen werden in Abbildung 2.2 dargestellt:

Enzymatische Nicht-enzymatische
Scavenger: Scavenger:
Mn-SOD | [eNOS (via NO’) m—
EC-SOD |Ascorbinséure

Cu/Zn-SOD \ /

Catalasen 3 :
:I — ROS G [5 Carotin

Glutathionreduktase / \

Thioredoxinreduktase| | a-Tocopherol

Abb. 2.2 Mechanismen zur Elimination von reaktiven Sauerstoffspezies

2.2.4 Divergierende Wirkungen von ROS - Ein dosisabhéangiger Effekt

Wenn die antioxidative Abwehr infolge exzessiver ROS-Produktion Gberwunden wird,
entsteht oxidativer Stress, der sich in der Oxidation biologischer Molekiile &uBert
(DREHER & JUNOD, 1995; CAI & HARRISON, 2000; ZALBA et al., 2000).

Reaktive Sauerstoffspezies und vor allem OH’ flhren zur Schadigung der zellularen

Erbinformation. Dieser genotoxische Einfluss bezieht sich im Wesentlichen auf die



Erzeugung von DNA-Strangbriichen (INOUE et al., 1987; HALLIWELL & ARUOMA, 1991;
DUELL et al., 1995), Beschadigung des Desoxyribose-Gerilistes (MARNETT, 2000) und
diverse Basenmodifikationen (SHACKELFORD et al., 2000).

Daneben werden bevorzugt die Fettsduren der Membranphospholipide oxidiert (MELLO
FILHO & MENEGHINI, 1985; MIN et al., 1999). Die entstehenden Lipid-Peroxylradikale
durchlaufen Kettenreaktionen in der Zellmembran, deren Endprodukte zytotoxische und
mutagene Eigenschaften haben kénnen (HERBST et al., 1999).

Eine Oxidation zellularer Proteine betrifft vorrangig die Sulfhydrylgruppen von Cystein-
resten und kann Uber eine Konformationsanderung sowohl zu Funktionsgewinn als
auch -einbuBe dieser Molekdle fihren (ALLEN & TRESINI, 2000).

ROS fiihren somit nach dem traditionellen Modell der stochastischen Zellschadigung
als Begleiterscheinung des aeroben Metabolismus durch ihre hohe Reaktivitat direkt
oder indirekt zu genomischer Instabilitdt und zellularer Dysfunktion (DART & SANDERS,
1988; HALLIWELL, 1991; HENSLEY et al., 2000; SHACKELFORD et al., 2000).

Zellen besitzen jedoch die Fahigkeit, ROS kontrolliert zu bilden und gezielt als
biologische Stimuli einzusetzen (ALLEN & TRESINI, 2000).

Es ist mittlerweile bekannt, dass ROS in viele wesentliche zellulare Signalwege, Pro-
zesse und Ereignisse modulierend eingreifen. Dazu z&hlen unter anderen die
Proliferation, Differenzierung, Apoptose, Transformation, Seneszenz, und Stress-
antwort als wichtigste Einflussbereiche von ROS (LANDER, 1997; FINKEL, 1999; MATES
et al., 1999; ALLEN & TRESINI, 2000; HENSLEY et al., 2000).

Eine der wesentlichen Wirkungen von ROS ist die Vermittlung und Verstarkung zur
Zellproliferation fuhrender mitogener Signale. Die Einwirkung von Zytokinen oder
Wachstumsfaktoren verursacht eine deutliche Zunahme der intrazellularen ROS-
Ausschuttung, die zur vermehrten Bildung von Lipidmediatoren und Freisetzung von
Calzium flhrt. Die Erhéhung des intrazelluldren Calziumspiegels aktiviert
Proteinkinasen, die mitogene second messenger wie cAMP produzieren (Suzuki et al.,
1997; BERK, 1999; MASUTANI, 2000).

Das zweite wichtige Element ist die reversible Hemmung von Proteinphosphatasen, die
eine verlangerte Phosporylierung von Tyrosin- und Serin-/Threoninresten in (Rezeptor-)
Tyrosinkinasen und Mitogen-aktivierten Proteinkinasen (MAPK) bewirkt (PUMIGALIA et
al., 1992; FINKEL, 2000; HENSLEY et al., 2000).

Daneben ist die Protoonkogenaktivierung durch ROS von grundlegender Bedeutung,
die im Fall des antiapoptotischen Transkriptionsfaktors NFkB unter anderem Uber die



verstarkte Degradation des inhibitorischen Faktors IkB ablauft (BAAS & BERK, 1995;
SPEIR et al., 1996; ALLEN & TRESINI, 2000).

Das Paradoxon zwischen Schaden und Nutzen von ROS fir Zellen, Gewebe und den
Organismus wird nur aufgeklart, wenn eine genaue Differenzierung zwischen
Radikalspezies, Zelltyp, Zeitpunkt der Einwirkung und vor allem Amplitude der ROS-
Produktion in Relation zur Ausstattung mit Antioxidantien erfolgt (IRANI, 2000). So
fihren exogene Radikale in toxischer Dosierung zur Apoptose (JOHNSON et al., 1996),
wahrend subtoxisch konzentrierte und endogene ROS eher Wachstumsarrest oder
auch Wachstumsmodulation bewirken kdnnen (BERK, 1999; MATES et al.,, 1999;
SHACKELFORD et al., 2000).

2.2.5 Wirkung von ROS als Signalmolekiile im kardiovaskularen System

ROS haben vielféltige Wirkungen auf Signalprozesse und kdnnen wie bereits erwahnt
auch in kardiovaskularen Zellen Wachstum und Apoptose Uber die Beeinflussung des
Ca®*-Spiegels, der Proteinphosphataseaktivitit und der Protoonkogenexpression
steuern (BAAS & BERK, 1995). Durch die oben beschrieben ROS-Generatoren und die
vielfaltigen antioxidativen Mechanismen findet sich in diesem System eine besonders
fein abgestimmte Redoxregulation, da bestimmte ROS wie z.B. NO' fiir die normalen
Zellfunktionen erforderlich sind und erst pathologische Stimuli zu oxidativem Stress,
Dysbalance und kardiovaskularen Erkrankungen fihren (WASSMANN et al., 2004).

O, und sein Dismutationsprodukt H.O. werden als Signalmolekiile angesehen, da
diese eine funktionelle Verbindung zwischen der Wachstumsfaktor-induzierten ROS-
Ausschittung und der nachfolgenden differentiellen Regulation intrazellularer
Signalwege herstellen (UsHIO-FUKAI et al., 1998). Es wurde gezeigt, dass
Superoxidanionen zu einer Stimulation der Extracellular-Signal-Regulated-Kinasen
(ERK 1/2, p42/44-MAPK) fihren, welche die Proliferation anregen (RAO & BERK, 1992;
BaAs & BERK, 1995; LIAO et al., 2000). H>O, induziert im Gegensatz dazu vorwiegend
die redox-sensitive p38-MAPK, wobei je nach Dosis und Dauer der Einwirkung
Proliferation, Wachstumsarrest oder Apoptose der Zellen resultiert (LI et al.,, 1997;
GRIENDLING & HARRISON, 1999; IRANI, 2000). Darlber hinaus involvieren die von H,O;
beeinflussten Signalwege eine Aktivierung der I6slichen Guanylatzyklase, von
Phospholipasen, Tyrosinkinasen, der Proteinkinasen A und C, aller anderen MAPK
(GRIENDLING & UsHIO-FukAl, 1998) und eine Beeinflussung der Expression zahlreicher
Gene (ALLEN & TRESINI, 2000).
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2.3 Steuerung der Proliferation durch den Zellzyklus

2.3.1 Das Zusammenspiel von CDKs und CDK-Inhibitoren im Zellzyklus

Der Teilungszyklus eukaryotischer Zellen setzt sich nach erfolgter Mitose aus der
Gap1- (G1-) Phase, der Synthese- (S-) Phase und der Gap2- (G2-) Phase zusammen
(ALBERTS et al., 1994), wie in Abb. 2.3 schematisch gezeigt wird.

Das heute gulltige Konzept des Zellteilungszyklus geht von einer standigen
engmaschigen Steuerung der einzelnen Phasen durch ein Ubergeordnetes Kontroll-
system aus, das mit dem restlichen intrazellularen Signalkontext in Verbindung steht
und je nachdem die Zellzyklustransitionen initiiert (WEINBERG, 1996).

|Me1'aphase-Checkpunk'r | UV-Strahlung Virusinfektion

lonis. Strahlung  Onkogene

ROS Gifte aller Art
DNA-Schaden Hitze

Hypoxie Nucleotidmangel

3

62/M-Checkpunkt

2

W@"@ o

— 61/5-Checkpunkt
UV-Strahlung Virusinfektion

lonis. Strahlung  Onkogene o
ROS Gifte aller Art < — —
DNA-Schaden Hitze oé

Hypoxie Nucleotidmangel pRb Rb E2F

Abbildung 2.3 Schema des Zellzyklus und verschiedener Einflussfaktoren

M — Mitosephase, G 0/1/2 — Gap 0/1/2, S — Synthesephase; CycA/B/D/E — Zykline; Cdk 2/4/6 — Zyklin-
abhangige Kinasen; p16/p21/p27/p53 — Inhibitoren der Zyklin-abhdngigen Kinasen; Rb -
Retinoblastomprotein, pRb — hyperphosphorylierte Form von Rb; E2F — Transkriptionsfaktor.

Bei diesem System handelt es sich um die evolutiv hoch konservierten Zykline (Cyc A-
H) und ihre Interaktionspartner, die Zyklin-abhangigen Kinasen (Cdk’s). Bestimmte
Zykline sind durch zeitlich genau gesteuerte Gentranskription und fein abgestimmten
Ubiquitin-mediierten Abbau zu bestimmten Phasen des Zellzyklus besonders aktiv.

Am G2/M-Ubergang wirkt vor allem der CycB-Cdk2-Komplex, welcher auch als
mitosepromovierender Faktor (MPF) bezeichnet wird (HARTWELL & KASTAN, 1994). Der
zentrale Kontrollpunkt ist jedoch der G1/S-Ubergang, an dem Komplexe aus D-Zyklinen
mit Cdk 2, 4, 5 oder 6 tatig sind (SHERR, 1995; SHACKELFORD et al., 2000).
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Diese Heterodimere phosphorylieren das Retinoblastomgenprodukt pRb, welches im
hypophosphorylierten Zustand fir die S-Phase bendtigte Transkriptionsfaktoren wie
E2F bindet. Nachdem der Kontrollpunkt passiert ist, kommt es zur Hyperphosphory-
lierung von pRb durch den CycE-Cdk2-Komplex, Abspaltung der gebundenen TF und
Einleitung der S-Phase (CHELLAPPAN et al., 1991; HARPER, 1993; WEINBERG, 1995).

Der komplex regulierte G1/S-Checkpunkt steht unter dem Einfluss der sogenannten
Cdk-Inhibitoren, von denen p53 als der bekannteste Tumorsuppressor im Zentrum
einer Kontrollmaschinerie steht, die auf eine Vielzahl zellschadigender Signale hin
aktiviert werden kann. Zu diesen zahlen eine Reihe zellularer Stressoren wie Hypoxie,
Hitze, Nukleotiddepletion, ionisierende oder UV-Strahlung, Einwirkung biologischer
oder chemischer Gifte, Virusinfektion und reaktive Sauerstoffspezies (ZHAN et al., 1993;
GRAEBER et al., 1994; NELSON & KASTAN, 1994; LEVINE, 1997; AGARWAL, 1998; EL-
DEIRY, 1998). Die Schadigung der Erbinformation wird von p53 wahrscheinlich nicht
selbst, sondern Uber die ATM- (Ataxia teleangiectatica mutated), und Chk-Kinasen
wahrgenommen (VOGELSTEIN et al., 2000). In der Folge flhren eine Azetylierung und
andere Mechanismen zu einer posttranslationalen Stabilisierung und dadurch zur
Verlangerung der Halbwertszeit des p53-Proteins (MAKI & HOWLEY, 1997; VOGELSTEIN
et al., 2000). Weiterhin wird die Aktivitdt von p53 durch Phosphorylierung und Bindung
an regulatorische Proteine gesteigert (AGARWAL, 1998). Das p53-Phosphoprotein erfullt
seine Hauptaufgabe, die Weitergabe geschadigter DNA zu verhindern, hauptsachlich
durch seine Eigenschaft als Transkriptionsfaktor und die Aktivierung der sogenannten
p53-response-Gene, zu denen u.a. Bax, GADD45, IGF-BP3, 14-3-36 und MDM2
gehéren (Ko & PRIVES, 1996; LEVINE, 1997).

Das am besten erforschte von p53 transaktivierte Gen kodiert flir den Cdk-Inhibitor
p21, der auch als wild type p53 activated fragment (WAF1), cdk-inhibiting protein 1
(CIP1) oder cdk associated protein (CAP20) bezeichnet wurde. Dieses Protein
assoziiert mit einer Vielzahl von Zyklin-Cdk-Komplexen und reguliert deren Aktivitat (EL-
DEIRY et al., 1993; HARPER et al., 1993; CHEN et al., 1996). Dadurch wird vor allem die
Kinasetatigkeit der Cdk’s am G1/S-Checkpunkt, die zur Hyperphosphorylierung von
pRb und E2F-Freisetzung fuhrt, unterbunden (Gu et al., 1993). Weitere mit p21
verwandte Cdk-Inhibitoren sind p16™* und p27¥"" (HUNTER, 1993; SHERR & ROBERTS,
1995; TANNER et al., 2000).

Zumindest p21 und p27 kdnnen durch Mitogene und TGFB auch p53-unabhangig
aktiviert werden und Ubernehmen dann z.B. Aufgaben bei der Regulation der ter-
minalen Differenzierung und Zellalterung (MICHIELI et al., 1994; MACLEOD et al., 1995).
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Durch das Zusammenwirken von p53 und den von ihm aktivierten Faktoren wird der
Zellzyklus sehr effektiv kontrolliert. Am G2/M-Kontrollpunkt werden die Unversehrtheit
der replizierten DNA und die Intaktheit des mechanischen Mitosespindel-/
Zentrosomenapparates tberprift. Die Aktivierung von p53 fuhrt durch die Funktion der
Cdk-Inhibitoren wie oben beschrieben zu einem unweigerlichen Wachstumsarrest.
Dieser dauert so lange, bis der DNA-Schaden entweder behoben ist oder die Apoptose
der Zelle eingeleitet wird (LEVINE, 1997).

Veranderungen des p53-Netzwerkes bilden die Grundlage von Erkrankungen wie
Ataxia teleangiectatica, FANCONI-Anamie und BLOOM-Syndrom (AGARWAL, 1998). Noch
zentraler ist die Rolle von p53 als Tumorsuppressorprotein, da p53 in 50% der
humanen Tumoren deletiert oder funktionslos und in den verbleibenden 50% eine der
anderen zentralen Komponenten der p53-Maschinerie mutiert ist (AGARWAL, 1998).
Diese Entkopplung des Zellzyklus stellt den entscheidenden Schritt fir eine maligne
Entartung des zellularen Wachstums dar und ist beispielsweise auch durch die
Mutation von Zyklin D1 (LOVEC et al., 1994) und E2F (SINGH et al., 1994) mdglich. Aber
auch far die Pathogenese von vaskularen Erkrankungen wird eine Beteiligung von p53
vermutet (GENG 1997). Es wurde herausgefunden, dass p53 vor allem in instabilen
athersklerotischen Plaques nachgewiesen werden kann (LAVEZzI et al., 2003). Dariber
hinaus filhrt der adenovirale Transfer von p53 in Plaques in Apolipoprotein E”-M&usen
zur Induktion einer Plaqueruptur (VON DER THUSEN et al., 2002).

Es ist bekannt, dass die p53-Aktivitdt vom intrazellularen Redoxstatus beeinflusst wird
(SHACKELFORD et al., 2000) und p53 selbst die ROS-Ausschittung in der Zelle gezielt
erhéht, um die Apoptose einzuleiten (JOHNSON et al., 1996; HAINAUT & MANN, 2001).

2.3.2 Der Einfluss von Krueppel-Faktoren auf die Gentranskription

Der Ablauf des Zellzyklus in Eukaryonten unterliegt der Steuerung und Kontrolle durch
eine Vielzahl von Transkriptionsfaktoren (TF) und ihre Koaktivatoren bzw.
Korepressoren. Die Klassifikation dieser TF bezieht sich auf das DNA-Bindungsmotiv,
wobei die Zinkfingerproteine, die basischen Helix-Loop-Helix-Proteine und die Leuzin-
Zipper-Proteine die drei wichtigsten Gruppen darstellen (ALBERTS et al., 1994).

Prinzipiell werden in Zinkfinger-TF mehrere fingerférmige Domanen durch Zinkatome
stabilisiert, die von vier bestimmten Aminosaureresten tetraederférmig koordiniert
werden (SHIELDS et al., 1996). Eine Untergruppe der Zinkfingertranskriptionsfaktoren
enthalt strukturelle Homologien zu dem Segmentierungsprotein Krippel in Drosophila
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melanogaster (SCHUH et al., 1986). In diesen sogenannten Krlippel-like factors (KLF)
finden sich 3 carboxyterminale Tandem-Zinkfinger, in denen die Zn?**-Atome durch 2
Cystein- und 2 Histidinreste cheliert werden (TURNER & CROSSLEY, 1999), wie in
Abbildung 2.4 dargestellt:

25 1

HOOC-N~ Y---NH,

Abbildung 2.4 Der Carboxyterminus eines Kriippel-like factors

a) Schematische Darstellung der Primarstruktur des Zinkfingers; b) Dreidimensionale Struktur des
CysqHis,-Zinkfingers — 2 antiparallele B-Faltblatter und eine a-Helix werden Uber ein Zn**-Atom raumlich
koordiniert; c) Dreidimensionale Darstellung des Carboxyterminus mit 3 Zinkfingern bei der Anlagerung
an die DNA; d) Schematische Darstellung der Bindung einer spezifischen GC-reichen DNA-Sequenz
durch die Zinkfinger (aus: ALBERTS et al., 1994)

Die bislang 16 bekannten humanen KLF sind mit dem ubiquitar exprimierten Faktor
SP1 (KADONAGA et al., 1987) verwandt und werden auch als SP1-like TF bezeichnet,
da sie zum Teil an CACCC-Boxen, die Erkennungssequenz flr SP1, binden kdnnen
(VAN VLIET et al., 2000). Der mit KLF1 bezeichnete TF ist EKLF, der 1993 von MILLER
und BIEKER aus erythroiden Blutzellen isoliert wurde. Dieses Protein bindet an die
CACCC-Box des B-Globingens und wird zur normalen Hamoglobinproduktion bendtigt
(PERKINS 1999; TURNER & CROSSLEY 1999; BIEKER 2001).

Der Gut-enriched Kriippel-like-factor (GKLF)/ Epithelial zinc finger protein (EZF)/ KLF4
ist der neben EKLF am besten untersuchte KLF und wurde von SHIELDS et al. 1996 als
der den zellularen Wachstumsarrest in Darmepithelien regulierende Faktor isoliert.
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Mittlerweile ist die GKLF-Expression auch in der Epidermis, den Schleimhauten des
restlichen Gastrointestinaltraktes (GARRET-SINHA et al., 1996), den méannlichen
Keimdrlsen, sowie im Thymus (PANIGADA et al., 1999), im GeféaBendothel (YET et al.,
1998) und in vaskularen glatten GefaBmuskelzellen (ADAM et al., 2000) nachgewiesen
worden. Der Einfluss dieses Transkriptionsfaktors auf Proliferation und Differenzierung
wurde allerdings am erfolgreichsten in Kolonepithelzellen und daraus abgeleiteten
Tumorzellreihen erforscht. GKLF findet sich vor allem entfernt von den basalen
proliferierenden Kryptenepithelien in den apikalen differenzierten Villuszellen (SHIELDS
et al., 1996). Das Protein ist auf Grund potenter Kernlokalisierungssignale im Zellkern
zu finden (GARRET-SINHA et al., 1996; SHIELDS & YANG, 1997). Als pleiotroper TF besitzt
GKLF eine N-terminale Aktivierungsdomane und eine im Zinkfingerbereich liegende
Repressionsdomane (GEIMAN et al., 2000). Die Bindung erfolgt an der Konsensus-
sequenz 5-%/x8/AGGC/tG®/1-3’ (SHIELDS & YANG, 1998).

Uber eine Suppression des Cyclin D1-Promoters (SHIE et al., 2000) und die mit p53
synergistische rapide Aktivierung des p21-Promoters nach ungezielter DNA-
Schadigung (ZHANG et al., 2000) wirkt GKLF in Darmepithelien als wichtiger negativer
Regulator des G1/S-Checkpunktes und flhrt proliferierende Zellen in einen
Wachstumsarrest (CHEN at al., 2001; YOON et al., 2002). Darlberhinaus konnte GKLF
als Tumorsuppressorgen in Kolon- und Osophagusepithelien etabliert werden, da seine
Herabregulation zu Hyperproliferation und vermehrter maligner Transformation (TON-
THAT et al., 1997; Luo et al., 2004) und eine Hochregulation durch IFNy zur
Tumorzellapoptose fuhrt (CHEN et al., 2000). Ferner konnte die Bedeutung von GKLF
bei der Kontrolle des G2/M-Checkpunktes gezeigt werden (YOON & YANG, 2004).
Inzwischen wurden komplexe positive und negative Interaktionen mit anderen KLF wie
mit IKLF/KLF5 im Darmepithel (DANG et al., 2002) und eine enge Verknipfung mit
Koaktivatorproteinen wie p300/CBP und den Histondeacetylasen HDAC 1 und 2
(GEIMAN et. Al., 2000; NoTI et al., 2005) nachgewiesen.

Auch die Differenzierung epidermaler Gewebe wird von GKLF ermdglicht, da ohne
diesen Faktor der kurz vor der Geburt von epidermal differenzierten Epithelien
gebildete Proteolipid-Schutzmantel der Haut génzlich fehlt, was zum Tod von KLF4"-
Knockout-Mausen flhrt (JENKINS et al., 1998; SEGRE et al., 1999).

Diese beispielhaft angeflhrten Befunde zeigen, dass GKLF in verschiedenen
embryonalen und adulten Geweben wichtige Differenzierungswege steuert und durch
die zentrale Stellung als Zellzyklusregulator und Mitglied des p53-Netzwerkes von
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Tumorsuppressoren auch fur die Kontrolle der Proliferation bzw. fir die Erméglichung
von Reparaturvorgdngen nach Einwirkung exogener Noxen essentiell ist.

Die Tatsache, dass GKLF in wachstumsarretierten Zellen am hdchsten exprimiert ist,
im gesunden GefaB in vivo fast nicht nachgewiesen werden kann und in Scherstress
ausgesetzten vaskularen Zellen wiederum eine gesteigerte Expression zeigt, legt eine
Bedeutung dieses Faktors fiir kardiovaskuléare Erkrankungen nahe (MCCORMICK et al.,
2001; Suzuki et al., 2005; vgl. Kap. 2.3.4). Fur andere KLF wie 2, 5 und 6 konnte
gezeigt werden, dass sie entweder bei der embryonalen Angiogenese oder der
Neointimaformation nach vaskuldren Verletzungen eine Rolle spielen (Suzuki et al.,
2005).

2.3.3 Die Inaktivierung von Transkriptionsfaktoren durch ld-Proteine

Im Folgenden soll auf ein anderes Netzwerk von Transkriptionsfaktoren eingegangen
werden, das aus ubiquitar exprimierten und gewebespezifischen Faktoren besteht und
in vielen Geweben in Proliferation und Differenzierung eingreift.

Es handelt sich dabei um das System der basic helix-loop-helix- (bHLH-) Proteine, das
zunachst in hamatopoetischen Zellen charakterisiert wurde (LANGLANDS et al., 1997).
Die dort gefunden E-Proteine binden in Enhancer-Elementen der Immunglobulingene
an so genannten E-Boxen mit der Konsensussequenz CA-NN-TG (BLACKWELL et al.,
1990). Erst spater wurde herausgefunden, dass diese Faktoren Teil eines viel weiter
reichenden multifunktionalen Netzwerks sind. Man unterscheidet mittlerweile zwischen
den ubiquitaren Klasse A E-Proteinen (E2-2, die E2A-Genprodukte E12 und E47, HEB)
und den gewebespezifischen Klasse B bHLH-Proteinen. Letztere steuern als myogenic
regulatory factors (MRF, z.B. MyoD, myf-5, MRF4/myf-6 und Myogenin) beispielsweise
die Differenzierung myogener Stammzellen zu Muskelzellen (PETROPOULOS &
SKERJANC, 2000). Daneben spielen bHLH-Transkriptionsfaktoren in der Hamatopoese,
neuronalen Differenzierung, pankreatischen Insulingenexpression sowie in der
Embryonalentwicklung eine Rolle (LANGLANDS et al., 1997).

Das gemeinsame Funktionsprinzip der bHLH-Proteine beruht auf der evolutiv
hochkonservierten N-terminalen Dimerisierungsdomane. Diese besteht aus zwei von
einem Spacer loop getrennten a-Helices und ermdglicht die Bildung funktionsféhiger
Homo- und Heterodimere, welche durch hydrophobe und elektrostatische
Wechselwirkungen stabilisiert werden und eine komplette DNA-Bindungsdoméne
besitzen (MURRE et al., 1989; BENEZRA et al., 1990). Je nach den am Dimer beteiligten
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bHLH-Faktoren ergeben sich Bindungspraferenzen fir bestimmte Enhancer oder
Promoter (LANGLANDS et al.,, 1997). Am Carboxyterminus befinden sich
Phosporylierungsstellen, die eine Modulation der Bindung durch verschiedene Kinasen
erlauben (CHU & KoHTz, 2000; NEUFELD et al., 2000).

Inhibitor of DNA-binding- (Id-) Proteine sind die dominant negativen Regulatoren des
bHLH-Systems. Diese Proteine vermissen die N-terminale basische DNA-Bindungs-
doméne und bilden bevorzugt mit den E-Proteinen Dimere, die die urspringliche
Funktion nicht mehr ausiiben kénnen (NORTON et al., 1998). Durch die Sequestrierung
von bHLH-Faktoren wirken |d-Proteine hemmend auf Differenzierungswege
verschiedener Gewebe (LANGLANDS et al., 1997). Die in terminal differenzierten
Geweben normalerweise niedrigen ID-Spiegel werden durch die Einwirkung von
Mitogenen stark stimuliert (BENEZRA et al., 1990; CHRISTY et al., 1991; LOVEYS et al.,
1996; NORTON & ATHERTON, 1998).

Mittlerweile ist gesichert, dass das bHLH-Netzwerk und die |d-Proteine als seine
Regulatoren auch direkt in die Zellzyklusmaschinerie eingebunden sind. So besitzt das
fir p21 kodierende Gen im Promoterbereich 3 E-Boxen, die der bHLH-Bindung dienen,
wodurch das p21-Gen p53-unabhangig aktiviert werden kann (PARKER et al., 1995;
PRABHU et al., 1997; PURI et al.,, 1997). Die Konsequenz einer Hemmung dieser
Wirkung ist ein beschleunigter G1/S-Ubergang und damit verstarkte Proliferation
(NORTON & ATHERTON, 1998). Auch eine direkte Interaktion von ld-Proteinen mit den
Faktoren der Retinoblastomproteinfamilie sowie die Regulation der Aktivitdt von 1d3
Uber eine C-terminale Phosporylierung von 1d3, z.B. durch verschiedene Cdk’s, sind
bekannt (NORTON & ATHERTON, 1998; FORREST et al., 2004'). Die genauen Modalitaten
der Zellzyklusbeschleunigung durch Id-Proteine sind also wahrscheinlich nicht nur
durch die Sequestrierung von bHLH-Proteinen zu erklaren, sondern auch auf ihre
zusatzlichen Funktionen zurlckzuflhren. Beispiele hierflr sind die Moéglichkeit einer
Zellimmortalisierung bzw. Einleitung der Apoptose bei Uberexpression von Id3 unter
bestimmten Umstanden und der Einfluss von ROS auf diese Prozesse (NORTON &
ATHERTON, 1998; TANAKA et al., 1998).

Auf Grund der durch Id3 ausgel6sten Dedifferenzierung und Anregung der Proliferation
ist auf Grund der Vergleichbarkeit der pathogenetischen Vorgange auch eine
Beteiligung dieses Faktors an kardiovaskuldren Erkrankungen wahrscheinlich, da diese
meist mit einer Dysregulation des Wachstums und der Differenzierung von GefaBzellen
einhergehen (siehe auch Kap. 2.3.4). In Experimenten mit Knockout-Mausen konnte

gezeigt werden, dass ein komplettes Fehlen von Id1 und |d3 zu einer gestdrten
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Neurogenese und Angiogenese mit der Folge einer letalen intrazerebralen
Hamorrhagie fihrt. Ist nur eines der vier Allele vorhanden, wird bemerkenswerterweise

eine stark reduzierte Tumorangiogenese beobachtet (LYDEN et al., 1999).

2.3.4 Die Bedeutung von GKLF und Id3 im kardiovaskuldren System

In einem Knockdown-Modell far Id1 und Id3 mittels small hair pin-RNA in HUVEC
wurde gezeigt, dass diese Proteine flir die Steigerung der Proliferation und die
Aktivierung der Endothelzellen durch den Vascular endothelial growth factor (VEGF)
bendtigt werden (SAKURAI et al., 2004). Erhdhte 1d3-Spiegel kénnen in frihen
atherosklerotischen Lasionen in VSMC nachgewiesen werden, einhergehend mit stark
erhdhten Proliferationsindices. Im Rahmen der weiteren Atherogenese kommt es zu
einer posttranskriptionellen Regulation im Sinne eines alternativen Splice-
Mechanismus, so dass sich in spaten atherosklerotischen Lasionen eine inaktive Form
von 1d3, bezeichnet als 1d3a, findet (MATSUMURA et al., 2001; FORREST et al., 20042).
Das Vorhandensein dieses Kompensationsmechanismus weist auf eine mdgliche
pathogenetische Rolle von 1d3 bei Erkrankungen mit erhéhter VSMC-Proliferation hin.
Nach einer Stimulation mit dem Platelet-derived growth factor (PDGF) wird GKLF in
VSMC hochreguliert und konnte als bedeutsamer Faktor bei der durch PDGF
ausgeldsten Dedifferenzierung identifiziert werden (LU et al., 2005). Uber einen
ahnlichen Mechanismus, die Repression des TGFB-control-elements (TCE), vermindert
GKLF  auch nach  TGFB-Stimulation die  Genexpression  spezifischer
Differenzierungsmarker wie Smooth muscle a-Aktin und Smooth muscle 22a (ADAM et
al.,, 2000). Wéahrend die Bedeutung von GKLF fir die VSMC-Differenzierung bereits
teilweise erforscht ist, ist sein Einfluss auf Proliferation und Uberleben dieser Zellen
bislang noch unklar.

In den Vorarbeiten der Arbeitsgruppe wurden mit Hilfe der Differential Display-Methodik
GKLF und 1d3 als redoxsensitive Gene in VSMC identifiziert. Es wurde unter anderem
herausgefunden, dass die GKLF-Expression durch Hydroxylradikale induziert wird,
jedoch nicht durch Superoxidanionen. Die Id3-Expression hingegen wird durch OH’
vermindert und durch O," erhdht. Eine Stimulation mit O,", Transfektion mit Id3 sense
oder Inhibition von GKLF fihren zu einer Zunahme der VSMC-Proliferation, einer
Hyperphosphorylierung von Rb und einer Abnahme der Expression von p21, p53 und
in geringerem AusmaB p27. Im Gegensatz dazu fihrt eine Stimulation mit OH’,
Transfektion mit GKLF sense oder Inhibition von 1d3 mit Antisense-Konstrukten zu
einer Abnahme des VSMC-Wachstums, einer Hypophosphorylierung von Rb und einer
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Zunahme der Expression der Cdk-Inhibitoren. Aus diesen Ergebnissen ergibt sich die
Auffassung, dass es in VSMC eine differentielle Wachstumsregulation durch reaktive
Sauerstoffspezies gibt, die Gber die Aktivitat von GKLF und 1d3 vermittelt wird.

Ferner folgt aus der Tatsache, dass der |d3-Promoter (YEH & Lim, 2000) Uber
potentielle Bindungsstellen fiir GKLF verfligt, die Mdglichkeit einer Beeinflussung der
Id3-Transkription durch GKLF. Diese Hypothese wurde durch Electrophoretic Mobility
Shift Assays (EMSA) untermauert, in denen gezeigt wurde, dass der
Konsensussequenz flir die GKLF-Bindung entsprechende Oligonukleotide spezifisch
an den |d3-Promoter binden.

2.4 Fragestellung und Ziel der Arbeit

Um weitere Erkenntnisse Uber die Bedeutung von GKLF und 1d3 im Zusammenhang
mit redoxsensitiven Signalwegen und Wachstumsprozessen in VSMC zu gewinnen,
wurde in der vorliegenden Arbeit folgenden Fragestellungen nachgegangen:

1. Wie wirkt sich eine Uberexpression von GKLF und 1d3 sense/antisense auf
Proliferation und Apoptose in VSMC aus?

2. Welche Signalwege mediieren die ROS-abhangige Expression von GKLF und Id37?

3. Gibt es Hinweise auf direkte Interaktion von GKLF mit Id3 auf transkriptioneller
Ebene?

Zur Beantwortung dieser Fragen dienten folgende experimentelle Ansatze:

1. Transiente Transfektion von VSMC mit GKLF, |d3, p53 und p21 sense/antisense,
anschlieBend Zellzahlungen, Apoptoseassays und RT-PCRs.

2. Stimulation von VSMC mit Hydroxylradikalen, Superoxidanionen, verschiedenen
Radikalscavengern und Signaltransduktionsinhibitoren und Uberpriifung der mRNA-
Level von GKLF und Id3 durch RT-PCRs und Northern Blots.

3. Zur Bestimmung der direkten Interaktion von GKLF und lId3-Promoter Transfektion
von VSMC mit pGL2-Id3-Promoter-Reporter-Konstrukten mit oder ohne GKLF
sense und Durchfiihrung von Luciferase-Assays.

19



3 Material und Methoden

3.1 Materialien

3.1.1 Verwendete Substanzen

1kb Plus DNA Ladder™ (Gibco BRL Life Technologies™, Karlsruhe, Deutschland)
2/B-Mercaptoethanol (Serva Feinbiochemica GmbH, Heidelberg, Deutschland)
2-Propanol (Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland)

5x First Strand Buffer (Gibco BRL Life Technologies™, Karlsruhe, Deutschland)

Aceton (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen, Deutschland)

Actinomycin D (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen, Deutschland)

a-[**P]-dCTP (ICN Biomedicals Inc.,Eschwege, Deutschland)

Aminoethylcarbazol (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen, Deutschland)
Ampicillin 5g (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim, Deutschland)

Ampuwa fiir Spiilzwecke (Fresenius, Bad Homburg)

Ammoniumacetat (Merck, Darmstadt, Deutschland)

Angiotensin Il (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen, Deutschland)

Anti-a-Actin (Monoklonal, murin) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen, Deutschland)
Atorvastatin (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen, Deutschland)

Bacto-Agar (DIFCO, Detroit, MI, USA)

Bovines Serumalbumin (BSA) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen, Deutschland)
Catalase (CAT, bovin) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen, Deutschland)

Cell Culture Lysis Reagent 5x (Promega)

Chloroform (Merck, Darmstadt, Deutschland)

Cholera Toxin (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen, Deutschland)
Cycloheximid (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen, Deutschland)

Denhardt’s Solution (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen Deutschland)
Diethylpyrocarbonat (DEPC) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen, Deutschland)
Dimethylsulfoxid (DMSO, reinst) (Merck, Darmstadt, Deutschland)
di-Natriumhydrogenphosphat (Merck, Darmstadt, Deutschland)

Diphenyliodonium (DPI) (Sigma-Aldrich GmbH Chemie, Deisenhofen, Deutschland)
Dithiothreitol (Sigma-Aldrich GmbH Chemie, Deisenhofen, Deutschland)

DNase I, RNase-free (10-50x1 03U/ml) (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim, Deutschland)
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM, without sodium pyruvate) (Gibco BRL)
Eisen-lll-chlorid (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen, Deutschland)

Elastase (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen, Deutschland)

Essigsaure zur Analyse (Eisessig) (Merck, Darmstadt, Deutschland)

Ethanol (Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland)

Ethidiumbromid (Merck, Darmstadt, Deutschland)

Ethylendiamidtetraessigséaure (EDTA) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen, Deutschland)
Ficoll 400 (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen, Deutschland)

Fotales Kélberserum(FKS) (Gibco BRL Life Technologies™, Karlsruhe, Deutschland)
Formaldehyd 37% (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen, Deutschland)
Formamid (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen, Deutschland)

Genistein (Calbiochem-Novabiochem GmbH, Bad Soden, Deutschland)

Glucose (D+) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen, Deutschland)

Glycerol (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen, Deutschland)

H,0, 30% (Merck, Darmstadt, Deutschland)

Hamatoxylin (Gill Nr.3) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen, Deutschland)
Kaliumacetat (Merck, Darmstadt, Deutschland)

Kaliumchlorid (Merck, Darmstadt, Deutschland)

Kaliumdihydrogenphosphat (Merck, Darmstadt, Deutschland)

Kollagenase Typ | (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen, Deutschland)
Lithiumchlorid (Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland)

L.M.P. Agarose (Low Melting Point) (Gibco BRL Life Technologies, Karlsruhe, Deutschland)
Lysozyme (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen, Deutschland)

Manganchlorid Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen, Deutschland)

Mannitol (D-) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen, Deutschland)

MAPTAM (Calbiochem-Novabiochem GmbH, Bad Soden, Deutschland)

20



Mineral oil (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen, Deutschland)

Mo-MLV Reverse Transkriptase (Gibco BRL Life Technologies™, Karlsruhe, Deutschland)
Morpholinopropane sulfonic acid (MOPS) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen, Deutschland)
Natriumazetat (Merck, Darmstadt, Deutschland)

Natriumchlorid (Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland)

Natriumhydroxyd-Platzchen (Merck, Darmstadt, Deutschland)

Nitrilotriacetic Acid (NTA) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen, Deutschland)
w-N-Nitro-L-Arginin (L-NNA) (Calbiochem-Novabiochem GmbH, Bad Soden, Deutschland)
Optimem | (Gibco BRL Life Technologies, Karlsruhe, Deutschland)

PCR-Nucleotide-Mix (10mM) (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim, Deutschland)
PCR-Reaction Buffer (10x) (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim, Deutschland)

PD 98059 (Calbiochem-Novabiochem GmbH, Bad Soden, Deutschland)

(pdN;s) Random Primer (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim, Deutschland)
PEG-Catalase (PEG-CAT) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen, Deutschland)
PEG-Superoxiddismutase (PEG-SOD) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen, Deutschland)
Penicillin/Streptomycin (Gibco BRL Life Technologies, Karlsruhe, Deutschland)

peqGold RNAPure (Peqglab, Erlangen, Deutschland)

peqGold dNTP-Mix 10 mM (Peglab, Erlangen, Deutschland)

peqGold Universal-Agarose (Peglab, Erlangen, Deutschland)

Pertussistoxin (PTX, 200pg/ml) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen, Deutschland)
Phenol:Chloroform:lsoamylalkohol 25:24:1 (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen)
Polyvinylpyrrolidone (PVP) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen, Deutschland)

Purin (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen, Deutschland)

Refobacin (40,80,120mg Gentamycinsulfat) (Merck, Darmstadt, Deutschland)

RNase A, DNase-free (500ug/ml) (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim, Deutschland)
RNasin (RNase Inhibitor) (Gibco BRL Life Technologies, Karlsruhe, Deutschland)

Salmon Sperm DNA (10,4mg/ml) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen, Deutschland)
Salzséaure (rauchend, 37%) (Merck, Darmstadt, Deutschland)

SB 203580 (Calbiochem-Novabiochem GmbH, Bad Soden, Deutschland)

Sodium Dodecyl Sulfate (SDS) (Serva Feinbiochemica GmbH, Heidelberg, Deutschland)
Streptavidin-Peroxidase-Conjugate (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen, Deutschland)
Superoxiddismutase (SOD, bovin) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen, Deutschland)
Superscript Il Reverse Transkriptase (Gibco BRL Life Technologies™, Karlsruhe, Deutschland)
Taq DNA Polymerase (5U/pl, mit 10xPuffer) (Roche Molecular Biochemicals)

Tiron (4,5-Dihydroxy-1,3-benzene-Disulfonsaure) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH)

Tris / Trizma Base (Tris-[hydroxy-methyl]-aminomethan) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH)
Tris-HCI (Tris-[hydroxy-methyl]-aminomethan-hydrochlorid) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH)
Trypsin-EDTA (Gibco BRL Life Technologies, Karlsruhe, Deutschland)

Trypsin-Inhibitor (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen, Deutschland)

Trypton/Pepton aus Casein (Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland)

Wortmannin (Calbiochem-Novabiochem GmbH, Bad Soden, Deutschland)

Xanthin (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen, Deutschland)

Xanthinoxidase (10U/ml) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen, Deutschland)
Xylene-Cyanol F (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen, Deutschland)

Yeast Extract (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen, Deutschland)

3.1.2 Puffer und L6sungen

3.1.2.1 Allgemein verwendete Puffer und Stammlésungen

50xTAE (2000 ml) 20xMOPS (1000 ml) 20xSSC (1000 ml)
484 g NaCl (4,14 M/I) 83,6 g MOPS (400 mM/I) 100,5 g NaCitrat (340 mM/I)
37,2 g EDTA (64 mM/l) 13,61 g Natriumacetat (166 mM/I) 175 g NaCl (3 M/)
116 ml Eisessig (10 mM/I) 7,45 g EDTA (25 mM/I) ad 11 mit A.dest.

(pH 8.4; ad 2l mit A.dest) (pH 8.0; ad 11 mit DEPC-H-0) (pH 7.0, autoklaviert)
10xPBS (1000 ml) 50xDenhardt’s Solution (500 ml)

80 g NaCl (1,37 M/I) 5 g BSA (15 mM/l)

2 g KCI (27 mM/I) 5 g Ficoll (25 mM/I)

2,4 g KH2PO4 (18 mM/I) 59 PVP (1 mM/l)

14,4 g Na2HPO4 (101 mM/I) (ad 500mI mit DEPC-Wasser

(pH 7.4) gelagert bei -20°C in 50ml-Aliquots)
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3.1.2.2 Speziell verwendete Puffer und Lésungen

Molaritaten der Stammlésungen sind Kapitel 3.1.2.1 zu entnehmen.

RNA-Gel:

RNA-Gel (100 ml)

1,2 g Universalagarose
92,5 ml DEPC-Wasser

5 ml 20 x MOPS

1,8 ml Formaldehyd 37%

Northern Blot:
Prahybridisierunglésung (500 ml)
250 ml Formamid

150 ml 20xSSC

25 ml 10% SDS

50 ml 50xDenhardt’s Solution

25 ml DEPC-Wasser

DNA-Gel:
DNA-Gel (100 ml)
1,2 g Universalagarose
100 ml 1x TAE-Puffer
4 pl Ethidiumbromid

Bakterienkulturmedien:
2*YT-Medium (1000 ml)
10 g NaCl (171 mM/I)

10 g Yeast Extract

16 g Trypton

(pH 7.5 ; autoklaviert)

Vorbereitung der RNA-Probe
10ug RNA, ad 10 pl mit DEPC-Wasser

+19 pl RNA-Ladepuffer: 10 pl Formamid

4,4 ul Formaldehyd 37%

2,5 ul 10x MOPS

2 ul RNA Loading Dye
0,1 pl Ethidiumbromid

Hybridisierungslésung (500 ml)
250 ml Formamid

150 ml 20xSSC

25 ml 10%SDS

75 ml DEPC-Wasser

DNA-Ladepuffer (10 ml)
3 ml Glycerol

7 ml Aqua dest

0,5g Xylen Cyanol F

LB-Medium (1000 ml)
10 g NaCl (171 mM/I)

5 g Yeast Extract

10 g Trypton

(pH 7.0 ; autoklaviert)

STE-Puffer (100 ml)
5,84 g NaCl (0,1M/1)
1,21 gTris (10mM/I)
0,29 g EDTA (1mM/1)
(ad 100 ml mit DEPC-
Wasser, pH 8.0)

TE/Elutionspuffer

10 mM/I Tris-HCI, pH 8.5

10 M/l Ammonium-Acetat-Lsg.

LargePrep:

Solution 1:  GET/Lysozym-Buffer (1000 ml)
9 g Glucose (50mM/1)
3,94 g Tris-HCI (25mM/I, pH 8.0)
2,92 g EDTA (10 mM/I, pH 8.0)
(Autoklaviert, gekuhlt)

Solution 2: NaOH/SDS-Alkaline-Lysis-Buffer
49 ml 1% SDS + 1 ml 10 N NaOH
(nicht gekdhlt, immer frisch)

Solution 3:  Kaliumacetatlésung (eisgekiihlt)

60 ml 5 M/l Kaliumacetat
12 ml Eisessig
28 ml Aqua dest.

3.1.3 Molekularbiologische Kits
Cell Death Detection ELISA™™YS (Roche)

One Shot INValphaF” Competent Cells (Invitrogen, Groningen NL)

Prime It [l Random Primer Kit (Stratagene, CA; USA)

QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, Hilden)

Quick gel extraxtion kit (Qiagen, Hilden)

TA Cloning Kit (Invitrogen, Groningen NL)
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3.1.4 Filter und Membranen

Hybond™-N Nylon Membran (Amersham-Pharmacia Biotech, Freiburg, Deutschland)
Whatman 3MM Chromatography Paper (Whatman International Ltd., Maidstone, UK)

3.1.5 Gerate und Zubehor

a) Aligemein:

@)
@)
@)

O O O O o

o 0O O O

Autoklav:
Gelfotospeicherung:

Heizblocke/Thermomixer:

Kontamaten:

Magnetriihrer:
pH-Meter:
Photometer:
Tischzentrifugen:

UV-Schirm:
Vortexer:
WeiBlichtschirm:
Waagen:

b) Zellkultur:

O O

O O O O O O

Brutschranke:
Elektroporator:

Lichtmikroskop:
Luminometer:
ELISA-Reader:
Wasserbad:
Workbenches:
Zentrifuge:

c) DNA / RNA:

O O O O

o

Autoradiografiefilm:

Bakterienbrutschrank:

Entwickler:

Inkubatoren/Schiittler:

Northern Blot:

PCR:

Stromquelle:
UV-Crosslinker:
Zentrifugen:

- Tuttnauer Systec 3050EL

- UVP Image Store 7500 (Ultra Violet Products, CA, USA)

- Eppendorf Thermomixer Comfort

- Boekel Industries Model 110001

- Unitek HB-130/

- ESM Contamat FHT 111M

- Berthold 3+y Monitor LB145

- IKA Combimac RCH (Janke und Kunkel, IKA Labortechnik)
- WTW pH-Meter 527 (WTW, Weilheim)

- Eppendorf Biophotometer 6131

- Heraeus Biofuge Pico

- Eppendorf Centrifuge 5415 C und D

- UVP Transilluminator7500 (Ultra Violet Products, CA, USA)
- Vortex Genie 2 (Scientific Industries)

- UVP White (Ultra Violet Products, CA, USA)

- Kern EW, Kern 770 (Feinwaage)

- Heraeus Hera Cell, Sanyo MCO 17 AIC

- Bio-Rad Gene Pulser® Il (Bio-Rad Laboratories, Miinchen)

- Einmalkuvetten (Bio-Rad Laboratories, Minchen)

- Olympus Ck2 (Olympus GmbH, Deutschland)

- Berthold Lumat LB 9507

- Microplate Reader Model 550 (Bio-Rad Laboratories, Minchen)
- GFL 1086 (Gesellschaft fiir Labortechnik, Burgwedel)

- Heraeus Hera Safe, Kojair Safety KR

- Heraeus Laborfuge 400R

- Hyperfilm™-MP High Performance autoradiography film
- Heraeus Kelvitron®
- Agfa Curix 60
- Innova 4000 Incubator Shaker
(New Brunswick Scientific Co. , NJ, USA)
- Heraeus Instruments Incubator Oven
- Hybaid Mini Oven
- Stratagene Push Column Beta Shield Device
- Strategene Nuctrap® Probe Purification Columns
(Stratagene, la Jolla, CA, USA)
- Perkin Elmer DNA Thermal Cycler
- GeneAmp™ thin-walled reaction tubes
(Perkin Elmer, Conneticut, USA)
- Biorad Power-Pac 300 (Bio-Rad Laboratories, Minchen)
- UV Stratalinker® 1800 (Stratagene, la Jolla, CA, USA)
- Heraeus Biofuge Fresco
- Napco Kihlzentrifuge 2019R
- Sigma Laborzentrifuge 1K15
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3.1.6 Software

Zur Fotographie von Gelbildern auf dem UV-Transilluminator und Blots auf dem
WeiBlichtschirm diente das Geldokumentationssystem Image Store 7500 von UVP (CA,
USA).

Die Bildbearbeitung erfolgte mit den Programmen Paint Shop Pro 5.0 und Adobe Photo
Deluxe 2.0 und beschréankte sich auf die Auswahl des Bildausschnittes sowie die
Beschriftung der Banden.

Alle densitometrischen Auswertungen von RNA-/DNA-Gelen bzw. Northern-Blots
wurden mit dem Programm Labworks™ Analysis Software von UVP (CA, USA) Version
3.0 durchgefiihrt.

Die statistische Auswertung der densitometrisch gemessenen integrierten optischen
Dichten der Banden erfolgte mit den Programmen Microsoft Excel 2003 und Graph Pad
Prism Version 3.02.

Die angegebenen Daten wurden als Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes
(SEM) angegeben, die statistische Signifikanz mittels des ANOVA-Testes bestimmt.
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3.2 Methoden
3.2.1 Zellkultur

3.2.1.1 Zellisolation

Die Isolierung glatter GefaBmuskelzellen (VSMC) erfolgte aus méannlichen Sprague-
Dawley-Ratten (Charles River Wega GmbH, Sulzfeld, Deutschland) im Lebensalter von
6-10 Wochen nach einer leicht modifizierten Methode von CHAMLEY-CAMPBELL et al.
(1979).

Das Tier wurde zunachst durch zervikale Dislokation getétet und die thorakale Aorta
steril explantiert. Das GefaB wurde dann in eiskalte phosphate buffered saline (PBS)
dberfihrt, welche 100 pg/ml Penicillin und Streptomycin enthielt, und vom
Bindegewebe befreit. Die enzymatische Dispersion fand in einem Gemisch aus
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM; Gibco BRL), 1,5 mg/ml Kollagenase Typ |,
0,5 mg/ml Elastase und 0,5 mg/ml Trypsininhibitor bei 37 °C statt. Nach Entfernung der
Adventitia wurde das GefaB in ca. 1 mm?® groBe Stiicke geschnitten und Giber mehrere
Stunden in der Enzymlésung inkubiert. Die Zellen wurden durch Zentrifugation mit 1000
rpom pelletiert und in DMEM mit 20 % Fetalem Kélberserum (FKS; Gibco BRL) und
Penicillin-/Streptomycin-Zusatz  Uberfiihrt. Danach erfolgte die Aussaat in
Gewebekulturflaschen. Da VSMC sich langsamer absiedeln als Endothelzellen und
Fibroblasten, wurde eine Umflllung des Mediums in neue Flaschen nach 5 Stunden
vorgenommen. Nach 5-8 Tagen folgte schlieBlich die Ablésung der Zellen durch

Trypsinierung und Verteilung auf Zellkulturplatten mit 10 cm Durchmesser.

3.2.1.2 Immunhistochemische Charakterisierung

Zundchst wurden die Uber einen Glasobjekttrager gewachsenen Zellen in einer
Ethanol/Aceton (1:1) — Lésung fixiert und fir 60 min mit bovinem Serumalbumin
inkubiert. Die Standardmethode zur immunhistochemischen Charakterisierung der
glatten GefaBmuskelzellen bzw. zum Ausschluss der Kontamination der Kultur mit
anderen Zelltypen wie Endothelzellen und Fibroblasten ist die antikbrper-vermittelte
Anfarbung des fur VSMC spezifischen a-Actins. Diese erfolgte durch Markierung des a-
Actins mit einem spezifischen Antikérper sowie nachfolgender Inkubation mit einem an
Peroxidase gekoppelten zweiten Antikdrper. Nach Zugabe eines Streptavidin-Biotin-
Konjugates (1:500 in PBS) sowie des Peroxidase-Substrates (0,32 mM Aminoethyl-
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carbazol, 0,00002 % H»O, in 50 mM Tris-HCI, pH 7.3) bildete sich ein
wasserunléslicher roter Farbstoff.
Nach Kerngegenfarbung mit Hamatoxylin und Einbettung der Praparate in Glycerin-

Gelatine wurde die lichtmikroskopische Auswertung durchgefihrt.

3.2.1.3 Kulturbedingungen

Die weitere Kultivierung der Zellen erfolgte in einer 5% CO. Atmospéare bei 37°C
ebenfalls mit DMEM, sowie unter Zusatz von 10 % FKS, 100 pg/ml Penicillin und
Streptomycin (Gibco) sowie 80 pg/ml Gentamycin (Merck).

Je nach Bedarf erfolgte die Passagierung auf 5 cm-, 10 cm- oder 15 cm-Kulturplatten:
Dazu wurde der Zellverband nach Mediumentfernung durch Trypsinierung (37°C, 3
Minuten, 2-4 ml Trypsin-EDTA) aufgel6st. Die Einzelzellen wurden in Kulturmedium
aufgenommen und flr 5 Minuten bei 1000 rpm zentrifugiert. Das Zellpellet wurde
resuspendiert und fraktioniert zur Subkultivierung ausgesat.

Alle Experimente wurden mit VSMC der 6.-16.Passage durchgefihrt.

Zur Untersuchung der Effekte von ROS, Scavengern und Signalwegsinhibitoren auf die
GKLF- und |d3-Expression in den Stimulationsreihen wurden die einschichtig konfluent
gewachsenen Zellen 12-24 Stunden durch Serumentzug in DMEM ohne FKS

(Hungermedium) wachstumsarretiert.

3.2.1.4 Transfektion

Die Transfektion ist ein molekularbiologisches Verfahren, um rekombinante DNA-
Sequenzen in Zielzellen oder Zielorganismen zu exprimieren. Man spricht von
rekombinanter DNA, nachdem ein gewiinschtes Gen in ein Trager-DNA-Molekiil,
welches als Vektor bezeichnet wird, kloniert wurde. Alle transienten
Transfektionsexperimente der vorliegenden Arbeit wurden mittels Elektroporation
durchgefuhrt. Die grundlegenden Arbeiten zu diesem Verfahren stammen von
NEUMANN et al. (1982).

Die Zielzellen wurden dazu in ein hypoosmolares Medium gegeben und mit der in den
Vektor klonierten DNA (vgl. Kapitel 3.2.4.4) in einer Elektroporationskivette in Kontakt
gebracht. Wahrend des folgenden kurzen Hochspannungsimpulses formierten sich in
der Zellmembran Poren im Nanometer-GréBenbereich, durch die die DNA in die Zelle

gelangte.
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Einschichtig konfluent gewachsene VSMC wurden durch Trypsinierung von den
Zellkulturplatten abgelést und durch Zentrifugation pelletiert. Die Resuspension erfolgte
nach Absaugen des Trypsins in PBS-Ldsung. AnschlieBend erfolgte die Zellzahlung in
einer Neubauerzahlkammer. Dabei wurden 10 ul der Zellsuspension unverdinnt in die
Kammer gegeben. Die Auszahlung eines groBen Eckquadrates entsprach einem
ausgezahlten Volumen von 0,1 pl. Das Ergebnis der Zahlung wurde mit dem Faktor
10000 multipliziert, um die Zellzahl in 1 ml zu erhalten. Zwischenzeitlich wurde die
Suspension mit den restlichen VSMC erneut durch Zentrifugation pelletiert. Das
Zellpellet wurde nun in Optimem (Gibco) resuspendiert, so dass sich als Konzentration
ca. 10° Zellen / 200p! Optimem ergaben. In den Elektroporationskiivetten (Bio-Rad)
wurden nun jeweils 200 pl Zellsuspension in Optimem mit 20 pug der Vektor-DNA flr 15
Minuten auf Eis in Kontakt gebracht. Nach einer Erwarmung fir 30 Sekunden auf 37°C
im Wasserbad erfolgte die Elektroporation bei 0,3 kV und 500 uF. Nach Inkubation bei
Raumtemperatur fur weitere 15 Minuten erfolgte die Ausplattierung gleicher Mengen
des Klvetteninhaltes auf 6 cm-Platten in DMEM mit 10 % FKS.

Die transfizierten Zellen wurden nach 48 Stunden durch Trypsinierung abgelést und
nach der Zentrifugation bei 1000 rpm fir 3 Minuten in 1 ml 1 x PBS resuspendiert.
AnschlieBend erfolgte eine Zellzdhlung nach dem geschilderten Muster.

Nach der Zellzahlung wurden die restlichen Zellen nach erneuter Zentrifugation fir 3
Minuten bei 1000 rpm entweder flr einen Apoptose-Assay oder Luciferase-Assay
angeimpft. Fir die Experimente, bei denen mittels RT und PCR die transkriptionellen
Level von |d3 und GKLF nach Transfektion untersucht wurden, wurde die RNA der
transfizierten VSMC nach dem in Abschnitt 3.2.3.1 beschriebenen Protokoll isoliert und
ein DNase-Verdau (3.2.4.6) durchgefihrt.

3.2.1.5 Apoptose-Assay

Die Apoptoserate von transfizieten VSMC wurde mit dem Cell Death Detection
ELISA™-System (Roche) ermittelt. Das Testprinzip beruht auf dem Nachweis
nukleosomaler Proteine, die bei der apoptotischen DNA-Fragmentierung entstehen.

Zunachst wurden nach Zellzahlung 10* transfizierte Zellen pro well auf einem 96-
wellplate ausgesat. Nach 24 Stunden Kultivierung wurde das Medium abgesaugt und
durch 200 pl Lysepuffer ersetzt. Nach der halbstindigen Lyse erfolgte eine
Zentrifugation fir 10 Minuten bei 1000 rpm (Napco 2019R). 20 pl des Uberstandes
wurden in Streptavidin-beschichtete Mikrotiterplatten Gberflhrt. Die Inkubation mit 80
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ul/well des Immunoreagenz (Inkubationspuffer, Anti-Histon-Biotin-Antikérper, Anti-DNA-
POD-Antikérper im Verhaltnis 18:1:1) auf dem Schuttler dauerte 120 Minuten. Nach
dreimaligem Waschen wurden 100 pl der ABTS-Lésung (Peroxidase-Substrat)
hinzugegeben und die Farbentwicklung in den nachsten 5 bis 20 Minuten bei 405 nm
im Microplate-Reader bestimmt. Als Positivkontrolle diente ein im Kit enthaltener DNA-
Histon-Komplex, als Negativkontrolle zur Nullwertbestimmung Inkubationspuffer.

3.2.1.6 Luciferase-Assay

Prinzipiell wird in Luciferase-Assays das Firefly-Luciferase-Gen als Reportergen fiir die
Expressionsrate vorgeschalteter Promoterkonstrukte verwendet. Zur Durchflhrung
dieser Assays wurden VSMC mit dem Vektor pGL2 basic (Vgl. Abbildung 3.6) und mit
aus ihm hergestellten Reporterkonstrukten (vgl. Abschnitt 3.2.4.4) transfiziert.

Nach 48 Stunden Wachstum wurde das Kulturmedium abgesaugt und eine Waschung
der Kulturplatten mit 1 x PBS durchgefihrt. Nach Zugabe von 500 pl 1 x Cell Culture
Lysis Reagent (CCLR, Promega) erfolgte die Ernte mit einem Zellschaber. Nach
grandlichem Vortexen wurde durch einminttige Zentrifugation mit 12000 rpm (Heraeus
Biofuge Pico) Zelldebris pelletiert und verworfen. Der Uberstand wurde bei -80°C
aufbewahrt oder direkt experimentell genutzt.

Dazu wurden 20 pl des aus Transfektionsexperimenten gewonnenen Zellysates und 80
ul des Luciferase Assay Reagenzes (Promega) durch Pipettieren in einem
Luminometerréhrchen gemischt und die mit Beginn der Reaktion entstehenden
Leuchtsignale zu verschiedenen Zeitpunkten flr jeweils 10 Sekunden in einem
Luminometer bestimmt. Als Einheit wurde RLU (=Relative Luciferase Activity Units)
ausgegeben, wobei die gemessene Firefly Luciferase-Aktivitat auf die standardisierte
Renilla Luciferase-Aktivtat bezogen wurde. Als Hintergrundskontrolle diente ein leeres
Luminometerrdhrchen und als Leerwert ein Gemisch von 20 pyl CCLR und 80 ul
Luciferase Assay Reagenz.

3.2.2 Zellstimulation

3.2.2.1 Stimulation mit Sauerstoffradikalen

Reaktive Sauerstoffspezies wurden in den GefédBmuskelzellen nach folgenden
Verfahren generiert: Als Hydroxylradikal- (OH’) -erzeugendes System wurde das
FENTON-Reagenz (vgl. Kap. 2.2.1) verwendet, das als potenter Erzeuger von
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Hydroxylradikalen gilt (STADTMAN, 1990; DUELL et al., 1995; MIN et al., 1999). Dazu er-
folgte die Stimulation der VSMC mit 100 puM/I H2O2, 10 uM/I Fe(III)-Cls und 20 uM/I
NTA. Superoxidanionen (O2") wurden direkt Uber Zugabe von 1,6 * 10° U/ml
Xanthinoxidase (XO) aus 100 uM/I Purin gewonnen (KLONER et al., 1989; MAKI et al.,
1992; RAO & BERK, 1992; DREHER & JUNOD, 1995;). Indirekt erfolgte eine Stimulation
mit 1 pM/I Angiotensin Il, das Uber Aktivierung der membranassoziierten NADPH-
Oxidase die Bildung von O," bewirkt (GRIENDLING et al. 1994, BAAS & BERK 1995,
ZAFARI et al. 1998). Jede Stimulation mit ROS wurde Uber drei Stunden durchgefiihrt.

3.2.2.2 Stimulation mit Radikalscavengern

Die Elimination extra- und intrazellularer Sauerstoffradikale erfolgte durch Zugabe von
Antioxidanzien bzw. Radikalfangern (Scavengern).

Dabei wurden D-Mannitol (20 mM/l), Catalase (100-500 U/ml) und Polyethylenglykol-
gekoppelte Catalase (PEG-CAT, 100-200 U/ml) verwendet, um Hydroxylradikale zu
binden.

Superoxidanionen wurden direkt mit Hilfe von Superoxiddismutase (100-500 U/ml),
PEG-SOD (100-200 U/ml) und Tiron (4,5-dihydroxy-1,3-benzene-Disulfonsaure; 10
mM/l) abgefangen. Indirekt wurde der NADH-/NADPH-Oxidase-Komplex durch
Diphenyleniodonium (DPI, 10 uM/l) unspezifisch gehemmt, um die O,"-Bildung zu

unterbinden.

3.2.2.3 Stimulation mit Signaltransduktionsinhibitoren

Bei der Untersuchung der zur Regulation von GKLF und 1d3 beitragenden
Signaltransduktionsmechanismen wurden verschiedene Signalwege in der Zelle
blockiert und die GKLF- bzw. |d3-Expression auf mMRNA-Ebene untersucht.

Dabei dienten in jeder Stimulation mit 1 pl/ml Hungermedium Dimethylsulfoxid (DMSO),
dem Lésungsmedium der meisten Inhibitoren, inkubierte VSMC als Kontrolle. Zur
Kontrolle der Wirksamkeit der ROS-Stimulation gab es in jeder Stimulationsreihe
Zellen, die lediglich mit OH" oder O™ stimuliert waren. Die Stimulation mit Inhibitoren
erfolgte immer in Form von Parchen und dabei mit dem Inhibitor alleine oder dem
Inhibitor und den entsprechenden reaktiven Sauerstoffspezies nach halbstindiger

Vorinkubation des Inhibitors.
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Ein Uberblick (iber die verwendeten Inhibitoren gibt Tabelle 3.1:

Inhibitor Konzentration . . Literaturangabe
S . , Wirkmechanismus

Molekllgewicht |Lésungsmittel

Actinomycin D |20 pg/ml DNA-Komplexbildner und Inhibitor der Wu & Yung,

1255Da =15 uM/I [RNA-Polymerase: Transkriptionsblocker 1994
DMSO und RNA-Synthese-Hemmstoff.

Atorvastatin |10 pMW/I HMG-CoA-Reduktase-Inhibitor mit Wassmann
Ampuwa |antioxidativen Effekten[ et al., 2002

Cholera Toxin|10 n\W/I Erhéhung des intracellularen cAMP-Spiegels |Gill & Meren,

87kDa Ampuwa  [durch das Exotoxin v. Vibrio cholerae, das die|1978

ADP-Ribosylierung des Gsa-Proteins bewirkt.

Cycloheximid |10 pg/ml Translokase- und damit Translationshemmer, [Obrig

281Da =35 uM/l  |der zu Wachstumsstillstand fihrt und die etal., 1971
DMSO Apoptose fordert. [ \I

Genistein 0,2 uMi Tyrosinkinaseinhibitor, ATP-Kompetitor. Akiyama et

270Da DMSO | [ \I et al., 1987

LNNA 10 uMl Spezifischer Hemmstoff der NO-Synthase.  |Pou

220Da Ampuwa | l \I et al., 1992

MAPTAM 20 p\Wl Potenter extra- und intrazellularer pH- Lefkowith

618Da DMSO unabhangiger Calciumchelator. \I etal., 1992

PD98059 10 uWl Spezifischer Hemmstoff der p42/p44-(ERK)- |Alessi

267Da DMSO Mitogen-aktivierten Proteinkinase. | et al., 1995

Pertussistoxin|200 ng/m| |Exotoxin aus Bordetella pertussis, das die Hewlett

117 kDa = 1.7 nM/I |ADP-Ribosylierung des Gi-Proteins bewirkt  |et al., 1983
Glycerol  |und die Hemmung Adenylylzyklase verhindert.

SB203580 10 uM/l Spezifischer Hemmstoff der p38-MAPK und |Cuenda

377Da DMSO MAPKAP kinase-2, jedoch nicht von ERK/JNK et al., 1995

Wortmannin |0,1 uM/I Inhibition der PI3-Kinase und Akt-Signaltrans- |Bai

428Da DMSO duktion, Verstarkung d. proapoptotischen et al., 1999

Effekte zellularer Stressoren. \I

Tabelle 3.1 Uberblick iiber die verwendeteten Signalwegsinhibitoren

3.2.3 RNA

3.2.3.1 Gesamt-RNA-Isolation

Die Isolation der RNA aus VSMC erfolgte 3 Stunden nach der Stimulation mit ROS,

Scavengern oder Inhibitoren bzw. 48 Stunden nach Transfektion.

Dabei wurde nach folgendem Procedere vorgegangen:

Nach grindlicher Absaugung des Kulturmediums wurden die Zellen mit 1 ml RNA-Pure
(Peglab) lysiert, mit einem Zellschaber geldst und in ein Eppendorfgefal tberfihrt. Die
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Proteine wurden durch Zugabe von 300 pl Chloroform entfernt. Bei der anschlieBenden
Zentrifugation bei 4 °C fir 15 min mit 14000 rpm bildeten sich 3 Phasen aus, von denen
die wassrige Oberphase in ein neues Eppendorfgefal3 tberfihrt wurde. Nach der
Zugabe von 400 ul eisgekihltem Isopropanol wurde die Probe flir mindestens 1 Stunde
auf -20°C gekihlt und anschlieBend fir 30 min bei 4°C mit 14000 rpm zentrifugiert. Der
Uberstand wurde abgesaugt und das Pellet in 300 pl eisgekiihltem Ethanol (70 % in
DEPC-Wasser) gewaschen. Eine letzte Zentrifugation bei 4°C far 15 min mit 14000
rom pelletierte die gewaschene RNA erneut. Nach grindlichem Absaugen des
Uberstandes erfolgte das Trocknen des Pellets bei Raumtemperatur fiir mindestens 30
min. SchlieBlich wurde die isolierte Gesamt-RNA in 15-30 ul DEPC-H>O grindlich
resuspendiert und am UV-Photometer quantifiziert.

3.2.3.2 RNA-Gel

Auf dem RNA-Gel wurden jeweils 10 ug der isolierten Gesamt-RNA aufgetragen, die
mit 19 pl RNA-Ladepuffer versetzt und fir 10 Minuten auf 65°C erwarmt worden waren.
Die Elektrophorese erfolgte fur 60 min bei 90 V in 1 x MOPS als Laufpuffer. Durch die
Anfarbung mit dem interkalierenden Farbstoff Ethidiumbromid konnte die RNA
anschlieBend auf dem UV-Transilluminator sichtbar gemacht und fotografiert werden
(vgl. Abb. 3.1).

[Tl weewewwewwww

Abbildung 3.1 Reprasentatives RNA-Gel einer Stimulationsreihe

3.2.3.3 Northern Blot

Die Northern-Blot-Technik stellt eine Methode zum quantitativen Nachweis von
Expressionsunterschieden von Genen dar.

Um eine Vergleichbarkeit der Banden zu erreichen, wurden alle Proben auf die 18S-
Bande des RNA-Gels normalisiert. Die Expression des untersuchten Gens in Ruhe
wurde bei der spateren Auswertung als 100%-Wert eingesetzt.
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1. Uberfiihren der RNA auf eine Hybond™N — Membran:

Vom fotografierten RNA-Gel wurden Uberschissige Teile groBflachig abgeschnitten
und verworfen. Das verbleibende Gelstlick wurde umgedreht und in einen Kapillarblot
eingesetzt (nach SAMBROOK et al., 1989).

Die RNA diffundierte durch die Sogwirkung des Blots Uber Nacht nach oben auf die

Hybond™

N-Membran. Am folgenden Tag wurde die RNA durch UV-Exposition fur 30
Sekunden in einem UV-Crosslinker (Stratagene, la Jolla, CA, USA) mit der Membran
quervernetzt. Die Qualitdt des Blots lieB sich wiederum im UV-Durchlicht beurteilen

(vgl. Abb. 3.2):

Abbildung 3.2 Reprasentatives Bild einer Hybond-Membran nach dem Blotvorgang

Die Membran wurde luftdicht versiegelt und bei -20°C aufbewahrt oder sofort

verwendet.

2. Radioaktive Markierung der cDNA-Sonde und Hybridisierung

Zur Gewinnung der bendétigten Mengen an copy-DNA (cDNA) von GKLF und Id3 sense
wurde nach dem in Abschnitt 3.2.4.5 beschriebenen Prinzip vorgegangen.

Die cDNA wurde nach der Methode des ,random prime labelling® (FEINBERG und
VOGELSTEIN, 1983) mit a-[**P]-dCTP radioaktiv markiert. Dazu wurde das Prime It Il
Random Primer Kit (Stratagene, la Jolla, CA; USA) verwendet.

Zunachst wurde das Lowmelt-Gelstlick mit der gewlinschten cDNA flir 10 min bei 70°C
geschmolzen. 5 ul der cDNA, 19 ul DEPC-Wasser und 10 pyl Random Primer wurden
fir 5 Minuten auf 95°C erhitzt. Dann erfolgte die Zugabe von 10 ul dCTP-Puffer und 5
ul o-[*P]-dCTP sowie 1 pl Exo-Klenow Polymerase (5 U/ul). Die Reaktion fand 20
Minuten lang bei 37°C statt und wurde durch Zugabe von 2 pul Stop-Mix beendet. Die
Sonde wurde auf eine mit 100 pl STE-Puffer equilibrierte NucTrap-Saule (Stratagene)
gegeben und durch die Filtersédule gepresst. Uninkorporierte radioaktive Nukleotide
banden an das Saulenmaterial, so dass der unspezifische Hintergrund vermindert
wurde. Die radioaktive Sonde wurde in einem EppendorfgefaB mit 100 pl Salmon
Sperm DNA (ssDNA, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, vorher fir 5 min bei 95°C

denaturiert) aufgefangen und die Saule nochmals mit 100 pl STE-Puffer durchgespdlt.
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Das Gemisch aus Sonde und ssDNA wurde dann fir 5 min auf 95°C erhitzt und im
Anschluss in 10 ml 42°C warme Hybridisierungslésung gegeben.

Die Prahybridisierung der Hybond™ N Membran erfolgte in einer Réhre mit 10 ml
Prahybridisierungsldsung und 100 pl fir 5 min bei 95°C denaturierter ssDNA bei 42°C
fir mindestens 1 Stunde.

Nach Verwerfen dieser Lésung erfolgte die eigentliche Hybridisierung durch Zugabe
des Gemisches aus Hybridisierungslésung und radioaktiver Sonde und Inkubation bei
42°C Uber Nacht. Dabei band die radioaktiv markierte DNA an die zu ihr
komplementare RNA-Sequenz auf der Membran.

Im Anschluss wurde die Membran 2 x 10 Minuten mit 2 x SSC-Lésung bei 50°C
gewaschen. Nach Versiegelung in einer Plastiktlte wurde sie in eine
Autoradiografiekassette gelegt und mit einem Film zunéchst fiir 24 Stunden belichtet.
Beim Entwickeln zeigten sich Banden, deren Intensitat proportional zur Menge der
mMRNA des untersuchten Gens auf dem RNA-Gel war (vgl. Abb. 3.3):

LR LBBEBEses

Abb. 3.3 Reprasentativer Ausschnitt eines Autoradiografiefilms nach Northern Blotting

3.2.3.4 Reverse Transkription

Die Mo-MLV-RT (Reverse Transkriptase des Moloney Stammes des murinen
Leuka@mievirus, Gibco BRL) und Superscript Il (eine Variante der Mo-MLV-RT ohne
Ribonuklease H-Aktivitat, Gibco BRL) wurden dazu verwendet, aus 2 ug der Gesamt-
RNA stimulierter oder transfizierter Zellen copy-DNA herzustellen. Als Primer wurden
dabei 100 pmol zufallige Hexamere verwendet. Der Ansatz sah wie folgt aus:

2 ug Gesamt-RNA (ad 5 pl mit DEPC-Wasser) wurden mit 1 pl Random Primer fir 5
Minuten auf 95°C gebracht, wobei die Sekundarstrukturen der RNA denaturierten und
die Primer banden. Nach 5 Minuten AbklUhlung auf Eis erfolgte die Zugabe des
Mastermixes (5,5 pl DEPC-Wasser + 4 pl 5 x First Strand Buffer + 1,5 pl dNTP 10 mM
+1,5uDTT 0,1 M + 0,5 pl RNasin + 1 pl Enzym) und die Inkubation der Reaktion fir 1
Stunde bei 42°C. Eine Erhitzung des Ansatzes auf 70°C fiir 10 Minuten inaktivierte die
Reverse Transkriptase.
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3.2.4 DNA
3.2.4.1 DNA-Gel

Die DNA-Gelelektrophorese erfolgte in 1 x TAE als Laufpuffer bei 90 V fir 1 Stunde.
Als DNA-Langenstandard dienten dabei jeweils 5 pl 1kb Plus DNA Ladder (Gibco
BRL). AnschlieBend erfolgte die Beurteilung der Banden auf dem UV-Transilluminator
und Gel-Fotografie mit Hilfe des Image Store 7500 Systems (UVP).

3.2.4.2 Semiquantitative PCR und Primer

Die Entdeckung thermostabiler DNA-Polymerasen Anfang der Achtziger Jahre (MULLIS
KB et al., 1986) bildete die Grundlage der Polymerase-Kettenreaktion (PCR).
In der vorliegenden Arbeit wurde die PCR dazu verwendet, Fragmente von GKLF und
Id3 nach Stimulation von VSMC mit Radikalen, Scavengern und Inhibitoren oder nach
Transfektionsexperimenten aus der durch reverse Transkription (RT) gewonnenen
cDNA zu amplifizieren. Expressionsunterschiede dieser beiden Gene lieBen sich dann
auf einem DNA-Gel beurteilen und densitometrisch bestimmen.
Die Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) als nicht reguliertes
Housekeeping-Gen (SOLCH et al., 1996) wurde zur Kontrolle ebenfalls aus jeder RT
amplifiziert.
Standardmé&Big kamen zu 2 pl RT-Produkt 48 pul Mastermix (1 pl Forward Primer, 1 pl
Reverse Primer, 1 pl dNTP-Mix, 5 ul 10 x Reaction Buffer, 1 U bzw. 0,2 pul Tag DNA
Polymerase, 39,8 ul Ampuwa) und 1 Tropfen Mineralél als Verdunstungsschutz.
Ein typischer PCR-Lauf enthielt folgende Schritte:

- Initialer Denaturierungsschritt fir 5 min bei 95°C

- PCR-Zyklus aus 60 sec bei Primer-Annealing-Temperatur (s.u.), 90 sec bei 72°C

(Tag-Polymerase-Arbeitstemperatur) und 60 sec bei 95°C (Denaturierung)

- Nach Ablauf der eingestellten Zyklenzahl 10 min bei 72°C

- AbschlieBend Abkulhlung auf 4°C (Ende des Laufes)
Fir GAPDH-PCRs wurden 23 Zyklen bei 57°C Primeranlagerungstemperatur
verwendet, fur GKLF 26 Zyklen bei ebenfalls 57°C und fir 1d3 26 Zyklen bei 54 °C.
Folgende Oligonukleotide wurden als Primer fir PCRs nach Stimulationen verwendet:
1. GKLF-PCR (PCR-Fragment 691 bp):

GKLF sense: 5-CAA CGA CCT CCT GGA CCT AGA-3’ (100 pmol/l)

GKLF antisense: 5-TTC CTC GGG ACT CAG TGT AGG-3" (100 pmol/l)
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2. 1d3-PCR (PCR-Fragment 237 bp):
Id3 sense: 5’-CGA CAT GAA CCA CTG CTA CTC-3' (50 pmol/l)
|d3 antisense : 5-GGT CAG TGG CTA AAG CTG CTC-3’ (50 pmol/l)
3. GAPDH-PCR (PCR-Fragment 220 bp):
GAPDH sense: 5-CGG AAT TCC GGA AAC CCT GGA CCA CCC AGC CCA G-
GAPDH as.: 5-GCT CTA GAG CGA GGG TGC AGC GAACTT TATTGAT-3
Alle Primer wurden von der Firma MWG-Biotech (Ebersberg, Deutschland) bezogen.

3.2.4.3 Plasmidvermehrung in E.coli

3.2.4.3.1 Bakterienkultur
Zur Vermehrung der far Transfektionen und Klonierungen benétigten Plasmide dienten

ausschlieBlich kompetente E.coli (Invitrogen), die in obigen Kulturmedien angeimpft
und auf einem Innova 4000 Incubator Shaker (New Brunswick Scientific Co.) horizontal
geschdittelt wurden.

Zur Anlage von Glycerolstocks wurden 500 pl Bakteriensuspension mit demselben
Volumen an Glycerol versehen, in flissigem Stickstoff kurz schockgefroren und dann
bei -80°C dauerhaft aufbewahrt.

Das GieBBen von Nahragarplatten wurde durchgeflihrt, indem vor dem Autoklavieren zu
obigen Medien 15 g/l Bacto-Agar (Difco) gegeben und das Gemisch in abgeklhltem
Zustand zum Erharten in 100 mm Bakterienkulturplatten gegossen wurde.

Dabei wurden die Platten zur Selektion jeweils mit dem Antibiotikum versehen, gegen
die der verwendete Stamm eine Resistenz durch Transformation mit Plasmiden
gewonnen hatte. In den meisten Fallen handelte es sich dabei um Ampicillin, das bei

einer Konzentration von 100 pg/ml wirksam ist.

3.2.4.3.2 Transformation

Zur Transformation wurden One Shot INValphaF~ Competent Cells (Invitrogen,
Groningen NL) verwendet.

Zunéachst wurde ein 50 pul Aliquot der bei -80°C in Glycerol gelagerten kompetenten
Bakterien auf Eis aufgetaut. 50-100 ng der gewlnschten Plasmid-DNA wurden
hinzugegeben, ferner 1 pl einer 1 M Mercaptoethanollésung. Danach erfolgte die
Inkubation dieses Ansatzes fir 30 Minuten auf Eis (Anlagerung der Plasmide an die
Bakterienwand). AnschlieBend erfolgte ein 45-seklndiger Hitzeschock im Wasserbad
bei 42°C. Nach einer 90-sekiindigen Abklhlung auf Eis wurden 250 ul SOC-Medium

(im Kit enthalten) hinzugegeben und der Ansatz bei Raumtemperatur fir 1 Stunde mit
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220 rpm inkubiert. SchlieBlich erfolgte das Ausplattieren auf 100 mm Agarplatten, die
mit dem entsprechenden Antibiotikum, fir das durch die Transformation eine Resistenz
erworben wurde, versehen worden waren. Dabei wurde eine Platte nur mit SOC-
Medium beimpft (AusschluB der Kontamination mit resistenten Fremdbakterien), die
anderen mit 50 pl- bzw. mit 100 pl-Chargen des Transformationsansatzes.

Nach erfolgreicher Transformation wurden Glycerolstocks nach dem oben angeflihrten
Verfahren hergestellt und Einzelkolonien zur weiteren Vermehrung in gréBere
KulturgefaBe Uberimpft.

3.2.4.3.3 Mini-Prdparation von Plasmid-DNA

Das Verfahren der Plasmid-Mini-Préparation dient zur Isolierung von transformierten
Plasmiden aus E.Coli. Es wurde das QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, Hilden)
verwendet. Nach erfolgreicher Transformation wurden einzelne Kolonien mit
abgeflammten Osen aufgenommen und in 6-8 Bakterienkulturrdhrchen gegeben, in
denen sich je 3 ml 2*YT-Medium mit 100 pg/ml Ampicillin befanden. Diese wurden flr
12-18 Stunden mittels Ruttler bei 37°C und 250 rpm inkubiert. Die eigentliche
Praparation erfolgte nach dem Protokoll des Herstellers. Die Menge an isolierter
Plasmid-DNA wurde mittels UV-Photometer Gberpruft.

3.2.4.3.4 Large-Prep

Die large scale plasmid preparation ist eine Methode zur Gewinnung groBer Mengen
an Plasmid-DNA. Verwendet wurde ein Protokoll von BIRNBOIM & DoLY (1979):

Die Uber Nacht in 400ml 2*YT-Medium (100 pg/ml Ampicillin) angewachsenen
Bakterien wurden zunéachst durch Zentrifugation (10 min, 4°C, 4500 rpm) pelletiert und
zum Waschen in STE-Puffer resuspendiert. Nach erneuter Pelletierung durch
Zentrifugation erfolgte die Bakterienwandlyse in 10 ml Solution 1 und 1 ml frischer
Lysozymlésung. Durch Zugabe von 20 ml Solution 2 und 15 ml Solution 3 (dann auf
Eis) erfolgte die alkalische Lyse der Bakterienbestandteile und Ausfallung der
genomischen DNA, die durch einen weiteren Zentrifugationsschritt pelletiert wurden.
Der gefilterte Uberstand enthielt nun die Plasmidringe und wurde ebenfalls zentrifugiert.
Das Pellet wurde in 1 ml Elutionspuffer (TE-Puffer) resuspendiert, und mit 1 ml 5 M/I
LiCl versehen (auf Eis), um verbliebene Reste hochmolekularer DNA auszuféllen. Nach
Zentrifugation (10 min, 4°C, 14000 rpm) wurde der Uberstand wiederum in neue
EppendorfgefaBe Gberfihrt und 1 ml Isopropanol zum Waschen der Plasmide

zugegeben. Nach einer weiteren Zentrifugation wurden die so gewonnenen Pellets in
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500 ul TE-Puffer resuspendiert und dabei gepoolt. Nun erfolgte der RNase-Verdau (25
ul RNase-DNase-free, 30 min RT). Durch Zugabe von 1 ml Isopropanol wurde die
Reaktion gestoppt und das Pellet nach Zentrifugation getrocknet. Im weiteren Verlauf
erfolgten die Resuspension des Pellets in TE-Puffer sowie die Entfernung restlicher
Proteine durch Phenol-Chloroform-Extraktion, Zentrifugation und Uberfiihrung der
wassrigen Phase in ein neues Eppendorfgefa. SchlieBlich wurde die Plasmid-DNA in
100 pl 10 M/l Ammoniumacetat und 1 ml 100% Ethanol geféllt, pelletiert und nach
Trocknung in 250 pul sterilem Wasser resuspendiert. Die Menge an isolierter Plasmid-
DNA wurde mittels UV-Photometer Uberprift.

3.2.4.4 \Vektoren und Klonierungen

Zur Uberfiihrung von DNA-Sequenzen in Plasmide wurde
die Technik der TA-Klonierung unter Verwendung des TA
Cloning Kits (Invitrogen) eingesetzt. Dabei wurde die per
PCR hergestellte DNA mittels einer Ligationsreaktion in
den Vektor pCR2.1 (Abb. 3.4) eingebaut. Dies war auf
Grund der 3-T-Uberhange des vorlinearisierten

Plasmides und der von der Tag-Polymerase Abb. 3.4 Der pCR2.1-Vektor
synthetisierten 3-A-Uberhdnge des PCR-Produkts méglich. Der Ligationsansatz
bestand aus 2 pyl pCR2.1, 1 pl 10 x Ligationspuffer, 1 ul T4 DNA-Ligase und 6 ul PCR-
Produkt und wurde (ber Nacht bei 14°C inkubiert. AnschlieBend erfolgte zur
Vermehrung der Plasmide die Transformation und Mini-Praparation (vgl. Kap. 3.2.4.3).
Die Kontrolle des erfolgreichen Einbaus wurde durch Darstellung auf einem DNA-Gel
im Vergleich zum Leerplasmid durchgefihrt. Zur weiteren Kontrolle und Verarbeitung
der DNA wurden im Anschluss gezielt Restriktionsendonukleasen eingesetzt. Dabei
wurde wie folgt verfahren:

0,5 pg der Plasmid-DNA wurden mit 0,5 ul der entsprechenden Enzyme und 2 pl des
passenden zehnfach konzentrierten Standardpuffers versetzt und der Ansatz mit
Wasser auf 20 ul aufgefillt. Die Reaktion fand Uber eine Stunde bei 37°C statt. Der
Erfolg des Verdaus wurde wiederum auf einem DNA-Gel im Vergleich zum
unverdauten Plasmid kontrolliert. Bei positivem Ergebnis wurde die ausgeschnittene
Bande mit Hilfe des Quick Gel extraction kits (Qiagen) nach dem Protokoll des
Herstellers eluiert. Danach wurde mit dem Plasmid pcDNAS3 (Abb. 3.5), dem Zielvektor
fur die meisten Transfektionsexperimente, ein Verdau mit denselben

Restriktionsenzymen durchgefiihrt und dieser ebenfalls wie oben erklart aus dem
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DNA-Gel eluiert. Die Klonierung der DNA-Sequenz in den
so erdffneten pcDNAS3-Vektor erfolgte Uber eine
Ligationsreaktion wie oben angefiihrt.

Der fertiggestellte Transfektionsvektor wurde nun
wiederum in E.coli vermehrt und dann Klone aus
mehreren Ansatzen der urspriinglichen TA-Klonierung
Zur Sequenzierung an das humangenetische Labor der

Universitatskliniken des Saarlandes geschickt. Dies

Hind 1l
Kpnl

BamH
BstX |

EcoR
BstX |
Not |
Xhaol
Xbal
Apal

EcoR |

war notwendig, da beim TA-Cloning ein Einbau entweder Abb. 3.5Der pcDNA3-Vektor

in sense- oder in antisense-Richtung méglich ist. So wurden zum einen die
gewinschten Klone, die das Zielgen in sense- oder antisense-Orientierung inkorporiert
hatten, voneinander differenziert und zum anderen zwischenzeitliche Punktmutationen
ausgeschlossen. AbschlieBend wurden von reprasentativen Klonen Glycerolstocks
angelegt und bei Bedarf daraus zur Gewinnung der fir die Transfektionen bendtigten

Plasmidmengen Bakterienkulturen angeimpft (siehe Kap. 3.2.4.3).

Einen Uberblick der in der vorliegenden Arbeit fiir Transfektionen verwendeten
Vektoren, die wie oben erklart aus pcDNAS3 hergestellt wurden, gibt Tab. 3.2. Die
entsprechenden Konstrukte waren aus Vorarbeiten der Arbeitsgruppe teilweise bereits

vorhanden (MULLER C et al. 2002).

GKLF Forward Primer (FP) |5-ATGAGGCAGCCACCTGGCGA-3'

in pcDNA3 | Reverse Primer (RP) |5-TTAAAAGTGCCTCTTCATGTGTAAGG-3'

Fragment |Sense-Klonierung 5'-Notl 3'- Xho | |Referenzsequenz:
1452bp |Antisense Klonierung |[5'- Hind Il {3'- Notl [NM 053713

Id3 FP 5-CTCCAACCTCCAACATGAAGG-3'

in pcDNA3 | RP 5-GTTCAAAAATGGTTTATTATGCAAAATGTT-3'
Fragment |Sense-Klonierung 5'-BamH 1| 3' - EcoRV | Referenzsequenz:
941bp Antisense Klonierung |5'- BamH 1|3' - EcCORV|NM_013058

p53 Im Vektor pCMV-Neo-Bam zur Verfigung gestellt von Dr. Vogelstein

in pcDNA3 | (Johns Hopkins Oncology Center, Baltimore, MD, USA) und daraus

entsprechend umkloniert.

Fragment |Sense-Klonierung 5'-BamH |1|3' - BamH || Referenzsequenz:

1,8kbp |Antisense Klonierung |5' - BamH 1|3' - BamH ||

p21 Im Vektor pCEP zur Verfligung gestellt von Herrn Dr. Bert Vogelstein

in pcDNA3 | (Johns Hopkins Oncology Center, Baltimore, MD, USA) und daraus

entsprechend umkloniert.

Fragment |Sense-Klonierung 5'-Hind lll |3' - BamH I! Referenzsequenz:

2,1kbp Antisense Klonierung |5' - Hind Il |3' - BamH [[U 24174

Tabelle 3.2 Ubersicht der eingesetzten und aus pcDNA3 abgeleiteten Vektoren

38



Zur Durchflhrung der Luciferase-Assays nach Transfektion (siehe Kap. 3.2.1.6) wurde
der Vektor pGL2-basic (Promega) verwendet. Zunachst wurde der 1d3-Promoter aus
dem Plasmid pcDNA3 (Id3 sense full length) mittels PCR (Forward Primer: 5'-
AGCTTTCTTCTTTTCCCTGTTGCTCAAATAAATAG-3’; Reverse Primer: 5’- CAGCCG
CGACCGGGCTCAGCGCCTTCGTGCTGGGG-3’; Fragment: 768bp) amplifiziert. Unter
Einsatz der TA-Klonierung und der Restriktionsendonukleasen Xho | und Sac | wurde
der 1d3-Promoter wie in Kap. 3.2.4.4 beschrieben und wie in Abbildung 3.6
schematisch dargestellt in die Polyklonierungsstelle des pGL2-Plasmids eingeflhrt.
Damit entstand ein funktionsfahiges Promoter-Reporter-System, in dem der Id3-
Promoter die Ablesung des Firefly-Luciferase-Gens kontrollierte.

Die Aktivitat des Promoters und etwaige Einflisse darauf konnten nun nach

Transfektion in VSMC Uber einen Luciferase-Assay bestimmt werden.

Amp' poly(A) signal |Id3'PI’0m0tel' |
Smal ¢ Xho |
Kpn | Bgl Il
Smal |3 Sac | Hind III
. Kpnl |12
ot i Sac | |18
f1 ori
Miu | 22
pGL2-Basic :

Vect pliad (28 pGL2 (Id3
ector 10 |
romoter
(5597bp) Bglll |37 P )
Hind ll| 47 Amp
SV40 T

luc Multicloning: T
Site

|Luciferase-Gen |

Abbildung 3.6 Vektorkarte des pGL2-Basic-Vektors (Promega) und schematische
Vektorkarte des daraus hergestellten Vektorkonstrukts pGL2 (Id3 promoter)

3.2.4.5 cDNA-Gewinnung fir Northern Blots

Zunéachst wurde mit 1pg der Plasmide pcDNA3 (GKLF sense full length) und pcDNA3
(Id3 sense full length) eine PCR-Reaktion mit den in Kap. 3.2.4.2 beschriebenen
Primern und Bedingungen fir GKLF und 1d3 (ber 35 Zyklen durchgefihrt. Nach
Kontrolle des Erfolgs der Reaktion auf einem DNA-Gel erfolgte die Eluation der DNA
aus dem Ubrigen Ansatz nach Pooling der Proben.

Dazu wurde Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol im Verhaltnis 1:1 zugegeben. Nach
kraftigem Vortexen und Zentrifugation bei 12000rpm in der Kihlzentrifuge wurde die
Oberphase in ein neues EppendorfgefaB Gberflihrt und mit 100 %igem Ethanol im
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Verhaltnis 1:2 und 5 M/l Ammoniumacetatlésung (10 % des Gesamtvolumens) versetzt
und 30 Minuten bei -20°C inkubiert. Nach anschlieBender Zentrifugation fir 15 min bei
12000 rpm und Waschung des so gewonnenen Pellets mit 70%igem Alkohol wurden
die Resuspension in Wasser und Konzentrationsbestimmung durchgefuhrt.

Das DNA-Eluat wurde schlieBlich zusammen mit einem DNA-Langenstandard auf
einem Low Melt DNA-Gel elektrophoretisch aufgetrennt, die Bande sauber
ausgeschnitten und bei -20°C gelagert oder sofort eluiert.

3.2.4.6 DNAse-Verdau

Der DNase-Verdau wurde in der vorliegenden Arbeit dazu eingesetzt, um nach der
RNA-Isolation transfizierter Zellen (3.2.1.4) diese von eventuell mitisolierten Plasmiden
aus der Transfektion zu befreien, die bei den anschlieBenden Experimenten eine
Fehlerquelle darstellen wirden.

Das Gesamtvolumen des Reaktionsansatzes von 20 pl bestand aus 1 pl DNase |
RNase-free (Roche), 2 pl 10 x Reaktionspuffer (200 mM Tris-HCI, 500 mM KCI, 10 mM
MnCI2) und 2 ug Gesamt-RNA bei einem Gesamtvolumen von 20 pl. Die Reaktion fand
bei 25°C fir 30 Minuten statt. Die verwendete Endonuklease verursachte dabei in
Anwesenheit von Mn?*-Kationen Doppelstrangbriiche in der unerwiinschten DNA. Die
Inaktivierung des Enzyms erfolgte fiir 5 Minuten bei 75°C.
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4 Ergebnisse

4.1 Der Einfluss von GKLF und 1d3 auf Proliferation und Apoptose

Zunachst wurde durch Transfektionsexperimente (siehe Kapitel 3.2.1.4) der Frage
nachgegangen, welche Auswirkungen eine Erhéhung oder Verminderung der
Expression von GKLF oder |d3 auf die Teilungsrate und Apoptose von VSMC hat.
Dazu wurden die VSMC nach der Transfektion entweder einer Zellzédhlung unterzogen
oder die Apoptoserate mit dem Cell Death Detection ELISAP*US-System (Roche)

gemessen.

4.1.1 Zellzahlungen nach transienter Transfektion

Die Zellzahlungen erfolgten 48 Stunden nach Elektroporation von 10° VSMC in einer
Neubauer-Zahlkammer (siehe Abschnitt 3.2.1.4). Dabei zeigten sich die in Abbildung
4.1 grafisch dargestellten Ergebnisse.

Die Proliferation der mit GKLF und 1d3 transfizierten Zellen wurde in Bezug zu den nur
mit dem Leerplasmid pcDNAS3 transfizierten Zellen gesetzt. Die Uberexpression von 1d3
sense fuhrte in Relation zum Ausgangsniveau zu einer Zunahme der Zellzahl auf 212 +
18%, wahrend Id3 antisense tendenziell die Proliferation inhibierte (68 + 23%, nicht
signifikant). GKLF sense reduzierte im Mittel das Zellwachstum auf 34% des
Kontrollwertes, wohingegen GKLF antisense lber die Blockade der zelleigenen GKLF-
mMRNA indirekt eine Zunahme der Proliferation bewirkte (169 £ 30%). Kontrollversuche
mit den Zellzyklusinhibitoren (vgl. Abschnitt 2.3.1) p21 sense (31 £ 14%) und p53
sense (30 = 10%), die jeweils in pcDNA3 kloniert waren (siehe Abschnitt 3.2.4.4),
zeigten erwartungsgemafB eine signifikante Hemmung der Teilungsrate der
transfizierten Zellen. Die Blockade mit den entsprechenden Antisense-Sequenzen
fihrte im Gegensatz zu GKLF in den durchgeflihrten Transfektionen aber nicht zu einer
verstarkien Zellteilung (p21 antisense: 92 + 15%; p53 antisense: 112 + 11%). Die
Ergebnisse der Ko-Transfektion von GKLF mit 1d3 werden in Kap. 4.5.3 naher
besprochen.
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Abbildung 4.1 Zellzdhlung von VSMC nach Transfektion

Die Transfektion erfolgte mit jeweils 20 pg der folgenden, in pcDNA3 klonierten Konstrukte durch
Elektroporation mit 0,3 kV und 500 puF: pcDNA3 (Leervektor), GKLF sense, GKLF antisense, 1d3
sense, Id3 antisense, GKLF sense + Id3 sense, p21 sense, p21 antisense, p53 sense, p53
antisense. Die Zellzéhlung erfolgte 48 Stunden nach Transfektion. Fehlerindikator = SEM, *p<0.05 vs.
pcDNA3, **p<0.001 vs. pcDNA3, *p>0.05 vs. GKLF sense, n 3.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass Id3 die Proliferation glatter GefaBmuskel-
zellen stark stimulierte, wahrend GKLF, p21 und p53 die Zellteilung hemmten. Diese
Erkenntnisse sind mit Beobachtungen anderer Forschungsgruppen in Einklang zu
bringen (vgl. Kapitel 2.3). Bemerkenswert ist auch die Tatsache, dass die Suppression
der zelleigenen GKLF-mRNA mittels GKLF antisense die Proliferation férderte. Daraus
kann geschlossen werden, dass GKLF in VSMC zumindest im Zusammenhang mit
zellularen Stressoren wie der Elektroporation die Zellproliferation hemmt, was die
Bedeutung dieses Faktors im Rahmen der Zellzyklusregulation und Kontrolle der

genomischen Integritat verdeutlicht.

4.1.2 Apoptose-Assay nach transienter Transfektion

Nach der Untersuchung der Wirkung von GKLF und Id3 auf die Zellteilung in VSMC
wurde im nachsten Schritt deren Einfluss auf die Apoptoserate in diesen Zellen
gemessen. Zur Durchfihrung der Apoptoseassays wurde das Cell Death Detection
ELISAPYS-System (Roche) verwendet (Kap. 3.2.1.5).
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Als Kontrollniveau bei der Auswertung diente die Apoptoserate nur dem Elektroschock
ausgesetzter Zellen. Der Inkubationspuffer des Assays diente als Hintergrundkontrolle,
das Immunoreagenz als Leerwert. Die positive Kontroll-DNA des Kits bestatigte eine
effektive Messung der Apoptose-Partikel (289 + 41%).

Zellen, die weder gepulst noch transfiziert waren, zeigten im Vergleich zu nur
elektroporierten Zellen eine niedrige Apoptoserate (nicht gezeigt, 17 + 6%).

Die Transfektion mit dem Leerplasmid pcDNAS fuhrte im Mittel zu keiner gesteigerten
VSMC-Apoptose (123 + 32%). 1d3 sense flhrte zu keiner signifikanten Beeinflussung
der Apoptoserate (76%), wahrend |1d3 antisense (603 = 53%) ebenso wie GKLF sense
(693 + 77%) als starke Stimulatoren des Zelltods fungierten. GKLF antisense wirkte im

Gegensatz dazu leicht antiapoptotisch (nicht statistisch signifikant, 57 £ 7%).
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Abbildung 4.2 Apoptose-Assay von VSMC nach transienter Transfektion

Die Transfektion erfolgte mit jeweils 20 pg der folgenden, in pcDNA3 klonierten Konstrukte durch
Elektroporation mit 0,3 kV und 500 puF: pcDNA3 (Leervektor), GKLF sense, GKLF antisense, 1d3
sense, Id3 antisense. Dann wurden 10* Zellen/well in ein 96-Wellplate ausgesat und nach 48 Stunden
der Apoptose-Assay durchgefiinrt. Dabei dienten untransfizierte Zellen als Kontrolle, das
Immunoreagenz als Leerwert und positive Kontroll-DNA aus dem Kit der Uberpriifung der erfolgreichen
Messung der Apoptosepartikel. Fehlerindikator = SEM, *p < 0.001 vs. untransfiziert, n = 3.

Die Uberexpression von ld3 wird in der Literatur in Fibroblasten fiir eine verstarkte
Apoptose verantwortlich gemacht (NORTON & ATHERTON, 1998). In der vorliegenden
Arbeit konnte dieser Sachverhalt fir VSMC nicht nachgewiesen werden. Die Blockade
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der intrazellularen GKLF-mRNA durch entsprechende Antisense-Nukleotide hatte
ebenfalls keinen signifikanten Einfluss auf die Apoptoserate, sondern es zeigte sich nur
ein Trend zugunsten einer verminderten Apoptose.

Hervorzuheben ist, dass eine Uberexpression von GKLF in VSMC einen starken
proapoptotischen Faktor darstellt, was in Kolontumorzellen bereits nachgewiesen
wurde (CHEN et al., 2000). Es wurde gezeigt, dass auch die Transfektion mit 1d3
antisense Ergebnisse in vergleichbarer GréBenordnung erbrachte.

4.2 Die Regulation von GKLF durch OH und Id3 durch O, und
Angiotensin Il

Nachdem in Vorarbeiten der Arbeitsgruppe GKLF und 1d3 als durch ROS in VSMC
differentiell regulierte Faktoren identifiziert worden waren, wurden die zugrunde
liegenden  Regulationsmechanismen im  Rahmen  dieser  Arbeit durch
Stimulationsexperimente ndher charakterisiert.

Zum Stimulationszeitpunkt waren alle Zellkulturplatten einschichtig konfluent
bewachsen und die glatten GeféaBmuskelzellen durch zwdlfstiindigen Serumentzug
synchronisiert. Die Stimulation mit reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) dauerte 3
Stunden, und radikalfangende Scavenger oder Signaltransduktionsinhibitoren wurden
30 Minuten vor der ROS-Stimulation vorinkubiert.

AnschlieBend erfolgte die RNA-Isolation (Kap. 3.2.3.1), Reverse Transkription (Kap.
3.2.3.4) und PCR (Kap. 3.2.4.2) oder Northern Blot (Kap. 3.2.3.3).

Bei der densitometrischen Auswertung erfolgte bei PCRs immer eine Verrechnung mit
der GAPDH-Bande und bei Northern Blots eine Normalisierung auf die 18S-Bande des
RNA-Gels, um Beladungsunterschiede auszugleichen. Das Kontrollniveau in jeder
Stimulation bildeten gehungerte, unstimulierte Zellen.

4.2.1 mRNA-Regulation von GKLF nach Stimulation mit OH’

Im ersten Schritt wurde zur Ermittlung der effektiven Wirkkonzentration von OH" auf
GKLF eine Dosiswirkungskurve erstellt, die in Abbildung 4.3 dargestellt ist.

Zur Erzeugung von Hydroxylradikalen (OH’) in den stimulierten Zellen diente die
Fenton-Reaktion, in der die Kombination aus H2O» und Fe**Cls und NTA (Fe**NTA)
eingesetzt wurde (Abschnitt 3.2.2.1). Die Stimulation mit 10 uM/I H>O2 und 2 uM/
Fe**NTA bewirkte keine Anderung des GKLF-Spiegels (98 + 5%), wihrend die
Stimulation mit 100 pM/I H2O2 und 20 uM/I Fe**NTA im Mittel einen Anstieg auf 183 +
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6% des Kontrollwerts ausléste. Eine weitere Verzehnfachung dieser Dosis auf 1 mM/l
H-02 und 200 pM/I Fe**NTA bewirkte hingegen nur eine Hochregulation von 176 + 5%.
Eine Stimulation mit Superoxidanionen (O>") durch Inkubation mit 100 uM/I Purin und
1,610 U/ml Hungermedium Xanthinoxidase bewirkte letztendlich keine signifikante
Regulation der GKLF-mRNA (88 £ 15%, nicht gezeigt). Die Koinkubation der Zellen mit
Hydroxylradikalen und 1 uM/l Angiotensin |l oder dem NO-Donor Nitroprussid-Natrium
(SNP) hatte keinen Einfluss auf die Hochregulation von GKLF (im Mittel 177% bzw.
178%). Die alleinige Stimulation mit Angiotensin Il und SNP flihrte zu keiner
Veranderung des basalen GKLF-Spiegels (103 £ 4% bzw. 96 + 12%, nicht dargestellt).
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Abbildung 4.3 GKLF-Regulation durch Hydroxylradikale

A: Auswertung der densitometrischen Ergebnisse; B: Reprasentative GKLF-PCR. Stimulation 12
Stunden gehungerter VSMC Uber drei Stunden, danach RNA-Isolation und RT-PCR oder Northern Blot.
Angiotensin Il (1pM/1) und Nitroprussid-Natrium (SNP, 1 uM/I) waren 30 Minuten vorinkubiert. Kontrolle
(unstimulierte Zellen), OH / 10 (10uM/I H,O; + 2 uM/I Fe**NTA), OH (100 uM/I H,O, + 20 pM/I Fe**NTA),
OH * 10 (1 mM/Il H,O, + 200 pM/I Fe**NTA). Fehlerindikator = SEM,

*p < 0.001 vs. Kontrolle, n = 3.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass sich die starkste GKLF-Hochregulation durch
Hydroxylradikale bei einer Stimulation mit 100 uM/l HO, und 20 pM/I NTA « 10 pM/I
Fe®*Cl; fand. Diese Konzentration wurde daher auch bei allen weiteren Stimulationen
die fir Hydroxylstimulation verwendet.

0O, aus dem XO-Purin-System, Angiotensin Il und SNP hingegen hatten keinen

statistisch signifikanten Effekt auf den GKLF-Spiegel.
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4.2.2 mRNA-Regulation von Id3 nach Stimulation mit O, und Angiotensin Il

Die Stimulation mit Superoxidanionen wurde mit drei Konzentrationsstufen der
Xanthinoxidase bzw. von Purin und Angiotensin |l durchgefihrt. Die resultierende
Dosiswirkungskurve findet sich in Abbildung 4.4. 10 uM/l Purin und 1,6*10™* U/ml XO
bewirkten keine Regulation von 1d3 (96 + 5%). Die Stimulation mit 100 pM/l Purin und
1,610 U/ml XO regulierte 1d3 auf 177 + 7% der Kontrolle hoch. Die zehnfache O,"-
Dosis konnte diesen Effekt nicht wesentlich steigern (184 + 16%). Wurden O, (ber
Angiotensin Il produziert, kam es bei 0,1 uM/I zu einer Hochregulation auf 152 + 13%,
bei 1 uM/l auf 162 + 4% und bei 10 uM auf 165 + 10% des Ausgangswertes von |d3.
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Abbildung 4.4 1d3-Regulation durch Superoxidanionen und Angiotensin I

A: Auswertung der densitometrischen Ergebnisse; B: Reprasentative PCR (oben: 1d3, unten: GAPDH);
C: Northern Blot (unten: RNA-Gel). Stimulation 12 Stunden gehungerter VSMC Uber drei Stunden,
danach RNA-Isolation und RT-PCR oder Northern Blot. Kontrolle (unstimulierte Zellen), 02/10 (10 uM/I
Purin + 1,6*10™* U/ml XO), 02 (100 uM/I Purin + 1,6*10° U/ml XO), 02*10 (1 mM/I Purin + 1,6*10% U/ml
XO), Ang 11 / 10 (0,1 uM/l), Angiotensin Il (1 uM/l), Ang Il * 10 (10 uM/1), Fehlerindikator = SEM, *p <
0.01 vs. Kontrolle, n = 3.
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Die Stimulation mit Superoxidanionen flhrte zu einer reproduzierbaren und
dosisabhangigen Induktion von 1d3. Fir alle weiteren Stimulationen wurden 100 uM/I
Purin und 1,610 U/ml XO verwendet. Die indirekte O,"-Produktion {ber die AT;-
Rezeptor-mediierte Aktivierung der NADPH-Oxidase durch Angiotensin Il (GRIENDLING
et al.,, 1994) hatte im Vergleich zu Radikalen aus dem XO-Purin-System zwar eine

tendenziell schwéachere, daflir jedoch weniger konzentrationsabhangige Wirkung.

4.3 Die Wirkung von Radikalscavengern auf die redoxsensitive
Regulation von GKLF und Id3

Ein méglicher Kritikpunkt an der Radikalstimulation wie z.B. mit Hilfe der Fenton-
Reaktion ist die Tatsache, dass zum einen durch die Reaktivitdt der ROS und zum
anderen auf Grund der vorhandenen zelluldren oxidativen und antioxidativen
Enzymkomplexe mdglicherweise mehrere reaktive Sauerstoffspezies gleichzeitig
entstehen und die beobachteten Effekte somit nicht mehr zu differenzieren waren.
Ferner stellte sich die Frage, ob die beobachteten Regulationen Uberhaupt ein direkter
Effekt von ROS waren. Im né&chsten Schritt sollte daher die Auswirkung einer
Koinkubation mit verschiedenen Radikalfangern auf die GKLF- und ld3-Regulation
durch reaktive Sauerstoffspezies untersucht werden. Die Mittelwerte der so

gewonnenen Ergebnisse sind in den Abbildungen 4.5 und 4.6 zusammengestellt.

4.3.1 mRNA-Regulation von GKLF nach Stimulation mit OH' und Scavengern

Als Kontrolle der Effektivitdit der jeweiligen ROS-Stimulation waren in jeder
Stimulationsreihe nur mit OH’, O,™ oder Angiotensin Il stimulierte Zellen vorhanden.

Um substanzspezifische Effekte der Scavenger zu detektieren, erfolgte zur Kontrolle
stets auch die Inkubation mit dem jeweiligen Scavenger ohne gleichzeitige ROS-Gabe.
Die Catalase stellt einen essentiellen zellularen Schutz vor Sauerstoffradikalen dar,
und fangt in vivo wahrend des Stoffwechsels gebildete Peroxidmolektle durch Katalyse
der Reaktion zu H,O und O, ab, um die zellulare DNA vor Radikalschaden zu
bewahren (TILLY & TILLY, 1995). Bei alleiniger Stimulation hatte Catalase keinen Effekt
auf GKLF (99 + 4%), blockierte jedoch die durch OH’ induzierte GKLF-Hochregulation
vollstandig (92 = 8%). Mannitol als weiterer Hydroxylscavenger zeigte ein ahnliches
Ergebnis (91 + 9% bzw. mit OH 98 + 13%).
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Die Superoxiddismutase (SOD) ist ebenfalls ein zellulares Scavengersystem und kata-
lysiert die Dismutation von O," und Protonen zu H.O, und O.. Wurde SOD als Radikal-
fanger eingesetzt, konnte die OH-abhangige GKLF-Regulation auf 170 * 8% nicht
gehemmt werden. Dasselbe Resultat zeigte sich bei Tiron, einem kinstlich
hergestellten zellpermeablen Superoxidradikalscavenger (LEDENEV et al., 1986). Bei
alleiniger Inkubation ergaben sich bei der densitometrischen Auswertung der Northern
Blots fir GKLF 94 + 14% des Kontrollniveaus, zusammen mit OH’ ergaben sich 183 +
12% des Ausgangswertes.

Der unspezifische Hemmstoff flavoproteinhaltiger Enzyme wie z.B. der membran-
gebundenen NADPH-Oxidase DPI (STUEHR et al., 1991) beeinflusste allein GKLF nicht
(107 £ 4%) und blockierte den Hydroxyleffekt nicht (173 + 6%).

Auch Atorvastatin, einem klinisch eingesetzten HMG-CoA-Reduktase-Inhibitor, wird
nach neueren Erkenntnissen das Potential zugeschrieben, Radikale abzufangen
(WASSMANN et al., 2002). Diese Substanz hatte in einer Dosierung von 10uM/I (104 *
17%) auf die Induktion von GKLF keinen signifikanten Effekt (156 + 7%).
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Abbildung 4.5 GKLF-Regulation nach Inkubation mit OH’ und Radikalscavengern

A: Auswertung der densitometrischen Ergebnisse; B: Reprasentative PCR auf GKLF- und GAPDH.
Stimulation 12 Stunden gehungerter VSMC Uber drei Stunden, danach RNA-Isolation und RT-PCR oder
Northern Blot. Kontrolle (unstimulierte Zellen), OH (100 pM/I H,O, + 20 pM/I Fe3+NTA). Folgende
Radikalscavenger waren jeweils 30 Minuten vorinkubiert: Catalase (200 U/ml), Mannitol (20 mM/l), SOD
(150 U/ml), Tiron (4,5-Dihydroxy-1,3-benzene-disulfonsaure, 10 mM/l), DPI (100 uM/l) und Atorvastatin
(10 uM/1). Fehlerindikator = SEM, *p < 0.001 vs. Kontrolle, #p >0.05vs. OH, n = 3.

Die hydroxylabh&ngige Expressionssteigerung des GKLF-Gens konnte durch Catalase
und Mannitol, nicht jedoch durch SOD, Tiron oder DPlI gehemmt werden. Die
superoxidabhangige Herabregulation konnte durch SOD, Tiron und DPI, aber nicht
durch Catalase oder Atorvastatin verhindert werden.

Durch die Stimulationsexperimente mit obigen Radikalfangern konnte gezeigt werden,
dass die gesteigerte Expression von GKLF bei Stimulation mit H,O» und Fe**NTA ein
rein durch OH’ bestimmter Effekt ist, da nur Hydroxylscavenger diese Regulation
verhinderten. Drei Superoxidscavenger mit verschiedenen Angriffspunkten hatten auf
die GKLF-Induktion keine Wirkung, so dass eine Rolle von O," mit groBer Sicherheit
auszuschlieBen ist. Diese Differenzierung der Radikalwirkungen und Radikalspezies
bildet die Grundlage aller Erklarungsversuche des komplexen redoxsensitiven
intrazellularen Signalnetzwerks. Wéahrend eine Vielzahl verschiedener und zum Tell
gegensatzlicher Wirkungen der Sauerstoffradikale in einer Reihe von Zelltypen
beschrieben wurden (ALLEN & TRESINI, 2000), wurde fiar VSMC herausgefunden, dass
H-.O. eher hemmend auf das Zellwachstum und O™ eher stimulierend wirkt (BAAS &
BERK, 1995). Dies stimmt damit Gberein, dass der antiproliferative Transkriptionsfaktor
GKLF auf Grund einer spezifischen Hydroxylwirkung verstarkt gebildet wurde.

4.3.2 mRNA-Regulation von Id3 nach Stimulation mit O,” und Scavengern

Im nachsten Schritt wurden wie bei GKLF die Auswirkungen einer Koinkubation von
ROS und verschiedenen Radikalfangern auf die Id3-Regulation beobachtet.

Der Hydroxylscavenger Catalase bewirkte allein keine Veranderung des 1d3-Spiegels
(100 + 5%) und hatte keine Wirkung auf die Heraufregulation durch O," aus dem XO-
Purin-System (161 * 5%) oder durch die durch Angiotensin Il produzierten Radikale
(157 £ 7%). Eine Kopplung an Polyethylenglykol (PEG) bewirkt bei Substanzen, die die
Zellmembran schwer passieren, eine verbesserte Aufnahme in die die Zellen (BECKMAN
et al., 1988). Die Stimulation mit PEG-Catalase flhrte zu vergleichbaren Resultaten (99
+ 6% und 166 + 23%, Ergebnisse nicht grafisch gezeigt).
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Superoxiddismutase (105 + 4% bei alleiniger Stimulation) konnte die Wirkung von XO-
Purin (102 £ 5%) und Angll (101 * 4%) aufheben, was durch die Stimulation mit PEG-
SOD bestatigt wurde. Der Superoxidscavenger Tiron (96 + 8%) konnte die
Heraufregulation von 1d3 durch O, ebenso inhibieren (XO-Purin: 106 + 9%;
Angiotensin II: 103 = 5%). Der Flavoproteininhibitor DPI (99 + 12%) hob sowohl den
Effekt von Angiotensin Il (97 * 3%) als auch die Wirkung von durch die XO
produzierten O, auf (103 + 6%).

SchlieBlich zeigte der HMG-CoA-Reduktase-Inhibitor Atorvastatin (106 + 5%) eine
deutliche Wirkung auf die 1d3-Induktion durch O," (100 + 8%).
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Abbildung 4.6 Id3-Regulation nach Inkubation mit O,", Ang Il und Radikalscavengern

A: Auswertung der densitometrischen Ergebnisse; B: Reprasentativer 1d3-Northern Blot (und RNA-Gel).
Stimulation 12 Stunden gehungerter VSMC Uber drei Stunden, danach RNA-Isolation und RT-PCR oder
Northern Blot. Kontrolle (unstimulierte Zellen), 02 (100 uM/l Purin + 1,6*10° U/ml X0), Angiotensin I
(1 uM/1). Folgende Radikalscavenger waren jeweils 30 Minuten vorinkubiert: Catalase (200 U/ml), SOD
(150 U/ml), Tiron (4,5-Dihydroxy-1,3-benzene-disulfonséaure, 10 mM/l), DPI (100 uM/l) und Atorvastatin
(10 uM/1). Fehlerindikator = SEM, *p < 0.01 vs. Kontrolle, n = 3.
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Die in Abbildung 4.6 dargestellten Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass die
Hochregulation der 1d3-mRNA durch Superoxidradikale bei Koinkubation mit SOD,
PEG-SOD, Tiron, DPI und Atorvastatin gehemmt wurde. Der Hydroxylscavenger
Catalase bzw. dessen mit PEG gekoppelte Form zeigte keinen Effekt.

Die Tatsache, dass Atorvastatin die 1d3-Regulation durch O," in der vorliegenden
Arbeit verhindern konnte, unterstitzt die vielféltigen Beobachtungen pleiotroper Effekte
dieser Substanz, die Uber die Wirkung als Hemmstoff der Cholesterinbiosynthese
hinausgehen (WASSMANN et al., 2002).

Bemerkenswert ist die Tatsache, dass DPI auch die Wirkung von O," aus dem XO-
Purin-System blockierte. Dies lasst sich am ehesten dadurch erklaren, dass die
katalytische Aktivitat der Xanthinoxidase ebenfalls flavinabhangig ist (SkiBo, 1986)

Die aufgeflhrten Befunde zeigen erneut einen radikalspezifischen Einfluss auf einen
fur die Proliferation und Apoptose von VSMC bedeutsamen Faktor. Die Beobachtung,
dass die Expression von Id3 durch O," induziert wird, passt gut zu den in anderen
Arbeiten erlangten Erkenntnissen, dass Superoxidradikale in vaskuldaren Zellen
Proliferationssignale vermitteln (BAAS & BERK, 1995).
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4.4 Der Effekt von Signalwegsinhibitoren auf die Regulation von
GKLF und Id3

Im Folgenden wurden bestimmte intrazellulare Signalwege mit spezifischen Inhibitoren
und Toxinen (vgl. Kap. 3.2.2.3, Tab. 3.1) gehemmt, um die Mechanismen der GKLF-
Regulation durch Hydroxylradikale und der 1d3-Regulation durch Superoxidanionen in
VSMC offenzulegen. Abb. 4.7 skizziert die die inhibierten Signalwege. Die Mittelwerte

der entsprechenden densitometrischen Auswertungen sind in Abb. 4.8 und 4.9 gezeigt.
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Abbildung 4.7 Schematische Darstellung der wichtigsten inhibierten Signalwege

Abkilirzungen: TMR — Transmembranrezeptor (z.B. Angiotensin Il — Rezeptor); RTK — Rezeptor-
tyrosinkinase (z.B. Rezeptor flr Platelet-derived Growth Factor); AZ — Adenylylzyklase; Gqg, Gi/o und
Gs/a — G-Proteine; src — Zytoplasmatische Tyrosinkinase; PI3K — Phosphatidyl-Inositol-3-Kinase; cAMP
— zyklisches AMP; PKA — Proteinkinase A; Ca®* — Kalziumionen; TAK1 und Rafi — MAP Kinase Early
Kinase Kinase; MKK 3/6 und MEK 1/2 - MAP Kinase Early Kinase; p38 — p38 Mitogen-aktivierte
Proteinkinase; ERK 1/2 — Extracellular signal-related Kinase.

4.4.1 mRNA-Regulation von GKLF nach Stimulation mit OH’ und Inhibitoren

Mit Genistein wurde die Funktion der zellularen (z.B. src-Kinase) und rezeptor-
gebundenen tyrosinabhangigen Proteinkinasen, deren Tétigkeit ein wichtiges Element
der durch Wachstumsfaktoren wie IGF, TGFB und EGF ausgeldsten Signalkaskaden
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darstellt, spezifisch gehemmt, wahrend Serin- und Threoninkinasen (z.B. Proteinkinase
C, Adenylat-zyklase) unbeeintrachtigt blieben (AKIYAMA et al., 1987). Genistein allein
hatte keinen Effekt auf die GKLF-Expression (96 + 3%) und konnte die
hydroxylabhangige Hochregulation auf 175 + 12% nicht verhindern.

Im kaskadenartig angeordneten System der Mitogen-aktivierten Proteinkinasen
(MAPK) konnte der spezifische Hemmstoff der p38 MAPK SB 203580 (100 + 8%) die
Wirkung von OH" auf GKLF verhindern (93 + 6%), wahrend der p42/p44 MAPK-
Hemmer PD 98059 (96 + 6%) dies nicht vermochte (208 + 21%). Zu unterscheiden ist
dabei zwischen der flr die Wirkung von Mitogenen wie PDGF, FGF, Angll (EGUcHI et
al., 1996) und Insulin (GOETZE et al., 2000) verantwortlichen ERK und der durch andere
Faktoren wie Hypoxie, proinflammatorische Zytokine und Sauerstoffradikale aktivierten
p38 MAPK (HASHIMOTO et al., 1999; ROBINSON et al., 1999; ALLEN & TRESINI, 2000).
Signale, die von der Bindung von Calcium an Ca®*-bindende Proteine wie Calmodulin
abhangig sind, beispielsweise der Weg der Adenylatzyklase Uber cAMP und die
Proteinkinase A zum cAMP-response element (CRE), wurden mit Hilfe von MAPTAM,
einem potenten extra- und intrazellularen Calcium-Chelator (LEFKOWITH et al., 1992),
gehemmt. In VSMC spielen Calziumionen zum Beispiel auch fur die Auslésung der
Konstriktion und die Transduktion proliferativer Signale eine Rolle (DREHER & JUNOD,
1995). |hre Ausschittung erfolgt beispielsweise nach Einwirkung von Lipidbotenstoffen
wie IP3 aus dem sarkoplasmatischen Retikulum der GefaBmuskelzelle (TOKER, 2000).
MAPTAM (92 + 5) konnte den Hydroxyleffekt auf GKLF vollstandig aufheben (91 £ 4%).
Pertussistoxin, das Endotoxin von Bordetella pertussis, spaltet aus NAD die ADP-
Ribose ab und Ubertragt sie auf die a-Seitenketten inhibitorischer Gi,o-Proteine
(HEWLETT et al., 1983). Damit wird die Funktion des Heterotrimers irreversibel blockiert,
was zu einem Verlust inaktivierender Signale der Adenylatzyklase fiihrt. Solche G-
Proteine sind beispielsweise an Angiotensin-, Prostaglandin- und Opiatrezeptoren
gekoppelt (KAzIRO et al., 1991). Bei alleiniger Inkubation mit Pertussistoxin fand sich
kein Einfluss auf den mRNA-Level von GKLF (102 + 6%). Die Koinkubation mit OH’
zeigte eine deutliche Blockade der GKLF-Induktion (109 + 16).

Der Signalweg von Phosphatidylinositol-4,5-bisphospat (PIP2) zu Inositol-Trisphosphat
(IP3), Diacylglycerin (DAG) und weiteren Lipidmediatoren wird durch die
Phospholipasen B und y und Uber die Phophatidyl-Inositol-3-Kinase (PI3-Kinase)
gesteuert. Die Spaltprodukte membranstandiger Phospholipide steuern viele Signale,
die fur Zellfunktion, -proliferation und -Uberleben unerlasslichlich sind (TOKER, 2000).

Die Aktivitat der PI3-Kinase wird vor allem durch Rezeptortyrosinkinasen wie den
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PDGF-Rezeptor reguliert (RAMEH & CANTLEY, 1999). und durch Substanzen wie
Wortmannin blockiert (BAl et al., 1999). Dieser Inhibitor zeigte auch bei alleiniger
Inkubation eine Hochregulation von GKLF auf 167 + 12% des Kontrollniveaus. Die

zuséatzliche OH’-Stimulation fihrte zu einem mittleren GKLF-Spiegel von 187 + 38%.

Das mit L-Arginin strukturell verwandte w-N-Nitro-L-Arginin (LNNA) ist ein Hemmstoff
der NO-Synthase, die in bestimmten Situation nicht nur NO, sondern auch O," bildet
(CAl & HARRISON, 2000). Dieser Inhibitor konnte die GKLF-Hochregulation durch OH’
nicht signifikant vermindern (156 + 7%).

Das antifungale Antibiotikum Cycloheximid verhindert in Eukaryoten die Translation
durch direkte Interaktion mit der Translokase (OBRIG et al., 1971). Bei alleiniger
Stimulation mit diesem Inhibitor fand sich fir GKLF im Mittel mit 212 + 11% ein hoher
Spiegel im Vergleich zum Kontrollniveau und bei Koinkubation mit OH" 239 + 28%
(nicht gezeigt). Der Transkriptionshemmer Actinomycin D komplexiert Uber desoxy-
Guanosin-Reste mit doppelstrangiger DNA und verhindert so die Funktion der DNA-
abhangigen RNA-Polymerase (WU & YUNG, 1993). Sowohl bei alleiniger Inkubation mit
Actinomycin D (52 £ 14%) als auch bei Koinkubation mit OH" (39 + 8%) fanden sich
stark erniedrigte GKLF-Werte.
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Abbildung 4.8 GKLF-Regulation nach Inkubation mit OH’ und Signalwegsinhibitoren

A: Auswertung der densitometrischen Ergebnisse; B: Reprasentative GKLF- und GAPDH-PCR.
Stimulation 12 Stunden gehungerter VSMC Gber drei Stunden, danach RNA-Isolation und RT-PCR oder
Northern Blot. Kontrolle (unstimulierte Zellen), OH (100 pM/I H,O, + 20 pM/I Fe3+NTA). Folgende
Inhibitoren waren jeweils 30 Minuten vorinkubiert: Genistein (0,2uM/1), SB 203580 (10uM/1), PD 98059
(20uM/1), MAPTAM =  1,2-bis(2-amino-5-methylphenoxyethan)-NNN'N’-tetraacetic  acid-tetra-
acetoxymethylester (20uM/l), Pertussistoxin (200ng/ml). Fehlerindikator = SEM, *p < 0.001 vs.
Kontrolle, *p > 0.05 vs. OH, n = 3.

Zusammenfassend lassen sich in Bezug auf die GKLF-Regulation folgende Ergebnisse
aus den Stimulationen mit ROS und Signaltransduktionsinhibitoren festhalten:
Genistein, PD 98059 und LNNA hatten keinen Effekt auf die GKLF-Regulation durch
Hydroxylradikale.

Die reproduzierbare Hochregulation von GKLF durch Wortmannin lasst sich
moglicherweise durch die Beobachtung erklaren, dass die Apoptose in VSMC durch
einen PI3K-abhangigen Weg verhindert wird. Eine Blockade dieses Weges fiihrt bei
zellularer Belastung wie z.B. Serumentzug zu einer erhéhten Apoptoserate (BAI et al.,
1999).

Der Induktion von GKLF durch den Translationshemmstoff Cycloheximid lasst sich
beispielsweise durch einen Feedback-Mechanismus zu erklaren, der bei Abfall der
Konzentration eines kurzlebigen Proteins die Transkription des entsprechenden Genes
erhéht, um die Menge des Genprodukies konstant zu halten. Andererseits ist
Cycloheximid ein starkes Zellgift, so dass GKLF als negativer Zellzyklusregulator im
Rahmen der Zellschadigung positiv reguliert werden kénnte.
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Eine Transkriptionshemmung mittels Actinomycin D flhrte durch die Degradation der
GKLF-mRNA ohne Chance auf Neubildung unabhangig von der Radikalstimulation zu
stark erniedrigten GKLF-Werten.

Auf Grund der Blockade der OH-mediierten GKLF-Hochregulation durch SB 203580,
MAPTAM und Pertussistoxin lasst sich feststellen, dass die redoxsensitive Regulation
dieses Faktors von der Funktion der p38 MAPK, dem intrazellularen Ca?*-Spiegel und
der Funktion inhibitorischer G-Proteine bestimmt wird.

4.4.2 mRNA-Regulation von Id3 nach Stimulation mit O,” und Inhibitoren

Im Anschluss wurde fir Id3 analog versucht, mit Hilfe verschiedener Signal-
transduktionsinhibitoren Einsicht in die an der superoxidabhdngigen Regulation
beteiligten Signalwege zu erlangen.

Genistein (108 + 15%) konnte den induzierenden Effekt von O," auf die 1d3-Expression
blockieren (103 + 7%). Der PI3-Kinase-Hemmstoff Wortmannin wirkte sich bei alleiniger
Inkubation nicht auf die 1d3-Regulation aus (106 + 14%) und hatte auf die Wirkung von
O." keinen Einfluss (163 + 2%).

SB 203580 (allein 101 + 3%) hemmte die Heraufregulation durch O," (97 + 5%) und
Angiotensin Il (nicht gezeigt, 95 £ 6%). Wurden Zellen mit dem p42/p44 MAPK-Inhibitor
PD 98059 stimuliert, ergab die Auswertung im Mittel 96 + 7% des Kontrollniveaus. Wie
SB 203580 konnte PD 98059 die Induktion von Id3 durch O," aus dem XO-Purin-
System (104 = 7%) und nach Angll-Stimulation (nicht gezeigt, 96 + 5%) verhindern.
Auch MAPTAM (104 + 11%) verhinderte den Anstieg von Id3 durch O>" (103 + 10%).
Bei Stimulation mit Pertussistoxin (101 £ 8) wurde die Heraufregulation von |d3 inhibiert
(109 = 10%).

Die irreversible Aktivierung der Adenylatzyklase durch Choleratoxin (95 + 3%), das
Exotoxin aus Vibrio cholerae, welches die ADP-Ribosylierung stimulatorischer Ggq-
Proteine katalysiert (GILL & MEREN, 1978; VAN HEYNINGEN, 1982), blockierte die
Induktion der Id3-Expression durch O™ (82 + 7%).

Cycloheximid (nicht gezeigt) regulierte die 1d3-mRNA unter Basalbedingungen (209 *
21%) und bei Koinkubation mit O," (239 * 33%) stark hoch. Actinomycin D (nicht
gezeigt) senkte Id3 bei alleiniger (46 + 2%) und Koinkubation mit O,™ (26 + 6%) ab.
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Abbildung 4.9 1d3-Regulation nach Inkubation mit O,", Angiotensin Il und Inhibitoren

A: Auswertung der densitometrischen Ergebnisse; B: Zwei représentative 1d3-Northern Blots (oben
jeweils RNA-Gel). Stimulation 12 Stunden gehungerter VSMC (ber drei Stunden, danach RNA-Isolation
und RT-PCR oder Northern Blot. Kontrolle (unstimulierte Zellen), 02 (100 uM/I Purin + 1,6*10° U/ml
XO). Folgende Inhibitoren waren jeweils 30 Minuten vorinkubiert: Genistein (0,2 uM/l), Wortmannin (0,1
uM/1), SB 203580 (10 pM/I), PD 98059 (20 uM/1), MAPTAM = 1,2-bis(2-amino-5-methylphenoxyethan)-
NNN’N’-tetraacetic acid-tetraacetoxymethylester (20 uM/l), Pertussistoxin (200 ng/ml), Choleratoxin
(100 ng/ml). Fehlerindikator = SEM, *p < 0.01 vs. Kontrolle, #p >0.05vs. 02, n = 3.
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Zusammenfassend zeichnet sich somit fir die Regulation der verstarkten [d3-
Expression nach Superoxidradikalstimulation ein Signalweg ab, der auf Rezeptorebene
Gia- und Ggq-Proteine sowie Tyrosinkinasen involviert, im weiteren Verlauf von MAPK
wie p38 und ERK abhadngt und der in seiner Funktion vom cytosolischen
Calciumspiegel beeinflusst wird. Fir die PI3-Kinase konnte in diesem Kontext keine
Bedeutung gezeigt werden.

Bei Hemmung der Translation mit Cycloheximid fanden sich radikalunabhangig hohe
Id3-mRNA-Spiegel, was wiederum auf einen Feedback-Mechanismus wie in Kap. 4.4.1
beschrieben hindeutet. Der Transkriptionsblocker Actinomycin D flhrte zu niedrigen
und durch Stimulation nicht induzierbaren Id3-Spiegeln.
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4.5 Experimentelle Hinweise auf einen Zusammenhang der
Regulation von GKLF und Id3

In den Vorarbeiten der Arbeitsgruppe (Vgl. Kapitel 2.3.4) bzw. aus den Beobachtungen
anderer Arbeitsgruppen (BAAS & BERK, 1995) ist bekannt, dass OH" in VSMC
antiproliferativ wirken. In den bisher gezeigten Ergebnissen wurde GKLF als mdéglicher
Vermittler dieses Radikaleffekts prasentiert. Auf der anderen Seite besteht auch die
Maoglichkeit, dass durch OH" die Expression wachstumsférdernder Faktoren wie z.B.
Id3 gehemmt wird.

4.5.1 mRNA-Regulation von Id3 nach Stimulation mit Hydroxylradikalen

Daher wurde in weiteren Stimulationsexperimenten und aus den vorhandenen Proben
aus Abschnitt 4.2.1, 4.3.1 und 4.4.1 der 1d3-mRNA-Spiegel mittels RT-PCR oder
Northern Blot ermittelt, um den Einfluss von Hydroxylradikalen auf die 1d3-Expression
zu untersuchen (Abbildung 4.10 und 4.11).

Die Stimulation mit 10 pM/l H2O, und 2 pM/l Fe**NTA bewirkte keine statistisch
signifikante Anderung des 1d3-Spiegels (76 + 4%), wahrend die Stimulation mit 100
UM/l HoO, und 20 puM/l Fe**NTA im Mittel einen Abfall auf 47 + 3% des Kontrollwerts
ausloste (siehe z.B. Abb. 4.11 B). Eine Verzehnfachung der Dosis auf 1 mM/I H,O, und
200 pM/I Fe**NTA verstarkte diesen Effekt noch weiter (27 + 4%).

Die Koinkubation der Zellen mit Hydroxylradikalen und dem NO-Donor Nitroprussid-
Natrium (111 + 6%, nicht gezeigt) hatte keinen Einfluss auf den Abfall von 1d3 (53 *
8%), wahrend 1 uM/I Angiotensin Il die Herabregulation auf 65 + 5% begrenzte.

Die durch OH™-induzierte Verminderung der |d3-Expression konnte durch
Hydroxylscavenger wie Catalase (96 + 7%) blockiert werden, nicht jedoch durch O,"-
Scavenger wie SOD, DPl oder den HMG-CoA-Reduktase-Inhibitor Atorvastatin
(grafisch nicht dargestellt).
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Abbildung 4.10 Id3-Regulation durch Hydroxylradikale

Auswertung der densitometrischen Ergebnisse. Stimulation 12 Stunden gehungerter VSMC Uber drei
Stunden, danach RNA-Isolation und RT-PCR oder Northern Blot. Angiotensin Il (1uM/l) und
Nitroprussid-Natrium (SNP, 1 uM/l) waren 30 Minuten vorinkubiert. Kontrolle (unstimulierte Zellen), OH /
10 (10pM/l Ho0; + 2 pM/l Fe**NTA), OH (100 pM/l H,0, + 20 pM/I Fe**NTA), OH * 10 (1 mM/I H,O, +
200 uM/I Fe**NTA). Fehlerindikator = SEM, *p < 0.01 vs. Kontrolle, p < 0.01 vs. OH, n = 3.

Zusammenfassend kann man sagen, dass in der vorliegenden Arbeit das Helix-Loop-
Helix-Protein 1d3 einer dosisabhangigen Regulation durch Hydroxylradikale unterlag,
die durch gleichzeitige Aktivierung der NAD(P)H-Oxidase und des Ras-ERK-MAPK-
Weges durch Angiotensin Il signifikant reduziert werden konnte.

Der NO-Donor SNP hingegen, welcher in vitro Uber die Abspaltung vasoaktiven
Stiffstoffmonoxids zu stark erhéhten cGMP-Spiegeln (AzULA et al., 1996) und in vivo
zur Vasodilatation fahrt (Roos et al., 1994) hatte keinen signifikanten Einfluss auf den
hydroxylinduzierten Abfall von |d3.

Der OH'-Effekt auf 1d3 lieB sich nur durch Hydroxylscavenger wie Catalase spezifisch
blockieren, so dass erneut ein radikalspezifischer Effekt vorlag. Damit stellte sich die
Frage, ob flir die differentielle 1d3-Regulation durch OH" und O," verschiedene
Signalwege verantwortlich sind. Abbildung 4.11. zeigt die Wirkung verschiedener
Signaltransduktionsinhibitoren auf diese Regulation.

Der Tyrosinkinasehemmer Genistein (allein 99 + 7%) hatte auf die Wirkung von OH’
keinen Einfluss (56 = 11%). Auch Wortmannin (109 * 9%) konnte den inhibierenden
Effekt von OH" auf die Id3-Expression nicht blockieren (42 + 7%).

60



Der p38 MAPK-Inhibitor SB 203580 hatte allein keinen Einfluss auf 1d3 (101 + 3%) und
hemmte die Herabregulation durch OH" (91 + 2%). PD 98059 (95 * 6%) konnte die
Herabregulation von 1d3 auf 52 £ 4% hingegen nicht verhindern.

Der Calciumchelator MAPTAM (109 + 6%) verhinderte die Absenkung des 1d3-mRNA-
Spiegels durch Hydroxylradikale (im Mittel 95%), wahrend Pertussistoxin (107 £ 8%)
und Choleratoxin (72 + 11%) keinen Effekt zeigten (43 + 7% bzw. 31 + 4%).

Die Hemmung der NO-Synthase mittels LNNA (90 £ 9%) blieb ebenfalls ohne Wirkung
auf den Hydroxyleffekt (51 + 4%, nicht gezeigt).
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Abbildung 4.11 Id3-Regulation nach Inkubation mit OH und Signalwegsinhibitoren

A: Auswertung der densitometrischen Ergebnisse; B: Reprasentativer 1d3-Northern Blot (cben RNA-Gel).
Stimulation 12 Stunden gehungerter VSMC Uber drei Stunden, danach RNA-Isolation und RT-PCR oder
Northern Blot. Kontrolle (unstimulierte Zellen), OH (100 pM/l H,O, + 20 puM/I Fe3+NTA). Folgende
Inhibitoren waren jeweils 30 Minuten vorinkubiert: Genistein (0,2uM/l), Wortmannin (0,1 uM/l), SB
203580 (10 puM/1), PD 98059 (20 puM/l), MAPTAM = 1,2-bis(2-amino-5-methylphenoxyethan)-NNN"N"-
tetraacetic acid-tetraacetoxymethylester (20 uM/l), Pertussistoxin (200 ng/ml), Choleratoxin (100
ng/ml). Fehlerindikator = SEM, *p < 0.01 vs. Kontrolle, n = 3.
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FOr den Abfall der Id3-Expression nach dreistiindiger Stimulation von VSMC mit
Hydroxylradikalen war somit die p38 Mitogen-aktivierte Proteinkinase verantwortlich.
Ferner spielte der intrazellulare Calciumspiegel eine wichtige Rolle, wie der
blockierende Effekt von MAPTAM auf diesen Regulationsmechanismus beweist. Im
Gegensatz zur ld3-Regulation durch Superoxidanionen, die durch eine Reihe von
Signalwegsinhibitoren inhibiert werden konnte, fand sich sich bei den OH'-
Stimulationen ein abweichender Signalweg, der im Wesentlichen dem Mechanismus
der GKLF-Hochregulation durch OH’ entspricht.

4.5.2 mRNA-Spiegel von GKLF und Id3 nach Transfektionsexperimenten

Auf Grund der Beobachtung, dass GKLF nur durch OH’ und Id3 sowohl durch OH" als
auch durch O," reguliert wird, wurde die Expression beider Faktoren nach
Transfektionsexperimenten bestimmt, um der Frage nach gegenseitiger Beeinflussung
in diesem Modell nachzugehen. Dazu wurde die Gesamt-RNA transfizierter Zellen nach
48 Stunden isoliert, um nach Reverser Transkription in einer PCR die mRNA-Spiegel
von GKLF und 1d3 semiquantitativ zu Uberprifen. Zur Elimination von mitisolierten
Plasmiden, die in der PCR als Template dienen kénnten, wurde ein DNase-Verdau
nach dem in Kap. 3.2.4.6 beschriebenen Protokoll durchgefihrt. Bei der
densitometrischen Analyse der Banden wurden alle PCRs mit der zugehdrigen
GAPDH-Bande verrechnet und die GKLF-/ 1d3-Expression in Bezug zu nur mit dem
Leervektor pcDNA3 transfizierten Zellen gesetzt. Die Ergebnisse dieser PCRs sind in
den Abbildungen 4.12 und 4.13 zusammengestellt.

Bei der Transfektion mit GKLF sense wurde die GKLF-mRNA auf 249 + 12% des
Ausgangswertes hochreguliert, wahrend Id3 auf 33 + 8% absank. GKLF antisense
hatte keinen signifikanten Effekt (GKLF: 89 + 35%; 1d3: 106 + 9%).

Id3 sense senkte den GKLF-Spiegel ebenfalls ab (61 + 6%), wahrend 1d3 auf 198 +
12% hochreguliert wurde. Die Transfektion mit 1d3 antisense hob GKLF tendentiell auf
135 £ 22% an. Der 1d3-mRNA-Spiegel blieb auf Kontroliniveau (84 + 9%).

Die Einschleusung des Cdk-Inhibitors p21 hatte in diesen Experimenten keine
statistisch signifikante Wirkung auf GKLF und 1d3 (nicht abgebildet). Die Transfektion
mit p53 sense hatte auf GKLF jedoch einen steigernden Effekt (156 + 5%), wohingegen
die Blockade der intrazellularen p53-mRNA durch ein p53 antisense-Konstrukt eher auf
den 1d3-Spiegel wirkte (156 + 41%, nicht dargestellt).
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Abbildung 4.12 GKLF-PCR nach transienter Transfektion von VSMC

A: Auswertung der densitometrischen Ergebnisse; B: Représentative GKLF-PCR (unten GAPDH-PCR).
Die Transfektion erfolgte mit jeweils 20 pg der folgenden, in pcDNA3 klonierten Konstrukte durch
Elektroporation mit 0,3 kV und 500 pF: pcDNA3 (Leervektor), GKLF sense, GKLF antisense, 1d3
sense, Id3 antisense. Ernte und RNA-Isolation wurden 48 Stunden nach Transfektion durchgefihrt,
anschlieBend DNase-Verdau, RT und PCR. Fehlerindikator = SEM, *p < 0.01 vs. pcDNA3, n = 3.
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Abbildung 4.13 1d3-PCR nach transienter Transfektion von VSMC

A: Auswertung der densitometrischen Ergebnisse; B: Reprasentative 1d3-PCR (unten GAPDH-PCR). Die
Transfektion erfolgte mit jeweils 20 pg der folgenden, in pcDNA3 klonierten Konstrukte durch
Elektroporation mit 0,3 kV und 500 puF: pcDNA3 (Leervektor), GKLF sense, GKLF antisense, 1d3
sense, Id3 antisense. Ernte und RNA-Isolation wurden 48 Stunden nach Transfektion durchgefiihrt,
anschlieBend DNase-Verdau, RT und PCR. Fehlerindikator = SEM, *p < 0.05 vs. pcDNA3, n = 3.

Bei der Analyse der PCR-Ergebnisse féallt zum einen auf, dass die Transfektion mit
GKLF sense den 1d3-Spiegel signifikant beeinflusst. Diese Absenkung der 1d3-mRNA
lasst sich z.B. durch einen direkten oder indirekten hemmenden Einfluss auf der Ebene
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der 1d3-Transkription erklaren. Die Regulation der GKLF-Spiegel nach Uberexpression
von |d3-Konstrukten legt einen &hnlichen Zusammenhang andererseits auch
umgekehrt nahe.

Die positive Wirkung des Zellzyklusinhibitors p53 auf GKLF ist mit den Ergebnissen
anderer Forschungsgruppen vereinbar, die herausgefunden haben, dass p53 GKLF
induziert und Uber diesen Weg den p21-Promotor transaktiviert (ZHANG et al., 2000). Es
konnte wiederum ein gegenteiliger Effekt auf die [d3-Regulation beobachtet werden.

4.5.3 Zellzédhlung nach Ko-Transfektion mit GKLF und Id3

Nachdem im Rahmen der RT-PCRs nach Transfektionsexperimenten der Einfluss einer
GKLF-Uberexpression auf den 1d3-mRNA-Spiegel und umgekehrt gezeigt worden war,
stellte sich die Frage, ob die Interaktion dieser beiden Faktoren auch funktionell von
Bedeutung ist. In den Zellzdhlungen nach Transfektion (vgl. Abbildung 4.1) wurde
beobachtet, dass eine Ko-Transfektion von GKLF sense und |d3 sense in pcDNA3 den
|d3-Effekt auf die Proliferation fast vollkommen aufhebt (36 + 6%). Dieser Sachverhalt

ist zur Verdeutlichung in Abb. 4.14 nochmals dargestellt.

300+
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Zellzahl in % / pcDNA3

pcDNA3

GKLF sense

ld3 sense

GKLF + 1d3 sense

Abbildung 4.14 Zellzédhlung von VSMC nach Transfektion

Die Transfektion erfolgte mit jeweils 20 pg der folgenden, in pcDNA3 klonierten Konstrukte durch
Elektroporation mit 0,3 kV und 500 puF: pcDNA3 (Leervektor), GKLF sense, GKLF antisense, 1d3
sense, Id3 antisense, GKLF sense + Id3 sense. Die Zellzdhlung erfolgte 48 Stunden nach
Transfektion. Fehlerindikator = SEM, *p < 0.01 vs. pcDNA3, **p<0.001 vs. pcDNA3, *p > 0.05 vs. GKLF

sense, n = 3.
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Als Erklarungsmdglichkeiten flr diese neue Erkenntnis kommen z.B. eine starkere
Induktion der Cdk-Inhibitoren durch GKLF als deren Hemmung durch 1d3 oder eine
direkte Interaktion von GKLF und Id3 auf Protein- oder Nukleinsdureebene in Frage.

4.5.4 Luciferase-Assay nach transienter Transfektion

AbschlieBend wurde daher in Ko-Transfektionsexperimenten von VSMC mit Promotor-
Reporter-Konstrukten untersucht, ob die vermutete direkte Interaktion von GKLF und
Id3 auf der transkriptionellen Ebene stattfindet bzw. ob GKLF einen inhibierenden
Effekt auf den Id3-Promoter austbt.

Die Klonierung des Id3-Promoters in pGL2 wurde in Kap. 3.2.4.4 bereits ausflhrlich
beschrieben. In dem so hergestellten Promoter-Reporter-Konstrukt lag das Firefly-
Luciferase-Gen downstream des Id3-Promoters, der somit dessen Ablesung
kontrollierte. Die dadurch bei Zugabe der Assay-Reagenzien entstehenden
Leuchtsignale waren proportional der Promoteraktivitdt und konnten mit Hilfe eines
Luminometers (Berthold Lumat) detektiert werden.

Die so gewonnenen Messdaten sind in Abbildung 4.15 dargestellt. Als
Hintergrundkontrolle diente bei der Messung ein leeres Probenréhrchen und als
Leerwert eine Probe mit Zellysepuffer und Luciferase Assay-Reagenz. Als Kontrolle
diente die Transfektion von Zellen mit dem Leerplasmid pGL2basic (3848 + 213 RLU).
Die Transfektion mit dem pGL2(ld3-Promoter)-Konstrukt bewirkte durch die Ablesung
des Id3-Promoters eine Steigerung der Lumineszenz auf im Mittel 66462 RLU. Die
alleinige Transfektion von pcDNA3(GKLF sense) bewirkte mangels Luciferase-Gen
praktisch keine Lumineszenz (283 + 54 RLU). Bei der Kotransfektion von pGL2(Id3-
Promoter) und pcDNA3(GKLF sense) ergab sich eine deutliche Blockade des 1d3-
Effektes (7986 + 913 RLU) bis fast auf Kontrollniveau.
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Abbildung 4.15 Luciferase-Assay von VSMC nach Transfektion

Die Transfektion erfolgte mit jeweils 20 pug der folgenden Plasmide durch Elektroporation mit 0,3 kV und
500 pF: pGL2 (Leervektor), pGL2 (Id3promoter), pGL2 (ld3promoter) + pcDNA3 (GKLF sense),
pcDNAS3 (GKLF sense). Der Assay erfolgte 48 Stunden nach Transfektion. Fehlerindikator = SEM, *p <
0.001 vs. pGL2, **p < 0.001 vs. pGL2 (Id3promoter), n = 3.

Die in den Luciferase-Assays gewonnenen Daten unterstitzen die Beweislage flr
einen hemmenden Effekt von GKLF auf die Transkription des Id3-Promoters, da nur ein
Angriffspunkt auf dieser Ebene einen Abfall der im Zelllysat einer mit dem 1d3-Promoter
und GKLF sense kotransfizierten Probe gemessenen Luciferase-Aktivitat um 89% auf
das Niveau von pGL2 erklaren kann. Diese Evidenz gibt neue Einblicke in die
offensichtlich zusammenhangende intrazelluldre Regulation des die VSMC-Proliferation
steigernden Faktors 1d3 und des antiproliferativ wirkenden Transkriptionsfaktors GKLF.
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5 Diskussion

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit der transkriptionellen Regulation und den
zellularen Funktionen der redoxsensitiven Faktoren Gut-enriched Krippel-like factor
(GKLF) und Inhibitor of DNA-binding 3 (Id3) in glatten GefaBmuskelzellen (VSMC).

Die Stimulation mit OH" fiihrte dosisabhangig zu einer Hochregulation von GKLF und
einer Herabregulation von 1d3. Superoxidanionen bewirkten eine dosisabhangige
Hochregulation von 1d3. Die Effekte waren jeweils spezifisch fir die Art der
eingesetzten reaktiven Sauerstoffspezies. Die Stimulationsexperimente mit ROS und
Signaltransduktionsinhibitoren zeigten fiir die Regulation von GKLF durch OH’ einen
von p38, Ca®* und Gy, abhéngigen Signalweg. Die hydroxylabhdngige Regulation von
|d3 war mit diesen Ergebnissen vergleichbar. Die durch Stimulation mit O," ausgeldste
Id3-Regulation ist von ERK 1/2, p38 MAPK, zytoplasmatischen bzw.
Rezeptortyrosinkinasen, Gio-Proteinen, Ca®** und stimulatorischen Gsq-Proteinen
abhéangig.

Transfektionsexperimente zeigten bei Uberexpression von GKLF eine reduzierte
VSMC-Proliferation und deutlich erhdhte Apoptoserate. Die Unterdriickung von GKLF
mit einem antisense-Konstrukt |6ste eine gesteigerte zellulare Proliferation aus. Die
Uberexpression von 1d3 bewirkte eine stark gesteigerte Proliferation, wahrend die
Unterdriickung dieses Faktors wahrscheinlich einen proapoptotischen Stimulus in
ahnlichem AusmaB wie GKLF darstellte. In weiteren Experimenten fanden sich
Hinweise auf einen Zusammenhang zwischen der Regulation von GKLF und 1d3 auf
transkriptioneller Ebene. So wurde nach GKLF-Uberexpression eine signifikante
Abnahme der Id3-mRNA beobachtet. Dartiberhinaus wurde der proliferationssteigernde
Effekt von 1d3 durch Ko-Transfektion mit GKLF komplett aufgehoben. Die Verwendung
eines pGL2-1d3-Promoter-Reporter-Konstrukts in Luciferase-Assays flihrte zu der
Erkenntnis, dass in Anwesenheit von GKLF die Aktivitat des 1d3-Promoters zumindest

in vitro um fast 90% reduziert ist.
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5.1 Mechanismen der Signaltransduktion zu GKLF und Id3 nach
Stimulation mit OH', O, und Angiotensin Il: Mitogen-aktivierte
Proteinkinasen stehen im Vordergund

Zur besseren Ubersicht sind die im Folgenden angesprochenen Signalwege in

Abbildung 5.1 schematisch dargestellt.

5.1.1 Bedeutung von Angiotensin Il und der NAD(P)H-Oxidase

H.O, besitzt wesentliche Kriterien eines Signalmolekiils, weil ungeladen, diffusibel und
relativ. stabil ist (GRIENDLING & HARRISON, 1999). Bei der intrazelluldren
Signaltransduktion spielt HoO2 nach exogener Applikation oder als Dismutationsprodukt
von Oy eine Rolle. AuBerhalb der Zelle generierte Superoxidanionen erreichen das
Zellinnere Uber Anionenkanéle oder per diffusionem (GOMES et al., 1993).

Wesentlich flir das Verstandnis ist eine Differenzierung zwischen dem durch die
Funktion der Superoxiddismutase aus O," entstehenden H,O, und exogen
hinzugegebenem Wasserstoffperoxid. Man muss davon ausgehen, dass in
Kombination mit FesNTA vorwiegend eine durch die das normale Eisenangebot der
Zelle Ubersteigende Zahl an Metallionen katalysierte OH-Genese flir die vowiegend
negative intrazelluldaren RSO-Effekte verantwortlich ist (LI et al., 1997; GRIENDLING &
HARRISON, 1999). Intrazellular dosiert gebildetes H.O, stellt einen second messenger
auf dem Signalweg von z.B. der Angiotensin II-Wirkung am AT;-Rezeptor bis zur
Auslésung der VSMC-Proliferation dar (IRANI, 2000).

GKLF wird durch OH’, die durch eine Kombination von H>O, und FesNTA generiert
wurden, dosisabhangig auf mRNA-Ebene heraufreguliert. Superoxidanionen hatten
keinen signifikanten Effekt auf GKLF. Im Gegensatz dazu wurde |d3 dosisabhangig
durch Superoxidanionen, die durch das Xanthinoxidase/Purin-System oder Uber
Angiotensin Il generiert wurden, hochreguliert. Der Flavoproteininhibitor
Diphenyleniodonium (DPI) hatte auf den Spiegel von GKLF keinen Einfluss, vermochte
aber sowohl die 1d3-Regulation durch Xanthinoxidase/Purin als auch durch Angiotensin
Il zu verhindern. Es ist zu bekannt, dass DPI neben der NAD(P)H-Oxidase auch die
Xanthinoxidase hemmen kann, weil diese ebenfalls flavinabhangig ist (SkiBo, 1986).
Somit zeigen die Ergebnisse einerseits, dass Angiotensin Il 1d3 Uber die NAD(P)H-
Oxidase  heraufreguliert, und dass die Superoxidanionen aus dem
Xanthinoxidase/Purin-System dies mdglicherweise unabhangig von der NAD(P)H-
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Oxidase bewirken. GKLF auf der anderen Seite wurde durch O," nicht signifikant in
seiner Expression beeinflusst, und die GKLF-Regulation durch OH" war nicht an die
Funktion der NAD(P)H-Oxidase gebunden.

Die proatherogene Wirkung des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS) lasst
sich vor allem auf den Einfluss seines vasokonstriktorischen Effektors Angiotensin |l
zurtckfuhren (VIEDT et al., 2000). Dieses Peptidhormon bindet an mehrere Rezeptoren,
von denen der AT -Rezeptor der bedeutsamste ist (BERK, 1999; NICKENIG & Harrison,
2002"?). Die Bindung von Angiotensin Il an den AT;-Rezeptor fiihrt zur Gq-vermittelten
Transaktivierung von Rezeptortyrosinkinasen wie dem EGF-Rezeptor (EGUCHI et al.,
1996; MULLER et al., 2005) oder von zytoplasmatischen Tyrosinkinasen wie c-src.
Diesem Vorgang folgt Uber das Zytoskelett die Translokation kleiner monomerer
GTPasen (Rho-Proteine) wie GDP-rac1 an die Membran (ENDRES & LAUFS, 2004). Uber
Guanine nucleotide exchange factors (GEF) erfolgt die Aktivierung zu GTP-ract,
welches einen wichtigen Assoziationsfaktor des NAD(P)H-Oxidase-Komplexes
darstellt. Nach diesem Stimulus werden die membranstandigen Einheiten nox1
(homolog zu der katalytischen Untereinheit gp91phox in Phagozyten) und p22phox, die
zusammen das Cytochrom b558 bilden, um die cytosolischen Untereinheiten p47phox,
p67phox und rac1 erganzt, so dass das funktionsfahige Holoenzym entsteht (KyAaw et
al., 2004; WASSMANN et al., 2004). Der vollstdndige NAD(P)H-Oxidase-Enzymkomplex
generiert dann Superoxidanionen, die zu einer Phosphorylierung der ERK1/2 flihren
(GRIENDLING & UsHIO-Fukal, 1998). Flr die Aktivierung der ERK1/2 wird neben O"
jedoch auch ein direkt rezeptorabhangiger Signalweg (ber Ca®*-abhingige
Tyrosinkinasen, das ras-Protein, die Raf1-Kinase und die MEK1/2 verantwortlich
gemacht (siehe Kap. 5.1.2). Die Stimulation mit Genistein, einem spezifischen
Hemmstoff flr zytoplasmatische und Rezeptortyrosinkinasen, konnte die GKLF-
Hochregulation durch Hydroxylradikale nicht signifikant beeinflussen, wahrend die 1d3-
Regulation durch Superoxidanionen aufgehoben wurde. Dies spricht wiederum dafir,
dass die soeben beschriebene Signaltransduktion, welche das Angiotensin II-Signal mit
ERK 1/2 verbindet, fir GKLF nicht von Bedeutung ist.

Es ist bekannt, dass eine akute Stimulation mit Angiotensin Il innerhalb von Minuten
eine Enzymaktivierung wie soeben beschrieben bewirkt, wahrend eine chronische
Aktivierung des RAAS zu einer Hochregulation der Genexpression aller Untereinheiten
der NAD(P)H-Oxidase und somit per se zu einem gesteigerten oxidativen Stress fuhrt
(Wassmann et al.,, 2004). Angiotensin Il 16st bei alleiniger Stimulation VSMC-
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Hypertrophie und im Zusammenhang mit anderen Wachstumsfaktoren wie PDGF eine
ROS-abhangige Proliferation in VSMC aus (RAO, 1999; SERVANT et al., 2000).

Bemerkenswert ist auch die Tatsache, dass von der NAD(P)H-Oxidase O." sowohl
intra- als auch extrazellular sezerniert werden. Zusammen mit der EC-SOD
kontrollieren diese Superoxidanionen im Extrazellularraum die Konzentration von NO’
auf seinem Diffusionsweg in der GefaBwand (Fukal et al., 1999). Damit werden die
atheroprotektiven Effekte von Stickstoffmonoxid wesentlich von der NAD(P)H-Oxidase
mitbestimmt. Die Blockade der NO-Synthase mit dem L-Arginin-Analogon LNNA und
die Stimulation mit dem NO-Donor Nitroprussidnatrium (SNP) hatten in den
durchgefihrten Stimulationsexperimenten auf die Regulation von GKLF und Id3 durch
reaktive Sauerstoffspezies keinen Einfluss, so dass die NO-Synthase bei der

Regulation der untersuchten Faktoren in diesem Kontext keine Rolle zu spielen scheint.

Die NAD(P)H-Oxidase steht im Zentrum der vaskularen ROS-Produktion. Die Wirkung
der unter basalen Bedingungen gebildeten Sauerstoffradikale werden im Kontext der
zellularen Ausstattung mit Antioxidantien (siehe Kap. 2.2.3) genau kontrolliert (PATEL et
al., 2000). Verschiedene Studien konnten zeigen, dass eine Elimination dieser ROS
durch exogen zugeflhrte Radikalfanger die Zellfunktionen empfindlich stért und Uber
die Blockade von Wachstumssignalen zum Zelltod fihrt (UsHIO-FUKAI et al., 1998). Die
von der NAD(P)H-Oxidase gebildeten ROS tragen Uber mehrere Feedforward-
Mechanismen zu einer oxidativen Signalverstarkung bei. Ein solcher Verstarker-
mechanismus beruht auf der Hemmung von Tyrosinphosphatasen durch O2™ und H2O..
Dies bewirkt eine verstarkte Phosphorylierung der Tyrosinkinasen bzw. erhdhte
Aktivitdt der nachgeschalteten Kinasen, die wiederum Uber die oben erwdhnte
Transaktivierung der NAD(P)H-Oxidase eine vermehrte ROS-Produktion zur Folge hat
(UsHIO-FUKAI & ALEXANDER, 2004). Es ist ferner bekannt, dass durch die NAD(P)H-
Oxidase die Xanthinoxidase aktiviert wird, die vor allem unter pathologischen
Bedingungen eine signifikante Superoxidausschittung verursacht (MULLER et al.,
2005). Drittens tragen die von der NAD(P)H-Oxidase produzierten ROS zur Oxidation
des NO-Synthase-Kofaktors Tetrahydrobiopterin bei. Dies fihrt Gber die Entkopplung
des Enzyms ebenfalls zu einer verstarkten Radikalbildung. Die Dismutation der
Superoxidanionen zu H>O» bewirkt in Abhangigkeit der zellular verfligbaren Fe**-lonen
Uber die FENTON-Reaktion eine Generierung von Hydroxylradikalen. Diese
Radikalspezies fuhrt Gber Kettenreaktionen u.a. zur Bildung von Membranperoxiden,
welche genauso wie H,O, selbst wiederum die NAD(P)H-Oxidase aktivieren kénnen
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(MULLER et al.,, 2005). Einer {berschieBenden Radikalbildung stehen die
enzymatischen Radikalscavenger gegenlber. Die letztendlich aus der Stimulation der
NAD(P)H-Oxidase resultierenden zellularen Effekte bzw. Anderungen der
Gentranskription werden von der Dynamik dieser komplex regulierten Interaktion
bestimmt (PATEL et al., 2000; MULLER et al., 2005).

5.1.2 Einfluss der extracellular signal-regulated kinases (ERK)

In Abschnitt 4.4.2 wurde gezeigt, dass die spezifische Hemmung der MEK 1/2 und
ERK 1/2 mittels PD 98059 eine Blockade der Hochregulation von 1d3 durch O," und
Angiotensin 1l bewirkte. Auf die GKLF-Regulation fand sich keine Auswirkung. Die
Regulation von 1d3 durch die Ras-ERK-Kaskade wurde in Thymozyten nach
Stimulation des T-Zell-Rezeptors und in HUVEC bereits beobachtet (BAIN et al., 2001;
SAKURAI et al., 2004). Eine analoge Regulation wurde fir Id1 in Prostatatumoren
gefunden (LING et al., 2002). Fir den genauen Ablauf der Signaltransduktion zu 1d3
ergeben sich aus der Literatur verschiedene Méglichkeiten, die im Folgenden
beschrieben werden.

Die Familie der Mitogen-aktivierten Proteinkinasen (MAPK) transduziert nach
Einwirkung verschiedener externer Stimuli Signale in Richtung des Zellkerns und fuhrt
zu einer geanderten Gentranskription und Proteinsynthese. Die Aktivierung dieser
Kinasen erfordert typischerweise eine duale Phosphorylierung an einem spezifischen
Serin- und Threoninrest. Der Aufbau der MAPK-Signalkaskade folgt dem Grundprinzip
des Drei-Kinasen-Moduls: Eine MEKK (MAPK early kinase kinase) phosporyliert eine
MEK (MKK, MAPK early kinase), welche schlieBlich das Signal auf die MAPK Ubertragt
(ALBERTS et al.,, 1995). Die drei wichtigsten MAPK in VSMC sind die extracellular
signal-regulated kinase (ERK), die p38 MAPK (Unterform a-6) und die ¢-Jun N-terminal
kinase (JNK) (GRIENDLING & UsHIO-FUKAI, 1998; IRANI, 2000).

Die mit der Raf1-MEK1/2-ERK1/2-Kaskade verbundenen Rezeptoren zahlen zu den
Rezeptortyrosinkinasen (z.B. fir PDGF), G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (z.B. far
Angiotensin), Hormonrezeptoren (z.B. fiir Ostrogen) und Zytokinrezeptoren (z.B. fiir
Bradykinin). Neben Wachstumsfaktoren, Botenstoffen des vegetativen Nervensystems,
(Peptid-)Hormonen und inflammatorischen Botenstoffen kdnnen auch reaktive
Sauerstoffspezies und mechanische Reize die ERK aktivieren (MICHEL et al., 2001).
Downstream folgt die Aktivierung von Protoonkogenen wie c-fos und c-myc, die zur

gesteigerten Transkription verschiedener Zielgene Uber Transkriptionsfaktoren wie AP-
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1 und NFkB fihrt. Bedeutend ist auch die Inaktivierung proapoptotischer Faktoren wie
bad (VANTLER et al., 2005). Eine ERK-Aktivierung hat ein erhéhtes Zellwachstum und
Uberleben bzw. eine verminderte Apoptose zur Folge. Im kardiovaskuldren System
tragt dieser Prozess zu einer unkontrollierten VSMC-Proliferation und dem vaskularen
remodeling bei (GRIENDLING & USHIO-FUKAI, 1998).

Angiotensin Il ist wie oben erldutert einer der wichtigsten Aktivatoren der vaskuléren
NAD(P)H-Oxidase. Die nach einer Stimulation entstehenden Superoxidanionen und
H.O, als ihr Dismutationsprodukt bewirken zum einen Uber die intrazellulare
Calciumausschiittung eine Aktivierung der Ca®*-Calmodulin-abhangigen ERK (YANG et
al., 2001). Zum anderen verlangert H,O, die ERK-Aktivierung durch die Oxidation
redoxsensitiver Cysteinreste in Proteinphosphatasen wie MKP-1 (vgl. Kap. 2.2.4).

Die Bedeutung von Calcium flr die beschriebene Regulation von GKLF und 1d3 wird
durch die Wirksamkeit des unspezifischen Calciumchelators MAPTAM unterstrichen.
Die Calcium-Ausschittung kann z.B. durch die ROS-vermittelte Aktivierung der
Phospolipase C und nachfolgende IP3-Bildung erfolgen, weil IP3 Uber den
sarkoplasmatischen Ryanodinrezeptor den cytoplasmatischen Calciumspiegel erhdht
(Suzuki et al., 1997). Dieser Rezeptor wurde auch als selbst redoxsensitiv beschrieben
(KawakAMI & OkABE, 1998). Weiterhin wurde ein erhdéhter Calciumeinstrom aus dem
Extrazellularraum und ein erhdhter mitochondrialer Ca®*-Ausstrom durch ROS
beobachtet (BERK, 1999).

Ein weiterer Weg der ERK-Aktivierung durch Angiotensin Il stellt wie oben bereits

172 tiber

erwahnt die direkte rezeptorabhangige Aktivierung des kleinen G-Proteins p2
die mit den Tyrosinkinasen verbundenen Adapterproteine Grb2 und SOS dar, die zur
Phosphorylierung der Raf1-Kinase fuhrt, welche die MEKK fir MEK 1 und 2 darstellt
(CoBB et al., 1995; OKUDA et al., 1996; VIEDT et al., 2000). Auf Grund der Wirksamkeit
der Scavenger SOD und Tiron auf die |d3-Regulation scheint dieser in geringerem
Ausmalf von ROS abhangige Weg daftir nicht entscheidend zu sein.

Es ist aus der Literatur bekannt, dass O," als 2nd messenger direkt wie oben
beschrieben Uber Tyrosinkinasen die Ras-ERK-Kaskade aktivieren kdnnen
(GRIENDLING & UsHIO-FUKAI, 1998). Dabei spielt neben G auch die Funktionsféhigkeit
der a-Untereinheiten anderer heterotrimerer G-Proteine fur die ERK-Aktivierung eine
Rolle (LoPEz-ILASACA et al., 1998). Bemerkenswerterweise war die Id3-Regulation
durch O, Uber die irreversible Aktivierung von Gsq- oder die Hemmung von Gig-
Proteinen Uber Cholera- bzw. Pertussistoxin blockierbar (Abb. 4.8). Dies ist am ehesten
dadurch erklarbar, dass eine Aktivitatssteigerung der Adenylylzyklase zu einer cAMP-
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Erhéhung fuhrt, die die CAK (cdk activating kinase) hemmt und somit eine p27-
Erhéhung mit Blockade proliferativer Signale bewirkt (KATO et al., 1994; THORIN-
TRESCASES et al., 2001).

Da die GKLF-Hochregulation durch OH" durch Koinkubation mit Mannitol und Catalase
vollstandig verhindert wurde, aber nicht durch SOD oder Tiron, ist ein indirekter Effekt
von Superoxidanionen auf die GKLF-Regulation unwahrscheinlich.

Die Tatsache, dass Atorvastatin die l1d3-Regulation durch Superoxidradikale verhindern
konnte, unterstitzt die Hypothese, dass auch bei diesem Regulationsweg die
NAD(P)H-Oxidase eine Rolle spielt, z.B. durch eine Amplifikation des ROS-Signals wie
oben beschrieben. Es gibt mittlerweile viele Belege pleiotroper Effekte der HMG-CoA-
Reduktase-Inhibitoren, die sich in Form einer antioxidativen, antiinflammatorischen und
antiproliferativen Wirkung im GefaB entfalten (MAAcK et al., 2003; LIAO & LAUFS, 2005).
Neben anderen Effekten wie der eNOS-Aktivierung wird als Hauptmechanismus dieser
Wirkungen die Hemmung der Membrantranslokation von Rac1 angesehen, was zu
einer reduzierten NAD(P)H-Oxidase-Aktivitat fihrt (NICKENIG & HARRISON, 2002';
ENDRES & LAUFS, 2004; UsHIO-FUKkAl & ALEXANDER 2004; WASSMANN et al., 2004).
Hinsichtlich der GKLF-Regulation durch OH" hatten Statine keinen Effekt. Dies bestatigt
indirekt wiederum, dass die GKLF-Expression nicht Uber den NAD(P)H-Oxidase-ERK-
Signalweg reguliert wird.

5.1.3 Funktion der p38 Mitogen-aktivierten Proteinkinase

In der vorliegenden Arbeit wurde durch die Anwendung des spezifischen p38 MAPK-
Inhibitors SB 203580 gezeigt, dass sowohl die Id3-Hochregulation durch O." und
Angiotensin Il als auch die differentielle Regulation von GKLF und 1d3 durch
Hydroxylradikale entscheidend von der Funktion dieses Enzyms abhéangt.

Die p38 MAPK wird vor allem durch zellulare Stressoren wie UV-Strahlung,
Hitzeeinwirkung und Zytokine wie TNFa angesprochen. P38 ist nach heutigem
Kenntnisstand die hauptsachliche redoxsensitive MAPK, da dieses Enzym in einer
Reihe von Zelltypen durch ROS (v.a. HO,) aktiviert wird (UsHIO-FukaAl et al., 1998;
ALLEN & TRESINI, 2000). Zusammen mit der JNK gehért p38 zu den stress-activated
protein kinases (SAPK). Die p38-Familie teilt sich in die ubiquitdren p38 o und B sowie
die gewebespezifischen p38 y und & auf. Die MEKK dieser Kaskade werden im
Wesentlichen durch die kleinen G-Proteine Rac1 und Cdc42 sowie deren direkten
downstream Effektor PAK (p21-activated kinase) phosphoryliert und heiBen vermutlich
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TAK und ASK1. Zwischen diesen Faktoren und p38 finden sich die MKK 3 und 6. Die
p38 MAPK steht im Fokus zentraler zellularer Signalwege und spricht downstream
Proteinkinasen wie die MAPK-aktivierten Proteinkinasen (MAPKAPK) 2 und 3 und z.T.
Uber diese oder direkt Transkriptionsfaktoren wie ATF-1 (activating transcription factor
1), AP-1 (Activating protein 1), SRF (Serum response factor), CREB (cAMP-response
element binding), heat shock-Proteine u.v.m. an. Die von der p38 MAPK aktivierten
Gene entsprechen zu 50% Transkriptionsfaktoren (ZARUBIN & HAN, 2005). Der
Phosphorylierungsstatus des Enzyms wird wie bei der ERK von der redoxsensitiven
MAPK-Phosphatase 1 (MKP-1) kontrolliert (MICHEL et al., 2001).

Die biologischen Konsequenzen einer p38-Aktivierung bestehen in Form von
Inflammationsreaktionen (z.B. bei Morbus Alzheimer und rheumatoider Arthritis),
Apoptose (V.a. im Kontext von ROS und Serumentzug) und Einflissen auf den
Zellzyklus, entweder in Form eines Wachstumsarrests oder gesteigerter Proliferation
(AIKAWA et al., 1997; IGARASHI et al., 2000; ZARUBIN & HAN, 2005). Im kardiovaskularen
System konnte eine Korrelation zwischen der ANF-vermittelten MKK3/6-Hochregulation
und der Kardiomyozytenhypertrophie bei der Herzinsuffizienz hergestellt werden
(UsHio-Fukal et al., 1998). Weiterhin wird durch p38 die vaskulare Hypertrophie,
VSMC-Migration und Expression von Adhasionsmolekilen wie MCP-1 und ICAM-1
gesteuert (IRANI, 2000).

Es erscheint zunachst unklar, warum die Id3-Regulation sowohl von p38 als auch von
ERK abhangt. AuBerdem stellt sich die Frage, wie p38 sowohl die 1d3-Herabregulation
durch OH" als auch die Hochregulation durch O, auslésen kann. Dieses vermeintliche
Paradoxon lasst sich erklaren, wenn in Betracht gezogen wird, dass je nach Ar,
Intensitdat und Dauer der ROS-Stimulation zellular vollig verschiedene Effekte
beobachtet werden (IRANI, 2000; vgl. Abschnitt 2.2.4).

Subtoxisch konzentrierte ROS wie O, und H,O, fungieren als Signalmolekile, z.B. im
Kontext einer Wachstumsfaktorstimulation, und aktivieren in aller Regel sowohl die
ERK als auch die p38 MAPK (VIEDT et al., 2000; KiM et al., 2002; BLANE et al., 2003).
Dies liegt nahe, da verschiedene Faktoren wie Rac1 upstream von beiden Kaskaden
stehen.

Im kardiovaskularen System konnte gezeigt werden, dass vor allem die Aktivierung der
p38 MAPK durch Angiotensin Il auf Grund ihrer Hemmbarkeit durch DPI mit der
Aktivitat der NAD(P)H-Oxidase in kausaler Beziehung verknipft ist (VIEDT et al., 2000),
wahrend die ERK-Aktivierung auch von Tyrosinkinasen abhéangt. Fir die durch
Angiotensin Il ausgel6ste vaskulare Hypertrophie wurde allerdings die Notwendigkeit
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beider MAPK-Kaskaden im Sinne eines additiven Kinaseneffektes nachgewiesen
(UsHio-FuKAl et al., 1998). Dies erklart wahrscheinlich, warum sowohl PD 98059 als
auch SB 203580 den Effekt von O." und Angiotensin Il auf die 1d3-Regulation komplett
aufhoben.

Damit nicht zu vergleichen ist die exogene Peroxidstimulation in toxischer
Konzentration, vor allem in Kombination mit FesNTA in Form des FENTON-Reagenz,
die zu einer Belastung der Zelle mit aggressiven OH’-Radikalen flihrt (MIN et al., 1999).
Die daraus resultierende Zellschadigung bewirkt einen Wachstumsarrest und je nach
AusmalB der Schaden die Einleitung der Apoptose (AIKAWA et al., 1997; USHIO-FUKAI et
al., 1998). Einer der verantwortlichen Mechanismen ist die p38-Aktivierung durch H20O»,
die zum einen Ober die Raci-Aktivierung durch vorgeschaltete Aktivierung von
Tyrosinkinasen wie oben beschrieben und zum anderen Uber die transiente Hemmung
von MKP-1 erfolgt (BAAs & BERK, 1995; ALLEN & TRESINI, 2000). Einzelne Arbeiten
konnten zeigen, dass es auf MAPK-Ebene auch eine gegenseitige Beeinflussung der
verschiedenen Kaskaden gibt. HyO, aktiviert zwar Uber die oben aufgeflhrten
Mechanismen beide MAPK, aber die p38 MAPK inhibiert ERK durch Hemmung von
MEK 1/2, was als MAPK-crosstalk bezeichnet wird (MICHEL et al., 2001). Es lasst sich
festhalten, dass eine Stimulation mit H,O, in hoher Dosierung Uber p38 zu einem
Wachstumsarrest in der G1-Phase und zu einer Apoptose von VSMC fihrt (IRANI,
2000). Sowohl p38 als auch Peroxid kdnnen p53 direkt aktivieren (HUANG et al., 1999;
HAINAUT & MANN, 2001; ZARUBIN & HAN, 2005). Es wurde gezeigt, dass p38 Uber die
von ihm aktivierten Proteine weitere antiproliferative und proapoptotische Faktoren
ansprechen kann. In Kolonzellen wurde die Hochregulation von GKLF durch p38 Uber
den homeobox-Transkriptionsfaktor Cdx2 nachgewiesen (DANG et al., 2001, HOUDE et
al., 2001), so dass in VSMC ein &hnlicher Signalweg vorliegen kénnte. Ferner ist eine
GKLF-Hochregulation durch p53 direkt méglich (ZHANG et al., 2000).

Die von einer Ligandbindung unabhéangige p38-Aktivierung durch H>O, Uber Gia in
VSMC ist ebenfalls bekannt (NISHIDA et al., 2000; GOUNI-BERTHOLD et al., 2004).
ScHmITz et al. fanden 2002 einen analogen Signalweg fir die Wirkung von
Lipopolysaccharid auf p38 in VSMC. Dieser Sachverhalt erklart wahrscheinlich die in
der vorliegenden Arbeit beobachtete Blockade der GKLF-Hochregulation durch OH’ bei

Koinkubation mit Pertussistoxin.

Zusammenfassend kann man sagen, dass nach den hier vorgelegten Ergebnissen in
VSMC das kaskadenférmig angeordnete System der ERK und p38 MAPK unter dem
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Einfluss der NAD(P)H-Oxidase im Zentrum der Wirkung von ROS auf die Expression
von |d3 und GKLF steht. Die Tatsache, dass ERK eher das mitogene Signal nach
Superoxidstimulation fortleitet, wahrend p38 vorwiegend flir das antiproliferative Signal
nach OH’-Stimulation zusténdig erscheint, passt in das mittlerweile etablierte Konzept
ROS-assoziierter Wirkungen im kardiovaskularen System (IRANI, 2000).

Obwohl ROS non-enzymatisch oder enzymatisch ineinander umwandelbar sind und es
viele Querverbindungen zwischen den einzelnen Signalkaskaden gibt, erfolgt upstream
dennoch eine Differenzierung der Signale, so dass im Zellkern schlieBlich voéllig
unterschiedliche Antworten ausgel6st werden kénnen.

5.2 Regulation des Zellzyklus und zelluldarer Funktionen von VSMC
unter dem Einfluss von GKLF, 1d3 und ROS: Ein Schnittpunkt im
Zentrum des p53-Netzwerks?

5.2.1 Zellulare Regulationswege durch GKLF und andere Kriippel-Faktoren

In den Transfektionsexperimenten mit GKLF sense / antisense und 1d3 sense /
antisense (Kap. 4.1.1 und 4.1.2) konnte eine gegensatzliche Rolle des Krippel-like
factor 4 und des Inhibitor of DNA-binding 3 fir zentrale VSMC-Funktionen wie
Proliferation und Apoptose nachgewiesen werden.

Es wurde gezeigt, dass GKLF sense die Zellteilung in VSMC signifikant inhibierte. Da
GKLF antisense die Proliferation hochregulierte, lasst sich vermuten, dass GKLF im
Zusammenhang mit zellularen Stressoren wie der Transfektion die Proliferation hemmt,
um eine Uberpriifung der genomischen Integritat sicherzustellen. Passend dazu wirkte
sich die GKLF-Uberexpression im Sinne einer erhdhten Apoptoserate aus, wahrend die
GKLF antisense-Transfektion zu einer Reduktion der VSMC-Apoptose fihrte. Die
Beobachtung, dass in den Stimulationsexperimenten Wortmannin bereits ohne
zusatzliche Gabe von ROS eine Hochregulation der GKLF-Expression ausléste (Abb.
4.7), spricht in Anbetracht der Tatsache, dass die Hemmung der PI3-Kinase vor allem
unter serumfreien Kulturbedingungen einen programmierten Zelltod beglnstigt (BAI et
al., 1999), ebenfalls flr eine Bedeutung von GKLF bei Reparaturvorgangen. Im
Gegensatz dazu hatte in den hier durchgefiihrten Experimenten die Hemmung der PI3-
Kinase keine Auswirkung auf die Regulation von 1d3 (Abb. 4.8 und 4.10).

In den letzten 10 Jahren wurde durch die Arbeitsgruppe um V.W. YANG eine Reihe von
Ergebnissen publiziert, die vor allem auf Untersuchungen in Darmgewebe und davon
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abgeleiteten malignen Zellinien basieren. Dabei wurde Schritt flr Schritt GKLF als
essentieller Tumorsuppressor im direkten Kontext von p53 etabliert. Wesentliche
Funktionen von GKLF sind die negative Regulation des G1/S-Checkpunkts durch
Aktivierung des p21VAFYCP1_promoters (ZHANG et al., 2000) bzw. Suppression des
Cyclin D1-Promoters (SHIE et al., 2000) und die Regulation des G2/M-Checkpunkts
durch Aktivierung der p53 response factors 14-3-3c und GADD45 bzw. Suppression
des Cyclin B1-Promoters (YOON & YANG, 2004). Ferner wurde eine Bedeutung von
GKLF fir die Zentrosomenduplikation (z.B. Uber die Hemmung von Cyclin E; YOON et
al., 2005) und die Uberpriifung des Spindelapparates nachgewiesen (GHALEB et al.,
2005). CHEN et al. konnten 2000 in Kolontumorzellen die von p53 unabhangige
Einleitung der Apoptose durch GKLF dokumentieren.

Demnach hat GKLF nach der gegenwartigen Auffassung die Funktion, nach Einfluss
schadigender Noxen den Zellzyklus zugunsten einer mdglichen DNA-Reparatur
anzuhalten und ist daher als wichtiges Mitglied des umfassenden p53-Netzwerks
einzustufen.

Im kardiovaskularen System gibt es in Bezug auf GKLF weniger Daten. Wie in Kapitel
2.3.4 erwahnt, fuhrt die Stimulation von VSMC mit PDGF, einem der starksten
Proliferations- bzw. Dedifferenzierungsreize fur diese Zellen, zu einer Hochregulation
der GKLF-Expression. In der Folge wird die Bindung des Differenzierungsfaktors
Myokardin an bestimmte Kontrollelemente durch GKLF verhindert und die
Myokardinexpression reduziert. Daraus resultiert eine verminderte Expression von
VSMC-Markern wie smooth muscle a-Aktin und smooth muscle 22a (LiU et al., 2005).
Unabhangig davon wurde bereits friher gezeigt, dass GKLF die Wirkung von TGFB auf
das TCE (TGFB-control-element) reprimiert, was ebenfalls einen Dedifferenzierungs-
reiz fur VSMC darstellt (ADAM et al., 2000). Die beiden genannten Mechanismen
spielen eine Rolle beim sogenannten phenotype switching von VSMC nach vaskularen
Lasionen wie z.B. der Ballonangioplastie (Suzuki et al., 2005). Im Gegensatz dazu wird
GKLF in Endothelzellen durch Scherstress induziert. Dies ist beispielhaft fiir die
Assoziation der GKLF-Expression mit einem bekannten Risikofaktor fiir die
Atherogenese (McCoORMICK et al., 2001). Fir andere KLF wie 2 und 6 konnte gezeigt
werden, dass sie entweder bei der embryonalen Angiogenese oder der
Neointimaformation nach vaskularen Lasionen eine Rolle spielen (Suzuki et al., 2005).
Hinsichtlich der Bedeutung im kardiovaskularen System liegen bislang vor allem
Ergebnisse zu Krippel-like factor 5 (= IKLF, BTEB2; CONKRIGHT et al., 1999) vor. In
knock out-Experimenten wurde gezeigt, dass KLF5 ein wichtiger Mediator im Prozess
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des vaskularen remodeling ist, da nach einem konditionalen Verlust dieses Faktors
eine reduzierte VSMC-Proliferation, verminderte Angiogenese, reduzierte interstitielle
Fibrose und eine Abnahme der kardialen Hypertrophie beobachtet wurde (SHINDO et
al.,, 2002). KLF5 wird in der GefaBintima nach vaskularen Lasionen hochreguliert
(KAwAI-KOWASE et al.,, 1999). Es gibt verschiedenene Beispiele fir eine direkte
Konkurrenz von GKLF und IKLF an denselben Bindungselementen, z.B. am smooth
muscle a-Aktin-Promoter, am TCE (siehe oben) und am Laminin-1-Promoter. Ferner
konkurrieren KLF4 und 5 am GKLF-Promoter selbst, wobei GKLF aktivierend und IKLF
reprimierend wirkt (DANG et al., 2002). Allgemein ist zu sagen, dass GKLF eher in
gehungerten und wachstumsarretierten Zellen nachweisbar ist, wahrend IKLF durch
Proliferationsreize angesprochen wird (Suzuki et al., 2005).

Die hier vorgelegten experimentellen Befunde lassen sich mit den Ergebnissen anderer
Arbeitsgruppen dahingehend in Einklang bringen, dass GKLF als antiproliferativer und
unter Umstanden proapoptotischer Faktor in VSMC wirkt, der darlber hinaus
Dedifferenzierungsreize vermitteln kann. KLF5 wurde als Gegenspieler von KLF4
charakterisiert, der einen essentiellen Regulator des vaskularen remodeling darstellt
und somit als proatherogen einzustufen ist (GHALEB et al., 2005). Die Bedeutung von
GKLF ware infolgedessen eher vasoprotektiv durch Wachstumshemmung der VSMC,
aber die klinische Bedeutung hinsichtlich des atherogenetischen Prozesses kann zu
diesem Zeitpunkt noch nicht abschlieBend beurteilt werden. Es liegt jedoch nahe, dass
GKLF auch in VSMC eine Schllsselstellung im p53-Netzwerk innehat.

5.2.2 Funktionen des Inhibitor of DNA-binding 3 in kardiovaskularen Zellen

Die Transfektionen dieser Arbeit zeigten weiterhin, dass eine Uberexpression des
Inhibitor of DNA-binding 3 die VSMC-Proliferation signifikant stimulierte und dass eine
Transfektion mit dem antisense-Konstrukt die Proliferation zumindest dem Trend nach
inhibierte. Hinsichtlich der Apoptose wurde genau das Gegenteil beobachtet. Ein
ahnliches Ergebnis wurde in humanen Nabelschnurendothelzellen (HUVEC) bereits
gesehen (SAKURAI et al., 2004). Im Gegensatz dazu wurde von NORTON & ATHERTON
1998 in Mausfibroblasten nachgewiesen, dass unter Serumentzug die [d3-
Uberexpression zur Apoptose flihren kann. Dies wird damit erklart, dass unter
langerfristigem Serumentzug (Ober 12 Stunden) eine Hypophosporylierung von 1d3
durch Inaktivierung der Cdk2 erfolgt. Diese 1d3-Form I6st im Gegensatz zu der normal

phosphorylierten Form von 1d3 eher Apoptose als Proliferation aus. Daneben kann
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auch die Uberexpression von ld1 nach den Ergebnissen von TANAKA und Mitarbeitern
(1998) Uber die Ausschittung von ROS aus den Mitochondrien zur Apoptose von
kardialen Myozyten flhren. Es wurde vermutet, dass die ld-Proteine neben ihrer
Funktion des Scavenging von Differenzierungsfaktoren (siehe Kap. 2.3.3) auch in einen
grundsatzlichen Signalweg involviert sind, der Zellzyklusprogression und Apoptose
steuert und unter bestimmten Umsténden eine zellulare Entartung zul&sst.

Da Id3 Uber die im p21-Promoter enthaltenen E-Boxen als bHLH-Scavenger dessen
Expression negativ beeinflusst (PRABHU et al., 1997), hat 1d3 eine kontrollierende
Wirkung auf die wachstumshemmenden und proapoptotischen Funktionen dieses Cdk-
Inhibitors. Die erhdhte Apoptose unter |d3 antisense kénnte sich also durch eine
Enthemmung des p53-Netzwerks erklaren lassen. Andererseits besteht die Méglichkeit,
dass |d3 unter physiologischen Bedingungen noch andere proapoptotische Faktoren
binden kbnnte.

Die Id-Proteine sind teilweise hinsichtlich ihrer Bedeutung fir das vaskulare System
und vaskulare Erkrankungen bereits untersucht worden (vgl. Kap. 2.3.4). Zunéachst
zeigten LYDEN et al. 1999 im knock out-Modell, dass M&use ohne Allel fir I1d1 und 1d3
auf Grund einer gestdrten embryonalen Angiogenese nicht lebensfahig sind.
Bemerkenswerterweise Uberleben Mause mit nur einem Allel fur Id1 oder 1d3 und
wiesen eine stark reduzierte Tumorangiogenese auf, da z.B. die Regulation der Matrix-
Metalloproteinasen Funktionsdefizite aufweist. In HUVEC wurde durch Anwendung von
RNA-Interferenz ebenfalls festgestellt, dass Id1 und Id3 sich gegenseitig kompensieren
kénnen, und dass ein knock down der I|d-Proteine zu einer reduzierten
Endothelzellaktivierung durch  VEGF und Dysregulation der extrazellularen
Matrixmetalloproteinasen flhrt (SAKURAI et al., 2004).

Bereits 1996 wurde von DEED et al. publiziert, dass die flr die humanen Id-Proteine
kodierenden Gene eine konservierte Position flr alternatives Splicing besitzen. Im Fall
von Id3 konnte dann auf Proteinebene das gréBere |d3-L mit 17kDa anstatt 14kDa
nachgewiesen werden, was hinsichtlich der E47-Bindungskapazitiat eine loss of
function-Variante darstellt. Weitere Arbeitsgruppen zeigten, dass die alternativen
Splicevarianten der Id-Faktoren nicht nur antiproliferativ und proapoptotisch wirken
kénnen, sondern auch im Sinne eines Kompensationsmechanismus im mittelfristigen
Verlauf (> 1 Woche) nach Ballonangioplastie oder in spateren atherosklerotischen
Lasionen nachzuweisen sind (MATSUMURA et al., 2001; FORREST et al., 20042). Da
diese Isoformen in kultivierten VSMC, Endothelzellen und Fibroblasten von den o.g.

Gruppen quasi nicht nachweisbar waren, kann allerdings weitgehend ausgeschlossen
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werden, dass in der vorliegenden Arbeit alternatives Splicing eine Rolle gespielt hat.
Eine pathogenetische Rolle der Inhibitor of DNA-binding Proteine bei vaskularen
Erkrankungen ist aber auf Grund der Einflisse auf die Proliferation und Apoptose

kardiovaskularer Zellen anzunehmen.

5.2.3 GKLF und Id3 als Schnittpunkt redoxsensitiver Regulation in VSMC

Wie in Kapitel 5.1 beschrieben, konnte fir GKLF und 1d3 eine differentielle Regulation
durch Hydroxylradikale, Superoxidanionen und Angiotensin |l nachgewiesen werden.
Weiterhin wurden die damit assoziierten intrazellularen Signalwege, der Einfluss von
GKLF und 1d3 auf Proliferation und Apoptose der VSMC und ein mdglicher
Zusammenhang zwischen der Regulation dieser beiden Faktoren untersucht.

Die 1d3-PCRs oder I1d3-Northern Blots von Stimulationen mit Hydroxylradikalen lieferten
erste Hinweise (Abb. 4.9 und 4.10) fir eine solche Verknlpfung, da Id3 durch
Hydroxylradikale dosisabhangig herabregulatiert wurde, was Peroxidscavenger wie
Catalase verhinderten. Da nur SB 203580 und MAPTAM die 1d3-Regulation durch OH’
beeinflussten, scheint im Vergleich zur 1d3-Regulation durch Superoxidanionen ein
anderer Signalweg vorzuliegen, der gréBtenteils der Regulation von GKLF durch OH’
entspricht.

Weitere Anhaltspunkte lieBen sich aus der Durchfihrung von RT-PCRs nach RNA-
Isolation transfizierter VSMC gewinnen (Abb. 4.11 und 4.12). Es konnte eine
signifikante Reduktion der |d3-mRNA unter Transfektion mit GKLF sense gesehen
werden. Zu bedenken ist allerdings, dass in Anbetracht der gegensatzlichen
Auswirkungen der oben beschriebenen Transfektionen auf Zellwachstum und
Apoptose die gewonnenen RNA-Mengen aus den Kulturen stark variierten und somit
die Verlasslichkeit einer Aussage hinsichtlich der mRNA-Spiegel bei einer real time
PCR mit integrierter Standardkurve fiir das Amplicon gréBer ware.

Daher wurden ebenfalls Ko-Transfektionen mit GKLF und 1d3 sense durchgefiihrt (Abb.
4.13), die eine Aufhebung des wachstumsférdernden Effektes von 1d3 sense zeigten.
Weiterhin wurden die in Kap. 4.5.4 aufgeflhrten Luciferase-Assays unter Verwendung
eines pGL2(Id3-Promoter)-Konstrukts etabliert. Dabei konnte man nachweisen, dass
die Aktivitdt des Id3-Promoters bei Kotransfektion mit GKLF sense um ca. 90%
reduziert wird (Abb. 4.14). Auf diese Weise gelang erstmals der Nachweis einer
Hemmung von 1d3 durch GKLF auf transkriptioneller Ebene. Im 1d3-Promoter (YEH &
Lim, 2000; NIH Blast accession number X74428) befinden sich an Position 377, 612

81



und 741 bp. potentielle Bindungsstellen fir den Gut-enriched Krippel-like factor laut
Konsensussequenz (SHIELDS & YANG, 1998).

Passend dazu konnte in den Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe bereits beobachtet
werden, dass eine Transfektion mit GKLF sense die durch Serum oder O;”
herbeigeflihrte Induktion der Proliferation aufhebt, wahrend die Transfektion mit GKLF
antisense die Hemmung der DNA-Synthese durch OH’ verhindert. Die Transfektion mit
Id3 sense verstarkt die DNA-Synthese zusétzlich zu Serum und O,", wahrend die
Transfektion mit I1d3 antisense die Wirkung von Serum und O," auf die Proliferation
aufhebt. Analog dazu werden die Cdk-Inhibitoren p21, p27 und p53 durch GKLF sense,
Id3 antisense und OH" hochreguliert, wahrend unter Id3 sense, GKLF antisense und
O." die hyperphosphorylierte Form von Rb verstarkt nachweisbar ist. Mit NFkB ist ein
weiterer redoxsensitiver Faktor bekannt, der die Funktion eines redoxsensitiven
Protoonkogens besitzt. Uber die Oxidation und damit den verstarkten Abbau von kB
tragt H-O. direkt zur Aktivierung von NFxB bei. Dieser Signalweg spielt bei der
Vermittlung der proproliferativen und antiapoptotischen Wirkung von Wachstums-
faktoren eine wichtige Rolle (MARUMO et al., 1997).

Verschiedene Arbeiten zeigen die Verknipfung regulatorischer Proteine des Zellzyklus
mit der kardiovaskularen Pathophysiologie. Von TANNER und Kollegen konnte in VSMC
gezeigt werden, dass die Cdk-Inhibitoren p21°"P"WAF! ynd p27"""! bei verschiedenen
Erkrankungen mit pathologischem VSMC-Wachstum differentiell reguliert werden.
Wahrend p21 vor allem in atherosklerotischen Plaques vermehrt exprimiert wird, wurde
p27 vor allem nach Ballonlasionen in GefaBen verstarkt nachgewiesen (TANNER et al.,
2000). Eine Angiotensinstimulation hingegen bewirkt eine starke Herabregulation
dieses Faktors, was eine Bedeutung bei der vaskularen Hypertrophie hat (SERVANT et
al., 2000). Auch p53 scheint an der Pathogenese von vaskularen Erkrankungen
beteiligt zu sein (GENG, 1997). Es wurde herausgefunden, dass p53 vor allem in
instabilen athersklerotischen Plaques nachgewiesen werden kann (LAVEzzl et al.,
2003). Darlber hinaus fihrt der adenovirale Transfer von p53 in Plaques von
Apolipoprotein E”-M&usen zur Induktion einer Plaqueruptur (VON DER THUSEN et al.,
2002). Die Bedeutung von NFxB bei der ischdmischen Prakonditionierung des
Myokards wurde 1999 von DAs et al. gezeigt.

Die Tatsache, dass die Gabe verschiedener Antioxidantien zur VSMC-Apoptose flhren
kann, deutet darauf hin, dass eine basale Rate der Bildung reaktiver Sauerstoffspezies
fir das normale Zellwachstum notwendig ist (GRIENDLING & USHIO-FUKAI, 1998). Ferner

werden ROS von allen vaskularen Zellen in autokriner und parakriner Weise gebildet
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(MULLER et al., 2005). In den Kapiteln 2.2 und 5.1 wurden bereits die wesentlichen
Quellen, Eliminationsmechanismen und Effekte von ROS im kardiovaskularen System
besprochen. Die Art, Dosis und Dauer der Einwirkung der reaktiven Sauerstoffspezies
bestimmen letztlich den Summeneffekt in der Zelle (GRIENDLING & HARRISON, 1999;
IRANI, 2000). Die Grundlage kardiovaskularer Erkrankungen ist in der Folge eine
Dysbalance antioxidativer und prooxidativer Faktoren (CAlI & HARRISON, 2000). Somit
erscheint das Vorliegen von Querverbindungen zwischen pro- und antiproliferativen
Signalwegen sinnvoll, da die Zellen im Falle einer oxidativen Schadigung mdglichst
schnell ihr Wachstum stoppen missen, um die DNA-Reparatur zu ermdglichen.

In den vorhergehenden Kapiteln wurde verdeutlicht, dass die Stimulation mit reaktiven
Sauerstoffspezies in VSMC zu einer komplexen Signaltransduktion fihrt, die letztlich
auf der Ebene des Zellzyklus mit der Steuerung zentraler zellularer Funktionen eng
verknlpft ist. Mit GKLF und Id3 wurden zwei redoxsensitive Faktoren untersucht, die
durch unterschiedliche reaktive Sauerstoffspezies reguliert werden und welche auf den
Zellzyklus gegensatzliche Auswirkungen haben. Diese Regulatoren bilden ein
Bindeglied flir die Transduktion redoxabhangiger Signale zwischen Zellmembran und
Nukleus. Auf dem Boden der in der vorliegenden Arbeit untersuchten redoxsensitiven
Signalwege eréffnet sich vor dem Hintergrund der momentan giltigen Vorstellung von
ROS-abhangigen Mechanismen in VSMC ein mdglicherweise wichtiger regulatorischer
Schnittpunkt auf der Ebene des G1/S-Checkpunkts des Zellzyklus, weshalb ein Anlass
zur weiteren Forschung mit dem Ziel, die pathophysiologische Bedeutung der
Interaktion von GKLF und 1d3 zu entschlisseln, besteht.

83



5.3 Potentielle klinische Bedeutung der Ergebnisse und Ausblick

Die Ergebnisse der vorliegenden experimentellen Arbeit flhrten zu neuen
Erkenntnissen im Bereich der Wirkmechanismen reaktiver Sauerstoffspezies in glatten
GefaBmuskelzellen.

Zum einen konnten im Rahmen der Stimulationsexperimente bisher unbekannte
Aspekte der mit der Expression von GKLF und Id3 assoziierten intrazellularen
Signalwege offengelegt werden. Zum anderen zeigten die Transfektionsexperimente
die Bedeutung der beiden untersuchten Faktoren flr die Proliferation und Apoptose
von VSMC. Hier konnte erstmals nachgewiesen werden, dass zwischen GKLF und |d3
auf transkriptioneller Ebene eine direkte Interaktion stattfindet.

In Einklang mit dem gegenwaértigen Stand der Literatur lasst sich vermuten, dass es
sich um zwei Schlisselfaktoren handelt, die im Kontext des komplex regulierten
Zellzyklus eine zentrale Position besitzen.

Id3 ist ein proproliferativer und proangiogenetischer Faktor, der von Mitogenen und
ROS angesprochen wird. Das Vorliegen eines alternativen Splice-Mechanismus im
Rahmen der Atherogenese wie oben beschrieben lasst darauf schlieBen, das die
Attenuierung der Id3-Funktion einer Plaqueentstehung entgegenwirken kdnnte. Die
genauen physiologischen und pathophysiologischen Funktionen der nativen und
attenuierten Form in Beziehung zum atherosklerotischen Krankheitsprozess sind
jedoch noch nicht hinreichend aufgeklart und bedlrfen weiterer Forschung. Da der
durch klassische kardiovaskulare Risikofaktoren ausgeldste oxidative Stress in der
GefaBwand zu einem pathologischen Wachstum von VSMC als wesentlicher
pathogenetischer Faktor fuhrt, kénnte die Antagonisierung des redoxsensitiven HLH-
Faktors |d3 oder der zu seiner Aktivierung fliihrenden Signalwege eine therapeutische
Relevanz bei praktisch allen vaskularen Erkrankungen haben.

Ein moglicher Weg zur Durchfihrung dieser 1d3-Inhibition ware nach den vorgelegten
Ergebnissen auch eine therapeutische Hochregulation von GKLF, z.B. durch lokale
Applikation im Bereich atherosklerotischer Lasionen. Die vorgelegten experimentellen
Befunde bilden die Grundlage fir weitere Forschung hinsichtlich  der
pathophysiologischen Relevanz der Interaktion von GKLF und 1d3 im Menschen und fir
die Entwicklung von neuen antiatherosklerotischen Therapiestrategien.

Die hier gesammelten Erkenntnisse unterstreichen die zentrale Bedeutung der durch
reaktive Sauerstoffspezies im kardiovaskularen System ausgelésten Effekte und
unterstitzen damit das aktuelle Konzept der Atherogenese.
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