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1 Zusammenfassung

1.1 Hemmende Wirkung von Ostrogenen auf die Racl-Expression
und die Freisetzung von Sauerstoffradikalen in humanen

Monozyten

Die Freisetzung von Sauerstoffradikalen ist an der Pathogenese der Atherosklerose
sowie der koronaren Herzkrankheit beteiligt. Die Racl-GTPase reguliert als
notwendiger Bestandteil der NADPH-Oxidase die Produktion von freien
Sauerstoffradikalen (ROS), welche durch Angiotensin II induziert wird. Ostrogene
hemmen die vaskuldre ROS-Freisetzung. Das GTP-bindende Signaltransduktionsprotein
Racl spielt hierbei eine essentielle Rolle fiir die Zusammensetzung und den
Aktivierungszustand des NADPH-Oxidase-Komplexes. In der vorliegenden Arbeit
wurde daher die Wirkung von 17B8-Ostradiol auf Racl in der monozytiren Zelllinie

THP1 und humanen Monozyten untersucht.

Lucigenin-Assays zeigten eine Steigerung der ROS-Freisetzung in Gegenwart von
Angiotensin II in THP1-Zellen sowie in isolierten humanen Monozyten. Die ROS-
Produktion wurde durch Racl reguliert, denn Uberexpression der konstitutiv-aktiven
Mutante RacL61 steigerte, die dominant-negative Mutante RacN17 hemmte die ROS-
Freisetzung. Die Angiotensin II-induzierte = ROS-Produktion wurde durch
Vorbehandlung mit 17B-Ostradiol gehemmt. Western Blot-Analysen zeigten eine
konzentrations- und zeitabhidngige Hemmung der Racl-Expression durch 178-
Ostradiol. Die Effekte von 178-Ostradiol waren rezeptorvermittelt, da keine Hemmung
von Racl in Anwesenheit des Ostrogenrezeptorantagonisten ICI 182.780 beobachtet
werden konnte. Die Hemmung von Racl durch 17B-Ostradiol ist wahrscheinlich ein
tibergeordneter zelluldrer Mechanismus, da er auch in glatten GefaBmuskelzellen und

Kardiomyoblasten nachgewiesen wurde.



1.2 Inhibitory effect of estrogen on the Racl-expression and

liberation of oxygen radicals in human monocytes

The release of reactive oxygen species (ROS) contributes to the pathogenesis of
atherosclerosis and coronary heart disease. Rac1-GTPase is an essential component of
the NADPH-oxidase-complex and regulates the production of ROS induced by
Angiotensin II. Estrogens inhibit vascular ROS production. The GTP binding protein
Racl has a major part in the assembly and the activation of the NADPH-oxidase-
complex. The presented work investigates the effect of 178-estradiol on Racl in the

monocytic cell line THP1 and human monocytes.

Lucigenin-assays showed an increase of ROS production in presence of Angiotensin II
in THP1 cells and in isolated human monocytes. ROS production was regulated by
Rac1 because overexpression of the constitutively active mutant RacL61 increased ROS
production while it was inhibited by the dominant negative mutant RacN17. ROS
production induced by Angiotensin II was also inhibited after a pre-treatment with 178-
estradiol. Western Blot analysis showed a concentration- and time-dependant inhibition
of Racl-expression by 17B-estradiol. The effects of 17B-estradiol were receptor-
mediated since inhibition was not observed in presence of the estrogen-receptor-
antagonist ICI 182.780. Inhibition of Racl by 178-estradiol is probably a general
cellular mechanism because it was observed in vascular smooth muscle cells and

cardiomyoblasts as well.



2 Einleitung

2.1 Atherosklerose und koronare Herzkrankheit

In der Bundesrepublik Deutschland ist die koronare Herzerkrankung die héufigste
Todesursache (BASHA et al.,, 1996). Die Ursache ist die Atherosklerose der
Koronararterien, welche durch progrediente Lumeneinengung der Koronargefile zu
einem myokardialen Sauerstoffdefizit filhren kann und sich dadurch in verschiedenen
Manifestationsformen wie stabiler und instabiler Angina pectoris, klinisch stummer
Myokardischimie, Myokardinfarkt, Herzrhythmusstérungen und Herzinsuffizienz
dauBern kann (HEROLD, 2000). AuBler den Koronargefilen kann die Atherosklerose
auch das restliche Gefdf3system betreffen und Folgeerkrankungen wie Schlaganfall oder

peripher arterielle VerschluBBkrankheit hervorrufen (LITHELL, 1994).

In der Framingham-Studie (LERNER et al., 1986) wurden eine Vielzahl von
Risikofaktoren, die das Entstehen einer Atherosklerose und somit der koronaren
Herzerkrankung begiinstigen, aufgezeigt (WILSON, 1999). Einerseits sind dies
unbeeinflussbare Faktoren wie fortschreitendes Alter, genetische Disposition und
maéannliches Geschlecht, andererseits sind dies beeinflussbare Faktoren wie arterielle
Hypertonie, Nikotinkonsum, Diabetes mellitus sowie erhohte LDL-Cholesterinspiegel
und erniedrigte HDL-Cholesterinspiegel (ROSS 1999; WILSON, 1999). Der
Progression der Erkrankung kann durch Reduktion oder Vermeidung der Risikofaktoren

entgegengewirkt werden (GRUNDY, 1995; WHITE, 1998; FLETCHER, 1999).

Dysfunktionen im Lipidstoffwechsel, einhergehend mit chronisch erhéhtem LDL-
Cholesterin und niedrigen HDL-Spiegeln, fithren zur Lipideinlagerung in der
GefaBwand (ROSS, 1999). Dies hat sowohl die Einwanderung von Makrophagen und
Lymphozyten als auch die Freisetzung von Zytokinen und Wachstumsfaktoren aus
diesen Zellen zur Folge (ROSS, 1986; DEEDWANIA, 1995). Durch die daraus
folgende Akkumulation von mononukledren Zellen und der Proliferation glatter
Gefdllmuskelzellen und Fibroblasten vergrofert und organisiert sich die

atherosklerotische Plaque, bis der lipidhaltige Kern von einer fibrosen Kappe umgeben



wird. Durch Ruptur einer solchen Plaque kann sich ein Koronargefa3 verschlieen und

so zum Myokardinfarkt fithren (ROSS, 1999; LIBBY, 2001).

2.2 Rolle von Sauerstoffradikalen bei der Pathogenese der

Atherosklerose

Sauerstoffradikale beeintrachtigen die Endothelfunktion und beschleunigen die
Progression atherosklerotischer Lésionen, indem sie die Oxidation von Lipiden und
Stickstoffoxid sowie die Expression proinflammatorischer —Gene fordern
(GRIENDLING et al., 2001; HEITZER et al., 2001). Die Produktion freier Radikale
wird vor allem durch eine Angiotensin II induzierte Aktivititssteigerung der NADPH-
Oxidase bewirkt (GRIENDLING et al., 1994). Der NADPH-Oxidase-Komplex in
glatten GefaBmuskelzellen wird als die wichtigste Quelle fiir das Sauerstoffradikal
Superoxid in der GefiBwand erachtet (SORESCU, 2001). Diese reaktive
Sauerstoffspezies reguliert zelluldre Funktionen, wie z.B. Wachstum (Hypertrophie und
Hyperplasie), Migration und Inflammation sowie endotheliale Dysfunktion, welche eine

wichtige Rolle fiir die Entstehung der Atherosklerose spielen (SORESCU, 2001).

2.3 Sauerstoffradikale, NADPH-Oxidase und Racl

Racl gehort zur Familie der kleinen (21kD) Signaltransduktionsproteine der Rho
GTPasen, welche Guanosintriphosphat (GTP) binden und hydrolysieren. Rho-Proteine
sind zentrale Regulatoren des Actin-Zytoskelettes und fungieren als Vermittler
zwischen mechanischen Einwirkungen, Zellmorphologie und Genregulation. Die Racl
GTPase spielt in ihrer aktiven, GTP-gebundenen Form eine wichtige Rolle in der
Regulation von Zellform, Adhidsion, Endocytose, Sekretion und Wachstum

(AKTORIES, 1997; VAN AL et al., 1997; HALL, 1998; LAUFS et al., 2000).

Die Aktivierung von Racl ist im kardiovaskuliren System notwendig, um
Sauerstoffradikale aus der GefdBwand freizusetzen. Die Racl GTPase spielt ndmlich
eine entscheidende Rolle fiir die Aktivierung des NADPH-Enzymsystems sowie fiir das

Zusammenspiel ihrer Untereinheiten (DIEKMANN et al., 1994; WAGNER et al., 2000;



WASSMANN et al., 2001). Dazu gehdren das Flavoprotein p91phox (in VSMC nox1),
p22phox und die zytoplasmatischen Untereinheiten p47phox und p67phox
(DIEKMANN et al., 1994; ALLOUL et al., 2001; SORESCU et al., 2001). Dabei
interagiert Racl GTP-abhéngig mit p67phox (DIEKMANN et al., 1994). Die Inhibition
der Racl Aktivitdt fiihrt zu einer verminderten Freisetzung von Sauerstoffradikalen aus
glatten GefalBmuskelzellen und Endothelzellen sowie Phagozyten (DIEKMANN et al.,
1994, GORZALCZANY et al., 2000; WAGNER et al., 2000; WASSMANN et al.,
2001).

10
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Abbildung 1: Bedeutung von Racl fiir die Angiotensin II-vermittelte Freisetzung von

Sauerstoffradikalen

Angiotensin II steigert die vaskuldre Radikalproduktion durch Aktivierung der
NAD(P)H-Oxidase (A). Racl-GTPase ist fiir das Assembly der verschiedenen
NAD(P)H-Oxidase-Untereinheiten notwendig (B).
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2.4 Monozyten und Atherosklerose

Die ,,GefdBverkalkung® (Atherosklerose) stellt sich durch eine komplexe Atiologie dar.
Charakterisiert ist die Atherogenese durch einen chronisch-inflammatorischen Prozess
in der GefaBBwand, der durch die langjdhrige Einwirkung pathologischer Stimuli (z.B.

arterielle Hypertonie, Hypercholesterindmie, Nikotin, Diabetes mellitus usw.) entsteht.

Fiir die Entwicklung der Atherosklerose und deren Manifestation ist aber neben diesen
Stimuli vor allem die Rekrutierung von Leukozyten, im speziellen Monozyten, die

spéter zu Makrophagen differenzieren, entscheidend.

Dabei stellen die Monozyten als mononukledre Zellen eine Untergruppe der Leukozyten
dar. Sie gehdren zum Monozyten-Makrophagen-System der Immunabwehr und sind
sowohl zur Migration als auch zur Phagozytose fahig. Sie besitzen Lysosomen mit darin
enthaltenen Sdurehydrolasen und Peroxidasen, um korperfremde und korpereigene
schiadigende Agenzien zu eliminieren. Die Rekrutierung und Adhésion im Blut
zirkulierender Monozyten spielt eine entscheidende Rolle bei Entziindungsprozessen
und somit bei der Entstehung und Progression atherosklerotischer Lasionen (GLASS,
2001; ROSS, 1984). Den grofiten Anteil an Entziindungszellen in atherosklerotischen
GefiBldasionen stellen Makrophagen und Lymphozyten dar (LUSTER, 1998). Bei
Gewebsverletzungen und Entziindungsprozessen werden Chemokine von Blut- und
Gewebszellen freigesetzt, welche im Blut zirkulierende Monozyten anlocken.
Intrazelluldre Signalkaskaden, die iiber spezielle Chemokin-Rezeptoren vermittelt
werden, haben Einfluss auf zellulire Eigenschaften wie Adhésion, Migration und
Proliferation. Darliber aktivierte Monozyten konnen iiber spezielle Adhisionsmolekiile
am GefdBBendothel adhédrieren und in die GefdBwénde hinein migrieren. Dort kommt es
zur Sekretion von Chemokinen, gewebsschiddigenden Hydrolasen und Peroxidasen, die
den Entziindungsprozess weiter fordern und die Grofenzunahme atherosklerotischer

Lasionen bedingen.
Der Prozess der Atherogenese vollzieht sich in mehreren Phasen:

Die frithesten Verdnderungen, die bei Atherosklerose entstehen, finden sich im
Endothel. Dies ist in einer gesteigerten Permeabilitdit der Endothelzellen fiir

Lipoproteine und Plasmabestandteile erkennbar. Die endotheliale Dysfunktion wird

12



durch den Prozess der Exsudation von Plasmabestandteilen, insbesondere von
oxidiertem Low-Densitiy-Lipoprotein (LDL), vorangetrieben. Es kommt zu einer
Beeintrachtigung der Sekretion antiadhdsiver Metaboliten, wie Stickstoffmonoxid (NO)
und zur vermehrten Expression von Adhisionsmolekiilen, wie Intercellular Adhesion
Molecule 1 (ICAMI1), Vascular Adhesion Molecule 1 (VCAMI1) und mehrerer
Selektine. Hieraus resultiert eine vermehrte Chemotaxis und Migration von Leukozyten
in die GefdBwand. Ein wichtiger Schritt in der Pathogenese der Atherosklerose ist die
Sauerstroffradikalfreisetzung durch Monozyten. Zusitzlich kommt es zu einer
Aktivierung ortsstandiger Zellen, vor allem glatter Muskelzellen, und somit typischen

ersten Anzeichen einer Entziindungsreaktion.

Enclof baed il Loukocyte Endothedial Leukocyte
parmeabdl gy migragion pCnasion adhasion

Abbildung 2: Schematischer GefdB3schnitt mit adhérierenden Leukozyten, die im
Begriff sind, durch Migration in das Subendothel einzuwandern (ROSS et al., 1999)

Der néchste Schritt in der Entstehung der Atherosklerose ist die Bildung der
sogenannten ,,fatty streaks®. In die Intima eingewanderte Monozyten und Makrophagen
nehmen lipidreiche Partikel aus dem Subendothel auf und entwickeln sich durch
oxidierte LDL-Partikel zu Schaumzellen. Diese Erscheinung wird durch das vermehrte
Auftreten glatter Muskelzellen, gefordert durch monozytire, aber auch endotheliale
Freisetzung von Platelet Derived Growth Factor (PDGF), Fibroblast Growth Factor 2
(FGF-2), Transforming Growth Factor B (TGF-B), begleitet. Der Prozess der
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Rekrutierung von Monozyten, deren Transformation zu Schaumzellen und die
Akkumulation und Proliferation von glatten Muskelzellen induziert die Verdickung der

Gefallintima.

/ Aglharamnca anc Aciharedios
Smocth-muscls  Fosm-all T-rall aggragation of ard antry
magration Formatan el platelats of lpukocyins

Abbildung 3: Es kommt durch eingewanderte und zu Schaumzellen differenzierte
Makrophagen zur Bildung von fatty streaks“. Die Proliferation von glatten

Muskelzellen bewirkt eine Intimaverdickung.

Diese ,fatty streaks® entwickeln sich im Verlauf der Atheroprogression weiter zu
manifesten Lasionen. Die so entstandenen atherosklerotischen Plaques besitzen eine
fibrose Kappe. Diese kann im Laufe der Zeit an Stirke abnehmen und im schlimmsten
Falle rupturieren. Je nach Verhalten der Kappe spricht man von einer stabilen

beziehungsweise instabilen Plaque.

Die Aktivierung der Makrophagen in den Plaques fiihrt zu einer Freisetzung von
verschiedenen proteolytischen Enzymen, die auf die fibrése Kappe einwirken. Dadurch
kann es zur Destabilisierung der Plaque und damit zur plotzlichen Plaqueruptur
kommen. Daraus resultiert eine Freilegung der subendothelialen Matrix, wodurch es zur
Adhision, Aktivierung und Aggregation von Thrombozyten kommt. Dieses Geschehen
induziert den arteriellen GefaB3verschluss und fiihrt somit zum Myokardinfarkt oder

Apoplex.

14
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Abbildung 4: Plaquebildung im atherosklerotischen Gefdl3: Die sogenannten ,,fatty
streaks® entwickeln sich weiter zu manifesten Lasionen. Es kommt zur Ausbildung

einer Plaque mit fibréser Kappe.

Plistjis fisfiluing Thirwsd ey oef Tl Hamirrrhdags frnim fldamas
it pvnssala

Abbildung 5: Plaqueruptur: In der Plaque befindliche aktivierte Makrophagen setzen
proteolytische Enzyme frei, die in der Lage sind, die fibrose Kappe anzugreifen. Folge

davon ist die plotzliche Plaqueruptur mit anschlieBender Thrombosierung.
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Zusammenfassend kann man sagen, dass das Monozyten-Makrophagen-System durch
die Forderung des Entziindungsprozesses, der Freisetzung von Sauerstoffradikalen, der
daraus resultierenden Intimaverdickung und schlieflich der Freisetzung proteolytischer

Enzyme entscheidend zur Entstehung der Atherosklerose beitragt.

2.5 Monozyten und Sauerstoffradikale

Die Freisetzung von Sauerstoffradikalen aus Monozyten ist an der Pathogenese der
Atherosklerose beteiligt. Reaktive Sauerstoffspezies haben eine Vielzahl von
Funktionen. Sie induzieren unter anderem die Proliferation glatter Gefassmuskelzellen
und deren Apoptose, sie sind an der Aktivierung von Protoonkogenen und der
Stimulation des Zellwachstums sowie der Aktivierung inflammatorischer Mediatoren
beteiligt. ROS konnen auch selbst als vasokonstriktorisches Agens wirken. Weiterhin
spielen ROS eine wesentliche Rolle bei der Oxidation von LDL-Partikeln und der

dadurch ausgeldsten Bildung von Schaumzellen.

Dabei reguliert die Rac1-GTPase als notwendiger Bestandteil der NADPH-Oxidase die
Produktion von freien Sauerstoffradikalen (ROS). Die Racl-GTPase wird in einer
Vielzahl von Zellen exprimiert und ist die Hauptisoform in zirkulierenden Monozyten.
Dort vermittelt sie ihre biologischen Effekte iiber zwei unterschiedliche Mechanismen:
zum einen durch Modulation des Aktin-Zytoskeletts, zum anderen durch Generierung
reaktiver Sauerstoffspezies. Monozyten produzieren ROS sowohl iiber die NADPH-
Oxidase als auch iiber die Xanthin-Oxidase, wobei die quantitativ bedeutsamste Quelle
fiir die Produktion von ROS in der Gefisswand die in der Zellmembran verankerte
NADPH-Oxidase ist (GRIENDLING et al., 1994). Hierbei wird die NADPH-Oxidase
durch Angiotensin II aktiviert und stimuliert so die ROS-Freisetzung. Der NADPH-
Oxidase-Komplex ist ein aus mehreren Untereinheiten bestehendes enzymatisches
System; eine der Untereinheiten ist Racl (DUSI et al., 1995; SUMIMOTO et al., 1996;
RINCKEL et al., 1999).
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2.6  Effekte von Ostrogenen

2.6.1 Systemische Effekte von Ostrogenen

Bei Ostrogenersatztherapie in der Postmenopause kann es zu einer Senkung des
Gesamtcholesterins und LDLs und zu einer Erhdhung des HDLs und der Triglyzeride
kommen (NABULSI et al., 1993). Die Serumkonzentration von Lipoprotein a féllt unter
einer Ostrogenersatztherapie. Die Effekte der Ostrogene auf das koagulatorische System
sind abhdngig von den verwendeten Priparaten, den Dosierungen und auch den
Charakteristika der Patienten. 17B- Ostradiol besitzt dariiber hinaus antioxidative

Eigenschaften, deren genaue Mechanismen noch nicht vollstédndig geklart sind.

2.6.2 Effekte von Ostrogenen auf das GefaRsystem

Der positive Einfluss von Ostrogenen auf den Fettstoffwechsel galt lange Zeit als
Ursache fiir die geringere Inzidenz der Atherosklerose bei primenopausalen Frauen
(BUSH et al., 1995). Zunehmend konkretisierten sich Hinweise, dass Ostrogene direkte
protektive Effekte auf das Gefdllsystem ausiiben (SULLIVAN et al., 1995;
BARBACANNE et al., 1999; MENDELSOHN et al., 1999; BROUCHET et al., 2001;
WASSMANN et al., 2001). In vivo und in vitro Studien belegten, dass Ostrogene die
Freisetzung von Stickstoffmonoxid (NO) aus Endothelzellen und Blutgefdssen erhdhen
und eine vermehrte Expression der NO-Synthase in Endothelzellen bewirken (JIANG et
al., 1991; WEINER et al., 1994; CAULLIN- GLASER et al., 1997; LATIN-
HERMOSO et al., 1997; MENDELSOHN et al., 1999). Ostrogene fiihren zu einem
vermehrten Wachstum endothelialer Zellen und zu einer Wachstumshemmung glatter
Gefilmuskelzellen. Das Zellwachstum kann durch die Wachstumsfaktoren PDGF oder
Epidermal Growth Factor (EGF) in kultivierten menschlichen GefaBBmuskelzellen
stimuliert werden. Unter diesen Bedingungen kommt es bei gleichzeitiger Gabe von
17B-Ostradiol zu einer konzentrationsabhiingigen Hemmung der DNA-Synthese und zu
einer Verringerung der Zellzahl (DAI-DO et al., 1996). Hieraus kann geschlossen
werden, dass Ostrogene an GefiBmuskelzellen wachstumshemmend wirken. Bei der
Entstehung der Atherosklerose und den hypertoniebedingten Verdnderungen der

GefdlBwand spielt die Proliferation von GefdBmuskelzellen eine wichtige Rolle. Die
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antiproliferative Wirkung natiirlicher Ostrogene trigt in tierexperimentellen Studien
dazu bei, die Entwicklung einer Atherosklerose zu verlangsamen (WILLIAMS et al.,
1995). Ebenso fiihrte eine Ostrogentherapie im Tierexperiment zu einer verminderten

Stenoserate nach Gefdfverletzung durch einen Ballonkatheter (WHITE et al., 1997).

Angiotensin 11 fuhrt uber den AT-Rezeptor zur vermehrten
Sauerstoffradikalfreisetzung aus glatten GefaBmuskelzellen (GRIENDLING et al.,
1993; NICKENIG et al., 1996, 1998, 2000).

Ostrogene hemmen effektiv und vollstindig die Angiotensin II vermittelte

Sauerstoffradikalfreisetzung (NICKENIG et al., 2000).

2.7 Fragestellung der vorliegenden Arbeit

Trotz der Bedeutung der Monozyten bei der Entstehung der Atherosklerose ist der
molekulare  Mechanismus der Regulation der Racl-GTPase sowie der
Sauerstoffradikalfreisetzung in Monozyten noch unbekannt. Das Ziel der Arbeit ist die
Untersuchung der antioxidativen Effekte von Ostrogenen in Monozyten. Die Arbeit
erforscht die Hypothese einer Regulation der Racl-GTPasen-vermittelten

Superoxidproduktion durch B-Ostradiol.
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3 Material und Methoden

3.1 Zellkultur

3.1.1 THP1-Zellen

Bei THP1-Zellen handelt es sich um eine nicht-adhédrente, monozytire Tumorzelllinie.

2. bzw. 12,5 cm’-

Zur Stammerhaltung wurden die THPI1-Zellen in 25 cm
Zellkulturflaschen in RPMI 1640 Medium with Glutamax (Gibco), versetzt mit 10%
FCS, 100 U/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin und 70 ul 40%igem B-Mercapto-
ethanol kultiviert. Das Medium wurde alle zwei Tage unter sterilen Bedingungen
gewechselt. Alle drei bis vier Tage wurden die Zellen im Verhiltnis 1:4 gesplittet. 24
Stunden vor Stimulation wurden die Zellen in serumfreies Medium {iberfiihrt, um
unerwiinschte Effekte des FKS auszuschlieBen und einen Wachstumsstop der Zellen zu
erreichen, damit alle Zellen sich zu Beginn des Versuches in der gleichen Phase des
Zellzyklus befinden. Die THP1-Zellen wurden bei 37 °C in einer 5%igen CO;-

Atmosphédre gehalten. Alle Experimente wurden mit Zellen der 18. - 28. Passage

durchgefiihrt.

3.1.2 Humane Monozyten

3.1.2.1 Isolation von mononuklearen Zellen aus periphervendsem Blut

Bei der Dichtegradientenzentrifugation erfolgt die Fraktionierung von Zellen
unterschiedlicher Dichte mittels Zentrifugation. Dabei wurde der Percoll- Gradient mit
einer Dichte von 1,13 g/ml (Percoll- Trennlésung; Sigma) verwendet. Aufgrund ihres
grofBeren spezifischen Gewichtes konnen Erythrozyten und Granulozyten den
Gradienten passieren und am Boden sedimentieren, wéihrend sich die mononukleédren
Zellen (Lymphozyten und Monozyten) wegen ihrer geringeren Dichte von 1,13 g/ml in
der Plasma-Gradientenphase sammeln. Hierzu erfolgte die Entnahme von ca. 100 ml
Citratblut von gesunden menschlichen Probanden. Jeweils 12,5 ml antikoaguliertes Blut
wurde in 50 ml-Réhrchen gegeben und mit jeweils 20 ml PBS (1fach konzentriert)
verdiinnt. In anderen 50 ml-Réhrchen wurden jeweils 15 ml Percoll-Trennldsung

vorgelegt und mit dem verdiinnten Blut vorsichtig iiberschichtet. Die so erhaltene
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Losung wurde 20 Minuten bei 2400 U/min ohne Bremse bei Raumtemperatur
zentrifugiert. Wahrend der Zentrifugation wandern die Erythrozyten, Granulozyten und
Thrombozyten auf den Boden des Rohrchens. Die mononukledren Zellen reichern sich
in einer Schicht zwischen Percoll und Plasma an. Der dann entstandene weile Ring mit
mononukledren Zellen direkt iiber dem Gradienten wurde mit etwas Plasma vorsichtig
abpipettiert und erneut auf 50 ml-Rohrchen verteilt. Anschlieend wurden die Zellen
mit 20 ml PBS (1fach konzentriert) gewaschen und fiir 10 Minuten bei 2400 U/min mit
Bremse bei Raumtemperatur zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, der
Waschvorgang wiederholt, der Uberstand wieder verworfen und mit der

Monozytenisolierung (s. ndachster Abschnitt) fortgefahren.

3.1.2.2 Isolation von Monozyten
Das aus der Isolierung von mononukledren Zellen gewonnene Pellet wird in 2 ml 100%

Percoll-Losung resuspendiert und vorsichtig mit 3 ml 60%iger Percoll-Lésung und 3 ml
35%iger Percoll-Losung tiberschichtet. Es erfolgte eine Zentrifugation fiir 20 Minuten
bei 3000 U/min ohne Bremse bei Raumtemperatur. Die Monozyten bilden hierbei einen
Ring an der Grenzfliche zwischen 35%iger und 60%iger Percoll-Losung, wobei die
60%ige Percoll-Losung auf Grund der zugegebenen Eosin-Losung gut sichtbar ist. Die
Lymphozyten sammeln sich wegen ihrer groBeren Dichte weiter unten. Der
Monozytenring wird behutsam abgenommen und das Rohrchen mit PBS (Ifach
konzentriert) aufgefiillt und fiir 15 Minuten bei 1800 U/min mit Bremse bei
Raumtemperatur zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und der Waschvorgang
wiederholt. Nach nochmaliger Zentrifugation fiir 10 Minuten bei 1200 U/min mit
Bremse bei Raumtemperatur wird das entstandene Pellet in RPMI 1640-Medium mit
5% humanem Serum, 100 U/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin aufgenommen
und schlieBlich auf 6er-Gewebekulturplatten verteilt. Dabei wurden die Zellen in einer
5%igen CO;,-Atmosphire bei 37 °C in Kultur gebracht. Die Monozyten wurden 24

Stunden vor Versuchsbeginn wie die THP1-Zellen serumdepriviert und dann stimuliert.

Der Nachweis der Monozyten erfolgte durch Pappenheim-Farbung, einer Kombination
aus May-Griinwald- und Giemsa-Farbung. Dabei wurde die Probe mittels

Zytozentrifugation fiir 5 Minuten bei 600 U/min auf einen Objekttrager aufgebracht.
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Der Objekttrager wurde 5 Minuten in May-Griinwald-Lésung getaucht, mit
destilliertem Wasser gewaschen und 15 Minuten in Giemsa-Losung eingetaucht. Bei

Betrachtung unter einem Lichtmikroskop erscheint das Monozytenzytoplasma hellblau.

3.2 Transfektion von THP1-Zellen

Um die Effekte von Racl in der Zelle besser verstehen zu koénnen, wurden die

folgenden Konstrukte in der monozytéren Zelllinie THP1 iiberexprimiert:
pcDNA3-Racl-L61 Racl, konstitutiv aktive Mutante
pcDNA3-Racl-N17 Racl, dominant negative Mutante

Zum Einbringen der jeweiligen Plasmide in die zu untersuchenden Zellen wurde die
Elektroporation als Technik der transienten Transfektion benutzt. Das Prinzip der
Technik besteht darin, dass die Zellen einem genau definierten Stromimpuls ausgesetzt
werden, wodurch sich Poren in der Zellmembran bilden, durch die die fremde DNA
eindringen kann. Ist der Stromimpuls zu stark, kénnen jedoch schwere Schédden, bis hin

zum Absterben, an den Zellen entstehen.

Fir die Transfektion wurden die THP1-Zellen aus den Zellkulturflaschen in 50 ml-
Falcon-Rohrchen tiberfiihrt und 5 min bei 1000 U/min zentrifugiert. Nach Absaugen des
Uberstandes wurde die Zellsuspension mit zuvor erwéirmten, sterilen 1x PBS aufgefiillt
und anschlieBend 5 min bei Raumtemperatur mit 1000 U/min zentrifugiert. Nach
erneutem Absaugen des Uberstandes wurde das Zellpellet vorsichtig in 200 pl des

Elektroporationsmediums Optimem resuspendiert.

Da fiir die Transfektion definierte Zellzahlen benotigt wurden, erfolgte die Bestimmung
der Zellzahl in einer Neubauer-Zahlkammer. Nach entsprechender Auszédhlung wurden

je 1x107 Zellen pro Kiivette eingesetzt.

Es wurden jeweils 20 ng DNA in einer sterilen Kiivette vorgelegt und mit 200 pl
Zellsuspension aufgefiillt. Die Kiivette wurde verschlossen und 30 min auf FEis
belassen. AnschlieBend wurde die Kiivette 30 Sekunden bei 37 °C im Wasserbad
inkubiert und dann in die Elektroporationskammer gestellt. Dort wurde die

Zellsuspension einem ca. 16 ms dauernden Stromimpuls mit 0,3 kV und 500 pF
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ausgesetzt. Im Anschluss daran wurden die Kiivetten weitere 30 min bei
Raumtemperatur inkubiert, ehe die Zellen wieder auf Zellkulturflaschen verteilt wurden.
Am darauf folgenden Tag wurden die Zellen fiir den Lucigenin-Assay mit Angiotensin

II behandelt.

3.3 Sauerstoffradikal-Produktion / Lucigenin-Assay

Der Lucigenin-Assay dient der Detektion freigesetzter Superoxidmolekiile aus den
Monozyten. 1 ml der Zellkulturlésung wird bei 3000 U/min zentrifugiert und das Pellet
in 1 ml, 37 °C warmem, modifiziertem Krebs-HEPES-Puffer mit 5 pM Lucigenin L012
unter Lichtausschluss geldst. L012 ist ein Luminolderivat mit hoher Sensitivitdt und
Spezifitit zur Detektion von Superoxid (SOHN, 1999). Die Chemilumineszenz wurde
iiber 10 Minuten in 60 Sekunden-Intervallen in einem Szintillationsmessgerat (Lumat
LB 9501, Berthold, Bad Wildbad) gemessen. Die Menge an freigesetztem Superoxid
wurde ermittelt als relative Chemilumineszenz in Prozent, verglichen mit der

gemessenen Chemilumineszenz der unbehandelten Kontrollgruppe.

3.4  Proteinexpression und Western Blot

Der Western Blot stellt eine molekularbiologische Methode dar, mit der eine
quantitative Proteinbestimmung mdglich ist. Dazu wird aus Zellen das Gesamtprotein
gewonnen und gelelektrophoretisch aufgetrennt, um die Proteine nach ihrem
Molekulargewicht  zu separieren. Das Gesamtprotein wird vom Gel auf eine
Nitrozellulosemembran {ibertragen (Blot) und mit einem spezifischen Antikorper
(gegen das gesuchte Protein) inkubiert. Nach Abwaschen der ungebundenen
Antikorperfragmente wird mit einem zweiten Antikorper, welcher Peroxidase-
konjungiert ist, inkubiert. Nach erneutem Abwaschen wird ein Fluoreszenzfarbstoff
hinzu gegeben, welcher durch die Peroxidase umgesetzt wird und zu fluoreszieren
beginnt. Die Fluoreszenz wird mit Hilfe eines Rontgenfilmes sichtbar gemacht und das

Signal durch Densitometrie quantifiziert.
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3.4.1 Proteinisolation

Um die Proteinexpression bestimmen zu koénnen, wurden die Zellen mit kaltem PBS
gewaschen. Nach Zentrifugation bei 2500 U/min fiir fiinf Minuten wurde der Uberstand
abgesaugt. Das Zellpellet wurde in 200 pl Lysepuffer (0,1 M Tris, pH 6,8 , 4% SDS,
20% Glycerol, Leupeptin 1 pg/ml, Aprotinin 1 pg/ml) aufgenommen. Das so
gewonnene Gesamtlysat wurde vier Minuten bei 95 °C erhitzt, um eine Denaturierung

der Proteine zu bewirken.

3.4.2 Proteinbestimmung nach Lowry

Die Proteinbestimmung des Gesamtlysates aus den Monozyten bzw. der monozytiren
Zelllinie THP1 erfolgte nach der Methode von LOWRY et al. (1951), eine der Biuret-

Methode verwandte kolorimetrische Methode.

5 ul des Gesamtlysates wurden mit 95 pul Wasser verdiinnt. Davon wurden 20 pul
entnommen und zuerst mit 100 pl Biorad D, Protein Assay Reagent A versetzt. Dies
dient dazu, einen Kupfer-Protein-Komplex in alkalischer Losung zu bilden. Dann
werden 800 pl Biorad D, Protein Assay Reagent B hinzugefiigt. Dabei reduziert der
vorher gebildete Komplex das zugegebene Phosphomolybdat-Phosphowolframat-
Reagens, wobei sich die Losung in Abhédngigkeit von der Proteinkonzentration intensiv
blau farbt. Die Losung wurde 15 Minuten bei Raumtemperatur belassen und danach die
Absorption in einem Spectrophotometer DU 640B der Firma Beckmann bei 540 nm
photometrisch bestimmt. Als Kontrolle diente ebenso behandeltes Wasser ohne
Proteinzusatz. Als Standard  diente Rinderserumalbumin  in einem

Konzentrationsbereich von 100-1000 pg/ml.

3.4.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Um die Konzentration des interessierenden Proteins bei verschiedenen
Versuchsbedingungen vergleichen zu konnen, wurden jeweils 25 pg des Gesamtlysates
auf ein Gel geladen und elektrophoretisch aufgetrennt. Hierzu wurde ein 12%iges SDS-

Polyacrylamidgel verwendet. Die Elektrophorese wurde in Anwesenheit eines B-
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Mercaptoethanolpuffers (5% B-Mercaptoethanol, 20% Glycerol, 20% zehnprozentiges
SDS, 2,5% Bromphenolblau) durchgefiihrt.

Um eine hohe Auflésung bei der Trennung zu erreichen, wurde eine diskontinuierliche
Gelelektrophorese durchgefiihrt. Dabei wird das zu analysierende Proteingemisch in
einem Gel aufgetrennt, das aus zwei Gelsystemen, einem Trenn- und einem Sammelgel,
mit unterschiedlicher Porositit und unterschiedlichem pH-Wert des Puffers besteht. Zur
Bestimmung des relativen Molekulargewichts der aufgetrennten Proteine wurde der
Biorad Prestained SDS-PAGE Standards Low Range Marker mit einer
Molekulargewichtsspanne von 21400 — 113000 Dalton parallel zu den zu
untersuchenden Proteinen aufgetrennt. Die Elektrophorese erfolgte in einer mit

Gelelektrophoresepuffer gefiillten Kammer bei konstanter Stromstiarke von 25 mA.

3.4.4 Transfer (Blot)

Beim Immunoblot werden die zuvor in einer SDS-PAGE elektrophoretisch aufgetrenten
Proteine aus dem Polyacrylamidgel auf eine Membran (Protran Nitrocellulose)
iibertragen. Dabei bleiben sowohl die Immunreaktivitit als auch die funktionelle
Aktivitit weitgehend erhalten, so dass diese durch den Einsatz spezifischer Antikorper

immunologisch identifiziert werden kdnnen.

Der Transfer der Proteine auf die Nitrocellulose-Membran erfolgte mit Hilfe eines
Transferpuffers (20% Methanol, 14,5 g/l Glycin, 2,9 g/l Trizma®) und Filtern sowie der
Semi-Dry-Transfer-Cell von Biorad® tiiber 45 min bei 200 mA. Die Membran wurde
zum immunologischen Nachweis der zu untersuchenden Proteine verwendet. Dafiir
wurde sie iiber Nacht in 1%ige Blocking Solution (Western Blocking Reagent, Roche)
eingelegt, um unspezifische Bindungsmoglichkeiten der Antikorper auf der Membran

zu verhindern.

3.4.5 Antikdrperinkubation

Um die unterschiedliche Proteinexpression auf den so hergestellten proteinbeladenen
Nitrocellulosemembranen untersuchen zu konnen, wurden sie mit einem monoklonalen

Rabbit-Rac1-Antikorper (sc-217, 1:500 Verdiinnung; Santa Cruz Biotechnology Inc.,
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Santa Cruz, CA) fir 60 Minuten bei 37°C inkubiert. Die nichtgebundenen
Antikorperfragmente wurden mit PBS-Tween-Puffer (8 g/l NaCl; 0,2 g/l KCI; 0,24 g/l
KH,PO4; 1,44 g/l Na,HPO4; 1 ml/l TWEEN) abgewaschen. Danach wurden die
Membranen mit einem peroxidasekonjugierten Goat-Anti-Rabbit-Antikorper (1:4000
Verdiinnung, 30 Minuten, Raumtemperatur; Sigma Deutschland) inkubiert. Die
ungebundenen Fragmente wurden ebenfalls mit PBS-Tween abgewaschen. Die an die
Proteinbanden gebundenen Fragmente wurden mit dem ECL-Kit (Enhanced
Chemiluminescence) von Amersham auf Rontgenfilmen sichtbar gemacht und
densitometrisch quantifiziert. Bei der Enhanced Chemiluminescence-Methode handelt
es sich um eine nicht-radioaktive, sensitive Nachweismethode, bei der die Detektion der
Proteine auf einer enzymkatalysierten Lichtreaktion beruht. Durch den
peroxidasekonjugierten Sekundérantikorper kommt es zu einer Lichtemission bei

428nm, wenn H,O, reduziert und Luminol oxidiert wird.

3.5 Racl-Pull-Down-Assay

Rac1 bindet mit seiner GTPase- Bindungsstelle mit sehr hoher Affinitdt an den Effektor
Pak. Diese Eigenschaft der Downstream Effector Molekiile wird beim Rac-Pull-Down-
Assay genutzt, um direkt und selektiv den Aktivierungsgrad von kleinen G- Proteinen
zu bestimmen. Die Fusionsproteine werden in E. coli exprimiert und anschlieend
isoliert, um dann die jeweilige GTPase auszufillen. Dazu wird gereinigtes Zelllysat mit
dem spezifischen GST-Proteinen inkubiert, welche die geeignete GTPase-
Bindungsstelle enthalten. Da diese zuvor an Glutathion- Sepharose gebunden wurden,
lassen sich nun die GTP-gebundenen Formen der kleinen G-Proteine problemlos
herauszentrifugieren. Danach werden die Proben gewaschen, gelelektrophoretisch

aufgetrennt und mit Hilfe des Western- Blots analysiert.

3.5.1 Préaparation der GST-Fusions-Proteine

Zuerst wurden die E. coli-Bakterien (je eine Pipettenspitze) iiber Nacht in 50 ml
LBamp- Medium (10 g/l NaCl, 10 g/l Trypton/Pepton, 5 g/l Hefe + 50 ul Ampicillin)

pro Ansatz bei 37 °C und 130 U/min wachsen gelassen. Am néchsten Morgen wurde
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das Medium 1:10 verdiinnt und die Bakterien fiir eine weitere Stunde wachsen gelassen.
Die GST-Fusions-Protein-Produktion wurde durch Zugabe von 50 ul 1M IPTG
(Endkonzentration 0,IlmM) fiir zwei Stunden in Gang gesetzt. Danach wurde die
Suspension fiir fiinf Minuten mit 4500 U/min bei 4 °C in einer Herdus Megafuge R 2.0
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das entstandene Pellet in 10 ml
Bacterial-Lysispuffer (20% Sucrose, 10% Glycerol, 50 mM Tris pH 8,0; 0,2 mM
Na,S,0s, 2 mM MgCl,, 2 mM DTT) resuspendiert. Die Suspension wurde fiinf
Minuten zur weiteren Lyse ins Ultraschallbad gelegt und anschlieBend 30 Minuten mit
4500 U/min bei 4 °C zentrifugiert. Der gewonnene Uberstand wurde 30 Minuten mit 1
ml 50% Glutathion- Sepharose- Slurry (2 ml PBS + 2 ml Glutathion-Sepharose) bei 4
°C inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation (3000 U/min, 4 °C, fiinf Minuten) wurde der
Uberstand verworfen und das entstandene gelartige Pellet dreimal mit Bacterial-
Lysispuffer gewaschen (fiinf Minuten, 4 °C, 3000 U/min). Das Glutathion-Sepharose-
Pellet wurde in 500 pl GST- Fish- Puffer (10% Glycerol, 50 mM Tris pH 7,4; 100 mM
NaCl, 1% NP-40, 2 mM MgCl,) resuspendiert.

3.5.2 Pull-Down

Pro Ansatz wurde eine eine 25 cm’- Zellkulturflasche mit THP1 Zellen verwendet.
Nach Zentrifugation wurde das entstandene Zellpellet mit eiskaltem PBS gewaschen
und fiinf Minuten bei 4 °C mit GST-Fish-Puffer inkubiert. Dann wurden die Proben
fiinf Minuten bei 4 °C und 1000 U/min zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit dem
oben gewonnenen Glutathion-Sepharose-GST-Protein-Komplex inkubiert (30 Minuten,
4 °C). Nach erfolgter Zentrifugation (5 Minuten, 4 °C, 3000 U/min) wurde das Pellet in
GST-Fish-Puffer dreimal gewaschen (5 Minuten, 4 °C, 3000 U/min) und anschlieend

in 200 pl Proteinlysispuffer (s. Proteinisolation) aufgenommen.

3.5.3 Analyse

Die Proben wurden wie im Kapitel Western Blot beschrieben, gelelektrophoretisch

getrennt und mit Hilfe eines monoklonalen Antikorpers analysiert.
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3.6  Auswertung

Die Autoradiogramme dieser Arbeit wurden eingescannt und mit dem Programm

Labwork ausgewertet.

Die angegebenen Daten wurden als Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes (SEM)
angegeben. Die statistische Signifikanz wurde mittels T-Test bzw. ANOVA mit post-

hoc-Test bestimmt. Statistische Signifikanz wurde fiir p < 0,05 angenommen.

3.7 Verwendete Substanzen

Acrylamid, Bio Rad, Miinchen

Ammoniumpersulfat (APS), Roche, Mannheim

Ampicillin, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
Angiotensin II, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
Aprotinin, Signa-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
Bromphenolblau, E. Merck, Darmstadt

D, Protein Assay Reagent A + B, Bio Rad, Miinchen
Diethylpyrocarbonat (DEPC), Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
Dikaliumhydrogenphosphat, E. Merck, Darmstadt
Dinatriumhydrogenphosphat, E. Merck, Darmstadt

Dithiotreitol (DTT), Ambion, Austin

Dodecylsulfat (SDS), E. Merck, Darmstadt

E. coli RNA, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen

ECL Western Blot Detektionsreagenz, Amersham, Braunschweig
Eosin, E. Merck, Darmstadt

Fetales Kélberserum (FKS), Bohringer, Mannheim
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Giemsa-Losung, E. Merck, Darmstadt

Glucose, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
Glutathion, E. Merck, Darmstadt

Glycerol, Serva, Heidelberg

Glycin, Serva, Heidelberg

Goat-Anti-Mouse IgG, Biotin-konjugiert, Dianova

Hefeextrakt, Difco, Detroit

ICI 182780, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen

IPTG, E. Merck, Darmstadt

Kaliumchlorid, E. Merck, Darmstadt
Kaliumdihydrogenphosphat, E. Merck, Darmstadt
Kalziumchlorid, E. Merck, Darmstadt

L-012, Dr. Sohn, LMU Miinchen

Magnesiumchlorid, E. Merck, Darmstadt

Magnesiumsulfat, E. Merck, Darmstadt

May-Griinwald-Losung, E. Merck, Darmstadt
3-Mercaptoethanol, E. Merck, Darmstadt

Methanol, Riedel-De Héaen, Seelze

Monoclonal Anti a-Smooth Muscle Actin, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
Monoklonaler Rabbit-Rac1-Antikorper, Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA
Natriumchlorid, Carl Roth GmbH + Ko., Karlsruhe, Deutschland
Natriumdisulfit, E. Merck, Darmstadt

Natrium-HEPES, E. Merck, Darmstadt
Natriumhydrogencarbonat, E. Merck, Darmstadt

N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED), Bio Rad, Miinchen
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NP-40, E. Merck, Darmstadt

17B8-Ostradiol, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
Penicillin/Streptoverdinldsung, Gibco BRL Life Technologies, Eggenstein, Deutschland
PercollR-Trennldsung, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
Phosphatgepufferte Kochsalzlosung (PBS), Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
Prestained SDS-PAGE Standards Low Range, Bio Rad, Miinchen

Protran Nitrocellulose Membran, Schleicher & Schuell, Dassel

Puffertabletten, E. Merck, Darmstadt

Rinderalbumin, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen

RPMI 1640 Medium with Glutamax I, Invitrogen Life Technologies, Scotland
RPMI 1640 Medium without Phenol Red, Invitrogen Life Technologies, Scotland
Salzsdure, E. Merck, Darmstadt

Sepharose, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen

Sucrose, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen

Trizma, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen

Tryptone, Difco, Detroit

Tween, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen

Western Blocking Reagent, Roche, Mannheim
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3.8 Verwendete Losungen und Puffer
Elektrophoresepuffer:

14,4 g Glycin; 3,03 g Tris; 1 g SDS; Aqua dest. ad 1000 ml

Gradienten fur die Monozytenisolation:
100%ige Losung: 9 Teile Original Percoll + 1 Teil PBS 10fach

60%ige Losung: 100% Percoll mit PBS einfach konzentriert auf 60% verdiinnen +

sterile Eosin- Losung (1:20)
35%ige Losung: 100% Percoll mit PBS einfach konzentriert auf 35% verdiinnen

Alle Gradienten werden auf Eis gelagert.

GST- Fish- Puffer:

10% Glycerol, 50 mM Tris pH 7,4; 100 mM NaCl, 1% NP-40, 2 mM MgCl,

Krebs-HEPES-Puffer:

99,01 mmol/l NaCl; 4,69 mmol/l KCI; 1,87 mmol/l CaCl,; 1,20 mmol/l MgSOy4; 20,0
mmol/l NaHEPES; 1,03 mmol/l K;HPO4; 25,0 mmol/l NaHCOs3; 11,1 mmol/l D-
Glucose ad 1000 ml Aqua, auf pH 7,4 einstellen

Lysepuffer:

0,1 M Tris (pH 6,8); 4%iges SDS; 20%iges Glycerol; Leupeptin 1pg/ml, Aprotinin
lug/ml

PBS (Phosphate buffered saline):

137 mmol/l NaCl; 2,7 mmol/l KCI; 8,1 mmol/l Na,HPOy; 1,5 mmol/l KH,PO4
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PBS-TWEEN:

50 ml PBS 10fach; 2,5 ml TWEEN, Aqua dest. ad 500 ml

Probenpuffer fir Western-Analyse:

2,0 ml Glycerol; 2 ml 10%iges SDS; 0,25 ml Bromphenolblau; 2,5 ml Stacking Gel
Buffer (s.u.); Aqua dest. ad 9,5 ml; frisch wird B- Mercaptoethanol 5% zugegeben

Stacking Gel Buffer:

6,06 g Tris; 4 ml 10%iges SDS; mit HCI auf pH 6,8 einstellen; Aqua dest. ad 100 ml

Transferpuffer (fir Proteine < 80.000 Dalton):

Tris 25 mmol/l; Glycin 190 mmol/l; Methanol 20%; Aqua dest. ad 1000 ml; pH auf 8,3

einstellen

Western Blot Sammelgel 5%:

1,4 ml Wasser; 0,33 ml 30%iges Acrylamid; 0,25 ml 1 Tris (pH 6,8); 0,02 ml 10%iges
SDS; 0,02 ml 10%iges Ammoniumpersulfat; 0,002 ml TEMED

Western Blot Trenngel 12%:

3,3 ml Wasser; 4 ml 30%iges Acrylamid; 2,5 ml 1,5 M Tris (pH 8§,8); 0,1 ml 10%iges
SDS; 0,1 ml 10%iges Ammoniumpersulfat; 0,004 ml TEMED
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4 Ergebnisse

4.1 Hemmende Wirkung von 17B8-Ostradiol auf die Superoxid-

Freisetzung

4.1.1 Hemmende Wirkung von 17R-Ostradiol auf die Superoxid-Freisetzung in
der monozytaren Zelllinie THP1

Um den Effekt von 178-Ostradiol auf die Sauerstoffradikalproduktion zu testen, wurde
die monozytire Zelllinic THP1 mit 17B8-Ostradiol (100 nM, 16 h) und Angiotensin II
(100 nM, 2 h) behandelt. Die Chemilumineszenz im Lucigenin-Assay zeigte fiir die mit
Angiotensin II behandelten Zellen einen Anstieg der Sauerstoffradikal-Produktion auf
297+38% gegeniiber der Kontrollgruppe. Dieser war durch die Anwesenheit von 178-
Ostradiol vollstindig aufgehoben (Abbildung 6). Eine Behandlung mit 17B-Ostradiol
alleine hatte keinen signifikanten Effekt auf die basale Produktion von

Sauerstoffradikalen.

4.1.2 Hemmende Wirkung von 17R-Ostradiol auf die Superoxid-Freisetzung in

humanen Monozyten

Auch die humanen Monozyten wurden mit 17B-Ostradiol (100 nM, 16 h) sowie
Angiotensin II (100 nM, 2 h) behandelt. Hier ergab sich ein dhnliches Bild wie bei den
THP1-Zellen: Die Chemilumineszenz fiir die mit Angiotension II behandelten
Monozyten zeigte im Lucigenin-Assay einen Anstieg der Sauerstoffradikalproduktion
auf 307+61% gegeniiber der Kontrollgruppe. Auch hier konnte der Effekt durch 178-
Ostradiol vollstindig unterdriickt werden (Abbildung 7). Ebenso wie bei den THP1-
Zellen konnte nach Behandlung mit 17B8-Ostradiol alleine kein signifikanter Effekt auf

die basale Sauerstoffradikalproduktion festgestellt werden.
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4.2 Hemmung der Racl-Proteinexpression in Monozyten durch 1703-
Ostradiol

Die Racl-GTPase spielt eine wichtige Rolle fiir die NADPH-Oxidase-vermittelte
Superoxidproduktion. Deshalb wurden Untersuchungen mit THPI1-Zellen auf
Proteinebene durchgefiihrt. Die Zellen wurden mit 17B-Ostradiol (100 nM) fiir 12, 24
und 48 Stunden behandelt und die Racl-Proteinexpression mittels Western Blots
bestimmt. Hierbei zeigte sich eine zeitabhdngige Herabregulation der Racl-
Proteinexpression um maximal 78% nach 48-stiindiger Behandlung mit 17B-Ostradiol.
(Abbildung 8). Desweiteren wurden THP1-Zellen auch mit 178-Ostradiol in
Konzentrationen von 0,01 bis 1 uM fiir 24 Stunden behandelt. Es zeigte sich eine
Konzentrationsabhingigkeit der Racl-Proteinexpression durch 178-Ostradiol. Die
grofite Hemmung erfahrt die Proteinexpression von Racl bei einer Konzentration von 1
uM 17B8-Ostradiol (64+20%) gegeniiber einer Herabregulation auf 13+20% bei einer
Konzentration von 0,01 uM 178-Ostradiol. Kein signifikanter Unterschied in der Racl-
Proteinexpression konnte bei Behandlung der Zellen mit 0,1 bzw. 1 uM 17B-Ostradiol
festgestellt werden (Abbildung 9).

In weiteren Experimenten wurde beobachtet, dass die Gabe von Angiotensin II (100
nM, 2 h) die Racl-Proteinexpression in humanen Monozyten steigert. Dieser Effekt war
in Anwesenheit von 17B-Ostradiol (100 nM, 16 h) vollstindig gehemmt (Abbildung
10).

4.3 Bedeutung von Racl fir die ROS-Freisetzung in THP1-Zellen

In Lucigenin-Assays mit der monozytiren Zelllinie THP1 konnte gezeigt werden, dass
die Sauerstoffradikalproduktion von Racl reguliert wird. Dafiir wurden THP1-Zellen
mit der konstitutiv-aktiven Mutante RacL61, der dominant-negative Mutante RacN17
sowie mit einem Kontrollplasmid transfiziert und die Freisetzung der reaktiven

Sauerstoffspezies im Chemilumineszenz-Assay gemessen.

Die konstitutiv-aktive Mutante RacL61 erreichte eine ROS-Produktion von 283+58%
im Vergleich zur Kontrolle. Die die mit dem Kontrollplasmid pcDNA3 transfizierten
THP1-Zellen wurden mit Angiotensin II (100 nM, 2 h) behandelt; hier wurde ein
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Anstieg der ROS-Freisetzung auf 331+£54% im Vergleich zur Kontrolle beobachtet.
Zellen, die mit der dominant-negativen Mutante RacN17 transfiziert wurden, zeigten
eine nur geringfiigige Verminderung der Sauerstoffradikalproduktion im Vergleich zur
Kontrolle. Nach Behandlung dieser Zellen mit Angiotensin II (100 nM, 2 h) konnte
auch keine nennenswerte Steigerung der ROS-Produktion festgestellt werden (154+54%

im Vergleich zur Kontrolle).

4.4 Rezeptorvermittelte Wirkung von 17B-Ostradiol auf die Racl-

Expression

Um zu priifen, ob die beobachteten Effekte iiber den Ostrogenrezeptor vermittelt
werden, wurden THP1-Zellen mit 17B-Ostradiol (E, 100 nM, 16 h) sowie mit
Angiotensin II (Ang, 100 nM, 2 h) behandelt. Bei gleichzeitiger Behandlung mit dem
Ostrogenrezeptorantagonisten ICI 182.780 (1 uM, 16 h) wurde die dstrogenvermittelte
Herabregulation der Racl-Proteinexpression vollstindig aufgehoben. Die durch
Angiotensin II ausgeloste Steigerung der Superoxid-Produktion ldsst sich in Gegenwart
von ICI mit 17B-Ostradiol nicht wesentlich beeinflussen (Abbildung 12). Dies bestitigt
die Effekte von 178-Ostradiol auf die Rac1-Expression.

Desweiteren wurden Western Blots mit THP1-Zellen durchgefiihrt, die auch auf
Proteinebene die Ostrogenrezeptor-vermittelte Wirkung von 178-Ostradiol zeigten (E,

100 nM, 16 h; ICI 1 uM, 16 h; B-Actin als Ladekontrolle; Abbildung 13).

45 Hemmung der Racl-Aktivitat in THP1-Zellen durch 1783-
Ostradiol
Weiterhin stellt sich die Frage, ob neben der Racl-Proteinexpression auch die Aktivitét

von Racl durch 17B-Ostradiol beeinflussbar ist. Hierfiir wurden Pull-Down-Assays

durchgefiihrt.

THP1-Zellen wurden mit Angiotensin II (1 uM, 3 h), mit 178-Ostradiol (1 uM, 16 h)
sowie mit Angiotensin II (1 uM, 3 h) und 17B-Ostradiol (1 uM, 16 h) behandelt. Im
Pull-Down-Assay zeigte sich eine Herabregulation der Racl-Aktivitit durch 178B-
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Ostradiol auf 52+18% im Vergleich zur Kontrolle. Die Rac1-Aktivitit nach Behandlung
mit Angiotensin II steigerte sich auf 185+16% im Vergleich zur Kontrolle. Diese durch
Angiotensin II ausgeldste Aktivitatssteigerung von Racl sinkt in Gegenwart von 178B-

Ostradiol wieder fast vollstindig auf das Kontrollniveau (Abbildung 14).
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Abbildung 6: Untersuchung der Wirkung von 17R-Ostradiol auf die Superoxid-

Freisetzung in der monozytaren Zelllinie THP1 mittels Lucigenin-Assay

Um die Wirkung von 178-Ostradiol auf die Sauerstoffradikalproduktion zu untersuchen,
wurden THP1-Zellen mit Angiotensin II, mit Angiotensin II und 17B-Ostradiol sowie
mit 178-Ostradiol alleine behandelt. Im L012-Chemilumineszenz-Assay zeigte sich
hierbei bei der alleinigen Behandlung mit Angiotensin II ein deutlicher Anstieg der
Sauerstoffradikalproduktion, welcher sich durch Zugabe von 17B-Ostradiol vollstindig
hemmen lieB. 17B-Ostradiol alleine hatte keinen signifikanten Einfluss auf die basale

Sauerstoffradikalproduktion.

(C: Kontrolle; Ang: Angiotensin II 100 nM, 2 h; E: 17B8-Ostradiol 100 nM, 16h; n=9,
*p<0,05)
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Abbildung 7: Untersuchung der Wirkung von 17R-Ostradiol auf die Superoxid-

Freisetzung in humanen Monozyten mittels Lucigenin-Assay

Um den Einfluss von 178-Ostradiol auf die ROS-Freisetzung in Monozyten zu testen,
wurden diese mit Angiotensin II, mit 178-Ostradiol und Angiotensin II sowie mit 178-

Ostradiol alleine behandelt.

Das Ergebnis ist analog zu den THPI1-Zellen: Der Lucigenin-Assay zeigte eine
deutliche Steigerung der Sauerstoffradikalfreisetzung in Gegenwart von Angiotensin II.

Dieser Effekt lieB sich durch Priinkubation mit 17B-Ostradiol vollstéindig aufheben.

Auch hier hatte 178-Ostradiol alleine keinen erkennbaren Effekt auf die basale ROS-
Produktion.

(C: Kontrolle; Ang: Angiotensin II 100 nM, 2h; E: 178-Ostradiol 100 nM, 16 h; n=6,
*p<0,05)
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Abbildung 8: Zeitabhangige Hemmung der Racl-Expression durch 17R-Ostradiol
in THP1-Zellen

A: Repréasentativer Western Blot
B: Quantifizierung des zeitabhangigen Effekts von 17R-Ostradiol

Da die Racl-GTPase eine wichtige Rolle bei der NADPH-Oxidase vermittelten
Superoxidproduktion spielt, wurden THP1-Zellen mit 178-Ostradiol fiir 12, 24 bzw. 48
Stunden behandelt, um den zeitabhiingigen Einfluss von Ostradiol auf die Racl-

Proteinexpression in Western Blot-Analysen darzustellen.

Hierbei zeigte sich eine zeitabhingige Herabregulation der Racl-Proteinexpression, die

nahezu exponentiell verlduft.
(Abbildung 8 A: B-Actin dient als Ladekontrolle; E: 17B8-Ostradiol 100 nM

Abbildung 8 B: E: 178-Ostradiol 100 nM, n=6; *p<0,05)
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Abbildung 9: Konzentrationsabhéangige Hemmung der Racl-Expression durch
17R-Ostradiol in THP1-Zellen

THP1-Zellen wurden fiir 24 Stunden mit 17B8-Ostradiol in unterschiedlichen
Konzentrationen behandelt und anschlieend die Racl-Proteinexpression im Western
Blot verifiziert. Hierbei zeigte sich eine konzentrationsabhéngige Herabregulation der

Rac1-Proteinexpression.

(C: Kontrolle; E: 178-Ostradiol; n=6; *p<0,05)
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Abbildung 10: Einfluss von Angiotensin 11 und 17B8-Ostradiol auf die Racl-

Proteinexpression in humanen Monozyten

Fiir diesen repridsentativen Western Blot wurden Monozyten fiir zwei Stunden mit
Angiotensin II, fiir 16 Stunden mit 178-Ostradiol bzw. mit Angiotensin II (2 h) und mit
17B8-Ostradiol (16 h) behandelt.

Angiotensin II steigert die Rac1-Proteinexpression in humanen Monozyten, wohingegen

17B-Ostradiol die Expression von Rac1 vermindert.

Die gesteigerte Expression von Racl durch Angiotensin II wurde durch Gabe von 178-

Ostradiol wieder anniihernd auf Kontrollniveau gesenkt.

(C: Kontrolle; Ang: Angiotensin II 100 nM, 2 h; E: 17B8-Ostradiol 100 nM, 16 h)
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Abbildung 11: Bedeutung von Racl fur die ROS-Freisetzung in THP1-Zellen

Nach Transfektion von THP1-Zellen mit der konstitutiv-aktiven Mutante RacL61, der
dominant-negativen Mutante RacN17 bzw. mit dem pcDNA3-Vector als
Kontrollplasmid erfolgte die Bestimmung der Freisetzung reaktiver Sauerstoffspezies
im Lucigenin-Assay. Bei mit RacL61 transfizierten Zellen zeigte sich eine deutliche
Steigerung der ROS-Freisetzung gegeniiber der Kontrolle, wohingegen Zellen mit der
dominant-negativen Mutante RacN17 eine Verminderung der ROS-Freisetzung zeigten.
Durch Behandlung mit Angiotensin II stieg die Produktion reaktiver Sauerstoffspezies

an.

(Vector: pcDNA3-transfizierte Zellen als Kontrolle; RacL61: konstitutiv-aktive Rac-
Mutante; RacN17: dominant-negative Rac-Mutante; Ang: Angiotensin II 100 nM, 2 h;
n=4; *p<0,05 vs. Vector; #p<0,05 vs. Ang)
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Abbildung 12: Rezeptorvermittelte Wirkung von 17R-Ostradiol auf die Racl-
Expression in THP1-Zellen

Im Lucigenin-Assay wurde die Wirkung von 17B-Ostradiol auf die Superoxid-
Produktion in Gegenwart des Ostrogenrezeptorantagonisten ICI und Angiotensin II in
THP1-Zellen untersucht. Die Behandlung mit Angiotensin II zeigte wie erwartet eine
deutliche Steigerung der ROS-Freisetzung, die sich in Gegenwart von ICI nicht
wesentlich inderte. Die Behandlung der Zellen mit Angiotensin II und 17B-Ostradiol
filhrte zu einer Senkung der ROS-Freisetzung bis nahezu auf Kontrollniveau. Dieser
Riickgang ldsst sich durch Zugabe des Rezeptorantagonisten ICI fast vollstindig
hemmen. Zellen, die mit 17B8-Ostradiol alleine behandelt wurden, setzten im Vergleich
zur Kontrolle weniger ROS frei. Auch hier konnte dieser Effekt durch gleichzeitige
Gabe von ICI umgekehrt werden.

(C: Kontrolle; Ang: Angiotensin II 100 nM, 2 h; ICI: ICI 182.780
Ostrogenrezeptorantagonist 1 uM, 16 h; E: 178-Ostradiol 100 nM, 16 h)
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Abbildung 13: Ostrogenrezeptorvermittelte Wirkung von 17R3-Ostradiol in THP1-
Zellen

Im Western Blot konnte gezeigt werden, dass die Wirkung von 17B-Ostradiol auf die
Racl-Expression durch den Ostrogenrezeptor vermittelt wird, da die Herabregulation
der  Racl-Proteinexpression  durch  17B-Ostradiol ~bei  Anwesenheit  des

Ostrogenrezeptorantagonisten ICI aufgehoben ist.

(C: Kontrolle; E: 178-Ostradiol 100 nM, 16 h; ICL: ICI 182.780
Ostrogenrezeptorantagonist 1 pM, 16 h)
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Abbildung 14: Hemmung der Rac1-Aktivitat durch 17R8-Ostradiol in THP1-Zellen

Um die Frage zu kldren, ob 17B8-Ostradiol neben der Racl-Proteinexpression auch

dessen Aktivitit beeinflusst, wurden Pull-Down-Assays mit THP1-Zellen durchgefiihrt.

Die Zellen wurden mit Angiotensin II, 17B8-Ostradiol sowie mit beiden Substanzen
zusammen behandelt. Die nur mit Angiotensin II behandelten Zellen zeigten eine Racl-
Aktivitatssteigerung im Vergleich zur Kontrolle. Diese Steigerung sinkt in Gegenwart
von 17B-Ostradiol wieder fast vollstindig auf Kontrollniveau. Eine Behandlung mit
17B8-Ostradiol alleine ergibt eine deutlich geringere Racl-Aktivitit im Vergleich zur

Kontrolle.

(C: Kontrolle; Ang: Angiotensin 11 1 uM, 3 h; E: 17B8-Ostradiol 1 uM, 16 h, n=3;
*p<0,05)
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5 Diskussion

Reaktive Sauerstoffspezies wie Superoxid, Lipidradikale und Wasserstoffperoxid sind
verantwortlich fiir oxidativen Stress, wie er z.B. ausgelost wird durch Rauchen,
Diabetes mellitus, Hypercholesterindmien und arterielle Hypertonie. Die reaktiven
Sauerstoffspezies entstehen physiologischer- und pathologischerweise auch im
menschlichen Metabolismus durch die Reduktion von molekularem Sauerstoff. Dabei
konnen sie als Signaltransduktionsmolekiile wirken (NICKENIG et al., 2002). Besteht
ein Uberangebot an reaktiven Sauerstoffspezies, so kann dies durch antioxidative
Schutzmechanismen des Korpers nicht mehr bewiltigt werden und so zu Zell- und

DNA- Schéden fiihren (PATEL et al., 2000).

Ein wichtiger Schritt in der Pathogenese der endothelialen Dysfunktion und Progression
der Atherosklerose ist die Aktivierung des NADPH-Oxidase-Enzymkomplexes in
glatten GefdBmuskelzellen durch Angiotensin II, der primdren Quelle der
Superoxidproduktion in der GefiBBwand (GRIENDLING et al., 1997). Die Racl-
GTPase spielt dabei eine entscheidende Rolle fiir das Zusammenspiel des NADPH-
Oxidase-Systems (DIEKMANN et al., 1994).

Bereits in fritheren Arbeiten konnte ein gegenldufiger Effekt bei der Stimulation mit
Angiotensin II und 178-Ostradiol in glatten GefiBmuskelzellen sowie Kardiomyozyten
nachgewiesen werden (LAUFS et al., 2003). Um die Vermutung zu bestitigen, dass es
sich hierbei um einen allgemeingiiltigeren Mechanismus auf zelluldrer Ebene handelt,

wurden nun Experimente mit den ubiquitir vorkommenden Monozyten durchgefiihrt.

Die Monozyten spielen eine ganz besondere Rolle im Verlauf des atherosklerotischen
Entziindungsprozesses. Die Rekrutierung zirkulierender Monozyten aus dem
GefaBlumen in die Media degenerativ verdnderter GefaBwénde hinein kann {iber
vielfdltige Signalkaskaden erfolgen und ist einer der ersten, wesentlichen Schritte in der
Atherogenese. Ostrogene hemmen diesen ersten Schritt des Entziindungsprozesses
durch eine direkte Wirkung auf die Adhédsion im Blut zirkulierender Monozyten
(FRIEDRICH et al., 2006). In der vorgelegten Arbeit wird gezeigt, dass Ostrogene die

Aktivitdt sowie die Proteinexpression von Racl auch in Monozyten herabregulieren.
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Wie sich in Lucigenin-Assays zeigen lieB, wird in humanen Monozyten die
Sauerstoffradikalfreisetzung durch Angiotensin II gesteigert. Diese Steigerung ldsst sich
durch Behandlung mit 17B-Ostradiol vollstindig aufheben, wobei eine Gabe von 178-

Ostradiol ohne vorherige Stimulation mit Angiotensin II keinerlei Wirkung hatte.

Western Blot- Analysen zeigten in humanen Monozyten eine konzentrations- sowie
zeitabhingige Hemmung der Racl-Proteinexpression nach Stimulation mit 178-

Ostradiol.

In Lucigenin-Assays konnte die rezeptorvermittelte, hemmende Wirkung von 1783-
Ostradiol auf die Racl-Expression bestitigt werden, da nach Priinkubation mit dem
Ostrogenrezeptorantagonisten ICI 182.780 eine durch 17B-Ostradiol vermittelte

Herabregulation vollstindig aufgehoben wurde.

Um die Kausalitit zwischen Racl und der Sauerstoffradikal-Produktion zu priifen,
wurden die monozytire Zelllinie THP1 mit dem dominant-negativen RacN17, dem
konstitutiv-aktiven RacL61 und dem pcDNA 3-Vektor in Gegenwart von Angiotensin II
liberexprimiert. Die Uberexpression mit RacL61 steigerte die
Sauerstoffradikalproduktion, wohingegen die Uberexpression mit RacN17 die
Radikalproduktion hemmte. Diese Ergebnisse belegen, dass die

Sauerstoffradikalfreisetzung tatsédchlich Racl-vermittelt ist.

Um die Bedeutung der Regulation von Racl durch 17B-Ostradiol beim Menschen zu
untersuchen, wurden zirkulierende mononukledre Zellen aus dem Blut von Frauen vor
und nach ovarieller Hyperstimulation im Rahmen der Vorbereitung auf eine in-vitro-
Fertilisation untersucht. In inverser Korrelation zu den 17B8-Ostradiol-Konzentrationen
im Serum zeigte sich eine Herabregulation der Racl-mRNA-Expression (LAUFS et al.,
2003).

Es ist schon seit lingerer Zeit bekannt, dass pramenopausale Frauen seltener und spiter
von atherosklerotisch bedingten Erkrankungen betroffen sind als gleichaltrige Ménner.
Auch die Mortalitdt auf Grund kardiovaskuldrer Erkrankungen ist bei Frauen geringer
(LERNER et al., 1986). Man fiihrt dies unter anderem auf die gefdBprotektive Wirkung
der weiblichen Sexualhormone zuriick, denn nach der Menopause steigt das KHK-

Risiko um das Dreifache an (KNOPP et al., 1988) und bei vorzeitigem Eintritt der
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Menopause, wie beispielsweise durch bilaterale Ovariektomie, ist es sogar um das

Fiinffache erhoht (WITTEMAN et al., 1989).

Es gibt mehrere klinische und experimentelle Arbeiten, die die Hypothese eines
vasoprotektiven Effektes von Ostrogen unterstiitzen. Bei Affen, die eine
cholesterinreiche Diit erhielten, fiihrte eine Ostrogentherapie zu einer Reduktion von
atherosklerotischen Plaques in den GefiBlen (WAGNER et al., 1991). Beim Menschen
konnte eine giinstige Beeinflussung der Plasmalipidspiegel (NABULSI et al., 1993)
sowie eine Verbesserung der Endothelfunktion der Gefdfle (LIEBERMAN et al., 1994)

durch Ostrogen beobachtet werden.

Demgegeniiber stehen mehrere grofle klinische Studien, die keinen positiven Einfluss
einer Ostrogenersatztherapie bei postmenopausalen Frauen auf das Auftreten bzw. auf

die Progression einer koronaren Herzkrankheit aufzeigen.

Beispiele hierfiir sind die HERS (Heart and Estrogen/Progestin replacement study;
HULLEY et al, 1998; GRADY et al., 2002) sowie die Nurse’s Health Study
(GRODSTEIN et al., 2001).

Deshalb wird auf Grund der klinischen Datenlage eine Hormonersatztherapie nicht zur

Risikoreduktion der koronaren Herzkrankheit bei postmenopausalen Frauen empfohlen.

Verschiedene Griinde werden fiir diese scheinbare Diskrepanz zu den experimentellen
Studien diskutiert. Hierzu zdhlen Besonderheiten im Studiendesign wie Alter und
Komorbiditit der Patientinnen (in HERS) sowie die Kombination der Ostrogengabe mit
Progesteron (GRODSTEIN et al., 2001). Experimentelle Daten belegen, dass
Progesteron die antioxidativen vaskuliren Effekte von Ostrogen antagonisieren kann
(NICKENIG et al., 2000). Weitere Studien sind notwendig, um die klinische Bedeutung

einer Hormonersatztherapie zu kléren.

Zusammengefasst kann man sagen, dass die Experimente in der vorliegenden Arbeit die
Hemmung der Rac1-GTPase als einen molekularen Mechanismus fiir die antioxidative
Wirkung von 178-Ostradiol identifizieren, die auf der Interaktion zwischen weiblichen
Steroidhormonen sowie den kleinen G-Proteinen beruht. Diese Interaktionen sind zum
einen die Hemmung der Racl-Proteinexpression und zum anderen die verringerte

Produktion reaktiver Sauerstoffspezies.
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Racl ist somit ein neuer potentieller Angriffspunkt fiir eine Therapie zur Hemmung der

Sauerstoffradikalproduktion in Monozyten.

Die vorgelegten Ergebnisse bilden eine Grundlage fiir die weitere Erforschung der
Bedeutung humaner Monozyten fiir die Pathogenese der Atherosklerose und der
endothelialen Dysfunktion sowie mdgliche Wege der Prophylaxe und Therapie der

Atherosklerose.
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