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2 Einleitung

21 Epidemiologie von Herz-Kreislauferkrankungen

Die Atherosklerose und ihre Folgeerkrankungen nehmen unter epidemiologischen
Gesichtspunkten eine herausragende Stellung ein. In Deutschland und der westlichen
Welt stellen Erkrankungen des Herz-Kreislaufsystems seit Jahren die haufigste
Todesursache dar. Das Statistische Bundesamt konnte flur 2009 bei 41,7 % aller
Verstorbenen eine solche Erkrankung als ursachlich erfassen. Besonders bei alteren
Menschen waren Erkrankungen des kardiovaskularen Systems Todesursache Nummer
eins. Uber 91% der hieran Verstorbenen waren &lter als 65 Jahre. Insgesamt starben
2009 in Deutschland 356.462 Personen an einer Herz-Kreislauf-Erkrankung. Seit Jahren
bilden die chronische ischamische Herzkrankheit, der akute Myokardinfarkt und die
Herzinsuffizienz die drei haufigsten Todesursachen in der Bundesrepublik (Statistisches
Bundesamt, 2010).

Gleichzeitig verursachten diese mit 35,2 Milliarden Euro den grof3ten Anteil (14,9 %) der
Gesundheitskosten in Deutschland im Jahr 2006 aus (Statistisches Bundesamt, 2009).

Ihnen kommt daher eine auRerordentliche soziodkonomische Bedeutung zu.

Herz-Kreislauf-System
Bosartige Neubildung
Atmungssystem
Verdauungssystem

Sonstige

Nichtnatiirliche Todesursache

Abbildung 1: Todesursachen in Deutschland 2009 (Bundesamt fur Statistik, 2010).

Diese Tendenz ist jedoch nicht auf westliche Industrienationen beschrankt.
Kardiovaskulare Erkrankungen reprasentieren, trotz der grofen Infektionskrankheiten

wie HIV-Infektion und Tuberkulose, auch weltweit die haufigste Todesursache. Die
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Hauptrisikofaktoren kardiovaskularer Erkrankungen haben gleichlaufend pandemische
Ausmalle angenommen. In Deutschland ist jeder zweite Burger Ubergewichtig oder
adipds (Bundesministerium fur Erndhrung, Landwirtschaft und Verbraucherschutz,
2008). Die globale Pravalenz von Ubergewicht und Adipositas veranschaulicht

nachfolgende Karte.

Prevalence of overweight (%) 4 /
20-39.9

[ 40-59.9
260 PP Y

(| {7 World Health
Data not available Y% Organization
Not applicable *BMI 225ka/m2 ©WHO 2011. All rights reserved

Abbildung 2: Pravalenz von Ubergewicht und Adipositas fiir beide Geschlechter.
Besonders hohe Werte finden sich in Landern mit ,westlichem Lebensstil*. Dazu
gehdren Nord- und Sudamerika., Nord- und Mitteleuropa, Australien, Stdafrika und der
nahe Osten (WHO, 2011b).

Die Pravalenzverteilung unzureichender korperlicher Aktivitat erweist sich als annahernd
identisch und verweist auf vernetzte Kausalzusammenhange kardiovaskularer
Risikofaktoren (WHO, 2011a).

Die Global-burden-of-disease-Studie der WHO fihrt 32 % (Frauen) bzw. 27 % (Manner)
aller Todesfalle auf kardiovaskulare Erkrankungen zurtuck (WHO, 2008). In diesem
Bericht wird ein Index eingeflihrt, welcher angibt, wie viele gesunde Lebensjahre durch
eine Erkrankung genommen werden (DALY, ,Disability-adjusted-life-years®). Die
chronische ischamische Herzkrankheit und zerebrovaskulare Erkrankungen nahmen im

Jahr der Untersuchung den vierten bzw. sechsten Platz der DALY-Rangliste ein. Fur
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2030 wird eine Verschiebung fur beide Krankheiten auf die Range zwei und vier
prognostiziert.

Zusammengefasst stellen Erkrankungen des Herz-Kreislauf-Systems mitsamt dessen
Hauptrisikofaktoren das grof3te medizinische Problem weltweit dar. Die Auswirkungen
auf das globale Finanzsystem sind derzeit immens und werden sich bei gleichbleibender
Entwicklung noch verscharfen. Auf dem Weltwirtschaftsforum 2010 wurde verkundet,
dass in naher Zukunft die grofdte Belastung der Volkswirktschaft nicht der Endlichkeit
fossiler Brennstoffe, nicht von Finanzkrisen, Klimaschaden oder Kriegen entspringt,
sondern aus direkten und indirekten Kosten durch Wohistandserkrankungen wie KHK,

Adipositas und Diabetes mellitus (World economic forum, 2010).

2.2 Atiologie und Pathogenese der Atherosklerose

Die Atherosklerose ist die bedeutsamste und haufigste Veranderung des arteriellen
Gefallsystems, die definitionsgemals mit Verhartung, Verdickung, Elastizitatsverlust und
Lumeneinengung einhergeht (Pschyrembel, 2007; Ubersichtsarbeiten: Hansson, 2005;
Libby, 2002; Lusis, 2000; Ross, 1999). Sie bevorzugt typische Regionen innerhalb der
systemischen Zirkulation. In erster Linie sind die herznahen grof’en Arterien vom
elastischen Typ (Aorta, Karotiden, lliakalgefalke) sowie die mittelgroRen muskularen
Arterien (Koronarien, Popliteatrifurkation) betroffen.

Atherosklerotische Pradilektionsstellen weisen eine Reihe hamodynamischer
Besonderheiten auf. Sie finden sich an Aufzweigungen sowie konvexen Gefallwand-
segmenten. Kennzeichnend sind niedrige bzw. turbulente Stromungskrafte mit multi-
direktionaler Wandschubspannung (Gimbrone et al.,, 2000; McMillan, 1985). Diese
verkorpert eine biologisch bedeutsame Groflie fur die Endothelfunktion. Durch scher-
kraftsensible Promotorregionen koénnen hamodynamische Krafte Einfluss auf die
endotheliale Expression leukozytarer Adhasionsproteine und proinflammatorischer Gene
nehmen (Dai et al., 2004; Nagel et al., 1994). Demgegentber zeigen Studien, dass ein
nichtturbulentes, laminares Blutflussprofil ein potenter antiapoptotischer Stimulus fur
Endothelzellen ist, welcher zur Induktion eines atheroprotektiven Gensatzes fihren kann

(Boon und Horrevoets, 2009; Pan, 2009). Auf molekularer Basis konnte detailliert
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aufgeschlisselt werden, wie die Ubersetzung vasomechanischer Krafte in biochemische
Signale funktioniert (Ando und Yamamoto, 2009; Li et al., 2005). Dies verdeutlicht
erstens, dass hamodynamische Faktoren die endotheliale Suszeptibilitat flr athero-
sklerotische Lasionen steuern und zweitens, dass vasoprotektive Effekte eines
korperlichen Trainings an grof’en Leitungsarterien zumindest partikular Uber die
Zunahme unidirektionaler Wandschubspannung und der damit verbundenen Gen-
expression vermittelt werden (Schmidt-Trucksass et al., 2008; Ziegler et al., 1998).

Das Verstandnis der Atherosklerose wird durch deren atiologische Heterogenitat wie
auch der pathogenetischen Komplexitat erschwert und unterliegt einem dynamischem
Wandlungsprozess. Uber genetische Ursachen der Erkrankung ist wenig bekannt. Eine
Erkrankung des Lipoproteinstoffwechsels sei als Beispiel hereditarer Pradisposition fur
atherosklerotische Gefalischaden erwahnt. Patienten mit familidrer Hypercholesterin-
amie weisen bei homozygoter Konstellation LDL-Cholesterinspiegel zwischen 500 -
1200 mg/dl auf und kénnen bereits im Kindesalter eine KHK entwickeln (Herold und
Oette, 2008). Die Faktor V-Leiden-Mutation (FVL) sei exemplarisch als Vertreter einer
hereditaren hamatologischen Erkrankung genannt, welche die grof3e Rolle hamo-
statischer Parameter fiur Atherogenese und Atherothrombose betonen soll. Im
Mausmodell konnten Eitzmann und Mitarbeiter (2005) konstatieren, dass FVL-
Homozygotie zu verstarkter Atherosklerose flihrt. In genomweiten Assoziationsstudien
konnten Risikovarianten fur die Entstehung einer chronisch-ischamischen Herz-
erkrankung identifiziert werden (Schunkert et al., 2010).

Das Wissen Uber Atiologie und Pathogenese der Atherosklerose erfahrt derzeit eine
bemerkenswerte Evolution. Diese wurde mafgeblich durch grol’e epidemiologische
Untersuchungen wie der ,Framingham Heart Study“ und der ,Atherosclerosis Risk in
Communities Study (ARIC)“ vorangetrieben. Darin haben sich Parameter heraus-
kristallisiert, welche mit statistischer Signifikanz mit Atherosklerose und Folge-
erkrankungen assoziiert sind. Anhand dieser prospektiven Studien haben sich arterielle
Hypertonie, Alter, Bewegungsmangel, Diabetes mellitus, Dyslipoproteinamie, Rauchen,
chronische Niereninsuffienz und eine positive Familienanamnese als wichtigste
kardiovaskulare Risikofaktoren etabliert. Treten mehrere Entitaten gleichzeitig auf,
verhalt sich die Risikoerhdhung multiplikativ. Zwei Faktoren vergrofiern das Risiko eines

Myokardinfarkts etwa um das vierfache, drei um den Faktor acht (Keil, 2000; O Donnell
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und Kannel, 1998). Im klinischen Alltag kann das kardiovaskulare Zehn-Jahres-Risiko
mit Risikokalkulatoren errechnet werden (z.B. PROCAM, ESC-Risikokalkulator,
Framingham-Risk-Score).

Diese enge statistische Verknupfung konnte man lange nicht mit klaren wissen-
schaftlichen Aussagen Uber Kausalitdt und Pathomechanismus fillen. Geleitet von
morphologischen Aspekten begriff man die Atherosklerose im letzten halben
Jahrhundert als eine Cholesterinspeichererkrankung, die sich anatomisch auf die
Lamina propria intimae (subendotheliales Bindegewebe) projiziert. Arbeiten in den
1990er Jahren konnten belegen, dass die identifizierten Risikofaktoren, trotz ihres
heterogenen Charakters, ein gemeinsames primares Resultat erzielen: Endothel-
schadigung mit konsekutiver Funktionseinschrankung. Dies wird unter dem Begriff der
endothelialen Dysfunktion (ED) zusammengefasst. Damit bildet die ED die fruheste
Gefalischadigung der atherosklerotischen Krankheitskaskade und wird als obli-
gatorische Stufe der Atherogenese angesehen (Ross, 1999).

Dieses Konzept ist inzwischen dahingehend erweitert worden, dass Atherosklerose als
chronisch-inflammatorischer Prozess interpretiert wird, an dem sowohl humorale als
auch zellulare Komponenten des Immunsystem beteiligt sind (Fan und Watanabe, 2003;
Libby et al., 2009; Stoll und Bendszus, 2006). Dieser nimmt einen endothelialen
Ausgang, erstreckt sich aber auf das ganze Gefal3system und impliziert zudem
metabolische Veranderungen. Die pathophysiologische Kaskade scheint also
morphologisch im subendothelialen Kompartiment abzulaufen, tatsachlich ist sie
endothelialen Ursprungs. Die ED manifestiert sich zunachst in einer Permeabilitats-
stérung mit verminderter NO-Freisetzung (Davignon und Ganz, 2004; Abb. 3). Die
reduzierte NO-Verfugbarkeit im Gefallendothel stellt derzeit die friheste fassbare
pathophysiologische Veranderung der ED dar und muss als zentrales pathogenetisches
Ereignis begriffen werden. Aufgrund seiner Rolle als zentrales Signal- und Effektor-
molekul verliert das Endothel durch den NO-Mangel substantielle atheroprotektive
Fahigkeiten (Pepine, 2009). Die endothelvermittelte Vasodilatation ist eingeschrankt
(Ludmer et al., 1986) und es tritt eine Expressionsenthemmung des proin-
flammatorischen Transkriptionsfaktors NFkB (Lazzerini et al., 2009) ein, welcher
nachfolgende inflammatorische Elemente der Atherogenese stimuliert. Eine endotheliale

Permeabilitatsstorung aullert sich in einer Infiltration und Oxidation von LDL-Partikeln
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(oxLDL) im subendothelialen Raum. OxLDL kann als ein entscheidendes gefal3-
schadigendes Agens angesehen werden, dessen Akkumulation eine Schllsselposition
im Rahmen der atherosklerotischen Plaqueformierung zukommt (Schwartz et al., 1991;
Stary, 1994). Es provoziert die nachsten pathophysiologischen Schritte (Leitinger, 2003;
Skalén et al., 2002). Durch Induktion von Apoptose in Endothel- und glatten
Gefallmuskelzellen (VSMC) vermag oxLDL zudem initiale GefalRschaden zu

aggravieren (Adams et al., 2000). In

einer fruhen Phase der Atherogenese
lassen sich mitochondriale DNA-
Schaden sowie Dysfunktionen als ein
wichtiges subzellulares Korrelat nach-
weisen (Ballinger et al., 2002).
Wahrend gesundes Endothel in-
flammatorische Zellen nicht bindet,

exprimiert es nun die Adhasions-

Endothelial Leukocyte Endothelial Leukocyte

permeability migration adhesion adhesion molekile VCAM-1, P- und E-Selektin
(Cybulsky und Gimbrone, 1991), an

Abbildung 3: Schematischer Querschnitt  die als erste zellulare Vertreter Throm-
einer Arterie. Die endotheliale Dysfunktion
verkorpert die erste Stufe der Atherosklerose.
Das Endothel erfahrt eine Funktionsstorung. (Gawaz et al., 2005; Massberg et al.,
Die Adhasion und Transmigration von Leuko-
zyten ist gesteigert (aus Ross, 1999).

bozyten rezeptorvermittelt andocken

2002). Synergistisch wirken aktivierte
Thrombozyten und Endothelien, in-
dem durch die Expression weiterer Adhasionsproteine und Sekretion von Chemokinen
Leukozyten zum initialen Entzindungsprozess dirigiert werden (Langer und Gawaz,
2008; Weber, 2005). Retiniertes oxLDL stimuliert diesen Vorgang (Gerszten et al.,
1999).

Als friihes Ereignis der Atherogenese folgen eine Adhasion wie auch Transmigration von
Th-Lympho- und Monozyten in das subendotheliale Kompartiment (Abb. 4). Dort startet
ein bilateraler Kommunikationsprozess zwischen immigrierten Leukozyten einerseits
und residenten Endothelien bzw. VSMC andererseits. Stimuliert durch die Zytokine
MCP-1, M-CSF, PF-4 und TGF-B aus endothelialen und thrombozytaren Quellen,

proliferieren erstgenannte und differenzieren sich weiter zu Makrophagen. Im



Abbildung 4: Transmigration eines
Monozyten durch die Intima (int).
Die Aufnahme zeigt einen Mono-
zyten (groRer Pfeil), der sich

zwischen zwei Endothelzellen
(Pfeilkdpfe) hindurchbewegt, um
eine Lipidablagerung im sub-
endothelialen Raum (Stern) zu
erreichen; Die Malstabsleiste
entspricht 0,5 pym (aus Lusis,
2000).
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Unterschied zur physiologischen Abwehrreaktion
findet jetzt eine Modifizierung monozytarer
Oberflachenrezeptoren statt (Yan und Hansson,
2007). Die Makrophagen internalisieren oxLDL
via Scavenger-Rezeptor (Miller et al.,, 2003;
Peiser et al., 2002) und verwandeln sich in
lipidspeichernde Schaumzellen (,Lipophagen®).
Ist die Kapazitat der monozytaren Cholesterin-
aufnahme Uberschritten, lagert sich das Chol-
esterin extrazellular im subendothelialen Raum
ab, was in der Hamatoxylin-Eosin-Farbung als
»LAtheromlicke®, in der Sudanrotfarbung als
,orangerote Fettablagerungen und doppel-
brechende Cholesterinkristalle® imponiert
(Thomas, 2006).

Der beschriebene zellulare Proliferations- und
Differenzierungsprozess sowie die kon-
tinuierliche Cholesterinretention flihren zur
zweiten Stufe der Atherosklerose, der so-
genannten ,Frihen Lasion“ (auch ,Fettstreifen®
oder ,Fatty streaks“; Abb. 5). Solche Lasionen
lassen sich bereits in der Kindheit nachweisen
(Berenson et al., 1998b; Tuzcu et al., 2001). In

einem proatherogenem Milieu konnen fruhe

Lasionen weiter reifen und im jungen Erwachsenenalter klinische Relevanz erreichen

(Strong et al., 1999). Diese Betrachtungen lassen die Schlussfolgerung zu, dass initiale

atherosklerotische Lasionen bereits in der Kindheit erworben werden koénnen und

danach, abhangig von Ausmall und Anzahl kardiovaskularer Risikofaktoren, ihr

Reifungsprozess stattfindet (Berenson et al., 1998a). Vor dem Hintergrund einer hohen

Pravalenz kardiovaskularer Risikofaktoren bei Kindern (Després et al., 1990; Mduller-

Riemenschneider et al., 2010) muss die Primarpravention von Herz-Kreislauf-

erkrankungen daher in der Kindheit bzw. im Jungendlichenalter beginnen.
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Wahrend dieser ersten Phase der Atheromentstehung wachst die Plaque vornehmlich
extraluminal, was bedeutet, dass zunachst keine Lumeneinengung auftritt.
Erhéhte HDL-Cholesterinkonzentrationen wirken hier pleiotrop gefalprotektiv. Sie
konnen dazu beitragen, die Atherombildung zu hemmen, indem der reverse
Cholesterintransport von GefalRwand zur Leber mit anschlieRender biliarer Exkretion
gefordert wird. Weiter sind vielfaltige antiinflammatorische, antioxidative und
antithrombotische Effekte beschrieben (Barter et al., 2004; Mineo et al., 2006). Dabei
sind nicht nur Quantitat, sondern auch Qualitdt der HDL-Molekule wichtig (Chiesa und
Sirtori, 2003; Nissen et al., 2003). Die

vaskularen Umbauprozesse verhalten

s - 2 sich bis zum Stadium der frilhen
| : | Lasion Kklinisch stumm. Sie bilden
allerdings das histopathologische
Fundament fortgeschrittener La-
sionen.

Die in Stadium 2 noch dezente zentri-
/ | LT petale VSMC-Migration durch die

Smooth-muscle  Foam-cell T-cell aggregation of and entry . . . .
migration formation activation platelets of leukocytes Membrana eIaStlca |nterna n d|e

(Neo-) Intima intensiviert sich zu-

Abbildung 5: Frihe Lasion: Fettstreifen und sehends (Raines und Ross, 1993).
immigrierte VSMC bilden Neointima. Leuko-

zyten immigrieren (aus Ross, 1999). Stimuliert durch Wachstumsfaktoren

der PDGF-Familie proliferieren diese
und (trans-) differenzieren sich zu Myofibroblasten, was von einer Synthese zusatzlicher
Extrazellularmatrix (EZM) begleitet wird. Regressive Veranderungen, Apoptose und
Verkalkungen mit konsekutivem Elastizitatsverlust fihren zur Bildung fortgeschrittener
Plaques oder Atherome (Abb. 6). Eine hamodynamisch relevante Lumenstenosierung
kann ab diesem Stadium eintreten. Der histopathologische Befund dieses Stadiums folgt
einem fibrodestruktivem Muster® (Riede und Freudenberg, 2009), in welchem man
regelmalig eine fibrotische Mediadystrophie mitsamt perivaskularem entzindlichem
Infiltrat der Adventitia diagnostizieren kann. Die Veranderungen sind sowohl abhangig
von Gefaldprovinz als auch von GefalRdurchmesser und reichen von atheromatdsen,

fibrotischen und sklerosierenden Lasionen bis zur ,Lipohyalinose® (Thomas, 2006). Eine
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schitzende fibromuskulare Deckplatte aus Myofibroblasten und EZM ummantelt den
nekrotischen Lipidkern aus avitalen Schaumzellen und extrazellularem oxLDL und trennt
ihn so vom zirkulierenden Blut (Abb. 6; Libby, 2001). Interessanterweise scheinen
besonders Lymphozyten vom Tn1-Subtyp atherosklerotische Plaques zu fordern,
wahrend eine Thz-Antwort mit humoraler Immunaktivitat als atheroprotektiv diskutiert
wird (Binder et al., 2004).

Makrophagen, nun als antigenprasentierende Zellen fungierend, exponieren
Spaltprodukte von oxLDL respektive HSP-60 mittels MHC-2-Molekul. Durch Bindung an
den T-Zellrezeptor wird die gegenseitige Aktivierung mit konsekutivem Proliferationsreiz
zwischen Th-Lymphozyten und Makrophagen initiiert und ein chronischer Entzindungs-

prozess etabliert (Robertson und

Hansson, 2005). Molekulare Boten-
stoffe sind dabei Interferon-y, IL-1 und
TNF. Dies lasst sich als weiteren
(] \7 -'  Beleg einer klassisch zelluldren
Immunreaktion werten. Neben Leuko-
zyten sind auch Endothelzellen in

diesen Aktivierungsprozess ein-

gebunden (Hansson, 2001). Ko-

Macrophage;ccumulation Formation of Fibrous-cap formation Ordlnlert erd er dUFCh elne Vle|Zah|

necrotic core

biochemischer Molekile. Dazu

Abbildung 6: Fortgeschrittene Lasion gehéren inflammatorische Zytokine,
(Atherom) mit fibrotischer Intimahyperplasie,

nekrotischem Lipidkern und Bildung einer
fibromuskularen Deckplatte (aus Ross, 1999). stoffspezies (ROS), Proteasen, vaso-

Adhasionsproteine, reaktive Sauer-

aktive Substanzen und Koagula-
tionsfaktoren (Hansson und Libby, 2006). Diese wirken in vielfaltiger Weise
proatherogen, unterminieren die Formierung einer stabilen Plaqueoberflache bzw. sind
imstande, die EZM-Komponenten zu degradieren und die fibromuskulare Deckplatte
gleichsam zu destabilisieren (Abb. 8 C; Galis et al., 1994). Die Elemente des
plasmatischen Gerinnungssystems, Faktor XlllI, Faktor Xll, Faktor X, der Thrombo-
plastin-Faktor-VII-Komplex, Thrombin, Fibrinogen, Kallikrein und Bradykinin kénnen auf

samtliche Stadien der Atherogenese stimulierend wirken und den Phanotyp der
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atherosklerotischen Plaque maligeblich beeinflussen (Borissoff et al., 2011). Die Rolle
von Matrixmetalloproteinasen und Cysteinproteasen im Rahmen des EZM-Katabolismus
ist ebenfalls gut verstanden (Jones et al., 2003; Liu et al., 2004).

Eine instabile Plaguematrix geht mit einer Veranderung der hamdstatischen
Eigenschaften vom endothelialen und subendothelialen Verband einher. Unter
physiologischen Bedingungen wird Thromboplastin exklusiv in subendothelialen
Schichten, VSMC, Fibroblasten der Adventitia und in Perizyten synthetisiert, nicht aber
in gesunden Endothelzellen (Mackmann, 2004). In fortgeschrittenen Lasionen findet
man hingegen Thromboplastin auf Makrophagen und VSMC des Lipidkerns (Moreno et
al., 1996). Die atherosklerotische Deckmatrix darf man sich also nicht als statisches
Gebilde vorstellen. Vielmehr wird sie durch dynamische Umbauprozesse in Struktur und
Stabilitat regelmalig moduliert. Neben den lokalen Mediatoren kdnnen atherogene
Risikofaktoren die Reifung und das Schicksal komplizierter Lasionen beeinflussen
(Burke et al., 1997). An dieser Stelle sei die Hypothese einer mikrobiell-induzierten
Atherogenese erwahnt. Bislang existiert weder klinisch noch im Tiermodell eine Evidenz,
dass Mikroorganismen atherosklerotische Plaques direkt verursachen (Libby et al.,
1997; Ross, 1999). Aufgrund einer hohen Durchseuchungsrate ist die Unterscheidung
zwischen Koinzidenz und Kausalitat schwierig (Jackson et al., 1997; Mussa et al., 2006).
Die Auswirkungen des atherosklerotischen Prozesses bleiben nicht auf die lokale
Endothelschadigung begrenzt, sondern greifen auf die systemische Vaskulatur uber.
Vermittelt durch Schlisselmolekile findet eine bidirektionale Vernetzung mit systemisch-
wirksamen Kommunikations- bzw. Reaktionswegen von Immunologie und Hamostase
statt. So lassen sich im Blut atherosklerotischer Patienten Akute-Phase-Proteine
hepatischen Ursprungs in erhohten Konzentrationen nachweisen (Koenig und
Khuseyinova, 2007). Von klinischem Interesse sind insbesondere Fibrinogen, IL-6 und
CRP. Erhohte Spiegel sind mit gesteigerter kardiovaskularer Morbiditat und Mortalitat
vergesellschaftet (Lindahl et al., 2000; Liuzzo et al., 1994; Thompson et al., 1995). Der
CRP-Wert ist daher in gangige Risikoberechnungen eingearbeitet worden (Ridker et al.,
2007). Patienten mit normalem LDL-Cholesterinwerten jedoch erhéhtem CRP profitieren
von einer Statintherapie, deren antiinflammatorische Wirkung durch eine CRP-
Reduktion reflektiert wird. Die Inzidenz grofl3er kardiovaskularer Ereignisse konnte,

unabhangig von einer Einflussnahme auf den Cholesterinmetabolismus, signifikant
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reduziert werden (Ridker et al., 2008). Ein stabilisierender Effekt auf die Plaquematrix ist
daran beteiligt (Levine et al., 1995). Zentraler Vermittler zwischen lokalem Atherom und
systemisch-inflammatorischer Reaktion scheint Interleukin-6 zu sein (Hansson, 2005;
Hansson und Libby, 2006). Umgekehrt kann ein chronischer gefalferner Entzindungs-
prozess wie es beispielsweise flr die Parodontitis dokumentiert ist, zu athero-
sklerotischen Lasionen beitragen (DeStefano et al., 1993). Mit zunehmender Grolde
engen die Plaques das GefalRlumen halbmondférmig ein und kénnen in Konsequenz
eine hamodynamisch relevante Ischamie nachgeschalteter Gefalareale hervorrufen. In
der Koronarzirkulation geschieht dies typischerweise ab einer Stenose von circa 70 %.
Das nachste pathomorphologische Stadium wird als ,komplizierte Lasion“ bezeichnet

(Abb. 7). Hier entstehen in Umgebung

einer atroph-verschmalerten Media
aberrante intraatheromatose Netz-
werke von MikrogefalRen, welche
erstens die Leukozyteninfiltration
zusatzlich begunstigen und zweitens
intraatheromatdése Hamorrhagien
verursachen konnen (Sluimer und
Daemen, 2009). Durch Endothel-
erosion oder Ruptur einer instabilen

Atheromoberflache (Abb. 8 A und B)

Hemorrhage from plaque
microvessels

Thinning of fibrous cap

Plaque rupture

Abbildung 7: Stadium der ,komplizierten
Lasion®: Die Lasion ist durch einen kraftigen,
leukozytenreichen Lipidkern charakterisiert,
der hingegen durch eine zarte fibromuskulare
Deckplatte abgedeckt wird. Zusatzlich tritt
eine pathologische Neovaskularisierung ein.
Diese Situation ist hochgradig instabil und
neigt zur Ruptur mit konsekutiver Athero-
thrombose (aus Ross, 1999).

kann es zu einer direkten Thrombus-
bildung mit akutem GefalRverschluss
(z.B. akutes Koronarsyndrom) bzw.
zur Thromboembolie kommen
(Hansson, 2005; Libby und Theroux,
2005). Verscharft wird diese Situation

durch die Beobachtung, dass athero-

sklerotische Lasionen mit gleichem Mal ihrer Entzlindungsaktivitat bzw. Instabilitat zur
Steigerung ihrer Thromboplastinaktivitat neigen und dadurch ein hohes athero-
thrombotische Potential bergen (Ardissino et al., 1997; Toschi et al., 1997; van der Wal
et al., 1994). Diese Einbindung rechtfertigt die Verwendung des Begriffs Athero-
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thrombose und betont die enge Verzahnung der Entitaten Atherosklerose und
Thrombose (Borissoff et al., 2011). Das Risiko eines akuten atherothrombotischen
Ereignisses wird mafRgeblich von qualitativen Aspekten der Plaquebiologie determiniert,
nicht vom Stenosegrad der Lasion. Wahrend komplizierte Lasionen mit strukturstarker
fiboromuskularer Deckplatte und relativ kleinem Lipidkern (,stabile Plaque®) oft eine
deutliche Lumeneinengung mit klinischen Symptomen bewirken, tendieren solche, mit
grol3er leukozytarer Prasenz und hoher Entziindungsaktivitat bei gleichzeitiger Faser-
armut, dinner Deckplatte und moderatem Stenosegrad (asymptomatische Stenose), zu

Erosion und Ruptur (,vulnerable Plaque®) (Libby, 2001 und 2006). Ergebnisse von
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Abbildung 8: Querschnitt einer atheroskerotischen Lasion in humaner Koronararterie.
Der Patient verstarb an fulminantem Myokardinfarkt. A: Die fibrése Kappe des Plaque-
kerns ist rupturiert (Pfeile) und thrombogenes Material gelangt in den Blutstrom. B:
VergrolRerung von A. Der Ausschnitt demonstriert, wie atheromatoses Material des
Kerns durch die rupturierte Deckplatte (Sternchen) das Gefalllumen erreicht. Die
Plaqueruptur induzierte hier wahrscheinlich die lokale Thrombosierung. C: Durch
Sekretion von Proteasen tragen aktivierte Immunzellen zur Destabiliserung der
kollagenen Plaquematrix bei. Zusatzlich werden prothrombotische Faktoren
synthetisiert, die das thrombogene Potential der Lasion zusatzlich erhdohen (aus
Hansson, 2005).



22

Sektionsstudien bei Patienten mit letaler Koronarokklusion erwiesen sich mit diesem
pathogenetischem Konzept vereinbar (Burke et al., 1999; Davies, 1990). Konsequenz
dieser Erkenntnis ist, dass eine gro3e Zahl asymptomatischer Patienten ein reales indes
unvorhersehbares Risiko fur ein fulminantes kardiovaskulares Ereignis als Erstmani-

festation einer atherosklerotischen Grunderkrankung tragen (Arnett et al., 1979).

2.3 Reaktive Sauerstoffspezies und antioxidative Systeme

Das erstmalige Auftreten einer sauerstoffhaltigen Atmosphare wird vor etwa zweieinhalb
Milliarden Jahren datiert (Bekker et al., 2004), ihre Persistenz begann vor 800 bis 542
Millionen Jahren (Frei et al., 2009). Sie stellte einen machtigen evolutionsbiologischen
Motor dar (Wray et al., 1996) und resultiert in der heutigen Biodiversitat. Zum einen, um
eine effiziente aerobe Energiegewinnung zu gewahrleisten, zum anderen, um toxische
Nebeneffekte des aeroben Metabolismus zu minimieren, haben aerob lebende
Organismen seitdem eine Vielzahl biochemischer Adaptionen hervorgebracht.

Die wichtigste Entitat oxidierender Stoffe sind, neben dem Sauerstoff selbst, reaktive
Sauerstoffspezies (ROS). Zu ihnen rechnet man das Superoxidanion, das Hydroxyl-
radikal und Wasserstoffperoxid. Sie resultieren aus der sequentiellen Elektronen-
aufnahme von molekularem Sauerstoff (Apel und Hirt, 2004). Zu den ROS gesellen sich
zudem hypochlorige Saure, Stickstoffmonoxid (NO) und Peroxinitrit sowie deren
Derivate (Berg et al., 2003). Als Charakteristikum tragen sie ein oder mehrere unpaare
Elektronen in ihrer aulleren Elektronenhille. Aufgrund des Bestrebens eine hohere
chemische Ordnung einzunehmen, stellen ROS eine Gruppe instabiler, hoch reaktiver
Sauerstoffverbindungen dar. Sie sind in der Lage, schnell mit anderen Biomolekilen zu
interagieren und diese dadurch strukturell wie auch funktionell zu beeintrachtigen.
Zellulare Strukturen werden kontinuierlich durch oxidierende und antioxidierende
Einflusse moduliert, d.h. es herrscht ein basales Gleichgewicht zwischen der
Generierung reaktiver Sauerstoffspezies auf der einen Seite und der Fahigkeit des
Organismus zur Pravention bzw. Reparatur ROS-assoziierter Schaden auf der anderen
Seite (zellulare Redoxhomodostase). Entsteht ein Ungleichgewicht zugunsten der

oxidativen Belastung, kdnnen daraus schwere bis irreversible Zellschaden entstehen.
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Dies kann letztlich im programmierten Zelltod minden. Die Reduktion der ROS-Level
unterhalb einer physiologischen Reizschwelle kann hingegen wichtige Funktionen fur
Zellproliferation oder Erregerabwehr hemmen (Bjelakovic et al., 2007). In den Uber-
gangsbereichen antioxidativer Stress - Redoxhomdostase - oxidativer Stress werden
vitale Zellreize gesetzt. Ferner sei auf das Konzept biologischer Hormesis im
Allgemeinen und der Mitohormesis im Besonderen hingewiesen (Calabrese und
Baldwin, 2003). Grundannahme dabei ist, dass eine kleine Menge einer toxischen
Substanz positive Wirkung auf den Organismus auslben kann. Ein solcher
dosisabhangiger Umkehreffekt liegt zum Beispiel bei Herzglykosiden, dem Colchicin und
wahrscheinlich beim Ethylalkohol vor. Man macht biochemische Adaptionsprozesse
daflr verantwortlich.

Grundsatzlich kdnnen durch Oxidation samtliche Klassen von Biomolekulen betroffen
sein: Proteine (z.B. Methamoglobin, a1-Antitrypsinoxidation), Lipide (z.B. 8-Isoprostan),
Lipoproteine (z.B. oxLDL), DNA (z.B. 8-Oxoguanin, Thymindimere) und sekundare
Botenstoffe wie Stickstoffmonoxid (Peroxinitrite). Ein besonders sensibles Ziel oxidativer
Schadigung stellen Mitochondrien dar (Cadenas und Davies, 2000). Nach aktuellem
Verstandnis bilden reaktive Sauerstoffspezies eine fundamentale pathogenetische
Grundlage zellularer Stérungen. Seit sich vor einem halben Jahrhundert die Hypothese
entwickelt hat, den biologischen Alterungsprozess kausal mit der Aquirierung oxidativer
Schaden zu verknupfen (Harman, 1956), hat dieses Konzept inzwischen eine breite
wissenschaftliche Evidenz wie auch Akzeptanz gefunden (Finkel und Holbrook, 2000;
von Zglinicki, 2002). Bei allen untersuchten Organismen ist die Rate oxidativer
Schadigung direkt verbunden mit der metabolischen Aktivitat und korreliert invers mit der
Lebenserwartung (Adelman et al., 1988). Im Nematoden Caenorhabditis elegans
konnten zahlreiche Genmutationen identifiziert werden, welche eine verminderte ROS-
Produktion bei erhdhter Lebensspanne zur Folge haben (Finkel und Holbrook, 2000;
Honda und Honda, 2002). Umgekehrt konnte ebenfalls eine erhéhte ROS-Generierung
bei verminderter Lebensspanne dokumentiert werden (Ishii et al., 1998). Zusatzliche
Unterstutzung lieferten Untersuchungen an Drosophila melanogaster, bei denen eine
transgene Uberexpression antioxidativer Enzyme zu erhdhter Lebenserwartung fiihrte
(Orr und Sohal, 1994). Zudem wird ein kausales Verhaltnis zwischen oxidativen

Schaden und biologischem Alterungsprozess durch die Einsicht gestiutzt, dass Menge
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und Aktivitat antioxidativer Enzyme im Alter absinken (Wei und Lee, 2002).
Gleichermalten wird eine steigende Anzahl von Krankheiten und pathologischen
Prozessen mit der Kumulation oxidativer Schaden erklart. Hier seien als wichtige
Beispiele zu nennen: Karzinogenese (Marnett, 2000), interstitielle Lungenerkrankungen
(Montuschi et al., 1998), Morbus Wilson (Rossi et al., 2006) Reperfusionsschaden
(Yellon und Hausenloy, 2007), Trisomie 21 (Busciglio und Yankner, 1995), Duchenne-
Muskeldystrophie (Petrof, 2002), ethyltoxische Hepatitis (Loguercio und Federico, 2003),
Diabetes mellitus (Kaneto et al., 2010) und neurodegenerative Erkrankungen (Emerit et
al., 2004). Die vorliegende Arbeit beabsichtigt, sich auf die Bedeutung von reaktiven
Sauerstoffspezies als wichtige Motoren der Atherogenese zu konzentrieren (Kondo et
al., 2009; Touyz, 2004). An der Etablierung der frihen atherosklerotischen Endothel-
storung (ED) sind ROS maldgeblich beteiligt (Abe und Berk, 1998), im weiteren
Krankheitsverlauf beeinflussen sie Morbiditat und Mortalitat (Heitzer et al., 2001).

Demgegenuber steht die Erkenntnis, dass ROS nicht nur ein Abfallprodukt des
Zellstoffwechels mit erheblichem Schadigungspotential reprasentieren. Sie sind ein
essenzieller Bestandteil fur die Aufrechterhaltung physiologischer Zellfunktionen (Droge,
2002). In erster Linie ist dabei die Integration von extra- und intrazellularen Reizen von
Belang, welche durch eine ROS-getragene Signaltransduktion (Lander et al., 1997) mit
Proliferation, Differenzierung oder Apoptose beantwortet werden kénnen (Finkel, 1998;
Irani, 2000). Dies geschieht durch eine direkte biochemische Modifikation von
Zielproteinen (Rezeptoren von Wachstumsfaktoren, Proteinkinasen, Protein-
phosphatasen) oder durch die Modulation redoxsensitiver Transkriptionsfaktoren und
zugehdriger Zielgene (Allen und Tresini, 2000; Burdon, 1995). Weiter werden kurz- und
langwirksame Adaptionsprozesse der Skelettmuskulatur an physische Belastung Uber
ROS reguliert. Dazu gehoéren gesteigerte Glukoseaufnahme (Toyoda et al., 2004),
optimierte Kontraktionsgeschwindigkeit (Reid, 2001) sowie Faserwechsel, Angiogenese
und Induktion antioxidativer Systeme (Vollaard et al., 2005). Ristow und Kollegen
konnten tierexperimentell herausarbeiten, dass die Verbesserung der skelettmuskularen
Insulinsensitivitat durch koérperliches Training an die Generierung von ROS gebunden
ist. Eine Vitamin C und E-Supplementierung fuhrte zur Entkoppelung dieses Effektes
(Ristow et al., 2009). Owusu-Ansah und Banerjee (2009) legten nahe, dass ROS den

Differenzierungsprozess der Hamatopoiese koordinieren. Demnach bremst ein Mangel



25

an ROS die Reifung aller drei myeloischen Reihen und kann zu einem Immundefekt
fuhren. Brandes und Schroder (2008) verdeutlichten die vielfaltigen Auswirkungen
NADPH-Oxidase-generierter ROS flr das vaskulare System. Der angiogenetische
Stimulus von Angiopoeitin-1 und VEGF auf Endothelzellen bendtigt ebenso die
Anwesenheit und Aktivitat der NADPH-Oxidase (Harfouche et al., 2005; Ushio-Fukai et
al., 2002). Transgene Mause, bei denen eine Untereinheit des Enzyms fehlt, zeigen
keine Neovaskularisierung auf VEGF- oder Ischamiereiz (Tojo et al., 2005).

Die Ausflihrungen sollen verstandlich machen, dass ein dynamisches Gleichgewicht

zwischen Radikalbildung und Radikalneutralisierung herrscht, welches, innerhalb

vitaler

Stimulus Redoxhomoostase

apoptotischer

Stimulus oxidativer Stress

antioxidativer Stress

Reduktion — Oxidation

Abbildung 9: Die =zelluldare Redoxhomobostase wird durch oxidierende sowie re-
duzierende Einflisse moduliert. In definierten Grenzen sind beide Stimuli unabdingbar
fur physiologische Zellfunktionen und Uberleben. Werden diese Grenzwerte
Uberschritten, kann daraus antioxidativer bzw. oxidativer Stress entstehen. Beides zieht
gravierende Einschrankungen der Zellfunktion bis hin zur Apoptose nach sich.

bestimmter Grenzen, Vorraussetzung fiur physiologische Zellfunktionen ist (Abb. 9;
Wingler und Schmidt, 2009). Um sich sich einen Uberblick tber die vielfaltigen ROS-
Quellen zu verschaffen, ist es sinnvoll, diese nach ihrer exogenen oder endogenen
Herkunft einzuteilen. Wahrend exogene Einflusse wie Pharmaka, UV-Licht oder
Zigarettenrauch zu einem kurzfristigen signifikanten Anstieg von ROS flihren kénnen,

tragt die endogene ROS-Produktion den wesentlichen Anteil der chronisch-oxidativen
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Belastung und vermittelt exogene Faktoren. Dafir sind kdrpereigene Enzyme der Klasse
Oxido-reduktasen verantwortlich, die explizit der Radikalproduktion dienen bzw. solche,
die ROS als Nebenprodukt im Rahmen einer Redoxreaktion erzeugen. Wichtige
Vertreter sind die mitochondriale Cytochrom-C-Reduktase, NADPH-Oxidase,
Xanthinoxidase, Cytochrom-P450-Monooxygenasen und die Monoaminooxidase-A
(Fruehauf und Meyskens, 2007). Unter pathophysiologischen Bedingungen kann sich
die vasopro-tektive Funktion der eNOS am Endothel dergestalt umkehren, dass in einer
entkoppelten Reaktion toxische Superoxidanionen anstelle NO produziert werden
(Forstermann und Muinzel, 2006). Alle Oxidoreduktasen sind Teil des physiologischen
Metabolismus und leisten einen Beitrag zur basalen ROS-Generierung. Ihr Aktivitats-
zustand unterliegt jedoch deutlichen inter- und intraindividuellen Unterschieden.

Zu den Schutzeinrichtungen gegen oxidativen Stress gehoren antioxidative Schutz-
systeme, sowie nichtenzymatische und enzymatische, sekundare Verteidigungs-
strategien wie DNA-Reparatur, ein kontrollierter Proteinumsatz ferner metabolische
Adaptionen. Zusammen sorgen sie fur die Stabilisierung eines physiologischen
Redoxpotentials der Zelle. Nichtenzymatische Antioxidanzien konnen als Puffersysteme
fur oxidativen Stress betrachtet werden. Fur den Menschen spielen das Glutathion-
System, die Vitamine A, C und E bzw. deren Derivate und alimentar aufgenommene
sekundare Pflanzenstoffe eine grofe Rolle (Kaliora et al., 2006). In den meisten Fallen
konnte eine atheroprotektive Wirkung in klinischen Studien nachgewiesen werden.
Zusatzlich existiert ein vielfaltiges endogenes Arsenal enzymatischer Schutzmecha-
nismen. Diese sind in Geweben mit hohem Sauerstoffumsatz wie Muskulatur, Herz,
Niere, Lunge, Leber und Nervensystem besonders prasent. Hier sind in erster Linie die
Superoxiddismutase, die Glutathionperoxidase und die Katalase zu nennen. Die
Familien der Peroxiredoxine, Thioredoxine und Sulfiredoxine sind sparlicher untersucht,
erfullen aber ahnliche Funktionen (Jonsson und Lowther, 2007; Rhee et al., 2005).
Superoxiddismutasen (SOD) sind eine Familie von Metalloenzymen, die die Auftrennung
von Superoxidanionen zu Wasserstoffperoxid und Sauerstoff katalysieren. Diese
Reaktion spielt sich typischerweise an der inneren Mitochondrienmembran ab und ist
Vorraussetzung fur den weiteren Metabolismus von Superoxid durch die Enzyme
Katalase bzw. Glutathionperoxidase. Obwohl Superoxid in wassriger Losung auch

nichtenzymatisch dissoziiert wird diese Reaktion durch die SOD betrachtlich
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beschleunigt. SOD sind evolutionsbiologisch stark konservierte Enzyme und verhalten
sich mit einer extrem niedrigen Michaeliskonstanten katalytisch nahezu perfekt (Kriegel
und Schellenberger, 2007).

Superoxid ist der Hauptvertreter intrazellularer ROS. Seine pathophysiologische
Bedeutung erwachst aus zweierlei Mechanismen. Es besitzt die Fahigkeit zur Induktion
einer Oxidationskaskade (Radikalkettenreaktion) mit Bildung von hochreaktiven
Hydroxylradikalen im Rahmen einer Fentonreaktion (Halliwell, 1996). Zudem kann
Superoxid mit NO zu toxischem Peroxinitrit reagieren (Reiter et al., 2000), welches uUber
eine Tyrosinnitrierung die Funktion der Mangan-Superoxiddismutase stéren kann
(Macmillan-Crow et al., 1996). Im Endothel geht dies mit der Anhaufung mitochondrialer
DNA- und Funktionsschaden (Ballinger et al., 2002) sowie dem Verlust der NO-
vermittelten Atheroprotektion (Higashi et al., 2009) einher. Superoxid kann auf diese

Weise als indirekter Vasokonstriktor fungieren und pathologischen Gefalkzustanden wie

Molekularer Sauerstoff O:
¢
v
Superoxid o:
en2H Superoxiddismutase
Wasserstoffperoxid Hzoz Katalase = 2HO0+0,
Fe
Fenton-Reaktion ) Glutathion-Peroxidase > 2H,0+GSSG
Fe
\
Hydroxyl-Radikal OH. 2GSH
Zellschaden

Abbildung 10: Dargestellt ist die schrittweise Reduktion von molekularem Sauerstoff
durch Elektronenaufnahme. Zunachst entsteht Superoxid, welches, katalysiert durch die
SOD, zu Wasserstoffperoxid weiterreagiert. In Gegenwart von zweiwertigem Eisen
konnen in der Fentonreaktion hochreaktive Hydroxylradikale entstehen. Superoxid
stimuliert die Bildung von Fe?* aus Fe3®*. Katalase und Glutathionperoxidase neutra-
lisieren intrazellulare Wasserstoffperoxidmolekule (modifiziert nach Gram, 1997).
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Vasospasmus und Hypertension Vorschub leisten (Laurindo et al., 1991; Nakazono et
al., 1991). Zwischen 1 und 4 % der in der mitochondrialen Atmungskette umgesetzten
Sauerstoffmolekile werden nicht vollstdndig zu H20, sondern unvollstandig zu
Superoxid reduziert (Pohl, 2011; Raha und Robinson, 2000). Die Atmungskette macht
damit den Hauptteil der physiologischen ROS-Generierung aus (Chance et al., 1979).
Unter Bedingungen erhdhter mitochondrialer Aktivitat, z.B. durch intensive
Muskelbeanspruchung mit bis zu 15-fach erhdéhtem Sauerstoffverbrauch gegentber
Ruhebedingung, kann oxidativer Stress provoziert werden (Ji, 1999; Vollaard et al.,
2005). Unter pathophysiologischen Bedingungen kann die Superoxidbildung durch den
NADPH-Oxidase-Komplex die Hauptquelle der vaskularen ROS-Belastung darstellen
(Dzau, 2001). Die SOD nimmt daher eine SchlUsselposition im antioxidativen
Stoffwechsel ein.

Fir den Menschen sind drei Isoenzyme mit unterschiedlichen Genloki beschrieben, die
sich in Aminosauresequenz, Lokalisation und Aktivitat unterscheiden (Faraci und Didion,
2004). SOD-1 und SOD-3 beinhalten einen Kupfer-Zink-Komplex im aktiven Zentrum
und sind zytosolisch bzw. extrazellular lokalisiert. Das Mangan-komplexierende SOD-2-
Isoenzym (Mn-SOD; SOD-2) befindet sich an der inneren Mitochondrienmembran und
eliminiert hauptsachlich ROS, die im Rahmen der Atmungskette entstehen (Weisiger
und Fridovich, 1973). Untersuchungen an transgenen Mausen demonstrieren die
Bedeutung der Mn-SOD. Tiere mit homozygotem Mn-SOD-Defekt wiesen Neuronen-
degenerationen auf und verstarben an einer dilatativen Kardiomyopathie (Lebovitz et al.,
1996; Li et al., 1995). Eine Mn-SOD-Uberexpression filhrte zu erhohter Toleranz
gegenuber Hyperoxie, wohingegen eine vollstandige Mn-SOD-Defizienz die Hyper-
oxiesensibilitat erhoht (Asikainen et al., 2002). Mause mit isolierter myokardialer Mn-
SOD-Defizienz entwickelten ebenfalls eine dilatative Kardiomyopathie mit spezifischen
Defekten der mitochondrialen Atmungskette und des ATP-Metabolismus. Die gleiche
Beobachtung konnte fir Mn-SOD-defiziente Skelettmuskulatur angestellt werden
(Shimizu und Shirasawa, 2009).

Demgegenuber steht die Erkenntnis, dass kardioprotektive Effekte regelmaRiger
korperlicher Aktivitat partiell durch die Aktivierung der myokardialen Mn-SOD vermittelt
werden (Hamilton et al., 2004; Yamashita et al.,, 1999). Zusatzlich konnte gezeigt

werden, dass eine virusinduzierte Uberexpression der Mn-SOD in humanen Endothel-
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Abbildung 11: Rontgenkristallographisches Modell der Mn-SOD-Quartarstruktur als
Homotetramer in zwei Achsen (A und B). Individuelle Untereinheiten sind farbig
abgegrenzt: gelb, grin, blau und lila. Manganionen sind als helle Kugeln dargestelit.
Die rote Molekuloberflache in B wurde computertechnisch kalkuliert (aus Borgstahl et
al., 1992).

zellen in verminderter LDL-Oxidation resultiert und mit antiatherosklerotischen
Eigenschaften einhergeht (Fang et al., 1998). Durch den Schutz des mitochondrialen
Genoms sowie Elementen der Atmungskette vor oxidativen Schaden kommt der Mn-
SOD daher eine Schllsselposition in der Atheroprotektion zu.

Genlokus der Mangan-Superoxiddismutase beim Menschen ist Chromosom 6 @25
(Church et al., 1992). Das fertige Protein besteht aus 222 Aminosauren und hat ein
Molekulargewicht von 24,7 kDa. Vier Proteinketten arrangieren sich zu einer homo-
tetrameren Quartarstruktur. Jede Untereinheit komplexiert Mangan im katalytischen
Zentrum. Das Transkript wird zytosolisch als Prakursorprotein translatiert, modifiziert
und anschlieBend, von einer Signalsequenz geleitet, in die mitochondriale Matrix
importiert. Die Arbeitsgruppe von Borgstahl (1992) konnte die Tertiar- und
Quartarstruktur des Proteins aufdecken und auf dieser Grundlage obiges Modell (Abb.
11) visualisieren. Betrachtet man verschiedene Allele des humanen Mn-SOD-Gens so
kénnen unterschiedliche Wahrscheinlichkeiten fur Atherosklerose und Folgekrankheiten
konstatiert werden. Hintergrund sind am ehesten Diskrepanzen in der Protein-

translokation in die mitochondriale Matrix (Fujimoto et al. 2008; Kakko et al., 2002).
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Endothelzellen zeigen allgemein eine starke Expression der Mn-SOD. Das Endothel
jedes GefalRabschnittes ist dabei durch ein ihm charakteristisches Expressionsmuster
gekennzeichnet. So lasst sich beispielsweise im Endothel des intrakraniellen
Gefalibettes eine besonders hohe Expression beobachten (Napoli et al., 1999). Durch
oxidative Belastung kann die Expression der Mn-SOD deutlich gesteigert werden
(Macmillan-Crow und Cruthirds, 2001), wohingegen in manifestem atherosklerotischem
Endothel eine Herabregulation registriert werden kann (Ballinger et al., 2002). Die
Promotorregion des Mn-SOD-Gens enthalt mehrere Sequenzen, die redoxsensitiven
Transkriptionsfaktoren als Bindungsstellen dienen. Hierzu zahlen die Transkriptions-
faktoren Sp-1, AP-1 und NF-kB (St Clair et al., 2002). Die Regulation erfolgt zusatzlich
hormonell. So konnte gezeigt werden, dass Estradiol die Expression verstarkt (Strehlow
et al., 2003). Die Mn-SOD unterliegt ferner einer altersabhangigen Reduktion in
Expression und Aktivitat (D°Armiento et al., 2001). Zwei Untersuchungen belegen eine
altersabhangige Phosporylierung des Transkriptionsinduktors FOXO3A als einen
molekularen Mechanismus der Transkriptionssuppression (Kops et al., 2002; Li et al.,
2006b).

2.4 Zellbiologie endothelialer Progenitorzellen

Die Entstehung des kardiovaskularen Systems ist eines der frihen Ereignisse der
Organogenese (Sadler et al., 2003). Beim Menschen, entwickeln sich wahrend der
dritten Embryonalwoche aus extra- und intraembryonalem Mesoderm simultan primitive
Blutgefal’e und Blutzellen aus einer gemeinsamen Ursprungszelle, dem sogenannten
,Hamangioblasten (Vaskulogenese; Risau und Flamme, 1995). Im Anschluss entsteht
daraus durch komplexe vaskulare Auf- und Umbauprozesse (Angiogenese) nach circa
21 Tagen post conceptionem ein funktionales Herz-Kreislauf-System (Risau, 1997).
Stimuliert durch Wachstumsfaktoren gehen aus Hamangioblasten hamatopoietische
Zellen, glatte Gefallmuskelzellen und Endothelzellen hervor. Die Urzelle der Endothel-
linie, welche direkt aus dem Hamangioblasten hervorgeht, wird als ,,vaskulare
Stammzelle“ (Angioblast) bezeichnet. Die Anzahl an Hamangioblasten bzw. vaskularen

Stammzellen ist sehr gering und kann nur abgeschatzt werden. Fur die hamato-
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poietische Stammzelle werden Werte von 1 von 20 Millionen kernhaltigen Zellen des
Knochenmarks angegeben (Hoffbrand et al., 2006). Mutmallich liegt die Population
vaskularer Stammzellen gleichermal3en in dieser GroRenordnung.

Die Vorstellung vom Mechanismus der Endothelregeneration sah ursprunglich die
Proliferation plus Integration angrenzender Endothelzellen vor (Restitutio per con-
tinuitatem). Jedoch wiesen bereits 1976 Schwartz und Benditt darauf hin, dass die
durchschnittliche Replikationsrate von Endothelzellen von nur 0,55 % pro Tag dieser
Vermutung entgegensteht. Nach Anlage eines Koronarstents konnte zudem beobachtet
werden, dass dessen luminale Oberflache von Endothelien besiedelt wurde, die keine
Verbindung zur Intima des Nativgefalles aufwiesen (Shi et al., 1998). Im Jahr 1997
konnten Asahara et al. darlegen, dass die Differenzierung mesodermaler Zellen in
GefalRmuskelzellen und Endothelzellen kein exklusives Phanomen der Embryogenese
ist. So konnten Zellen im peripheren Blut von erwachsenen Probanden identifiziert
werden, welche wesentliche Charakteristika mit vaskularen Stammzellen teilen und
wahrscheinlich direkte Abkdmmlinge von diesen sind. Sie werden als ,endotheliale
Progenitorzellen (EPC) bezeichnet. Im humanen Organismus spielen EPC im
Wesentlichen in drei Bereichen eine Rolle (Abb. 12): Endothelzellregeneration,
Angiogenese (Kapillaraussprossung aus bestehenden Gefalden) und Vaskulogenese
(de-novo-Bildung von Endothelzellen und Gefal3strukturen) (Carmeliet, 2005; Khakoo
und Finkel, 2005). Zahlreiche Untersuchungen in vitro et vivo legen ein Konzept nahe,
welches die Endothelregeneration als ein Zusammenspiel zwischen der Proliferation
residenter Endothelzellen und dem Ersatz durch zirkulierende EPC interpretiert
(Gunsilius et al., 2000; Werner et al., 2002). Aktuell schreibt man EPC die Fahigkeit zu,
Endothellasionen zu erkennen, sich in diese zu inkorporieren und somit die Integritat der
Endothelschicht zu regenerieren (Fujiyama et al., 2003; Urbich und Dimmeler 2004;
Werner, 2007). Wassmann et al. publizierten 2006, wie sich im atherosklerotischen
ApoE-/-Mausmodell systemisch transfundierte Wildtyp-EPC in atherosklerotische
Endothellasionen der Aorta inkorporierten und indessen zu einer Verbesserung der
Parameter Reendothelialisierung und ED fuhrten. Aullerdem konnte tierexperimentell
dargestellt werden, dass eine endogene EPC-Mobilisierung durch Statine in
beschleunigter Reendothelialisierung und verminderter Plagueformierung nach

Gefallverletzung resultierte (Werner et al., 2002). Durch die zellbiologischen
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Tumor- ischdmische Endothelzell-
angiogenese Vaskulogenese regeneration

Abbildung 12: Hauptfunktionen endothelialer Pro-
genitorzellen (aus Khakoo und Finkel, 2005).

Eigenschaften von EPC (ausgepragte Proliferationskapazitat und Differenzierungs-
plastizitat) erfahrt dieses Konzept weitere Unterstitzung. Ergo sind EPC befahigt, der
Induktion und dem Progress von Atherosklerose und Folgeerkrankungen entgegen-
zuwirken. Seit kurzem ist bekannt, dass auch Thrombozyten die Fahigkeit besitzen,
Endothellasionen zu detektieren und sich durch Rekrutierung zirkulierender EPC
(chemotaktisch sowie rezeptorassoziiert) an der Reendothelialisierung beteiligen
(Hristov et al, 2007; Langer und Gawaz, 2008).

EPC halten sich im adulten Organismus in Stammzellnischen des medullaren
Endosteums auf. Vermutlich sind Hamangioblasten und deren direkte Derivate nicht auf
diese Lokalisation beschrankt. Vielmehr geht man davon aus, dass auch andere Organe
eine Stammzellnische fir EPC und Hamangioblasten besitzen. So kann unter
pathologischen Zustanden eine signifikante extramedullare Hamatopoiese stattfinden.
Im Knochenmark sind EPC Uber einen CXCR4-SDF-1- sowie VCAM-1-VLA-4-Doppel-
anker an fibroblastische Retikulum- und Endothelzellen befestigt (Lapidot und Petit,
2002). Diese Bindung hat nutritive, antiapoptotische sowie proliferative Bedeutung und
realisiert einen medullar lokalisierten, bei Bedarf schnell mobilisierbaren EPC-Vorrat
(Adams et al., 2006). Die Mobilisierung, Ausschwemmung und Anbindung im

Zielgewebe (Abb. 13) wird systemisch mittels Hormone und Zytokine gesteuert und
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durch Osteoblasten und Osteo-
klasten vermittelt (Lapidot et al.,
2005). SDF-1, VEGF, Erythropoietin,
G-CSF, GM-CSF, Angiopoietin, SCF,
PIGF oder Estrogene (Aicher et al.,
2005; Asahara et al., 1999b;
Heeschen et al., 2003; Strehlow et
al., 2003b) fuhren zu einer si-
gnifikanten EPC-Rekrutierung in den
systemischen Kreislauf. Nach Is-

chamiestimulus beteiligen sich EPC

aktiv an physiologischen und

pathophysiologischen Gefallneu-

bildungen (Asahara et al., 1999a;

Abbildung 13: Drei Stufen der EPC-Be- _
wegung vom Knochenmark bis zum Endothel: ~ Assmus et al., 2006). Ein phy-
Mobilisierung, Migration und Inkorporation (aus siologischer Reiz geht von hy-
Rosenzweig, 2003). . ; ,
poxischem Gewebe wahrend in-
tensiver korperlicher Aktivitat aus
(Adams et al., 2004; Richardson, 1999; Sandri et al., 2005). Die Frihphase eines
Myokardinfarktes sei als ein Beispiel pathophysiologischer EPC-Mobilisierung genannt.
Hier steigt die EPC-Zahl im peripheren Blut deutlich an. Nach sieben Tagen ist das
Maximum dieser Bewegung, nach 60 Tagen die Nivellierung erreicht. Dabei konnte eine
positive Korrelation zum zeitlichen VEGF-Spiegel im peripheren Blut herausgearbeitet
werden (Massa et al., 2005; Shintani et al., 2001). Nach vaskularem Trauma (Gill et al.,
2001) oder im Rahmen der Tumorneoangiogenese kommt es ebenfalls zu diesem
Phanomen (Li et al., 2006a). NO spielt in diesem Regulationsnetzwerk eine zentrale
Rolle, indem es die Sekretion proteolytischer Enzyme wie MMP-9 durch Osteoklasten

steigert und so EPC-Verankerungen I6st (Aicher et al., 2003; Heissig et al., 2002).
Die Morphologie medullarer Progenitorzellen ist nicht eindeutig und erinnert an kleine
bis mittelgrole Lymphozyten. Weder existieren spezifische Oberflachenantigene, die
exklusiv eine endotheliale Herkunft beweisen, noch gibt es einen EPC-Phanotyp, der

zweifellos als Referenz dienen koénnte. Die Beschreibung in der Literatur ist
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uneinheitlich, jedoch lassen sich folgende Eigenschaften autorentbergreifend festhalten
(Asahara et al., 1997; Peichev et al., 2000; Vasa et al., 2001a):

« Zwei konstitutive Oberflachenantigene, CD34 und Vascular endothelial
growth factor receptor 2 (VEGFR-2)
« sowie mit Einschrankung CD133, da dieser nur von EPC-Subpopulationen

exprimiert wird.

Nach Kultivierung in endothelzellspezifischem Medium wachsen die Zellen z.T. in
Kolonien (monoklonales Proliferat einer gemeinsamen EPC) und zeigen eine
spindelzellformige, stammzellartige Morphologie. Als weitere Endothelzellcharakteristika

lassen sich erkennen:

« Expression der endothelialen NO-Synthase (eNOS)

« Weibel-Palade-Korperchen mitsamt von-Willebrand-Faktor,

« die Oberflachenantigene VE-Cadherin, E-Selektin und UEA-1,

- die Fahigkeit zur Aufnahme von diacetylietem Low density lipoprotein
(diLDL)

« sowie die Bindung von Lektin.

Aktuell werden durch Kombination von mikroskopischer Kulturbeobachtung und
funktioneller Aspekte zwei wesentliche EPC-Populationen differenziert (Steinmetz et al.,
2010). ,,Early EPC* fordern parakrin die Vaskulogenese und fungieren in der Frihphase
einer Endothelschadigung als Platzhalter (Abb. 14 B, orange). Sie besitzen nicht die
Potenz zur eigentlichen de-novo-Gefalineubildung. ,,Late EPC“ werden hingegen
endotheliale sowie aktiv-vaskulogenetische Eigenschaften zugesprochen. Die definitive
Endothelauskleidung geht aus ihnen hervor (Abb. 15 C, grin). Eine Zuordnung
zirkulierender EPC zu einem der beiden Subtypen anhand von Oberflachenmarkern
bzw. zu kultivierten EPC ist bislang nicht eindeutig moglich. Zu den zwei proklamierten
EPC-Subpopulationen gesellen sich im Blut zirkulierende leukozytare Zellen, welche die
Frihphase der Endothelreparatur parakrin beeinflussen sowie als temporare Platzhalter

im geschadigten Endothelverband fungieren konnen (Abb. 14 B, orange). Sie werden
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als ,,EC-like cells* subsummiert und sind monozytarer bzw. T-lymphozytarer

Abstammung.

A Occurence of endothelial lesion

endothelium
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B Early phase of endothelial recovery
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Abbildung 14: Proklamiertes Modell der Endothelzellregeneration, nach Steinmetz et
al., 2010. A: Ereignis der Endothellasion. B: Frihe Phase, C: Spatphase der
Endothelreparatur.

2.5 Endotheliale Progenitorzellen und oxidativer Stress

Die funktionelle Auswirkung von oxidativem Stress auf EPC ist bislang nur oberflachlich
ergrindet. Gefalipathologische Konditionen wie Ischamie und ED gehen mit einer
vermehrten ROS-Generierung (Cai und Harrison, 2000) bei gleichzeitig verminderter
ROS-Neutralisierung (Irani, 2000) einher. Der neuroendokrine Status eines Organismus

beeinflusst gleichermallen dessen oxidative Belastung. Fur das Renin-Angiotensin-
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Aldosteron-System ist belegt, dass dessen Aktivitat Einfluss auf die oxidative Belastung
ausubt. Uberaktivitat z.B. im Rahmen der chronischen Herzinsuffizienz ist mit erhéhter
vaskularer ROS-Generierung einerseits, mit reduzierter NO-Bioverflgbarkeit sowie
beschleunigter EPC-Seneszenz andererseits vergesellschaftet (Brasier et al., 2002;
Imanishi, 2005). Sowohl im Tiermodell als auch beim Menschen fuhrt oxidativer Stress
zu einer numerischen und funktionellen Beeintrachtigung von EPC im peripheren Blut
(Tousoulis et al., 2008). Demgegenuber sind EPC gegen oxidativen Stress besser
geschutzt als ausdifferenzierte Endothelzellen (Dernbach et al., 2004, He et al., 2004).
Im Vergleich dazu exprimieren EPC antioxidative Enzymsysteme signifikant héher und
zeigen sich resistenter gegen ROS-induzierte Apoptose. Dies ist mit der Beobachtung
vereinbar, dass Stammzellen im Allgemeinen eine hohe DNA-Reparaturkapazitat und
antioxidative Schutzmechanismen aufweisen. Eine zunehmende Differenzierung zur
Endothelzelle ist mit einer sukzessiven Abnahme der Mn-SOD-Expression verbunden.
Der verbesserte Schutz gegen oxidativen Stress konnte fir EPC notwendig sein, um in
einer Umgebung hohen ROS-Aufkommens ihre physiologischen Aufgaben von
Differenzierung und Reparatur wahrnehmen zu konnen.

Es ist unklar, welche Rolle antioxidative Enzymsysteme flir EPC spielen bzw. ob diese
vergleichbar mit der ausdifferenzierter Endothelzellen ist. Untersuchungen von He und
Kollegen (2004) lieferten Hinweise, dass die Mangan-Superoxiddismutase einer
besonderen Verpflichtung im antioxidativen Stoffwechsel fur EPC nachkommt. So
konnte demonstriert werden, dass in EPC Mn-SOD-mRNA, nicht jedoch SOD-1/-3—
MRNA, siebenfach haufiger zu finden ist als in ausdifferenzierten Endothelzellen oder

Monozyten.

2.6 Endotheliale Progenitorzellen und Atherosklerose

Die gesunde Endothelzelle erfullt zahlreiche atheroprotektive Funktionen. Sie
gewahrleistet einen turbulenzarmen Blutfluss, steuert den Stoffaustausch, reguliert
Leukozytenadhasion und -migration, Blutgerinnung und Gefaldtonus, koordiniert den
Lipoproteinmetabolismus, moduliert das Zellwachstum, synthetisiert EZM-Komponenten

und vermittelt die Angiogenese (Abb. 15).
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Abbildung 15: Endothelzelle einer Myokardkapillare (Meerschweinchen). 1: Zellkern, 2:
Zytoplasma mit Pinozytosevesikeln, 3: Herzmuskelzelle, 4: Kapillarlumen, Stern: Weibel-
Palade-Korperchen, Pfeil: Zellkontakt der Endothelzelle. Vergrof3erung: 15300-fach (aus
Welsch, 2006).

Das derzeitige Verstandnis der atherosklerotischen Gefaldschadigung postuliert, dass
kardiovaskulare Risikofaktoren zu einer strukturellen und funktionellen Beeintrachtigung
von Endothelzellen flihren. Der dysfunktionale Endothelverband verliert dabei sub-
stanzielle vasomotorische, antikoagulatorische sowie atheroprotektive Fahigkeiten.
Diese Alteration entspricht einer ,conditio sine qua non“ der Atherosklerose. Das
Ausmald der ED Kkorreliert linear mit der Inzidenz kardiovaskularer Ereignisse (Perticone
et al., 2001; Schachinger et al., 2000), erganzt die klassichen Risikofaktoren (Bonetti et
al., 2003) und muss als unabhangiger Pradiktor flr zuklnftige kardiovaskulare
Ereignisse verstanden werden (Landmesser et al., 2004; Widlansky et al., 2003).
Zahlreiche Untersuchungen demonstrieren, dass kardioprotektive Interventionen eine
Verbesserung der Endothelfunktion bewirken (Hambrecht et al., 2000 und 2003;
Ghiadoni et al., 2000; Sasaki et al., 2002; Wolfrum et al., 2003). Gleichwohl beweisen
die Ergebnisse, dass die ED ein reversibler Zustand ist. Die Pravention bzw. Reversion
der ED ist bedeutsam, da sie die Entstehung atherosklerotischer Gefalischaden
verhindert und Folgeerkrankungen vorbeugt. Sie muss als wichtiges Ziel der Primar- wie

auch Sekundarpravention kardiovaskularer Morbiditat und Mortalitat verstanden werden.
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Die Funktion des Endothelverbandes ist eng mit dem des EPC-Systems verknulpft.
Atherosklerotisches Endothel ist durch einen erhohten Zellumsatz gekennzeichnet
(Davies et al., 1986). Ein gesundes EPC-System ist imstande, Endothellzellumsatz zu
unterstitzen und Endothelschaden zu reparieren. Die Schadigungen des Endothel-
verbandes im Rahmen der Atherogenese laufen kontinuierlich ab. Diesen steht ein
ebenso kontinuierlicher Regenerationsprozess durch zirkulierende EPC gegenuber.

Auf der einen Seite befinden sich die in Abschnitt 3.2 genannten kardiovaskularen
Risikofaktoren, welche in inverser Beziehung zu Endothelfunktion und EPC-System
stehen (Laufs et al., 2005b, Vasa et al., 2001b). Eine reduzierte Endothelfunktion,
gemessen an der Fahigkeit zur endothelvermittelten Vasodilatation, konnte bei
kardiovaskularen Risikopatienten Ubereinstimmend festgestellt werden (Hambrecht et
al., 2000; McVeigh et al., 1992; Panza et al.,, 1990; Zeiher et al., 1993). In gleicher
Weise stellt sich das Verhaltnis zwischen EPC und kardiovaskularem Risiko dar
(Schmidt-Lucke et al., 2005). So korreliert EPC-Zahl invers mit dem durch
Risikokalkulatoren errechnetem kardiovaskularem Risiko und gibt einen praziseren
Aufschluss Uber das Ausmal einer ED als klassische kardiovaskulare Risikofaktoren
(Hill et al., 2003). Zusammenfassend muss betont werden, dass kardiovaskulare
Risikofaktoren Uber zahlreiche Mechanismen eine Beeintrachtigung des residenten
Endothelverbandes sowie zirkulierender EPC herbeifihren (Urbich und Dimmeler,
2005). Sie schranken die Kapazitat der EPC-getragenen Neovaskularisierung im
Rahmen einer ischamischen Herzerkrankung stark ein. Die Beantwortung der Frage, mit
welchen Mechanismen die Risikofaktoren das EPC-System beeinflussen, ist
Gegenstand aktueller Forschung. Auf der anderen Seite sind Mechanismen bekannt, die
einen positiven Effekt auf das kardiovaskulare mitsamt EPC-System aufweisen. Als
kostenguinstigste, potenteste, langwirksamste und wissenschaftlich fundierteste
Intervention muss regelmafige korperliche Aktivitat hervorgehoben werden. Hierfur sind
ebenso detaillierte molekularbiologische (Gielen et al., 2010) wie epidemiologische
Daten mit hohem Evidenzgrad verfugbar (Hollmann und Strader, 2009). Hambrecht und
Mitarbeiter konnten nachweisen, wie korperliches Training zu verbesserter
endothelvermittelter Vasodilatation fuhrt (2003) und bei Patienten mit stabiler Angina
pectoris einer perkutanen Koronarintervention Uberlegen ist (2004). Studienlbergreifend

konnte belegt werden, dass korperliches Training positiven Einfluss auf EPC-Quantitat
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und -Qualitat ausubt (Laufs et al, 2004 und 2005a; Steiner et al., 2005). Regelmafige
korperliche Aktivitat fordert kardiovaskulare Gesundheit, indem die funktionelle als auch
strukturelle Integritdt des Endothelverbandes aufrechterhalten werden. Die aktuelle
Studienlage zeigt konsistent, dass etablierte atheroprotektive Medikamente wie Statine
(Werner et al., 2002; Vasa et al.,, 2001a) und Antagonisten des Renin-Angiotensin-
Aldosteron-Systems (Muller et al., 2009) ebenfalls zu einer EPC-Zunahme flhren
konnen. Die unter Abschnitt 3.2 erwahnten pleiotropen vaskuloprotekiven Wirkungen
des HDL werden zumindest partiell durch EPC vermittelt (Petoumenos et al., 2009; Tso
et al., 2006).

2.7 Zielsetzung

Die Unversehrtheit der Endothelschicht stellt einen entscheidenden antiathero-
sklerotischen Faktor dar. Umgekehrt Gben kardiovaskulare Risikofaktoren mannigfaltige
atherogene Effekte auf die Endothelschicht aus. Dazu gehort die Konsolidierung eines
Redoxungleichgewichtes am Endothelverband. Bislang ist das Wissen um die
pathophysiologischen Auswirkungen dieser ROS-Belastung auf das EPC-System
lickenhaft. Ebenso ist die Funktion antioxidativer Enzymsysteme, insbesondere der
Mangan-Superoxiddismutase, fur endotheliale Progenitorzellen nicht detailliert
untersucht. Durch RNA-Interferenz wurden Mangan-SOD-defiziente EPC generiert und
auf die Parameter Radikalhomdostase, Apoptoserate und Migrationspotential hin
analysiert. Durch den Vergleich mit Mn-SOD-nativen EPC sollten Rickschlisse auf die
funktionelle Bedeutung dieses Enzyms fur EPC gezogen werden. Die Herunter-
regulation der Mangan-SOD beabsichtigt ferner, ein Milieu erhdhter Radikalgenerierung
bzw. verminderten Radikalabbaus zu simulieren. Beide Prozesse sind integraler
Bestandteil von Atherosklerose und zellularer Seneszenz. Zudem wird der Mn-SOD ein
Stellenwert beim Differenzierungsprozess von EPC zur adulten Endothelzelle
zugeschrieben. Ziel dieser Arbeit ist es, die Rolle der Mangan-Superoxiddismutase flr
endotheliale Progenitorzellen zu beleuchten, um ein erweitertes zellbiologischen
Verstandnis von EPC zu gewinnen und daraus alternative antiatherosklerotische

Therapieansatze abzuleiten.
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3 Material und Methoden

3.1 Versuchsprotokoll

Die Isolierung und siebentagige Kultivierung mononuklearer Zellen aus Buffy Coat
standen zu Beginn des Versuchsprotokolls. An Tag vier erfolgte ein Wechsel des
Nahrmediums. An Tag sieben wurden die kultivierten MNC in drei Versuchsbedingungen
aufgetrennt. ,Mn-SOD-siRNA* waren EPC, die nach Kultivierung mit 17,5 pmol siRNA,
welche sequenzspezifisch mit SOD-2-mRNA interferiert, transfiziert wurden. Die
gewahlte siRNA-Menge von 17,5 pmol wurde in einem frihen Transfektionsmodell
etabliert, in dem sich eine Reduktion der Mangan-SOD-Expression um etwa 70 %
gegenuber nativen EPC erreichen liel3 (Abschnitt 5.1). Durch den Mechanismus der
RNA-Interferenz erfolgte nun ein vermehrter Abbau der Mn-SOD-mRNA-Molekile bei
synchronem Verbrauch bereits produzierter Mn-SOD-Proteine.

Die zweite Bedingung, als ,Ns-siRNA" bezeichnet, reprasentierte EPC, welche mit nicht-
sequenzspezifischer siRNA transfiziert wurden. Diese sollte den Einfluss des
Transfektionsvorgangs unabhangig von RNA-Interferenzmechanismen aufhellen, um
dessen Einfluss auf die Messergebnisse zu relativieren.

,Nativ EPC* verkdrperten nach Schema kultivierte EPC, welche nicht transfiziert wurden.
Da die Transfektion per se einen Zellstress mit konsekutiver ROS-Bildung und partieller
Apoptose bewirkt (Zellmortalitdt um 30 %), konzentrierten sich die Funktionsmessung
auf den Vergleich zwischen den beiden Bedingungen ,Mn-SOD-siRNA" und ,Ns-siRNA".
Nicht transfizierte EPC (Nativ EPC) wurden aus diesem Grund fiur die Funktions-
messungen nicht berucksichtigt, sondern fanden in der Dokumentation der Mn-SOD-
Expressionskontrolle Verwendung. Nach 24-stundiger Inkubation im Bruhtschrank
wurden Mn-SOD-defiziente EPC im Vergleich mit unspezifisch transfizieten EPC
hinsichtlich der Parameter ROS-Menge, Apoptose und Migration analysiert.

Diese Funktionsuntersuchungen sollten Aufschluss daruber geben, welche Kon-
sequenzen eine Mn-SOD-Defizienz hinsichtlich intrazellularer Radikalgenerierung,

Zellvitalitat und Migrationsfunktion fur EPC hat. Die Dokumentation der Mangan-SOD-
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Expression erfolgte durch Western Blot von ,Nativ EPC* und ,Mn-SOD-siRNA*.

Abbildung 16 verschafft eine Ubersicht (iber das Versuchsprotokoll.

Zellisolierung Mn-SOD-Suppression Funktionsmessungen:
und -kultur durch RNAI *ROS
* Apoptose
A *Migration
— eparallel Western Blot

Abbildung 16: Versuchsprotokoll: Der siebentagigen EPC-Kultivierung folgte die Trans-
fektion mit Mn-SOD-spezifischer siRNA. Nach 24 Stunden wurden die Parameter ROS-
Menge, Apoptose und Migration untersucht. Die Mn-SOD-Expression wurde mittels
Western Blot und Densitometrie kontrolliert.

3.2 Zellisolierung

Zwecks EPC-Isolierung und -Kultivierung stellte das Institut fur experimentelle
Hamatologie und Transfusionsmedizin Bonn Buffy-Coat-Beutel zur Verfugung. Isolierung
und Kultivierung der mononuklearen Zellen (MNC) erfolgte unter sterilen Bedingungen.

Physikochemische Grundlage der MNC-Isolierung bildet die Dichtegradientenzen-
trifugation. Im ersten Schritt wurden in einem 50 ml Falcon-Gefa® 15 ml Buffy-Coat mit
sterilem PBS auf 35 ml aufgefullt (,PBS-Blut®). 15 ml Biocoll-L6ésung (Biochrom AG,
Berlin) wurden in einem zweiten 50 ml Falcon dann mit dem PBS-Blut Uberschichtet
(Gesamtmenge auf 50 ml), anschlielend ohne Bremse bei Raumtemperatur und 2400
U/min 20 min lang zentrifugiert (Heraeus megefuge 1.0, DJB Labcare, UK). Dadurch
erfolgt eine Trennung der Blutbestandteile. Wahrend Erythro- und Granulozyten rasch
mit dem Biocoll-Polymer Polysucrose aggregieren und am GefalRboden sedimentieren,

verbleiben MNC in einem schmalen mittelstandigen Teppich und bilden die Interphase.
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Diese befindet sich zwischen daruber liegendem Blutplasma und dem darunter
liegendem Polysucrose-Zellsediment. Nun wurde die Interphase mit MNC in ein neues
50 ml Falcon Uberfuhrt und erneut mit sterilem PBS auf 50 ml aufgeflllt. Es erfolgte eine
zehn-minutige Zentrifugation mit abschlieRender Bremsaktivierung bei Raumtemperatur
und 2000 U/min. Auf diese Weise sollten Verunreinigungen durch Thrombozyten
minimiert werden. Nach Verwerfen des PBS-Uberstandes wurde das Zellsediment
(Pellet) mit sterilem PBS resuspendiert und auf 50 ml aufgefillt. Es erfolgte eine dritte
Zentrifugation mit gleicher Kalibrierung wie die zweite. SchlieRlich wurde der Uberstand
des Falcons verworfen und das Pellet in 2,5 ml EBM-2 resuspendiert und homogen

gelost.

3.3 Zellkultur

Die isolieten MNC wurden zu gleichen Teilen flr sieben Tage auf fibronektin-
beschichteten (Sigma-Aldrich, USA) Kulturschalen (TPP, Schweiz, Durchmesser 10 cm)
in Endothelzellmedium kultiviert. Dafir wurde EBM-2 (Lonza, USA), supplementiert mit
EGM-2 MV Singlequots (Lonza, USA), eingesetzt. Letzteres enthielt fetales Rinder-
serum, Hydrocortison, humanen FGF, VEGF, IGF-1, Ascorbinsaure, humanen EGF
sowie Gentamicin. Pro Kulturschale wurden 10 ml EBM-2 (35 °C, Warmebad)
verwendet. Am vierten Tag wurde der Uberstand, bestehend aus nicht-adharenten
Zellen, Zelldetritus und verbrauchtem Medium verworfen und mit neuem EBM-2 (10 ml,
35 °C) aufgefullt. Die Zuordnung als EPC erfolgte erstens morphologisch (kolonieforme
Proliferate, typische Zellcharakteristika), zweitens funktionell (diLDL-Aufnahme). Nach
sieben Tagen wurde die Anzahl der isolieten MNC mit Hilfe einer Neubauer-
Zahlkammer (Superior, Marienfeld, Deutschland) mikroskopisch ermittelt (Axiovert 40,
Zeiss, Deutschland). Abbildung 17 ist eine exemplarische Aufnahme auf diese Weise

kultivierter EPC und veranschaulicht die zelltypische Morphologie.
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Abbildung 17: Aufnahme von EPC sieben Tage nach Kultur (Axiovert 200M, Zeiss,
Deutschland). Hier geben sich typische Wachstumscharakteristika zu erkennen: Spin-
delzellform (Dreieck), die Bildung von Netzwerkstrukturen (Stern) sowie Zellsdulen
(Pfeil).

3.4 Transfektion und RNA-Interferenz

Im Jahre 2006 erhielten Andrew Fire und Craig Mello den Nobelpreis fur Medizin und
Physiologie fir ihre Entdeckung und Entschlisselung der RNA-Interferenz (RNAI) (Fire
et al., 1998). Dabei handelt es sich um einen evolutionsbiologisch frih entstandenen
Mechanismus der Abwehr exogener genetischer Elemente (Waterhouse et al., 2001),
der auf alle Reiche eukaryoter Organismen, einschlieBlich Pilze, Pflanzen und Tiere
verbreitet ist. Spater kam die Funktion fir die Genregulation z.B. im Rahmen der
Morphogenese hinzu. In Abbildung 18 sind die einzelnen Schritte dieses Regulations-
mechanismus veranschaulicht (McManus und Sharp, 2002). Doppelstrangige RNA-
Molekule (dsRNA), entweder aus zelleigenen RNA-kodierenden Genen (microRNA)
oder zellfremden Quellen (Retrotransposons oder Viren), werden durch die
zytoplasmatische Endoribonuklease Dicer gebunden und auf eine Grofde von 20 bis 25
Nukleotide gekurzt. An beiden 3’-Enden befindet sich ein Basenlberhang von zwei

Nukleotiden. Diese Molekule werden als ,small interfering RNA" (siRNA) bezeichnet. Die
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siRNA-Molekile sind Substrat eines Multienzymkomplexes, der den Namen ,RNA-
induced silencing complex® (RISC) tragt. Von diesem werden sie erkannt, entwunden
und mittels Argonaut-Ribonukleasedomane in zwei Einzelstrang-RNA-Molekile (ssRNA)
separiert. Das freie ssRNA-Molekul wird entweder durch zytosolische Ribonukleasen
abgebaut oder tragt in einem Amplifizierungsmechanismus zur Generierung zusatzlicher
siRNA-Molekdile bei. Das zweite ssRNA-Molekul integriert sich in RISC und fungiert nun
als Gegenstrang fur diejenige zytosolische mRNA, welche eine korrespondierende
Basensequenz aufweist. Kommt es zu einer Bindung dieser Ziel-mRNA (Hybridisierung),
erfolgt, je nach Grad der Sequenzkomplementaritat, eine Spaltung der mRNA in

zentraler Position (vollstandig kom-

dsRNA | dicer plementare Sequenz) oder eine Transla-

tionsblockade ohne mMRNA-Degradation

l (unvollstandige Sequenzkomple-

A { ) mentaritat). Entstehende mRNA-Frag-
mente werden als aberrant erkannt und

RISC »/ durch unspezifische Ribonukleasen degra-
Ziel diert. Dies verhindert die Proteinsynthese

4/ r i der gespaltenen Ziel-mRNA und unter-
/ bricht den Informationsfluss zwischen

Transkription und Translation. Die Ex-
pression des mRNA-Quellgens ist damit
\ temporar gehemmt. Man spricht von einem
,Genknockdown®. Die RNA-Interenz-
maschinerie arbeitet dabei hochspe-
2 VAWEURWEE zifisch. Der aktivierte siRNA-RISC-Kom-

mRNA degradation

plex ist enzymatisch aktiv und wird
Abbildung 18: Suppression eines Gens
durch RNA-Interferenz (nach Montenahr,
2007). Somit kann ein siRNA-RISC-Komplex

zahlreiche Ziel-mRNA-Molekule spalten.

wahrend der Reaktion nicht verbraucht.

Der Hemmeffekt auf Proteinebene kann dabei unterschiedliche Ausmale annehmen.
Abhangig von der Effizienz der zellularen RNA-Interferenz-Maschinerie und Einfluss

anderer Genregulationsfaktoren sind von einer nicht messbaren mRNA-Verringerung
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ohne Reduktion der Proteingesamtmenge bis zum vollstandigen Proteinsyntheseblock
alle Abstufungen moglich. Bereits synthetisiertes Protein wird nicht angegriffen. Um eine
effektive Suppression der Proteinfunktion zu erzielen, bedarf es nach Translations-
hemmung einem Zeitfenster, in dem das entsprechende Protein ,aufgebraucht® wird. Die
intrazellulare Translokation von siRNA wurde mit dem Nucleofector 2 Device und dem
Human Monocyte Nucleofector Kit, Version 2.3 (jeweils von Lonza, USA) realisiert. Es
verwendet den Mechanismus der Elektroporation, bei dem die Zellmembran durch
zelltypspezifische Spannungsimpulse fur Ribonukleinsauren permeabel gemacht wird
(Tsong, 1991). Die doppelstrangige siRNA ist spezifisch fir MNSOD-mRNA und wurde
von Eurofins MWG Gmbh (Deutschland; Charge: 9789086) mit nachfolgender Sequenz
synthetisiert (Leitstrang): 5° GGC CUG AUU AUC UAA AAG CUU TT 3'. Die un-
spezifische siRNA als Kontrollbedingung wurde mit folgender Sequenz (Leitstrang)
synthetisiert: 5° UAA UGU AUU GGA ACG CAU ATT 3'. In einer Reaktionsklvette
fanden sich pro Bedingung je 17,5 pmol siRNA und durchschnittlich 7,55 x 108 EPC in-
klusive Transfektionsmedium (Nucleofector solution, Lonza, USA) zu einem
Gesamtvolumen von 100 ul zusammen. Analog zu anderen Arbeiten zum Thema, betrug
die siRNA-Konzentration pro Transvektionskivette 175 nmol/l (Li et al., 2006b). Die
Transfektionseffizienz wird vom Hersteller im Mittel mit 55 % bemessen, die Zellvitalitat
liegt bei durchschnittlich 70 % (Lonza, 2009). AnschlieRend erfolgte der Transfer der
EPC in Zellkulturtestplatten und die weitere Inkubation fur 24 Stunden im Brutschrank.
Fur den Western Blot wurden pro Bedingung jeweils eine Kammer einer 6-Well-Platte
verwendet (TPP, Schweiz; fibronektionbeschichtet, 1 ml EBM-2/Kammer), fur die
Apoptosemessung jeweils eine 96-Well-Platte (TPP, Schweiz; 200 yul EBM-2/Kammer)
und fur die Migrationsmessung eine 24-Well-Platte mit einem Mikrofilterkdrbchen (BD
Falcon HTS Fluoroblok inserts) pro Kammer. Es wurden 1 x 104 EPC pro Bedingung
und Kammer fur die Apoptosemessung verwendet. Fur die ROS-Bestimmung wurden
3-5 x 108 EPC auf fibronektin-beschichteten (Sigma-Aldrich, USA) Kulturschalen (TPP,
Schweiz; Durchmesser 6 cm, 5 ml EBM-2/Schale) ausgesat und entsprechend flur 24
Stunden inkubiert.
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3.5 Dichlorfluoresceinmessung

Zur Bestimmung der Prasenz intrazellularer ROS wurde 2,7 -Dichlordihydro-
fluoresceindiacetat (H2-DCF-DA) eingesetzt. Hydrophobes H2-DCF-DA penetriert die
Zellmembran, wird durch intrazellulare Esterasen hydrolysiert und schief3lich durch ROS
zum fluoreszierenden 2°,7 -Dichlorfluorescein oxidiert. Das Fluoreszenzsignal verhalt
sich proportional zur intrazellularen ROS-Konzentration (LeBel et al., 1992). Nach
Anlegen der Versuchsbedingungen erfolgte eine 24-stindige Inkubation im Brutschrank.
Im nachsten Schritt schloss sich das Absaugen des Uberstandes und die einmalige
Waschung mit 2 ml E1-Puffer an. Daraufhin wurden pro Kulturschale erneut 2 ml E1-
Puffer zusammen mit 5 yl H2-DCF-DA zugegeben und fir 30 min im Brutschrank
inkubiert. Wahrenddessen wurde auf eine Lichtabdeckung der Kulturschalen geachtet.
Nach Inkubation wurde der Uberstand abgesaugt, die Schale zweimalig mit 2 ml E1-
Puffer gewaschen und letztmalig mit 2 ml E1-Puffer versehen. SchlieRlich wurde die
mikroskopische Messung im FITC-Kanal (10fache VergréRerung, Aufnahme von drei
Gesichtsfeldern; Zeiss Axiovert 200M mit Axio Cam MRM) mit einer Belichtungszeit von
zehn Sekunden durchgefuhrt. Auf diese Weise vollzogen sich nacheinander die DCF-
Messungen aller Versuchsbedingungen. E1-Puffer wurde zusammengestellt aus: 7,89 g
NaCl, 0,49 g KCl, 0,265 g CaClz, 0,203 g MgCl., 1,98 g Glucose und 5,21 g Na-Hepes
auf 1 | sterilem H20 (pH auf 7,5 titriert).

3.6 Apoptosemessung

Apoptische Zellen sind durch charakteristische morphologische und biochemische
Eigenschaften gekennzeichnet. Dazu gehdren die Auflosung des Nukleoskeletts sowie
die DNA-Fragmentierung durch caspase-aktivierte Endonukleasen (Kumar et al., 2008).
Diese schneiden doppelstrangige DNA internukleosomal und hinterlassen regelmallige,
etwa 180 bp lange Fragmente. Diese bestehen aus histonhaltigen Mono- oder
Oligonukleosomen und anhangenden kurzen DNA-Faden (Arends et al., 1990). Die
Anreicherung von Nukleosomstrukturen im Zytoplasma apoptischer Zellen liegt darin

begrundet, dass sich die apoptose-assoziierte DNA-Degradation mehrere Stunden vor
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dem Untergang der Zellmembran ereignet. Zur Apoptosemessung wurde der Cell Death
Detection ELISAPLYS von Roche (Version April 2006, Mannheim, Deutschland) mitsamt
enthaltener Reagenzien verwendet. Der Test beinhaltet eine enzymgekoppelte Immuno-
absorptionsmessung und beruht auf zwei spezifischen Antigen-Antikdrper-Reaktionen
mit anschlieRender immunfluoreszierender Visualisierung. Anti-Histon-Biotin-Antikorper
sowie Anti-DNA-Peroxidase-Antikdrper wurden jeder Bedingung zugefugt. Durch den
antikérpergetragenen Nachweis von freien Histon- bzw. DNA-Strukturen gelingt ein
sensitiver wie auch spezifischer Nachweis apoptotischer Zellen, womit der Validitat
Rechnung getragen wird. Es schloss sich eine Inkubationsperiode von zwei Stunden bei
37 °C an, in der DNA und nukleosomale Histonproteine mit diesen Antikdrpern
reagierten. Anschlieend wurde der Bindungskomplex an einer streptavidin-
beschichteten Innenseite der Mikroplatte durch den Biotinanhang gebunden und
immobilisiert. Nun folgte die Entfernung ungebundener Komponenten (Antikorper, vitale
Zellen und Zelldetritus) durch dreimaliges Waschen mit 250 pl Inkubationspuffer. Durch
Zusatz eines Peroxidase-Substrates (ABTS-Losung) erzeugten anti-DNA-gebundene
Peroxidase-Antikorper eine Farbreaktion. Diese Reaktion verhalt sich proportional zur
enthaltenen DNA- bzw. Nukleosomenmenge und lasst sich photometrisch messen. Auf
diese Weise kdnnen qualitative und quantitative Aussagen Uuber DNA-Degradation und
Apoptoserate getroffen werden. Zusatzlich wurde eine Positiv-Kontrolle durch im Kit
mitgelieferte DNA-Histon-Komplexe vorgenommen. Im Kit enthaltener Inkubationspuffer
anstelle von Zellen diente als Negativ-Kontrolle. Zur Bestimmung der Apoptoserate
wurden nach Transfektion 1 x 104 EPC jeder Bedingung in jeweils 200 yl EBM-2 pro
Kammer in einer 96-Well-Platte (TPP, Schweiz) fir 24 Stunden inkubiert. Jede
Bedingung wurde doppelt analysiert und der Mittelwert als Ergebnis verwendet.
Versuchsreihen, die einen auf =2 10 % veranschlagten Grenzwert der Negativkontrolle

erreichten, wurden ausgeschlossen.

Das Arbeitsprotokoll sah wie folgt aus:

« Zentrifugation bei 1500 U/min und Raumtemperatur fiir 10 min; Uberstand

danach abpipettieren
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« Pellet in 200 ul Lysepuffer vorsichtig I6sen und fir 30 min bei
Raumtemperatur inkubieren

« Zentrifugation fir 10 min, 1500 U/min, Raumtemperatur

«je 20 pl des Uberstandes in ein streptovidin-beschichtetes Well der
Mikroplatte (im Kit enthalten) geben; Positiv-Kontrolle: 20 pul DNA-Histon-
Komplex aus dem Kit; Negativ-Kontrolle: 20 pl Inkubationspuffer

« 80 upl Immunoreagenz (Anti-Histon-Biotin-Antikdrper, Anti-DNA-POD-
Antikorper) pro Well hinzugeben und mit Adhasivfolie (Kit) verschlieRen

« Inkubation fur zwei Stunden bei Raumtemperatur

« Uberstand verwerfen und dreimal mit 250 pl Inkubationspuffer pro Well
waschen

« 100 pl ABTS-L6sung pro Well hinzugeben und lichtgeschatzt bei
Raumtemperatur fir 10 bis 15 min inkubieren (bis deutliche Verfarbung
eintritt)

« 100 ul ABTS-Stop-Lésung hinzugeben

» Messung bei 405 nm; Referenzmessung bei 490 nm

Vi g
N | Sweptavidin Anti-histone- Sampie Anti-DMA~ ABTS
biotin containing peroxidase substrate
\‘.’gll of nicieosomes {HRAP - horse radish
microplate peroxidase)

Abbildung 19: Testprinzip des Cell Death Detection ELISAPUs. DNA-Nukleosom-
Fragmente werden randstandig gebunden (links) und anschlieRend Uber eine
antikorper-vermittelte Peroxidasereaktion (rechts) visualisiert (aus Roche, 2006).
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3.7 Bestimmung der Migrationsfahigkeit

Zur Analyse des Migrationspotentials wurde ein Boyden-Kammer-Test verwendet. Das
Prinzip basiert auf einer chemokingesteuerten Migration durch zwei untereinander-
liegende Kompartimente, welche durch eine mikroporése Membran getrennt sind. Die
Zellen werden in das obere Kompartiment ausgesetzt und haben die Moglichkeit durch
den Mikrofilter in das untere Kompartiment, welches ein zellspezifisches Chemokin
beinhaltet, zu migrieren. Nach einem definierten Zeitfenster erfolgt eine Quantifizierung
der nach Kompartiment B gewanderten Zellen mittels Fixierung, Farbung und
fluoreszenzmikroskopischer Auszahlung. Entscheidende Determinanten des Tests sind
Zellzahl, PorengrofRe, Konzentration der chemoattraktiven Substanz und die In-
kubationszeit. Fur die Migrationsuntersuchung wurden Koérbchen (BD Falcon HTS
Fluoroblok, 24-well inserts), Kompartiment A entsprechend, in die Kammern einer 24-
Well-Platte (TPP, Schweiz), Kompartiment B, gehangt. Im Boden des Korbchens befand
sich der Polyethylenterephthalat-Mikrofilter, der mit einer kreisrunden Oberflache von
32,17 mm?2 und einer Porengrof’e von 8 um (entspricht einer Porendichte von 1 x 103
pro mm? den Zellen eine Transmigration von Kompartiment A nach B mechanisch
ermoglichte. Vor Verwendung wurden die Filterunterseite mit Fibronektin (Sigma-Aldrich,
USA) beschichtet. Nach Kultivierung und Transfektion wurden im Mittel jeweils 6,16 x
10° EPC jeder Bedingung pro Mikrofilterkérbchen (Kompartiment A) in 300 ul EBM-2
suspendiert. Jede Kammer (Kompartiment B) wurde mit 800 ul EBM-2, geldst mit 80 ng
SDF-1 (rhSDF-1 alpha, Immuno Tools, Deutschland) als chemotaktisch wirksame
Substanz (entspricht einer Konzentration von 100 ng/ml), versehen. Nach einer
Inkubationsperiode von 24 Stunden schloss sich folgendes Arbeitsschema fiur jede

Kammer an:

« Absaugung des Uberstandes in beiden Kompartimenten

« Ausbau der Mikrofilterkdrbchen

« Uberfiihrung von 300 ul EBM-2 plus 5 pl diacetyliertem LDL in jede Kammer
(Cell Systems, Deutschland), anschlielfend Mikrofilterkdrbchen wieder
einhangen

« Inkubation fur 75 min bei 37 °C
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« Absaugung des Uberstandes, einmalige Waschung mit PBS
« Fixation mit 2 % Formaldehyd, pro Kammer 300 pl, 10 min bei 37 °C
« Waschung mit PBS (einmal)

« Beachtung des Lichtschutzes

Als letzter Arbeitsschritt wurde zunachst fur jede Bedingung ein Deckglaschen mit einem
Tropfen DAPI (Vectashield, USA, Mounting Medium with DAPI) beschickt. Nachdem die
fixierten Mikrofilter mit einem Skalpell zirkular randstandig ausgeschnitten worden sind,
wurden diese mit der Unterseite zur DAPI-L6sung auf das Deckglaschen gelegt und auf
einem Objekttrager zur mikroskopischen Begutachtung vorbereitet. Der Mikrofilter-
unterseite anhaftenden Strukturen wurden auf diese Weise als kernhaltig (DAPI-

Reaktion) bzw. diLDL-aufnehmend charakterisiert.

3.8 Western Blot

Fir den Western Blot wurde der Uberstand 24 Stunden nach Transfektion verworfen
und die adharenten Zellen mit sterilem PBS einmalig gesaubert. Dann wurden 200 pl
eines Akt-Lysepuffers pro Kammer eingesetzt, um die Zellen in Lésung zu bringen. Der
Lysepuffer wurde aus nachstehenden Substanzen zusammengestellt (fir 50 ml
Gesamtmenge): 0,4925 g Tris-HCL (62,5 mmol, pH 6,8), 10 ml 10 % SDS, 5 ml 10 %
Glycerol, 2,5 ml 1 M DTT, 0,005 g Bromphenolblau, 10 ul/ml Aprotinin, 10 pl/ml
Leupeptin und 10 pl/ml 100 mmol PMSF, Rest H20. Es folgte das Abkratzen mit einem
Zellschaber und anschlielendes Abpipettieren in Eppendorfgefalde. Nach quantitativer
Proteinbestimmung (Spectrophotometer DU-640, Beckman-Coulter, USA) wurden 50 ug
Gesamtprotein mit 15 pl Ladepuffer in einem 5 %-Tris-Glycin-SDS-Polyacryl-
amidsammelgel geladen und in einem 12 %-Tris-Glycin-SDS-Polyacrylamidgel unter
Verwendung einer Standard-Elektrophorese-Apparatur (BIO-RAD, Power Pac Basic,
USA) bei 120 V und Raumtemperatur aufgetrennt (ca. 90 min; SDS-PAGE). An-
schliefend wurden die Proteine fur 60 min bei 350 mA auf eine Nitrozellulosemembran
(Whatman Protran, USA) Ubertragen (Elektroblot). Zur Vermeidung einer

Proteindenaturierung durch Hitze wurde die Apparatur mit Eis gekuhlt. Der Transfer
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wurde bei 4 °C unter Verwendung einer Tankblot-Apparatur (BIO-RAD, Hercules, USA)
mit Blotpuffer durchgefuhrt. Sodann wurde der Mn-SOD-haltige Membranteil fir 60 min
bei Raumtemperatur in 5 ml Trockenmilch-TBS-Puffer (5 %) bei kontinuierlicher
Durchmischung (Elmi-Intelli-Mixer RM-2M, USA) inkubiert. Dieser Schritt dient der
Absattigung von freien Bindungsstellen von Kunststoffoberflachen oder anderen
proteinbindenden Oberflachen zur Reduktion von unspezifischen Bindungen an die
Oberflache. In gleicher Weise wurde die zweite Membranhalfte in 2,5 % BSA geblockt.
Zwecks Uberprifung des Proteintransfers wurde eine Ponceau-S-Farbung durchgefiihrt.
Als Ladungskontrolle fur den Western-Blot wurde die GAPDH ausgewahlt, ein Protein
der Glykolyse, welches gleichmalig, konstitutiv sowie in grolRen Mengen synthetisiert
wird (Haushaltsgen). Es soll auBerdem transfektionsbedingte Expressions-
schwankungen identifizieren. Im nachsten Schritt vollzog sich die primare Antigen-
Antikoérper-Reaktion. Dafir wurde Mn-SOD-Membran mit 5 pl eines monoklonalen Mn-
SOD-Antikorpers (Eurofins, Deutschland; entspricht einer Verdunnung von 1/1000) far
zwolf Stunden bei 4 °C unter standiger Durchmischung inkubiert. Die GAPDH-Membran
wurde mit 1,667 pl eines monoklonalen GAPDH-Antikoérpers (HyTest Ltd., Finnland,
Verdinnung 1/3000) entsprechend inkubiert. Dann folgte das viermalige Waschen der
Membran mit TBS-Tween (Mn-SOD-Membran) bzw. PBS-Tween (GAPDH-Membran) fur
jeweils 10 min. Es schloss sich die Inkubation mit Anti-Maus- (GAPDH) bzw. Anti-
Kaninchen-Sekundarantikorper an (Mn-SOD) (Anti-mouse-IgG, Santa Cruz, USA,
Verdiunnung 1/4000 in PBS; Anti-rabbit IgG, Sigma-Aldrich, USA; Verdinnung 1/3000 in
TBS). Diese wurde unter Raumtemperatur auf dem Schattler far 60 min durchgefuhrt.
Nun erfolgte eine zweite Waschung analog der ersten (viermal 10 min). Schlielich
wurden die Membranen in einer ECL-L6sung (ECL plus western blotting detection
system, GE Healthcare, UK) fiir 60 Sekunden inkubiert, auf einer Rdntgenfolie geklebt
und entwickelt. Zwecks Quantifizierung der realen Mn-SOD-Reduktion wurde die
Signale von GAPDH und Mn-SOD densitometrisch ausgewertet und deren Ratio
gebildet. Im Vergleich mit der konstitutiv exprimierten GAPDH konnten hierdurch eine
unspezifische Expressionshemmung sowie Unterschiede in Proteinladung aufgedeckt

werden.
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3.9 Datenverarbeitung und Statistik

Die Datenverarbeitung, deskriptive statistische Beschreibung wie auch die Beurteilung
der Signifikanzstufen wurden mithilfe der Software SPSS Statistics (Version 17.0, IBM,
USA) vorgenommen. Die Signifikanzniveaus (p) wurden mittels zweiseitigem Einstich-

proben-t-Test berechnet und nachstehend definiert:

«p>0,1 : keine Signifikanz (n.s.)
«ps<0,1 : schwache Signifikanz
«p=0,05: Signifikanz
«p=<0,01: starke Signifikanz

« p=<0,001: hochste Signifikanz
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4 Ergebnisse

4.1 Regulation der Mn-SOD-Expression in EPC durch RNA-Interferenz

Als Grundlage der Versuchsdurchfiuhrung musste im ersten Schritt eine effektive
Reduktion der Mn-SOD-Expression in EPC erzielt werden. Dazu wurden nach Isolierung

und Kultivierung einmalig an Tag sieben folgende fliinf EPC-Bedingungen angelegt:

» Die erste EPC-Population wurde nicht transfiziert und diente als Kontrolle
(Nativ EPC).

« Um die geeignete siRNA-Konzentration fir eine effektive Reduktion der
Mangan-SOD-Expression zu finden wurden drei EPC-Kulturen mit 8,75,
17,5 bzw. 35 pmol Mn-SOD-mRNA-sequenzspezifischer siRNA transfiziert.

« Eine zusatzliche EPC-Population wurde mit 17,5 pmol einer nicht-

sequenzspezifischen siRNA (Ns-siRNA) transfiziert.

Vom Hersteller wird eine siRNA-Menge von 3 bis 30 pmol bei 3 x 106 bis 1 x 107 Zellen
pro Transfektionsvorgang empfohlen (Optimized protocol for human monocytes,Version
2009, Lonza, USA). Jede Bedingung bestand hier und in spateren Versuchreihen im
Mittel aus 7,58 x 108 (SEM = 0,6 x 10%) EPC. Nach einem Zeitfenster von 24 Stunden
wurde eine semiquantitative Proteinbestimmung mittels Western Blot und
anschliellender Densitometrie durchgefuhrt (Abschnitt 4.8). Der densitometrische Wert
der Bedingung ,,Nativ EPC* wurde als 100 % festgesetzt und diente als Referenz. EPC,
transfiziert mit 8,5 pmol Mn-SOD-spezifischer siRNA, zeigten eine Mn-SOD-Restmenge
von 57,16 %. EPC, transfiziert mit 17,5 bzw. 35 pmol, hatten eine Restmenge von 28,90
bzw. 21.29 %. Somit wurde eine dosisabhangige Reduktion der Mangan-SOD-
Expression nach 24-stindiger Inkubation erreicht. Mit 17,5 pmol Mn-SOD-spezifischer
siRNA konnte demnach eine Reduktion des Mangan-SOD-Gehaltes um etwa 70 %

erzielt werden. Der dazugehorigen Western Blot ist in Abbildung 20 abgebildet.
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37 kDa GAPDH

- 24 kDa Mn-SOD

Kontrolle 35pmol 17,5pmol 8,75 pmol

Mn-SOD-siRNA

Abbildung 20: Oben: GAPDH-Signal bei 37 kDa. Unten: Mn-SOD-Signal bei 24 kDa.
Von links nach rechts: Bande eins: Nativ EPC ohne Transfektion (Kontrolle), Bande zwei
bis vier: EPC, transfiziert mit 35, 17,5 bzw. 8,75 pmol Mangan-SOD-siRNA; 24 Stunden
nach Transfektion.

Die Transfektion mit unspezifischer siRNA (Ns-siRNA) ergab eine Mn-SOD-Restmenge
von 55,92 % (nicht dargestellt). Die densitometrische Auswertung des Mn-SOD-Signals

von obigem Western Blot illustriert nachstehendes Diagramm.
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Abbildung 21: Densitometrische Auswertung von Western Blot in Abb. 20 (N=1).

Es deutet auf eine dosisabhangige Expressionsminderung der Mn-SOD 24 Stunden
nach Transfektion mit 35, 17,5 und 8,75 pmol spezifischer siRNA hin. Die grote Mn-
SOD-Reduktion wurde mit 35 pmol siRNA erreicht, die geringste mit 8,75 pmol. Mit
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unspezifischer siRNA behandelte EPC zeigten eine Mn-SOD-Restmenge von etwa 56
%. Auf Grundlage dieser Ergebnisse und unter BerlUcksichtigung des vom Hersteller
empfohlenen Mengenbereiches wurden alle folgenden Transfektionen mit einer siRNA-
Menge von 17,5 pmol pro Bedingung durchgeflhrt (inklusive der unspezifischen siRNA).
Der Gehalt der Mangan-SOD wurde flr die Funktionsmessungen von ROS, Apoptose
und Migration parallel mittels Western Blot und Densitometrie entsprechend
dokumentiert. Die Reduktion der Mn-SOD-Menge der Bedingungen ,Nativ EPC* und
,Mn-SOD-siRNA*® fur alle nachfolgenden Versuchsreihen veranschaulicht Abbildung 22.
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Abbildung 22: Der durchschnittliche Mangan-SOD-Gehalt in untransfizierten (Nativ
EPC) und mit spezifischer siRNA-transfizierten EPC (Mn-SOD-siRNA) fur alle
Versuchsreihen (N=8). Der Fehlerbalken reprasentiert den Standardfehler des
Mittelwertes (SEM). Gemessen mittels Western Blot-Analyse.

Mit diesem erarbeiteten Versuchsprotokoll (Abschnitt 4.1 - 4.4; Abb. 16) gelang es durch
RNAi den Mn-SOD-Gehalt in EPC auf durchschnittlich 39,70 % (SEM = 11,00 %) des
Ausgangswertes hdchst signifikant zu vermindern (p = 0,001). Das entspricht einer

Proteinreduktion um etwa 60 %.
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4.2 ROS-Generierung in Mn-SOD-defizienten EPC

Durch die vergleichende DCF-Untersuchung zwischen ,Mn-SOD-siRNA“ und ,Ns-
siRNA® konnte die Auswirkung einer isolierten Mn-SOD-Defizienz auf die intrazellulare
ROS-Generierung unter ansonsten gleichen Ausgangsbedingungen analysiert werden
(Abschnitt 4.5). Die Bedingung ,Ns-siRNA®* wurde als 100 % definiert. Das ROS-
Aufkommen Mn-SOD-defizienter EPC (Mn-SOD-siRNA) Uberstieg diesen Wert im Mittel
um 57,95 % (SEM = 19,48 %) (Abb. 23). Die Messwerte befanden sich in schwach
signifikanter Koharenz (p = 0,059).
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Abbildung 23: Das ROS-Vorkommen Mn-SOD-defizienter EPC (Mn-SOD-siRNA) im
Vergleich zu unspezifisch transfizierten EPC (Ns-siRNA). Der Fehlerbalken reprasentiert
den SEM (N=4).

Die Effektivitat der Transfektion auf die Mn-SOD-Expression wahrend dieser
Messungen, im Vergleich zu nativen EPC, demonstriert Abbildung 24. Der Mn-SOD-
Gehalt in untransfizierten EPC (Nativ EPC) wurde als 100 % definiert. Es gelang eine
spezifische Reduktion der Mn-SOD auf durchschnittlich 55,89 % (SEM = 18,34 %) in
schwach signifikanter Weise (p = 0,095) umzusetzen. Dies entspricht einer

Verminderung des Ausgangswertes um etwa 44 %.
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Abbildung 24: Der Mn-SOD-Gehalt wahrend der ROS-Messungen. Der Fehlerbalken
reprasentiert den SEM (N=4).

4.3 Apoptose in Mn-SOD-defizienten EPC

Mn-SOD-defiziente EPC (Mn-SOD-siRNA) wurden hinsichtlich ihres Apoptoseverhaltens
mit unspezifisch transfizierten EPC (Ns-siRNA) verglichen (Abb. 25). Deren Apoptose-
rate wurden als 100 % festgelegt. In Relation dazu zeigte die Mn-SOD-defiziente EPC-
Population eine Apoptoserate von 92,52 % (SEM = 13,53 %). Die erhobenen Messwerte
standen in keinem signifikantem Zusammenhang (p = 0,61). Somit konnte kein
Unterschied hinsichtlich Vitalitdt zwischen unspezifisch (Ns-siRNA) und spezifisch
transfizierten EPC (Mn-SOD-siRNA) herausgearbeitet werden. Zwecks testinterner
Plausibilitatsprafung erfolgte zusatzlich die Bestimmung einer Positiv- und Negativ-
Kontrolle (Abschnitt 4.6). Diese ergab die Werte 113,63 % (SEM = 38,54 %; nicht
dargestellt) bzw. 4,91 % (SEM = 0,89 %). Parallel erfolgte die Dokumentation der Mn-
SOD-Menge via Western Blot und Densitometrie (Abb. 26).
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Abbildung 25: Die prozentuale Apoptoserate unspezifisch (Ns-siRNA) und spezifisch
transfizierter EPC (Mn-SOD-siRNA). Dazu ist die Bedingung ,Negativ-Kontrolle*
dargestellt, die zusammen mit einer Positiv-Kontrolle der Plausibilitatsprifung der
Messwerte dient. Die Fehlerbalken reprasentieren den SEM (N=5).

Der Mn-SOD-Gehalt untransfizierter EPC (Nativ EPC) wurde wiederum als 100 %
definiert. Durch Transfektion wurde eine stark signifikante Mn-SOD-Reduktion auf 23,52
% (SEM = 7,34 %; p = 0,002), entsprechend einer Verminderung um etwa 76 %,

erreicht.
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Abbildung 26: Der Mn-SOD-Gehalt wahrend der Apoptosemessungen. Der Fehler-
balken reprasentiert den SEM (N=4).
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4.4 Migrationsfahigkeit von Mn-SOD-defizienten EPC

Unspezifisch (Ns-siRNA) und spezifisch transfizierte EPC (Mn-SOD-siRNA) wurden
hinsichtlich ihrer Migrationsfahigkeit mit Hilfe einer SDF-1-Chemotaxis in der Boyden-
Kammer analysiert (Abschnitt 4.7). Die Migrationsfahigkeit unspezifisch transfizierter
EPC (Ns-siRNA), gemessen an der Zellzahl, die sich nach Ablauf von 24 Stunden in
Kompartiment B wiederfanden, wurde als 100 % definiert. Mit diesen verglichen liefl3 sich
beobachten, dass Mn-SOD-defiziente EPC (Mn-SOD-siRNA) eine schwach signifikante
Einschrankung ihrer Migrationsfahigkeit aufwiesen (p = 0,074). Im chemokin-
enthaltenden Kompartiment B lieRen sich nur 43,84 % (SEM = 16,14 %) der Menge an
Mn-SOD-defizienten EPC nachweisen, die sich in Mn-SOD-naiven EPC (Ns-siRNA) in
Kompartiment B fanden (Abb. 27). Dies entsprach einer Minderung des Migrations-

potentials um etwa 56 %.

125 %
100 %

75 %
p=0,074

50 %

25 %

435,54 70

Relatives Migrationspotential

0%
Ns-siRNA Mn-SOD-siRNA

Abbildung 27: Das relative Migrationspotential unspezifisch (Ns-siRNA) und spezifisch
transfizierter EPC (Mn-SOD-siRNA) in der Boyden-Kammer. Der Fehlerbalken
reprasentiert den SEM (N=3).

Die Migrationsfahigkeit wurde ebenfalls fur untransfizierte EPC (Nativ EPC) und fur
EPC, welche ohne siRNA transfiziert (- siRNA) wurden, untersucht (nicht dargestellt).
Die Werte betrugen, wieder in Relation zur Bedingung ,Ns-siRNA* (= 100 %), 227,00 %
(SEM = 64,37 %; p = 0,187) respektive 96,13 % (SEM = 20,28 %; p = 0,866),



60

offenbarten damit keine statistische Signifikanz. Untransfizierte EPC (Nativ EPC)
transmigrierten mehr als zweimal so viel durch die Kompartimente. Die Migrations-
fahigkeit von leertransfizierten EPC (- siRNA) und unspezifisch transfizierten EPC war
annahernd identisch. In gleicher Weise wie zuvor erfolgten parallel die Dokumentation
der Mn-SOD-Menge via Western Blot und Densitometrie, wobei jene untransfizierter
EPC (Nativ EPC) als 100 % definiert wurde. Durch Transfektion wurde eine stark
signifikante Mn-SOD-Reduktion auf 29,48 % (SEM = 6,05 %; p = 0,007) desjenigen
Wertes, untransfizierter EPC (Nativ EPC) erreicht (Abb. 28). Dies entsprach einer

Verminderung des Ausgangswertes um etwa 70 %.

125 %
- 100 %
s
<
3
v o
A T5%
2 p=10,007
£ 50%
g
<
= s % I
29455/
0 %
Nativ EPC Mn-SOD-siRNA

Abbildung 28: Der Mn-SOD-Gehalt wahrend der Migrationsmessungen. Der
Fehlerbalken reprasentiert den SEM (N=3).

In Abbildung 29 ist ein reprasentativer Western Blot einer Versuchsreihe zur Migrations-
untersuchung zu sehen. Wahrend untransfizierte EPC (Kontrolle) ein starkes,
unspezifisch transfizierte EPC (Ns-siRNA) eine mittelgradiges Mn-SOD-Signal
aufwiesen, prasentierten Mn-SOD-siRNA-transfizierte EPC die geringste Mn-SOD-
Menge.
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Abbildung 29: Reprasentativer Western Blot aus der Versuchsreihe der Migrations-
messungen. Oben: GAPDH- Signal bei 37 kDa. Unten: Mn-SOD-Signal bei 24 kDa. Von
links nach rechts: Spezifisch transfizierte EPC, unspezifisch transfizierte EPC,
untransfizierte EPC.

Die nachfolgende Abbildung 30 prasentiert reprasentative fluoreszenzmikroskopische
Aufnahmen von EPC in der Boyden-Kammer nach SDF-1-Chemotaxis. In Konkordanz
mit den Ubrigen Messreihen liel3 sich auch hier Folgendes beobachten: Gegenuber
untransfizierten (Nativ EPC) und unspezifisch transfizierten EPC (Ns-siRNA) zeigten
Mn-SOD-defiziente EPC eine signifikante Hemmung ihrer Migrationsfahigkeit. Die
Auswertung dieser Bilder erbrachte die nachstehenden relativen Messwerte fur das
migratorische Potential: ,Ns-siRNA®“ = 100 % (per definitionem), ,Nativ EPC* = 205,97 %
und ,Mn-SOD-siRNA® = 40,30 %.
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Abbildung 30: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von EPC in der Boyden-
Kammer, 24 Stunden nach SDF-1-Chemotaxis (Zeiss Axiovert 200M mit Axio Cam
MRM, Rot: diLDL-Anfarbung, Blau: DAPI-Kernfarbung). Linke Seite: Aufnahme bei 40-
facher Vergrolerung, Rechte Seite: VergroRerung aus zugehdriger linker Seite. A und B:
Untransfizierte EPC (Nativ EPC), C und D: EPC, transfiziert mit unspezifischer siRNA
(Ns-siRNA), E und F: Mn-SOD-defiziente EPC (Mn-SOD-siRNA).
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5 Diskussion

Die vorliegende Arbeit analysiert die Auswirkungen einer Mn-SOD-Defizienz in humanen
endothelialen Progenitorzellen auf die Parameter ROS-Generierung, Apoptose und

Migrationspotential. Im Wesentlichen lassen sich folgende Ergebnisse festhalten:

Mn-SOD-defiziente EPC

« zeigen einen signifikanten Anstieg des intrazellularen ROS-Aufkommens;

- zeigen eine signifikante Einschrankung ihrer migratorischen Fahigkeit.

Ein signifikanter Einfluss auf die Apoptoserate konnte nicht gezeigt werden.

5.1 Methodendiskussion

5.1.1 Kritische Betrachtung der EPC-ldentifikation

Bei genauer Betrachtung des verwendeten Protokolls zur Zellkultivierung wird
verstandlich, dass keine eindeutige Zuordnung zu den in Abschnitt 3.4 umschriebenen
EPC-Subpopulationen vorgenommen werden kann. Nach Zellisolierung erfolgte eine
siebentagige Kultivierung der MNC in endothelzellspezifischem Medium. Am vierten Tag
wurde der Uberstand der Kulturschale, inklusive verbrauchtem Medium, Zelldetritus und
nicht-adharenter Zellen verworfen und frisches Medium zugefuhrt. Unter Beruck-
sichtigung einschlagiger Literatur missen die verwendeten EPC formal mindestens zwei
Subpopulationen, namlich ,Circulating angiogenic cells* (Early EPC) und ,Endothelial
colony-forming cells®) (Late outgrowth EPC) zugerechnet werden (Steinmetz et al., 2009
und 2010). Aufgrund gleicher physikochemischer Eigenschaften im Rahmen der
Dichtegradientenzentrifugation und ahnlicher adhasiver Fahigkeiten in der Kulturschale

ist davon auszugehen, dass sich ebenso Mono- und Lymphozyten in der kultivierten und
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spater untersuchten Zellpopulation befanden. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit
mussen daher auf eine heterogene Zellpopulation bezogen werden. Wie Steinmetz und
Kollegen (2010) erlauterten, ist die Endothelregeneration aus zirkulierenden
Vorlauferzellen kein Vorgang, welcher ausschliellich durch einen einzelnen Zelltyp
getragen wird. In ihrem theoretischen Modell wird die Endothelreparatur in eine frihe
und eine spate Phase eingeteilt (Abb. 14). Wahrend zirkulierende leukozytare Zellen
und EPC die Endothellasion zunachst erkennen, binden und gewissermalien
,<abdichten“, werden diese in der spaten Reparaturphase durch zirkulierende EPC
ersetzt. Durch die Differenzierung in Endothelzellen gelingt erst durch diese eine
definitive Reparatur der Endothelschicht im Sinne einer Restitutio ad integrum. Die
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit finden dahingehend eine Einschrankung, als dass
sie nur auf die Gesamtheit aller beteiligten Zelltypen anwendbar sind. Eine
Untersuchung der Oberflachenantigene CD34, CD133 oder VEGFR-2 mittels FACS
wurde nicht durchgefuhrt. Diese hatte eine Zuordnung zu einem gewunschten
Oberflachenantigenmuster ermdglicht und die Interpretation der Ergebnisse prazisiert.
Eine sichere Abgrenzung zu Progenitorzellen anderer Zellreihen wie z.B. der
hamatopoietischen Linie gelange hierdurch allerdings nicht. SchlieBlich sollte
festgehalten werden, dass die vorliegenden Messergebnisse fur EPC, kultiviert nach
einem etablierten Schema (Dernbach et al., 2004; Passacquale et al., 2008), gultig sind.
Trotz ihrer zellbiologischen Heterogenitat ist die untersuchte Zellpopulation in allen
Phasen der Endothelregeneration direkt oder indirekt involviert und kann in diesem
Sinne wiederum als Einheit verstanden werden. Das bedeutet, dass die erhobenen
Ergebnisse grundsatzliche Bedeutung flr Endothelregeneration durch zirkulierende
Vorlauferzellen haben. Die verwendeten EPC stammten von Blutspendern
unterschiedlichen Alters, Geschlechts, Nationalitat und kérperlichen Zustands. Es ist
davon auszugehen, dass sich die EPC primar, also unabhangig von RNAi-gesteuerter
Mn-SOD-Aktivitat, in ihrer Qualitat unterschieden. Das Vorliegen kardiovaskularer
Risikofaktoren bei den Spendern wirde Konsequenzen auf ihr EPC-System erwarten
lassen (Vasa et al., 2001b). Diese umfassen auch die Parameter Migration und
Apoptose. So konnten Heiss und Mitarbeiter (2005) nachweisen, wie EPC von alteren
Erwachsenen stark von solchen junger Erwachsener hinsichtlich Vitalitat und

migratorischem Verhalten in der Boyden-Kammer differierten. Zudem wirkt sich das
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Freizeitverhalten der Spender wie z.B. der Umfang koérperlicher Aktivitat auf Zahl und
Funktion ihrer EPC aus (Laufs et al., 2004 und 2005a). Um diesem Umstand gerecht zu
werden, wurden daher innerhalb einer Versuchsreihe stets EPC eines Spenders
kultiviert, funktionell analysiert und zueinander in Verhaltnis gesetzt. Dadurch, dass die
erhobenen Messdaten prozentual ausgewertet wurden, durfte der Einfluss Spender-

bedingter EPC-Unterschiede ausgeschlossen worden sein.

5.1.2 Diskussion der Mn-SOD-Regulation durch RNA-Interferenz

Eine essenzielle Problematik fir die Interpretation der Ergebnisse bildet die Frage nach
der Suppression der Mangan-SOD in den spezifisch transfizierten Zellpopulationen (Mn-
SOD-siRNA). Im Folgenden soll daher die Effektivitat der erwinschten Mn-SOD-
Expressionshemmung diskutiert werden. Die systemimmanente Transfektionseffizienz
schwankt laut Hersteller um einen durchschnittlichen Wert von 55 % (Lonza, 2009). Um
diesem Umstand einer inkonsequenten RNA-Interferenzregulation Rechnung zu tragen,
wurden parallel zu den Funktionsmessungen eine Analyse der Mn-SOD-Menge
vorgenommen. Auf diese Weise konnten Transfektionen identifiziert werden, welche
keinen Einfluss auf die Expression der Mn-SOD nahmen. Es wurden nur Versuchsreihen
fur die Auswertung verwendet, bei denen eine relevante Suppression der Mn-SOD in
den spezifisch transfizierten Zellen im Western Blot erkennbar war. Zunachst konnte
demonstriert werden, dass die Hemmung der Mn-SOD-Expression in konzentrations-
abhangiger Weise zur eingesetzten Mn-SOD-spezifischen siRNA gelang (Abb. 20 und
21). Im Vergleich zu untransfizierten EPC (Nativ EPC) betrug die Mn-SOD-Menge der
Bedingung ,Mn-SOD-siRNA* zwischen 21,29 % und 57,16 %, abhangig von der
Konzentration eingesetzter siRNA-Molekule (8,75, 17,5 und 37,5 pmol). Der siRNA-
Bereich wurde aufgrund der Herstellerempfehlung von 3 bis 30 pmol siRNA pro
Bedingung gewahlt (Lonza, 2009). Mit 17,5 pmol Mn-SOD-spezifischer siRNA konnte
eine initiale Proteinreduktion auf 28,9 % des Ausgangswertes erreicht werden.
Gleichermalen liel3 sich in den darauf aufbauenden Funktionsmessungen grundsatzlich
feststellen, dass mit 17,5 pmol Mn-SOD-spezifischer siRNA eine robuste Mn-SOD-

Supression in den transfizierten EPC (Mn-SOD-siRNA) im Vergleich zur untransfizierten
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Kontrolle (Nativ EPC) realisiert werden konnte. Der zusammengefassten Auswertung
aller Versuchsreihen (Abb. 22) ist zu entnehmen, dass die durchschnittliche Restmenge
der Bedingung ,Mn-SOD-siRNA* 40 % des Wertes untransfizierter EPC (Nativ EPC)
entsprach. Diese Transfektionseffizienz deckt sich mit den laut Hersteller erreichbaren
Werten. Die Kontrolle der Mn-SOD-Menge erfolgte stets im Vergleich von
untransfizierten (Nativ EPC) mit spezifisch transfizierten EPC (Mn-SOD-siRNA). Zur
Interpretation der Ergebnisse soll eine weitere Erérterung zur Mn-SOD-Expression in
unspezifisch transfizierten EPC (Ns-siRNA) erfolgen. Abbildung 21 verweist auf das nun
zu diskutierende Phanomen. Hier ist eine Reduktion der Mn-SOD-Menge in unspezifisch
transfizierten EPC (Ns-siRNA) auf 55,92 % in Relation zu untransfizierten EPC (Nativ
EPC) zu erkennen. Die Untersuchungen zur Migrationsfahigkeit haben gezeigt, dass die
Auswirkungen einer Transfektion ohne siRNA (-siRNA; 96,13 %) annahernd identisch
mit denen von unspezifisch transfizierten EPC sind (100 %). Gleichzeitig migrierten
nachweislich Mn-SOD-defiziente EPC nur etwa halb soviel (43,84 %). In Zusammen-
schau wird dies als Hinweis darauf gewertet, dass die als unspezifisch verwendete
siRNA der Bedingung Ns-siRNA tatsachlich keinen spezifischen Effekt auf die Mn-SOD-
Expression im Sinne eines RNAi-Mechanismus ausubt. Es lasst sich aber vermuten,
dass ein RNA-Interferenz-unabhangiger Hemmeffekt auf die Mn-SOD-Expression
existiert. Dieser konnte durch den Transfektionsvorgang per se und einem damit
verbundenen Zellstress ausgeldst sein. Auf die Menge konstitutiv exprimierter Gene wie
der GAPDH scheint dieser Effekt nur einen marginalen Einfluss genommen zu haben
(Abb. 20 und 29). Die GAPDH prasentierte sich daher als ein geeignetes Protein, um als
Ladungskontrolle zu fungieren, was zudem globale Expressionsschwankungen
aufzudecken vermag. Es ist bekannt, dass die Elektroporation zu Veranderungen der
Zellmembranstabilitdt und Zellstress fuhrt und mdglicherweise kurzfristig erhdhte
intrazellulare ROS-Aufkommen hervorrufen kann. Uber eine Modulation redoxsensitiver
Transkriptionsfaktoren koénnte damit eine temporare Suppression der Mn-SOD-
Expression einhergehen. Kanditaten dafur sind Sp-1, NF-kB sowie AP-2, welche
stimulierende bzw. dampfende Wirkung auf die Mn-SOD-Transkription entfalten kdnnen
(Xu et al., 2002). Die Vermutung der transfektionsbedingten, indes RNA-Interferenz-
unabhangigen Expressionsregulation der Mn-SOD wird durch den Western Blot in
Abbildung 29 weiter erhartet. Wahrend spezifisch transfizierte EPC (Mn-SOD-siRNA)
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eine deutliche Mn-SOD-Supression zeigen, kann man in unspezifisch transfizierten EPC
(Ns-siRNA) eine mittelgradige Hemmung des Mn-SOD-Signals erkennen. Unter
Berucksichtigung nicht dargestellter Messungen zum Mn-SOD-Gehalt in unspezifisch
transfizierten Zellen (Ns-siRNA) von durchschnittlich 80,33 % lasst sich folgende
Hypothese aufstellen: Der Transfektionsvorgang per se ist imstande, eine Reduktion der
Mn-SOD-Expression zu bewirken. Dieser Expressionshemmung liegt wahrscheinlich
kein RNA-Interferenzmechanismus zugrunde. In konsequenter Weise wurde jedoch
wahrend der Funktionsmessungen diese Mn-SOD-Expressionshemmung von der
spezifisch transfizierten Zellpopulation (Mn-SOD-siRNA) Gberschritten (Abb. 29). Dies ist
damit erklarbar, dass sich zum geschilderten transfektionsbedingten Effekt die
gewulnschte hochspezifische RNA-Interferenzregulation der Mn-SOD-mRNA hinzu-
addierte. Ein wichtiger Aspekt dabei ist, dass sich mit dem Grad der Mn-SOD-
Suppression konsistent einhergehend, signifikante Unterschiede in den Parametern
ROS-Generierung und Migrationsfahigkeit messen lie3en. Diese Diskrepanzen sind mit
einer starkeren Mn-SOD-Expressionshemmung in der spezifisch transfizierten
Bedingung kausal vereinbar. Trotz einer relevanten Beeinflussung der Mn-SOD-
Expression in unspezifisch transfizierten EPC (Ns-siRNA) ist das verwendete
Versuchskonstrukt geeignet, Aussagen uber die Auswirkungen einer Mn-SOD-Defizienz
in EPC zu treffen. Ein letzter Einwand bezlglich der Mn-SOD-Expression im Rahmen
der prasentierten Ergebnisse soll hier genannt sein. Die dargestellten Mn-SOD-
Quantitadten sind parallel zu den jeweiligen Funktionsmessungen erhoben worden.
Beispielsweise ist die Zellpopulation ,Mn-SOD-siRNA* nach ihrer Kultivierung separiert
worden. Die erste Gruppe wurden hinsichtlich ihres migratorischen Potentials in der
Boyden-Kammer untersucht, die zweite diente dem quantitativen Mn-SOD-Nachweis im
Western Blot. Die densitometrisch ermittelte Mn-SOD-Menge der zweiten Gruppe wurde
mit demjenigen der ersten Gruppe gleichgesetzt. Mit den Ubrigen Bedingungen wurde
entsprechend verfahren. Theoretisch ist es nicht auszuschlie®fen, dass, trotz
identischem Kultivierungsprotokoll, divergierende Mn-SOD-Mengen zwischen den Zellen
der Western-Blot-Analyse und jener der Funktionsuntersuchungen aufgetreten sind.
Komplizierend kommt hinzu, dass die Aktivitat der Mn-SOD als Produkt aus dessen
Menge sowie Funktion betrachtet werden kann. Ein physiologischer Mn-SOD-Gehalt

konnte wahrend der Funktionsuntersuchungen mit einem funktionellem Defekt der Mn-
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SOD-Molekile verbunden gewesen sein (Macmillan-Crow et al., 1996). Die
Gesamtaktivitdt des Enzyms ware demnach weit mehr gedampft als es Western Blot
und Densitometrie erahnen lieRen. Die Moglichkeiten und Umstande des Versuchs-
aufbaus dieser Fehlerquelle entgegenzuwirken, stolen an dieser Stelle an ihre

Grenzen.

5.2 Ergebnisdiskussion

5.2.1 Diskussion der ROS-Generierung in Mn-SOD-defizienten EPC

Die Messung intrazellularer ROS konnte demonstrieren, dass Mn-SOD-defiziente EPC
(Mn-SOD-siRNA) einen um 57,95 % hoheren Wert verglichen mit unspezifisch
transfizierten EPC (Ns-siRNA) besitzen. Eine Mn-SOD-Defizienz flhrte in den
untersuchten EPC zu einem erhdhtem intrazellularem ROS-Vorkommen. Interessanter-
weise entsprachen hier einem Prozent verminderter Mn-SOD, einem Prozent vermehrte
intrazellulare ROS-Menge. Offensichtlich besitzt die Mn-SOD in EPC Relevanz fur deren
ROS-Metabolismus. Die gleichen Resultate konnten Richters und Kollegen (2011) in
Kardiomyozyten feststellen. Die ROS-Erhdhung bei Mn-SOD-Defizienz konnte dabei,
trotz Uberexpression antioxidativ-wirkender Peroxiredoxine, nicht vollstéandig
kompensiert werden. Um welche ROS es sich in den EPC handelte ist mit der
durchgefiuihrten DCF-Messung nicht greifbar. Die Vermutung liegt nahe, dass sich in
Folge des erhohten Mn-SOD-mRNA-Abbaus Superoxidanionen angesammelt haben
(Sasaki et al., 2011). Zudem muss darauf hingewiesen werden, dass wahrscheinlich
weniger Wasserstoffperoxidmolekile aus Superoxid generiert worden sind (Abb. 10).
Entsprechend fiihrt eine Mn-SOD-Defizienz zu einer erhéhten intrazellularen ROS-
Gesamtbelastung in EPC. Mechanistisch kann davon ausgegangen werden, dass sich
Superoxidmolekile intrazellular anreicherten und komplexe strukturelle und funktionelle
Auswirkungen auf EPC verursachten. Indessen kann die Mn-SOD-Defizienz weit-
reichende Konsequenzen flr den Stoffwechsel von ROS und deren Derivaten nach sich

ziehen. So ist bekannt, dass Superoxidmolekule zur Bildung von hochreaktiven
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Hydroxylradikalen beitragen (Halliwell, 1996). Es wird zudem spekuliert, dass
entsprechend den Untersuchungen von Reiter und Kollegen (2000) eine toxische
Peroxinitritbildung stattgefunden haben kénnte. Die noch zur Verfigung stehenden Mn-
SOD-Molekule konnten durch das veranderte intrazellulare ROS-Muster eine relevante
Funktionseinschrankung erfahren haben (Macmillan-Crow et al.,, 1996). Speziell
mitochondriale Strukturen bieten sich als Angriffsziel einer solchen oxidativen Belastung
an, weil sie topographisch sowie biochemisch eine sensible Position im ROS-
Stoffwechsel bekleiden (Ballinger et al., 2002). Potentiell sind dabei samtliche
mitochondriale Molekulklassen, insbesondere Nukleinsauren sowie Komponenten der
Atmungskette, gefahrdet. Uber eine Schadigung der mitochondrialen Membranintegritat
kann sich eine Beeintrachtigung des aeroben Energiestoffwechsels einstellen und tber
proapoptische Signalmolekule der Zelltod eingeleitet werden (Cadenas und Davies,
2000). Letztlich muss auf eine Einschrankung der Validitat der durchgefiihrten
Messmethodik eingegangen werden. ROS verfugen uber ein unterschiedliches Potential
zur Oxidierung von H2-DCF-DA. Untersuchungen Uber die Fahigkeit von Superoxid und
Hydroxylradikalen zur H2-DCF-DA-Oxidation lieferten dazu ein widerspruchliches Bild
(LeBel et al., 1992). Komplizierend tritt hinzu, dass auch eine ROS-unabhangige
Oxidation, beispielsweise durch Peroxidasen, stattfinden kann. Deswegen sollte die
Interpretation der vorliegenden ROS-Messungen mit leichter Vorsicht zur Kenntnis
genommen werden (Bonini et al., 2006). Die Ergebnisse sind dennoch dazu in der Lage,
eine ungefahre Dimension der oxidativen Belastung in Mn-SOD-defizienten EPC

aufzuzeigen.

5.2.2 Diskussion der Apoptose in Mn-SOD-defizienten EPC

Die Proteinanalysen haben gezeigt, dass eine sowohl effektive als auch konsequente
Mn-SOD-Expressionshemmung in EPC (Mn-SOD-siRNA) erzielt worden ist. Der
durchschnittliche Mn-SOD-Gehalt spezifisch transfizierter EPC (Mn-SOD-siRNA) betrug
23,52 % (Abb. 26) in Relation zur untransfizierten Kontrolle (Nativ EPC). In parallelen
Untersuchungen zum Apoptoseverhalten konnte kein damit einhergehender Unterschied

in signifikantem Ausmald herausgestellt werden (Abb. 25). Die Apoptoserate Mn-SOD-
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defizienter EPC (Mn-SOD-siRNA) erwies sich vergleichbar mit derer unspezifisch
transfizierter EPC (Ns-siRNA). Zwecks testinterner Plausibilitatsprufung erfolgte die
Bestimmung einer Positiv- und Negativ-Kontrolle. Die ermittelten Werte erlauben, die
Ergebnisse der Apoptosemessungen als valide anzunehmen. Die unveranderte
Apoptoserate Mn-SOD-defizienter EPC war insofern Uberraschend, als dass zuvor
erarbeitet werden konnte, dass diese einer erhohten intrazellularen ROS-Belastung
ausgesetzt sind. Aufgrund der Nahe zur Hauptquelle intrazellularer ROS-Bildung, der
Abwesenheit von Histonproteinen und dem Mangel an DNA-Reparatursystemen sind
mitochondriale DNA- und Proteinstrukturen besonders sensibel gegenuber oxidativer
Schadigung (Richter et al., 1988). Folglich wird zunachst in Erwagung gezogen, dass
eine relevante Beeintrachtigung mitochondrialer Funktion in den ROS-belasteten EPC
(Mn-SOD-siRNA) stattgefunden haben konnte. Offensichtlich hat die aufgetretene ROS-
Belastung bzw. eine mitochondriale Dysfunktion die Schwelle zur Induktion der
Apoptose jedoch nicht Uberschritten. Dies kann damit erklart werden, dass EPC durch
ihren Stammzellcharakter eine deutlich erhdohte Resistenz gegen ROS-induzierte
Apoptose aufweisen. Diese verdanken sie einer exklusiv hohen Ausstattung mit
antioxidativen Enzymen (Dernbach et al., 2004). Obwohl die Mn-SOD fir EPC dabei
eine herausragende Rolle spielt (He et al., 2004), kdnnte die Mn-SOD-defiziente EPC-
Population (Mn-SOD-siRNA) auf das erhéhte ROS-Aufkommen mit einer Uber-
expression alternativer antioxidativer Systeme reagiert haben. Ein solches Adaptions-
phanomen im Sinne einer Hormesis ist auf zellulare Ebene spezieslbergreifend
nachgewiesen worden (Calabrese und Baldwin, 2003). Intermittierende ,sub-
apoptotische® ROS-Belastungen kénnen demzufolge adaptive Reaktionen induzieren,
welche langfristig zu einer verbesserten zelluldren bzw. mitochondrialen Resilienz
gegenuber oxidativer Belastung fuhren. Dies kann sogar in einer Verlangerung der
Lebensspanne resultieren (Gems und Partridge, 2008; Schulz et al., 2007). Wasser-
stoffperoxid gilt als starker Stimulator der Apoptose (Simon et al., 2000). Dies wurde
auch fur EPC belegt (Dernbach et al., 2004). Die Signaltransduktionskaskade Uber die
Molekulachse Akt, FOXO4 und dem apoptoseinduzierendem Protein Bim vermittelt
dabei anti- bzw. proapoptotische Reize (Urbich et al., 2005). Demgegenuber verfigen
Superoxidanionen isoliert betrachtet nur Uber ein diskretes zytotoxisches Potential und

uben, je nach Zielmolekul, oxidierenden oder reduzierenden Einfluss aus (Fridovich,
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1995). Wie bereits erwahnt, liegt die Toxizitat der Superoxidanionen zumal in ihrer
Fahigkeit begrindet, in Reaktion mit Wasserstoffperoxid eine Oxidationskaskade mit
Generierung hochreaktiver Hydroxylradikale zu initiieren (Halliwell, 1996). Unter der
Annahme einer verminderten Wasserstoffperoxidgenerierung durch die Mn-SOD-
Suppression kdonnte dieser Mechanismus gedampft worden sein. Zusatzlich kénnte die
erhohte ROS-Gesamtbelastung in Mn-SOD-defizienten EPC durch eine Inaktivierung
von FOXO4 und einer daraus folgenden Expressionshemmung von Bim kompensiert
worden sein. In summa wurde dies die nahezu unveranderte Apoptoserate der Mn-SOD-

defizienten EPC erklaren.

5.2.3 Diskussion der Migrationsfahigkeit von Mn-SOD-defizienten EPC

Die Analysen zum migratorischen Potential haben aufgezeigt, dass Mn-SOD-defiziente
EPC eine Migrationseinschrankung von 56 %, verglichen mit unspezifisch transfizierten
EPC, erfahren haben. Parallele Untersuchungen zur Messung des relativen Mn-SOD-
Gehaltes haben ergeben, dass diese Einschrankung unter dem Umstand einer
deutlichen Mn-SOD-Defizienz von 29,48 % zustande kam (Abb. 28). Ohne siRNA
transfizierte EPC verhielten sich migratorisch fast identisch mit unspezifisch
transfizierten EPC (96,13 versus 100 %), wohingegen das migratorische Potential der
untransfizierten Population beide um den Faktor Zwei Uberstieg, in Bezug zu Mn-SOD-
defizienten EPC sogar um den Faktor Funf. Zweierlei lasst sich nun folgern. Die
Ergebnisse demonstrieren zum einen, dass der Transfektionsvorgang per se eine
Migrationseinschrankung bewirkt, welche um die GroRenordnung von etwa 100 %
anzusiedeln ist. Zum anderen geben sie einen deutlichen Hinweis darauf, dass die als
unspezifisch verwendete siRNA der Bedingung Ns-siRNA einen Effekt ausibt, welcher
vergleichbar mit dem einer siRNA-fehlenden Transfektion ist. Es wird vermutet, dass die
Mn-SOD-Suppression sowohl zu einer Erhdhung der intrazellularen ROS-Belastung
fuhrte, als auch eine Veranderung des ROS-Musters zur Folge hatte. Dies ware durch
niedrige Spiegel von Wasserstoffperoxid und hohen Spiegeln von Superoxidanionen
charakterisiert und war offensichtlich mit einer relevanten Beeintrachtigung des

migratorischen Potentials von EPC verbunden. In Einklang dazu steht die Erkenntnis,
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dass Wasserstoffperoxide essenziell fur die Adhasion an und Kommunikation mit EZM
sind. Exemplarisch dafur sei die oxidative Inhibition der FAK-Tyrosinphosphatase durch
Wasserstoffperoxide genannt. Diese werden durch den beschriebenen Mechanismus
dazu befahigt, eine Umstrukturierung des Aktinzytoskeletts sowie die Auspragung von
Fokalkontakten zu stimulieren (Chiarugi et al., 2003). Die erhohte ROS-Gesamt-
belastung im Allgemeinen, die verminderte, Mn-SOD-Defizienz-bedingte, Wasserstoff-
peroxidgenerierung im Besonderen, haben demnach eine substantielle Einschrankung

der migratorischen Fahigkeit fur EPC nach sich gezogen.

5.3 Conclusio: Schlussfolgerung und klinische Bedeutung

Unter Berlcksichtigung der Analysen zur ROS-Generierung und Apoptose einerseits,
zur Migrationsfahigkeit Mn-SOD-defizienter EPC andererseits, lasst sich Folgendes
resimieren: Ein Mangel der Mn-SOD flhrt zu einem kumulativ erhéhtem intrazellularem
ROS-Aufkommen in EPC. Diese war in der vorliegenden Untersuchung nicht mit einer
signifikanten Veranderung der EPC-Vitalitat verbunden. Es wird vermutet, dass sich das
intrazellulare ROS-Muster durch die Mn-SOD-Suppression zu Gunsten von Superoxid-
anionen und zu Ungunsten von Wasserstoffperoxid gewandelt hat. Der Grund flr das
nahezu unveranderte Apoptoseverhalten kdnnte in einer Uberexpression alternativer
antioxidativer Systeme bzw. in einer Dampfung proapoptotischer Signalwege liegen.
Eine Mn-SOD-Defizienz war in EPC mit einer signifikanten Einschrankung der
migratorischen Fahigkeit vergesellschaftet. Die Mn-SOD-Defizienz flhrte in den
untersuchten EPC zu einer signifikanten und relevanten funktionellen Beeintrachtigung.
Es lasst sich ein hypothetisches Modell konstruieren, in welchem der Mn-SOD
Bedeutung fur Adhasion und Differenzierung von EPC zukommt. Demzufolge schutzt die
Mn-SOD junge EPC vor oxidativem Stress und ist notwendig flir Migration sowie
interzellulare bzw. Zell-Matrix-Adhasion. Dies wurde zu der Arbeit von Passacquale und
Mitarbeitern (2008) an EPC passen, bei der eine Migrationsverbesserung durch den
Calciumantagonisten Nifedipin auf eine Expressionssteigerung der Mn-SOD zuruck-
gefuhrt werden konnte. Durch Interaktion mit dem Aktinzytoskelett wird die Ausreifung

von Adhasionsstrukturen in Gestalt von Tight Junctions und Fokalkontakten stimuliert.



73

Der vollendete Adhasionsvorgang endothelialer Progenitorzellen konnte mit einer Mn-
SOD-Expressiondampfung und der Differenzierung zur Endothelzelle einhergehen.
Diese ist durch ein vermindertes antioxidatives sowie migratorisches Potential
gekennzeichnet, gewinnt indes endothelzellspezifische Eigenschaften hinzu. Weiter
kann angenommen werden, dass die endotheliale Reifung neben einer Mn-SOD-
Expressionsdampfung die Erhohung intrazellularer ROS-Konzentrationen einschlief3t.
Die Mn-SOD wdrde folglich an der Koordination der Differenzierung einer EPC zur
adulten Endothelzelle aktiv involviert sein. Untersuchungen zum endothelialen
Differenzierungsprozess haben einen Redox-Regulationsmechanismus durch das
Protein MRP-1 aufgedeckt, welches fur den Efflux des oxidierten Glutathiondisulfids
insbesondere in Endothelzellen verantwortlich ist (Mueller et al., 2005 und 2010). Der
Suppression von MRP-1 folgte tierexperimentell eine Verminderung intrazellularer ROS-
Spiegel sowie die Verbesserung von EPC-Funktion und -Vitalitat. Es erscheint denkbar,
dass die Mn-SOD gegenlaufig zu MRP-1 exprimiert wird und dieses Zusammenspiel die
Funktion und Differenzierung von EPC koordiniert. Eine quantitative bzw. qualitative
Stimulation der Mn-SOD koénnte positiven Einfluss auf EPC-Funktion und -Dif-
ferenzierung nehmen und auf diese Weise neue antiatherogene bzw. atheroprotektive
Therapieoptionen erschlie3en. Vorraussetzung hierfur sind weitere Untersuchungen zur
Beleuchtung des Differenzierungsprozesses von EPC sowie die genaue Bedeutung der

verschiedenen ROS in diesem Rahmen.
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6 Zusammenfassung

Durch ihre Befahigung zur Endothelregeneration erfullen endotheliale Progenitorzellen
einen wichtigen Beitrag zur Gefallhomoostase. lhnen kommt daher eine wesentliche
Bedeutung in der Primar- sowie Sekundarprophylaxe der Atherosklerose und
Folgekrankheiten zu. Nachdem die Identifizierung dieser Zellentitat im Jahre 1997
gelang, wurden zahlreiche Untersuchungen durchgefuhrt, welche die zellbiologischen
Merkmale wie auch die (patho-) physiologische Bedeutung von endothelialen
Progenitorzellen klaren sollten.

Bislang ist hierbei die genaue Funktion des antioxidativen Enzyms Mangan-
Superoxiddismutase (Mn-SOD) fur endotheliale Progenitorzellen unzureichend geklart.
Die vorliegende Arbeit hat sich zum Ziel gesetzt, diesen Sachverhalt zu beleuchten.
Dazu wurden via RNA-Interferenz Mn-SOD-defiziente Progenitorzellpopulationen
generiert und auf die Parameter intrazellulare reaktive Sauerstoffspezies, Apoptose
sowie Migrationspotential untersucht. Die Analytik erfolgte mittels Dichlor-
fluoresceinmessung, einem Apoptose- und Migrationsassay. Als Kontrollen dienten
nicht- sowie unspezifisch-transfizierte endotheliale Progenitorzellen.

In Zusammenschau aller durchgefihrten Versuche konnte der Mn-SOD-Gehalt in
Progenitorzellen auf durchschnittlich 39,7 % (Standard error of the mean [SEM] = 11,00
%; p = 0,001) gedrosselt werden. Die Mn-SOD-Defizienz war mit einem schwach sig-
nifikanten Anstieg intrazellularer reaktiver Sauerstoffspezies um 57,95 % vergesell-
schaftet (SEM = 19,48 %; p = 0,059), wobei die Mn-SOD-Menge hier 55,89 % (SEM =
18,34 %; p = 0,095) betrug. Eine Differenzierung der reaktiven Sauerstoffspezies wurde
nicht durchgefuhrt. Es wird gemutmaldt, dass in erster Linie Superoxidanionen fir den
globalen Anstieg verantwortlich zu machen sind. Um den transfektionsbedingten
Apoptosestimulus auszugleichen, wurde die Vitalitat mit einer unspezifisch transfizierten
Kontrolle verglichen. In Relation dazu konnten in Mn-SOD-defizienten Progenitoren (Mn-
SOD-Gehalt 23,52 %; SEM 7,34; p = 0,002) eine Apoptoserate von 92,52 % (SEM =
13,53 %; p = 0,61) gemessen werden. Demnach liel3 sich kein signifikanter Unterschied

hinsichtlich Apoptose nachweisen.
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Indessen prasentierten endotheliale Progenitorzellen mit supprimierter Mn-SOD von
29,48 % (SEM = 6,05 %; p = 0,007) eine schwach signifikante Migrationseinschrankung
auf 43,84 % (SEM = 16,14 %; p = 0,074) in Relation zur unspezifisch-transfizierten
Population.

Es wird spekuliert, dass die Mn-SOD in juvenilen endothelialen Progenitorzellen eine
Funktion im Redoxhomodostasesystem bekleidet und Migrations- bzw. Adhasions-
vorgange im Rahmen des Differenzierungsprozesses zur adulten Endothelzelle
koordiniert. Als Steuerelemente dieses Prozesses bieten sich reaktive Sauerstoffspezies
an. Redox-Regulationsmechanismen sind am Beispiel des Multidrug resistance protein
1 beschrieben. Es erscheint denkbar, dass die Mn-SOD gegenlaufig zu diesem Protein
exprimiert wird und dieses Zusammenspiel Quantitdt und Qualitadt intrazellularer
reaktiver Sauerstoffspezies beeinflusst, woruber die Differenzierung von endothelialer
Progenitorzelle zur Endothelzelle koordiniert wird. Demnach wurde dieser
Differenzierungsprozess mit einer Mn-SOD-Expressionsdampfung einhergehen. Die
vollzogene experimentelle Mn-SOD-Suppression kdnnte somit einen physiologischen
Reifungsvorgang imitiert haben.

Ob sich hieraus neue atheroprotektive bzw. antiatherogene Therapiemdglichkeiten
ergeben, erscheint zum jetzigen Zeitpunkt unklar. Weitere Untersuchungen zu
Eigenschaften und Differenzierungsprozess in physiologischer und pathophysiologischer
Umgebung sowie Aufschliusselung der Bedeutung der verschiedenen reaktiven

Sauerstoffspezies sind hierfur notwendig.
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