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Apoptosis is a distinct form of cell death that has been under intensive investigations in the

past few years. Many signalling pathways were elucidated in cell-free systems or in intact

cells. But only little is known about apoptosis in cardiac and cardiovascular diseases.

Therefore, the aim of this study was to investigate apoptosis in various cardiac diseases: in

hyperlipidemia induced atherosclerosis, in acute rejected heart transplants, in ischemia and

reperfusion as well as in chronic hypoxia.

Atherosclerosis is the main contributor to myocardial infarction. Also hyperlipidemia is a

known major risk factor.

To investigate apoptosis in hyperlipidemia induced atherosclerosis, genetically induced

hyperlipidemia in Froxfield Heritable Hypercholesterolemic Rabbits (FFH, n=8) was

compared with New Zealand White rabbits either fed with a cholesterol diet (H, n=8,

0,25% cholesterol, 3% coconut oil) or with a normal diet (control, n=5) for 12 weeks. To

determine apoptosis DNA-laddering and immunohistochemical TUNEL-stainings were

performed. In advanced fibrous plaques of FFH rabbits apoptosis of vascular smooth

muscle cells (VSMCs) and macrophages (Mφs) correlated with a drastic 18-fold increased

expression of proapoptotic Bax. The antiapoptotic protein Bcl-2 remained unchanged. In

conclusion, apoptosis in advanced plaques seems to be a double edged sword: apoptosis of

VSMCs may lead to plaque rupture due to diminished collagen synthesis and following

myocardial infarction. In contrast, apoptosis of Mφ could induce plaque stabilisation.

Cholesterol diet did not induce morphological changes of the aortas in spite of elevated

serum cholesterol. A doubling of Bax expression was observed in endothelial cells,

indicating the induction of apoptosis in this cell type. Apoptosis of endothelial cells could

be an initial manifestation leading to endothelial dysfunction and subsequent plaque

development. The increased expression of Bax seems to correlate with elevated Low

Density Lipoprotein (LDL) levels in both models underlining the induction of apoptosis by

elevated serum LDL.



Heart transplantation is a common therapeutical option in the terminal stages of heart

failure. The most important complications are acute rejection and chronic vasculopathy of

the transplants.

To investigate apoptosis as an effector mechanism of acute rejection, the model of

allogenic heart transplantation from Wistar Furth to Lewis rats (n = 15) was used. These

hearts were rejected from 6 to 10 days after transplantation. Apoptosis in acute rejected

heart transplants was characterised by an enhanced (3-fold) expression of Bax. Bcl-2 was

completely degraded into a specific degradation product of about 17 kD. An RNase

protection assay with multiple probes revealed no transcriptional changes of mRNA levels

in acute rejected compared to control hearts. The posttranscriptional degradation of Bcl-2

was further analysed in a radioactive assay in vitro. The involvement of a serine protease

which is sensitive to nitric oxide (NO) and dithiotreitol (DTT) was eludicated. Apoptosis

and in particular the elevated ratio of proapoptotic Bax to antiapoptotic Bcl-2 could be

responsible for transplant rejection. In addition, the degradation of Bcl-2 could also

contribute to transplant rejection probably due to diminished antiapoptotic Bcl-2 levels or

by producing an apoptotic degradation fragment.

Myocardial infarction is either a consequence of atherosclerotic vessel occlusion or of

transplantation. Typically it is accompanied by a loss of cardiomyocytes. Ischemia/

reperfusion is an accepted model for myocardial infarction.

To investigate apoptosis in ischemia/reperfusion, hearts from male Wistar Furth rats were

perfused ex vivo in a Langendorff apparatus (n=6 per group; 30 minutes equilibration, 30

min. global ischemia, 30 min. reperfusion). Reperfusion, but not ischemia alone induced

apoptosis. Apoptosis was accompanied by the activation of caspase-3, a member of the

apoptosis inducing caspase-cascade (as determined by western blotting and a radioactive

assay in vitro).

In contrast to acute hypoxia in ischemia, chronic hypoxia in Wistar Furth rats (21 days

10% O2,  n=4) resulted in apoptosis of the hearts which was characterised by a doubling of

proapoptotic Bax and a halffold reduction of antiapoptotic Bcl-2. Thus the enhanced ratio

of Bax to Bcl-2 could be responsible for apoptosis in chronic hypoxia.

Myocardial diseases are often accompanied by a reduction of endogenous nitric oxide. The

role of nitric oxide in apoptosis is discussed controversially.

The physiological relevance of antiapoptotic NO-effects was demonstrated in ischemia/

reperfusion experiments. Inhibiting the endogenous NO-synthase in ischemia/reperfusion

with its competitive inhibitor L-NG-Monomethyl-L-arginine (LNMMA, 1 mM) potentiated



apoptosis. In addition, caspase-3 was activated suggesting protective effects of the

endogenous NO production due to an inhibiting interference with caspase-3.

These results were underlined by the observations that hearts of endothelial nitric oxide

synthase (eNOS)-knockout-mice (n=2 per group) showed apoptosis, which correlated

with an elevated Bax expression.

All taken together, apoptosis was demonstrated in all models under investigation.

Apoptosis shows specific characteristic features in the distinct cardiac/cardiovascular

diseases providing future targets for prevention and therapy.

Proatherosclerotic and proinflammatoric factors are known to inhibit endogenous NO

release. Therefore, the regulation of eNOS protein synthesis in response to tumour necrosis

factor α (TNFα) in the presence of cycloheximide (CHX, an inhibitor of protein synthesis)

was analysed in human umbilical vein endothelial cell cultures (HUVEC). The apoptotic

stimuli TNFα/CHX resulted in the proteolysis of eNOS. The diminished eNOS protein

levels were accompanied by a reduced enzyme activity suggesting an antiapoptotic function

of  the endogenous NO synthesis. Inhibition of the proteasome with ZLLLH, a proteasome-

specific inhibitor, only reversed eNOS proteolysis induced by TNFα/CHX indicating the

involvement of a protein which is interacting with eNOS. eNOS itself seems not to be

degraded by the proteasome, because ZLLLH had no effect on TNFα induced degradation.

In conclusion, these results suggest the presence of a protective eNOS associated protein

which is degraded by TNF/CHX leading to a subsequent degradation of eNOS. The

chaperone Hsp90 could be such an eNOS interacting protein. However, in our system we

could not observe a significant role of HSP70 or Caveolin-1 in eNOS degradation.

Immunoprecipitation studies revealed the involvement of an eNOS interacting protein of

around 70 kD molecular weight. This protein has still to be identified.

In summary, nitric oxide, especially derived from eNOS, seems to be protective against

apoptotic cell death. Elucidating the mechanisms leading to a decreased NO production by

the eNOS could help to explain pathological disorders of the cardiovascular biology.
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1 EINLEITUNG

Herz-Kreislauf-Erkrankungen, wie die Atherosklerose oder Herzinsuffizienz stellen mit ca.

50% der Todesfälle die häufigste Todesursache dar. Der Aufklärung der zugrunde-

liegenden pathophysiologischen Mechanismen kommt deshalb eine große Bedeutung zur

Entwicklung präventiver und therapeutischer Maßnahmen zu.

In den letzten Jahren wird zunehmend eine Beteiligung der Apoptose in Herzerkrankungen

diskutiert. Das Auftreten von Apoptose konnte z.B. in atherosklerotischen Plaques, beim

Myokardinfarkt und bei Herzversagen als Folge der Herztransplantation [52, 61, 75, 133]

gezeigt werden. Daher sollte im Rahmen der vorliegenden Arbeit die Apoptose in

� der durch Hyperlipidämie induzierten Atherosklerose,

� der akuten Abstoßung von Herztransplantaten,

� bei Ischämie und Reperfusion sowie

� bei chronischer Sauerstoffunterversorgung in der Hypoxie untersucht werden.

Atherosklerose

Die Atherosklerose ist die häufigste Ursache für einen Herzinfarkt. Die Pathogenese der

Atherosklerose stellt einen mehrere Jahrzehnte andauernden Prozeß dar, der schon im

Kindesalter beginnt. Die Pathogenese der Atherosklerose teilt man in unterschiedliche

Stadien der Plaqueentwicklung nach dem "Committee on Vascular Lesions of the Council

on Arteriosclerosis" der Amerikanischen Herz Gesellschaft ein ([164], siehe Tab.1). Diese

reicht von der intimalen Verdickung im Kindesalter bis hin zu komplizierten Läsionen, die

das Gefäß einengen, ab dem 4. Lebensjahrzehnt.
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Tabelle 1: Einteilung der atherosklerotischen Läsionen (nach Stary, 1995 [164]): VSMC =
vaskuläre glatte Muskelzellen, MΦ = Makrophagen

Läsionentyp Bezeichnung Kennzeichen

Typ I Intimale

Verdickung

Adaptive intimale Verdickung durch Proliferation

glatter Muskelzellen auf mechanische Einflüsse

Typ II Fettstreifen Einlagerung von Schaumzellen (MΦ und VSMC) in

die verdickte Intima

Typ III Prä-Atherom Kleine Areale extrazellulärer Lipide

Type IV Atherom Lipidakkumulation zu einer großen Kernregion

• Typ Va

• Typ Vb

• Typ Vc

Fibro-Atherom Fibröse Plaqueverdickung mit Lipidakkumulation

Kalzifizierte Atherome

fibröse Atherome ohne Lipid- und Kalzium-

akkumulation

Typ VI Komplizierte

Läsion

Thrombus-und Hämatombildung nach Plaqueruptur

Die Bildung atherosklerotischer Läsionen wird durch die Verletzung oder die Dysfunktion

des Endothels ausgelöst. Durch die Aktivierung oder Schädigung von Endothelzellen

kommt es u.a. zur Thrombozytenadhäsion und –aggregation. Die Sezernierung von

Wachstumsfaktoren, wie PDGF (Platelet derived growth factor), hat die Proliferation

intimaler glatter Muskelzellen zur Folge, woraus die Gefäßwandverdickung durch Bildung

einer Neointima resultiert. Andererseits verursachen Endothelläsionen eine Permeabilitäts-

steigerung der Gefäßwand, die neben einer erhöhten Expression von Adhäsionsmolekülen

zur Einwanderung von Makrophagen und Leukozyten und nachfolgend zu einer

inflammatorischen Reaktion führen kann.

Die Hypercholesterinämie gilt neben dem Rauchen, der Hypertonie und dem Diabetes

mellitus als wichtiger Risikofaktor für die Atheroskleroseentstehung [128, 176]. Besonders

dem Low Density Lipoprotein (LDL) wird atherogene Wirkung zugeschrieben.

Physiologisch kann LDL durch reaktive Sauerstoffspezies oder Enzyme, die aus dem

umgebenden Gewebe freigesetzt werden, zu oxLDL oxidiert werden. Infiltrierende

Makrophagen, welche durch Internalisierung von oxLDL über die Scavenger-Rezeptoren
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[23] und der daraus resultierenden intrazellulären Lipidansammlung zu Schaumzellen

werden, sezernieren pro-inflammatorische, -thrombische und -atherogene Substanzen.

Durch die Freisetzung von Zytokinen kommt es zur Proliferation vaskulärer glatter

Muskelzellen. Die zunächst kleinen Areale extrazellulärer Lipide akkumulieren mit

zunehmender Progression der Atherosklerose zu einem Lipidkern. Kalziumeinlagerungen

können dann zum fortgeschrittenen Plaque führen, der das Gefäß massiv einengt (Review,

siehe Referenz [148]). In Folge einer Plaqueruptur kann es dann zu einer Thrombusbildung

und nachfolgend zum Gefäßverschluß kommen, aus dem wiederum Ischämie des

umliegenden Gewebes resultiert, was im Infarkt endet.

Verschiedene Untersuchungen der letzten Jahre konnten an humanen Atheroektonomien

das Vorhandensein von Apoptose in atherosklerotischen Plaques zeigen [52, 61, 67, 108].

Zudem zeigten glatte Muskelzellen (VSMCs) aus Plaques in der Zellkultur eine höhere

Rate von Spontanapoptose im Vergleich zu VSMCs aus normalen Gefäßen auf [12]. Die

Bedeutung der Apoptose in der Pathogenese der Atherosklerose ist jedoch noch unklar.

Herztransplantation

Die Herztransplantation stellt eine etablierte, lebensverlängernde Therapie von Herz-

erkrankungen im Endstadium dar. Dabei bestehen die bedeutendsten Komplikationen in

der akuten Transplantatabstoßung und der chronischen Transplantatdysfunktion als

Resultat der Transplantatatherosklerose. Die Aufklärung zugrundeliegender Mechanismen

könnte zu einem verlängerten Transplantatüberleben und einer verbesserten Prognose für

den Patienten beitragen.

Neben den bekannten Komplikationen der Herztransplantation weisen neuere Befunde auf

die Beteiligung der Apoptose an diesen Mechanismen hin. So konnte Apoptose bei

Herzversagen als Folge von Transplantation gezeigt werden [133]. Ebenso wurde in der

akuten Abstoßung von Herztransplantaten Kardiomyozyten-Apoptose beschrieben [79,

167, 168]. Bei der akuten Abstoßung handelt es sich zumeist um die durch zytotoxische T-

Lymphozyten (CTL) vermittelte Apoptose, die hauptsächlich über das Fas/Fas-Ligand-

und das Granzyme B/Perforin-System vermittelt werden. Sowohl in der humanen Herz-

transplantation [32] als auch in verschiedenen Tiermodellen [79, 125] konnte zudem eine
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Erhöhung des Fas-Liganden sowie von Granzyme B und Perforin bei gleichzeitiger

Detektion von DNA-Fragmentierung in Zielzellen der akuten Abstoßung allogener Herz-

transplantate nachgewiesen werden, während CTLs Granzyme B-defizienter Mäuse keine

Apoptose in Zielzellen induzieren konnten [161].

Ischämie und Reperfusion / Hypoxie

Eine Folge des atherosklerotischen Gefäßverschlusses oder der Transplantation stellt die

Ischämie dar, die durch verminderte Sauerstoff- (Hypoxie) und Nährstoffzufuhr zu

Arrhythmien, Kontraktilitätsverlust, Störungen des Membranpotentiales und zu Gewebs-

untergang durch Nekrose und daraus resultierendem Organfunktionsverlust führen kann.

Durch die Hypoxie kommt es zur Umstellung auf anaeroben Metabolismus. Dies induziert

eine zelluläre ATP-Depletion, die durch verminderte Aktivität von ATPasen und erhöhten

oxidativen Streß in der intrazellulären Ca2+-Akkumulation resultiert. Vermehrte Lactat-

Produktion führt zu einer Azidose, wodurch zusätzlich zur Ca2+-Akkumulation pH-

abhängige Enzyme (wie z.B. Endonukleasen, die DNA-Fragmentierung bewirken)

aktiviert werden können. Dabei kommt es zu Apoptose und Nekrose. Die Wieder-

herstellung der Organversorgung durch reperfundierende Maßnahmen stellt eine wichtige

Therapie dar. Allerdings wirft die das Organ rettende Reperfusion die Probleme der

sogenannten Reperfusionsschäden auf, wobei es u.a. aufgrund der Reoxygenierung zur

Freisetzung von Sauerstoffradikalen und der gesteigerten Adhäsion von neutrophilen

Granulozyten durch eine inflammatorische Reaktion zu massiven Schädigungen des

Organes kommen kann (Review, siehe Referenzen [98, 162]).

Nachdem man beim Myokardinfarkt zunächst von Zelltod durch Nekrose ausging, der aus

einem Zusammenbruch des zellulären Energiemetabolismus und Plasmamembranruptur

resultierte, konnte in den letzten Jahren, vor allem in der Reperfusion, auch eine

Beteiligung der Apoptose gezeigt werden [9, 75, 154]. In vitro konnte durch Hypoxie

Apoptose von Kardiomyozyten induziert werden [147, 171]. Verschiedene Studien zeigen,

daß Apoptose in durch Ischämie induzierten Reperfusionsschäden in vivo vorkommt [56,

80]. Die zugrundeliegenden Mechanismen sind jedoch noch weitgehend unklar.



1 Einleitung                                                                                                                                          5 

1.1 Signaltransduktion der Apoptose

Es werden zwei Formen des Zelltodes unterschieden: Nekrose und Apoptose. Der

nekrotische Zelltod ist durch Schädigungen ganzer Gewebsregionen gekennzeichnet und

weist die typischen Merkmale der Zellschwellung, gefolgt von Autolyse der Zelle mit

Membranruptur und daraus resultierender Enzymfreisetzung auf [25].

Im Gegensatz zur Nekrose erfolgt die Apoptose durch gerichtete Aktivierung von

Signaltransduktionswegen, die zum programmierten Tod einer einzelnen Zelle mit

charakteristischer DNA-Fragmentierung in Mono- und Oligonukleosomen, Chromatin-

Kondensation, Ruptur der Nukleusmembran, Schrumpfen der Zelle und Membran-

ausstülpungen führt [82, 160]. Diese werden durch Phagozytose von den Nachbarzellen

eliminiert, ohne eine inflammatorische Antwort auszulösen [34]. Die Signale für die

Phagozytose werden dabei hauptsächlich über den Phosphatidylserinrezeptor [14, 44],

CD14 [34] und den Vitronectinrezeptor [60, 155] vermittelt. Physiologisch ist die

Apoptose von Bedeutung bei der Embryogenese und Organentwicklung, der Kontrolle der

Zellzahl sowie bei der Elimination einzelner abnormaler, geschädigter Zellen und nicht

mehr benötigter Strukturen. Ineffektive oder fehlende Elimination von malignen oder

autoreaktiver Zellen durch Apoptose dagegen kann zur Entwicklung von Autoimmunität

(AIDS) und Tumoren führen [172].

Für die Apoptoseinduktion werden verschiedene Signaltransduktionswege beschrieben, die

durch hochkonservierte Genprodukte der Nematode Chaenorhabditis elegans (c. elegans),

nämlich die „Cell death genes“ (CED) CED-3, CED-4 und CED-9, reguliert werden [41].

In Säugetieren wird die Apoptose hauptsächlich durch die Caspasen, Homologe zu CED-3,

Apaf-1 („apoptotic protease-activating factor“, homolog zu CED-4) und die Bcl-2 Familie

(homolog zu CED-9) reguliert (Review, siehe Referenzen [2, 7]).

Caspasen

Bis heute wurden 11 für Säugetiere relevante Caspasen identifiziert (Tab.2). Die

vereinheitlichende Nomenklatur „Caspasen“ wurde 1996 von Alnemri et al. [3]
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vorgeschlagen, wobei „C“ für Cysteinprotease steht und „aspase“ für die den Caspasen

charakteristische Eigenschaft, Substrate hinter einem Asparagin zu schneiden.

Tabelle 2: Einteilung der humanen Caspasen-Protease-Familie in Subfamilien

Subfamilie Familienmitglieder Andere Bezeichnungen

Caspase-1 Caspase-1
Caspase-4
Caspase-5
Caspase-13

ICE
ICErel-III, TX, ICH-2
ICErel-III, Ty
ERICE

Caspase-2 Caspase-2
Caspase-9

ICH-1
Mch-6, ICE-LAP6

Caspase-3 Caspase-3
Caspase-6
Caspase-7
Caspase-8
Caspase-10

CPP32, Yama, Apopain
Mch-2
Mch-3, ICE-Lap3, CMH-1
MACH, FLICE, Mch-5
Mch-4

Die Caspasen werden in einer proteolytischen Kaskade aktiviert, wobei das inaktive

Proenzym unter Abspaltung der Prodomäne in eine größere und eine kleinere Untereinheit

gespalten wird, welche durch Heterodimerisierung das katalytisch aktive Enzym bilden

[126]. Durch Aktivierung der Caspase-8 wird die Caspase-Kaskade gestartet [7]. An deren

Ende steht die proteolytische Aktivierung der Caspase-3, deren Spaltung in p17 und p12

eine Rolle als finaler Apoptose-Exekutor spielt. Über Spaltung von DNA fragmentierenden

Faktor (DFF, [103]) und Aktivierung der Caspase-3-abhängigen DNase I (CAD, [42])

wird die Fragmentierung der chromosomalen DNA initiiert. Inhibierende proteolytische

Spaltung der Poly-(ADP-Ribose)-Polymerase (PARP) verhindert gleich-zeitig DNA-

Reparaturmechanismen [102].

Bcl-2 ähnliche Proteine

Die heterogene Bcl-2 Familie setzt sich aus verschiedenen pro- und antiapoptotischen

Proteinen zusammen [94, 144]. Die Proteinsequenz der Bcl-2-Familie weist vier konser-

vierte Bcl-2-Homologie-Domänen (BH-Domänen) und eine Transmembran-Domäne (TM,

siehe Tab. 3), die für die Membranverankerung verantwortlich ist, auf [141].
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Tabelle 3: Einteilung der Bcl-2-Familie in Säugetieren: Einteilung der pro- und antiapopto-
tischen Familienmitglieder nach Subfamilien. BH1 bis BH4 sind hochkonservierte Bcl-2-
Homologie-Domänen, TM ist die für die Membranverankerung verantwortliche Transmembran-
domäne (nach Adams 1998, [2]).

Wirkung Subfamilie Mitglieder Konservierte Domänen

Anti-
apoptotisch

Bcl-2 Familie Bcl-2
Bcl-xL

Bcl-w
Mcl-1
A1

BH1, BH2, BH3, BH4, TM
BH1, BH2, BH3, BH4, TM
BH1, BH2, BH3, BH4, TM
BH1, BH2, BH3,           TM
BH1, BH2,

Pro-
apoptotisch

Bax-Familie Bax
Bak
Bok

BH1, BH2, BH3,           TM
BH1, BH2, BH3,           TM
BH1, BH2, BH3,           TM

BH3-Familie Bik
Blk
Hrk
BNIP3
BimL

Bad
Bid

                   BH3,           TM
                   BH3,           TM
                   BH3,           TM
                   BH3,           TM
                   BH3,           TM
                   BH3,           TM
                   BH3

Den proapoptotischen Bcl-2 Familienmitgliedern fehlt die BH4-Domäne, was auf ihre

Bedeutung für die antiapoptotische Wirkung schließen läßt. Für die proapoptotische

Funktion scheint die BH-3-Domäne von besonderer Bedeutung zu sein, da die Proteine der

neuen, stetig wachsenden proapoptotischen BH3-Familie (wie z. B. Bik [62] und Hrk [72])

nur noch die BH3-Domäne aufweisen. Die Domänen BH1-BH3 scheinen die

Dimerisierung zu beeinflussen. Die genaue Bedeutung der einzelnen BH-Domänen ist

jedoch noch nicht vollständig aufgeklärt.

Die einzelnen Bcl-2 Familienmitglieder können Homo- und Heterodimere bilden, wodurch

die Apoptoseinduktion moduliert werden kann. Das Verhältnis von antiapoptotischen Bcl-

2 zu proapoptotischen Bax scheint kritisch für das Zellüberleben zu sein. Wie die Bcl-2-

Familienmitglieder Apoptose modulieren, ist noch nicht vollständig geklärt.

Für das antiapoptotische Bcl-2 wurden folgende Funktionen identifiziert:

� antioxidativen Wirkung [71],

� Hemmung proapoptotischer Bcl-2-Mitglieder durch Heterodimerisierung [92, 179],

� Aufrechterhaltung des Membranpotentiales [157],

� Hemmung der Freisetzung mitochondrialer proapoptotischer Proteine (wie Cytochrom

C [1, 86, 180],
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� Inaktivierung des proapoptotischen Apaf-1/Caspase-9-Komplexes [181].

Die proapoptotische Wirkung von Bax wird neben der Heterodimerisierung mit

antiapoptotischen Bcl-2 Familienmitgliedern durch die Bindung an den permeability

transition pore complex erklärt, wodurch die Membranpermeabilität steigt [114], das

Membranpotential reduziert wird [134] und mitochondriale Proteine, wie Cytochrom C

[134, 151], freigesetzt werden.

p53

Neben den Caspasen und der Bcl-2 Familie stellt p53 ein wichtiges Apoptose-

modulierendes Protein dar. p53 ist das am häufigsten mutierte Protein in Tumoren. Als

„Wächter des Genoms“ moduliert p53 als transkriptioneller Regulator die Zellantwort auf

DNA-Schädigungen – Reparatur geschädigter Gene oder Induktion von Apoptose (Abb.

1). DNA-Schädigungen induzieren über p53 den Zellzyklus-Arrest, um Reparaturprozesse

zu initiieren [99, 135] oder Apoptose auszulösen. p53 bewirkt den Stillstand des Zellzyklus

am G1 Checkpoint (durch Induktion von p21-Genexpression) oder am G2 Checkpoint

(durch Induktion von 14-3-3σ, [70]). Dadurch wird der Übergang in die DNA-Synthese-

Phase (S-Phase) bzw. der Übergang der abgeschlossenen S-Phase in die Mitose gehemmt.

Gleichzeitig induziert p53 GADD45, welches DNA-Reperaturmechanismen bewirkt. Über

Aktivierung der Caspasen und Bax [120, 122] sowie über Repression von Bcl-2 [120, 121]

induziert p53 Apoptose. Die Beteiligung von p53 in der Apoptose kardio(-vaskulärer)

Erkrankungen wird kontrovers diskutiert.
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Abb. 1: p53 moduliert die Zellantwort auf DNA-Schäden. Über Induktion von Zellzyklusgenen
wird der Zellzyklus angehalten, um geschädigte DNA zu reparieren. Sind die Schäden zu groß,
induziert p53 Apoptose über Modulation wichtiger Genen, wie Bcl-2 und Bax.

Modulation der Apoptose durch Caspasen, Bcl-2 ähnliche Proteine und p53

Die beschriebenen Proteinfamilien (Caspasen, Bcl-2-Familie und p53) interagieren, wie in

Abbildung 2 dargestellt, miteinander, um die Apoptose zu modulieren.

Abb. 2: Modulation der Apoptose durch Caspasen, Bcl-2 ähnliche Proteine und p53.
∆ψm  = mitochondriales Transmembranpotential.
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1.2 Stickstoffmonoxid, NO-Synthasen und Apoptose

Das kurzlebige Radikal Stickstoffmonoxid (NO) ist ein wichtiger physiologischer

Mediator mit vielfältigen biologischen Funktionen, wie die Vermittlung der Vaso-

dilatation, die Hemmung der Plättchen-Aggregation [123, 127] und die Reduktion der

Leukozyten-Adhäsion [123]. Die Produktion großer NO-Mengen durch die induzierbare

NO-Synthase (iNOS) dagegen hat zytotoxische Wirkung und spielt eine wichtige Rolle in

der unspezifischen Immunabwehr gegen Bakterien ([57], siehe auch Tab. 4).

NO entsteht bei der Umsetzung von L-Arginin in L-Citrullin durch die NO-Synthasen. Die

Familie der NO-Synthasen setzt sich aus drei verschiedenen Isoformen zusammen (Tab.

4): die neuronale NO-Synthase (nNOS, NOS I), die induzierbare NO-Synthase (iNOS,

NOS II) und die endotheliale NO-Synthase (eNOS, NOS III). Die Familie der NOS-

Synthasen wird in die Subfamilien der konstitutiven NOS und der induzierbaren NOS

unterteilt. Die Calzium/Calmodulin-abhängige schnelle Aktivierung der konstitutiven NOS

resultiert in der Produktion kleiner NO-Mengen, welche z.B. Vasodilatation und Plättchen-

aggregation modulieren. Dagegen ist für die durch Zytokine induzierte Aktivierung der

induzierbaren NOS die mehrere Stunden benötigende Proteinneusynthese notwendig,

woraus aber die Produktion großer Mengen NO zur Immunabwehr resultiert [21, 48, 139].

Tabelle 4: Einteilung der NO-Synthasen. EC = Endothelzellen, VSMC = vaskuläre glatte
Muskelzellen, MΦ = Makrophagen, Ca = Calzium, CaM = Calmodulin.

Subfamilie Isoformen Vorkommen Funktion Aktivierung NO-
Menge

Konstitutive
NOS

Neuronale
NOS
(nNOS)

Neuronen,
Epithel-,
Mesangial-,
Skelettmuskel
-zellen

Neurotransmitter

schnell, keine
Neusynthese
notwendig, pmol

Endotheliale
NOS
(eNOS)

EC, VCMC • Vasodilatation,
• hemmt Plättchen-
aggregation/-adhäsion
• hemmt VSMC-
Proliferation

Ca/CaM-
abhängig

Induzierbare
NOS

Induzierbare
NOS
(iNOS)

VSMC, MΦ,
EC

Immunabwehr Ca/CaM-unabh.,
langsam, da Neu-
synthese
notwendig

nmol
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Allen Isoformen der NO-Synthasen ist die Grundstruktur gemeinsam (Abb. 3): die

Oxygenase-Domäne, bestehend aus Häm-/L-Arginin und Tetrahydrobiopterin-Domänen,

und die Reduktase-Domäne, bestehend aus FMN-, FAD- und NADPH-Domänen, werden

durch die Kalzium/Kalmodulin-Bindungsdomäne verbunden.

Das Dimer des Enzymes bildet zusammen mit den Coenzymen Tetrahydrobiopterin (BH4),

Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat (NADPH), Flavinmononukleotid (FMN) und

Flavin-adenin-dinukleotid (FAD) sowie mit Häm den katalytisch aktiven Komplex. Die für

die NO-Synthasen einzigartige Myristoylierungssite der eNOS unterscheidet sie von den

anderen NO-Synthasen. Durch die posttranslationale Acylierung liegt die eNOS haupt-

sächlich an Membranen gebunden vor.

Abb. 3: Grundstruktur der verschiedenen Isoformen der NO-Synthasen. Die Bidomänen-
struktur ist allen Isoformen gemeinsam. Die iNOS unterscheidet sich von der konstitutiv
exprimierten nNOS und eNOS durch die Ca/CaM-Unabhängigkeit. Die eNOS besitzt im Gegensatz
zu den anderen Isoformen eine Myristoylierungssite (= myr), welche für die Membranverankerung
verantwortlich ist.

Obwohl die eNOS konstitutiv exprimiert ist, konnte in den letzten Jahren gezeigt werden,

daß sie nicht nur auf Proteinebene, sondern auch transkriptionell reguliert werden kann

[146]. Erhöhte Schubspannung des Blutes  induziert die eNOS-Expression [129]. Ebenso

NH2 COOHHäm/L-Arginine CaM FMN FAD NADPH

COOHNH2

COOHNH2

myr

Oxigenase-Domäne Reduktase-Domäne

BH4

nNOS

iNOS

eNOS
Häm/L-Arginine CaM FMN FAD NADPHBH4

Häm/L-Arginine CaM FMN FAD NADPHBH4
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beeinflußt die Zelldichte die eNOS-Expression: konfluente, ruhende Endothelzellen

exprimieren geringere Mengen eNOS-mRNA im Vergleich zu proliferierenden,

subkonfluenten Endothelzellen [6]. OxLDL [101], TNF-α [185] und Hypoxie [97, 107]

dagegen vermindern die Menge der eNOS-Transkripte.

Die Rolle von NO auf die Apoptose-Signaltransduktion wird kontrovers diskutiert. Initial

wurde gezeigt, daß NO Apoptose in verschiedenen Zelltypen induziert [49, 53, 130, 137,

187]. Im Gegensatz dazu zeigen neuere Studien anti-apoptotische  Effekte von NO [35, 36,

111]. Diese gegensätzlichen Befunde lassen sich durch dosisabhängige Effekte von NO auf

die Apoptose erklären, da gezeigt werden konnte, daß niedrige Konzentrationen an NO

protektive Effekte auf die durch TNF-α induzierte Apoptose in HUVEC hatten, während

hohe Dosen zytotoxisch und proapoptotisch wirkten [59]. In Kardiomyozyten konnte

gezeigt werden, daß Transfektion mit endothelialer NO-Synthase (eNOS) die Apoptose

reguliert [81]. Die Induktion der iNOS in Myokard-Infarkt scheint für Kardiomyozyten-

Apoptose verantwortlich zu sein [165]. Im Gegensatz dazu demonstrieren andere Studien

protektive Effekte von NO auf Kardiomyozyten-Apoptose. Es wurde gezeigt, daß NO-

Donoren gegen Streßinduzierte Apoptose schützen. Gabe bzw. Infusion von L-Arginin,

dem Substrat der NO-Synthase oder NO-Donoren verlängerten zudem das Kardio-

myozyten-Überleben [55, 132].
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2 PROBLEMSTELLUNG

Die Bedeutung der Apoptose und die zugrundeliegenden Mechanismen in verschiedenen

pathophysiologischen Zuständen des Herzens sind noch weitgehend ungeklärt und es bleibt

zu zeigen, daß die Apoptose-Signaltransduktion ähnlich reguliert wird, wie aus in vitro-

Versuchen bekannt ist. Deshalb sollte die Apoptose in verschiedenen Tiermodellen

kardialer Erkrankungen untersucht werden, um Hinweise auf die zugrundeliegende Signal-

transduktion, durch Analyse der Bcl-2 Familienmitglieder Bcl-2 und Bax, der finalen

Exekutor-Caspase Caspase-3 oder p53 zu bekommen:

1. Charakterisierung der Apoptose in der Atherosklerose: Beteiligung der Apoptose in

der genetischen und durch Diät induzierten Hyperlipidämie in Kaninchen unter

Verwendung von „Froxfield Heritable Hypercholesterolemic“-Kaninchen sowie

Wildtyp-Kaninchen, die mit einer Cholesterin-Diät gefüttert wurden.

2. Untersuchung der Apoptose in der akuten Abstoßung von allogenen Herztrans-

plantaten in Ratten am heterotopen Modell Wistar Furth zu Lewis.

3. Untersuchung der Apoptose in Ischämie und Reperfusion ex vivo in Langendorff-

Rattenherzen sowie Untersuchung der Apoptose in der chronischen Hypoxie in vivo

an Ratten.

4. Neben den bekannten physiologischen Funktionen von NO konnte auch eine Betei-

ligung an der Modulation der Apoptose gezeigt werden. Die Bedeutung von NO wird

dabei noch kontrovers diskutiert. Da Zellkulturversuche protektive Effekte von NO

auf Apoptose, die z.B. durch TNF-α und AngII induziert wurde [36, 35], zeigten, sollte

deren physiologische Relevanz überprüft werden:

� Bedeutung der endogenen NO-Synthese auf die Ischämie/Reperfusions-induzierte

Apoptose durch Supplementierung der Perfusionslösung mit dem kompetitiven NO-

Synthase-Inhibitor L-NG-Monomethyl-L-Arginin (LNMMA).

� Charakterisierung der Bedeutung des endogen freigesetzten NO auf die Apoptose-

induktion in Herzen von NO-Synthase-Knockout-Mäusen.

Da proatherosklerotische und proinflammatorische Faktoren die NO-Freisetzung hemmen

können, sollte die Regulation der Proteinexpression der eNOS durch TNF-α in der

Endothelzellkultur (HUVEC) untersucht werden.
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 Tiermodelle

3.1.1 Haltung der Tiere

Die Haltung der Tiere erfolgte nach ethischen Richtlinien in einem abgeschlossenen

Tierstall mit standardisierten Bedingungen (künstlichen Licht mit Hell-/Dunkelphasen

(12:12 Stunden) und 25°C Raumtemperatur) in Standardkäfigen (1 Kaninchen, 3 Ratten

bzw. 5 Mäuse pro Käfig) bei freiem Zugang zu Futter und Wasser (Ausnahme: Kaninchen,

da hier die Futteraufnahme kontrolliert wurde, um eine gleiche Futteraufnahme zu

erreichen). Die Kaninchen und Ratten wurden von Harlan bezogen, die C57BL/6-Mäuse von

Jackson Laboratories, die NO-Synthase-Knockoutmäuse von Dr. Ed Shesely und Dr. Oliver

Smithies, Departement of Cardiothoracic Surgery, University of Virginia. Die

Hyperlipidämie-, Transplantations- und Hypoxiemodelle wurden durch die

Ethikkommission genehmigt.

3.1.2 Genetische- und Fütterungsinduzierte Hyperlipidämie in Kaninchen

Zur Untersuchung der Bedeutung von Apoptose in atherosklerotischen Plaques wurden

folgende Gruppen von Kaninchen (2-3 kg) untersucht:

1. Kontrolltiere: „New Zealand White Rabbits“ mit normaler Diät (Standardfutter von

Albonun) für 12 Wochen (n=5)

2. Fütterungsinduzierte Hyperlipidämie (=H): New Zealand White Rabbits mit

Cholesterin-Diät für 12 Wochen (n=8, 0,25% Cholesterol, 3% Kokosnuß-Öl)

3. Genetisch-induzierte Hyperlipidämie (=FFH): „Froxfield Heritable

Hypercholesterolemic Rabbits“ mit normaler Diät für 12 Wochen (n=8).

Bei den genetisch veränderten Kaninchen handelt es sich um eine Kreuzung aus „Watanabe

Heritable Hypercholsterolemic Rabbits“ (WHH, fibröse Plaques ohne Kalzifizierungen und

Schaumzelleneinlagerung) mit „Half loop Rabbits“ (LDL-Rezeptor-Defizienz). Diese

Kreuzung hat den Vorteil, daß sie im Vergleich zu WHH-Kaninchen weniger letal sind und

fibröse Plaques entwickeln, die denen in Patienten ähnlich sind.

Nach Ablauf der 12 Wochen wurde den Kaninchen Blut entnommen, um Serumlipide (siehe

Punkt 3.5) zu bestimmen. Danach wurden die Tiere sakrifiziert und die Aorten explantiert.
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Für DNA- und Proteinanalysen wurden die Explantate in flüssigem Stickstoff schock-

gefroren, bei -80°C gelagert und, wie unter Punkt 3.3.1.1 bzw. 3.6.1.1 beschrieben,

aufgearbeitet. Für die immunhistochemischen Analysen wurden die Aorten in 4% PBS-

gepufferten Formaldehyd fixiert und in Paraffin eingebettet.

3.1.3 Akute Abstoßung in der allogenen Herztransplantation an Ratten

Es wurde das Wistar-Furth zu Lewis heterotope Herztransplantationsmodell verwendet

[158]. Dies beinhaltet einen MHC Klasse I und II Mismatch und ist dadurch vollständig

allogen. Die heterotope Transplantation der Herzen männlicher gewichtsdefinierter Wistar-

Furth Ratten (300-350g) erfolgte in mikrochirurgischer Standardtechnik an die großen

Abdomonalgefäße. Hierbei wurde die Aorta des Spenderherzens mit der Aorta abdomonalis

des Empfängertieres und die Aorta pulmonalis mit der Vena cava inferior anastomosiert.

Das Transplantatüberleben wurde durch digitale Palpation überprüft, Abstoßung als nicht

mehr tastbare Myokardkontraktion definiert und durch eine Laparatomie verifiziert [156].

Diese Herztransplantate werden in akuter Weise von 6 - 10 Tagen (6.9 ± 2.1, n=15)

abgestoßen. Deshalb wurden am Tag 7 abgestoßene explantierten Herzen (n=8) zur DNA-

und Proteinanalyse, wie unter Punkt 3.3.1.1 bzw. 3.6.1.1 beschrieben, aufgearbeitet. Als

Kontrolle wurden Herzen unbehandelter Lewisratten verwendet.

3.1.4 Ischämie und Reperfusion in Rattenherzen (Langendorff-Apparatur)

Die isolierten Herzen (1,8 ± 0,2 g, n=6 pro Gruppe) gewichtsdefinierter Wistarratten (469 ±

37 g Körpergewicht) wurden über die Aorta bei 37°C in einer Langendorff-Apparatur mit

oxygenierter Krebs-Henseleit-Lösung (120 mM NaCl, 4,63 mM KCl, 1,17 mM KH2PO4,

1,25 mM CaCl2, 1,2 mM MgCl2, 20 mM NaHCO3 und 8 mM Glucose, pH 7,4) perfundiert.

Nach 30-minütiger Äquilibrierung (siehe Abb. 4) wurde durch Stoppen der Perfusion für 30

Minuten globale Ischämie simuliert, welche von einer 30-minütigen Reperfusion (mit

normaler Perfusion der Nährlösung) gefolgt wurde. Um die Bedeutung der endogenen

Stickstoffmonoxid-Synthese zu untersuchen, wurde der Nährlösung in Ischämie und

Reperfusion der kompetitive Inhibitor der endogenen NO-Synthase L-NG-Monomethyl-L-

arginin (1 mM, Alexis, Grünberg) zugesetzt.
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Abb. 4: Ischämie/Reperfusion-Versuchsschema in der Langendorff-Apparatur: Schematische
Darstellung des Versuchsablaufes (siehe Text).

Nach Beendigung der Experimente wurden die Herzen in drei Teile geteilt (Abb. 5). Die

äußeren Segmente wurden für DNA- und Proteinanalysen, die mittleren Segmente für die

Immunhistochemie (Präparation siehe Punkt 3.3.1.1 und 3.6.1.1) verwendet.

Abb. 5: Aufteilung der Langendorff-Herzen in Segmente für die verschiedenen Analysen. Sie
äußeren Segmente wurden für DNA- und Proteinisolationen in flüssigem Stickstoff schockgefroren,
die mittleren Segmente wurden für Paraffinschnitte in PBS-gepuffertem 4%-Formalin fixiert.
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3.1.5 Hypoxie im Ganztiermodell an Ratten und Knockout-Mäusen

Gewichtsdefinierte, männliche Wistar-Ratten (300-350g, n=4 pro Gruppe) wurden für 21

Tage in Kammern mit kontrollierter Atmosphäre gehalten. Normoxie: normale Raumluft

(~21% Luftsauerstoff), Hypoxie: 10% Luftsauerstoff.

Im Mausemodell wurden drei verschiedene Gruppen von gewichtsdefinierten männlichen

Mäusen (n=2 pro Gruppe) für 21 Tage in den gleichen Bedingungen für Normoxie und

Hypoxie gehalten:

1. Kontrolltiere: Wildtyp-Mäuse C57BL6

 2. eNOS-Knockout-Mäuse, mit fehlendem Gen für endotheliale NO-Synthase (eNOS-/-)

3. iNOS-Knockout-Mäuse, mit fehlendem Gen für induzierbare NO-Synthase (iNOS-/-)

Nach Versuchsende wurden die Herzen explantiert, in flüssigem Stickstoff schockgefroren

und für DNA- und Proteinanalysen bei –80°C gelagert.

3.2 Zellkultur

3.2.1 Humane Venöse Nabelschnur-Endothelzellen (HUVEC)

Primäre HUVEC (Cell Systems, Bonn) werden in Endothelzell-Medium (Cell Systems,

Bonn) mit 10% fötalen Kälberserum (GIBCO, Hamburg), 10 ng/ml epidermale

Wachstumsfaktoren, 1 µg/ml Hydrocortison, 12 µg/ml Rinderhirn-Extrakt, 50 µg/ml

Gentamicin und 50 ng/ml Amphotericin im Brutschrank (Heraeus) bei 37°C und 5% CO2

bis zur 3. Passage kultiviert.

Zur Passagierung wird das Nährmedium entfernt, die Zellen einmal mit sterilem

Phosphatpuffer (PBS, Gibco, Hamburg) gewaschen und mit Trypsin inkubiert, bis sich die

Zellen abrunden. Anschließend werden die Zellen in Medium mit einem Zellschaber vom

Boden der Kulturflaschen (Greiner) gelöst und die Zellzahl mit einer Neubauer-Zählkammer

bestimmt. Je nach Versuchsansatz werden die Zellen in einer Zellzahl von 0,8x105/ml bis

4x105/ml in Kulturschalen ausgebracht, für weitere 18 Stunden kultiviert und je nach

Versuchsansatz inkubiert.

3.2.2 Jurkat-Zellen

Jurkat-Zellen sind Suspensions-Kulturen und werden in RPMI-Medium (Gibco, Hamburg)

mit 10% fötalem Kälberserum und 1% Penicellin/Streptomycin (100 U, 0,1 mg/ml) bei
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37°C und 5% CO2 inkubiert. Alle 3 Tage wird die Zellzahl auf 0,5x105/ml eingestellt. Für

Apoptose-Versuche werden 1x106 Zellen /ml verwendet.

3.3 Apoptose-Nachweise

Die DNA-Fragmentierung in Mono- und Oligo-Nucleosome von 180-200 bp stellt ein

charakteristisches Merkmal der Apoptose dar und kann zum Apoptosenachweis verwendet

werden. Im Folgenden werden die verschiedenen verwendeten Methoden der Detektion von

DNA-Fragmenten beschrieben.

3.3.1 Nachweis der DNA-Fragmentierung in Gesamt-DNA (DNA-Leiter)

3.3.1.1 DNA-Isolation aus Tierorganen

Teile des Organes werden isoliert, in einem Mörser unter Zugabe von flüssigem Stickstoff

pulverisiert, in 1 ml Lysispuffer (5 mM Tris, pH 8.0, 20 mM EDTA, 0,5% Triton und 50

µg/ml RNaseA) aufgenommen und für 30 Minuten bei 37°C inkubiert, um RNA aus der

Präparation zu entfernen. Anschließend wird das Lysat mit 0,5 mg/ml Proteinase K und 20%

SDS versetzt und für 16 Stunden bei 65°C unter Schwenken inkubiert.

Die DNA wird durch Phenol/Chloroform-Extraktion isoliert. Dazu wird das mit Proteinase

K verdaute Homogenat mit 500 µl Phenol/Chloroform (1:1, TE, pH 8.0-gesättigt)

geschüttelt und für 5 Minuten mit 20000 x g zentrifugiert. Die obere Phase wird zu 500 µl

Chloroform gegeben, geschüttelt und erneut zentrifugiert. Aus der obere Phase wird die

DNA mit 70% Isopropanol und 0,1 M NaCl gefällt und durch 20-minütige Zentrifugation

bei 20000 x g pelletiert. Das entstehende DNA-Pellet wird in TE-Puffer (10 mM Tris/HCl,

pH 8 und 1 mM EDTA) aufgenommen und die DNA-Konzentration spektrophotometrisch

bei 260 nm UV-Licht im Fotometer (Beckmann) ermittelt (OD260nm=1 entspricht 50 µg

DNA/ml).

3.3.1.2 Radioaktive Markierung der DNA-Fragmente (Rösl, 1994)

DNA-Fragmente werden durch eine modifizierte Klenow-Reaktion mit [α-32P]-dCTP

markiert [152]. 2-5µg DNA werden in 10 mM Tris/HCl, pH 7,5, 5 mM MgCl2 mit 5 U
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Klenow-Polymerase (Boehringer, Mannheim) und 0,5 µCi [α-32P]-dCTP (Amersham,

Braunschweig) in einem Reaktionsansatz von 30 µl Gesamtvolumen für 10 Minuten bei

Raumtemperatur inkubiert. Die Reaktion wird durch Zugabe von 10 mM EDTA gestoppt.

Anschließend werden nicht eingebaute Nukleotide über eine Sephadex G 50-Säule

abgetrennt. Zur Herstellung der G 50-Säule wird eine 1 ml Spritze mit 7% Sephadex

(Pharmacia, gelöst in H2O)  gefüllt und durch Zentrifugation verdichtet. Danach wird die

Säule zweimal mit TE gespült und anschließend mit 30 µl destilliertem Wasser äquilibriert.

Die markierte DNA wird im Southern Blot auf eine Membran transferiert. Dazu wird die

radioaktiv markierte DNA zunächst in einem 1,8% TBE-Agarosegel aufgetrennt (2,5h bei

90 V). Zur Kontrolle der Gleichladung der einzelnen Proben wird die mit Ethidiumbromid

gefärbte DNA im Agarosegel auf einem UV-Tisch fotographiert. Danach wird das Gel in

0,25 M HCl geschüttelt, bis sich die Bromphenolblau-Bande gelb färbt. Nun wird durch

Schütteln in 1,5 M NaCl, 0,5 M NaOH denaturiert und in 1 M Tris/HCl, pH 7,4, 1,5 M NaCl

neutralisiert. Die DNA wird aus dem Gel auf eine Hybond-N+ Membran (Amersham,

Braunschweig) transferiert, in Frischhaltefolie verpackt und auf einen Autoradiographie-

Film (Amersham, Braunschweig) exponiert. Die Signale auf dem Film zeigen die qualitative

DNA-Fragmentierung auf.

3.3.2 Immunhistochemischer In situ-Apoptosenachweis: Terminale-Deoxynucleotidyl-

Transferase-mediiertes dUTP Nick-End Labeling (TUNEL-Färbung)

Apoptose kann im Gewebe über Markierung der DNA-Strangbrüche mit terminaler

Deoxynukleotidyltransferase nachgewiesen werden (nach Gavrieli, 1992 [51] geringfügig

modifiziert nach Kockx, 1996 [87]). In Paraffin eingebettete Organstücke werden in 4%

PBS-gepuffertem Formalin fixiert. 5 µM-Paraffinschnitte werden zunächst mit Xylol und

einer absteigenden Ethanolreihe (100%, 95%, 90%, 70% und 50%) entparaffiniert.

Anschließend werden die Schnitte mit 3% Natriumcitrat (1 h) gefolgt von 15-minütiger

Inkubation mit 20 µg/ml Proteinase K (Sigma, München) permeabilisiert. Nach Hemmung

der endogenen Peroxidase-Aktivität werden freie 3’-OH-Gruppen mit biotynilierten-dUTP

(1:200, Boehringer, Mannheim) in Gegenwart von 0,3 e.u./µl Terminaler Deoxy-

nukleotidyltransferase (TdT, Sigma/München) in TdT-Puffer (30 mM Tris, 140 mM

Natrium-Cacodylate, 1 mM Kobalt-Chlorid, pH=7,2) durch 1-stündige Inkubation bei

Raumtemperatur markiert. Anschließend werden markierte Strangbrüche über das Biotin-
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Avidin-System (Vectastain ABC, Vector Labs) detektiert und Peroxidase-Aktivität mit 3-

Amino-9-Ethylcarbazol (AEC) unter Erhalt eines roten Farbniederschlages visualisiert. Als

Positivkontrolle wird eine unbehandelte Probe mit 25 µg/ml Dnase I für 1 Stunde inkubiert,

als Negativkontrolle wird eine unbehandelte Probe ohne terminale Deoxynukleotidyl-

transferase inkubiert. Es erfolgt eine Gegenfärbung mit Hämatoxilin.

3.4 Immunhistochemie

3.4.1 Doppelfärbung: TUNEL und Oberflächenmarker für VSMC/Makrophagen

Nach der unter Punkt 3.3.2 beschriebenen TUNEL-Färbung wird für die Doppelfärbung die

„Drei-Schritt APAAP-Methode“ verwendet. Nach Inkubation mit den Oberflächenmarker

für glatte Muskelzellen (α-Aktin, HHF 35, 1:100, DAKO, Hamburg) oder Makrophagen

(RAM 11, 1:500, DAKO, Hamburg) wird die alkalische Phosphatase durch Umsetzung der

Substrate Naphtol AS-MX Phosphat und Fast Blue BB Salz (beide Sigma, München) durch

einen blauen Farbniederschlag visualisiert. Endogene Alkalische Phosphatase wird durch

Zugabe von 0,01 ml 1M Levamisol zu der Substratlösung blockiert. Aus dieser

Doppelfärbung resultiert die rote Färbung apoptotischer Nuclei und die blaue Anfärbung des

Zytosols von Makrophagen oder VSMCs.

3.4.2 Doppelfärbung: Bax und Oberflächenmarker für VSMC/Makrophagen

Zunächst wird die immunhistochemische Färbung von Bax mit der „Zwei-Schritt Avidin-

Biotin Komplex-Methode“ durchgeführt. Nach Permeabilisierung durch Druckkochen in 10

µM Citrat, pH 6 (5 min.) wird mit dem biotinylierte Antikörper gegen Bax (1:50, Santa

Cruz, Heidelberg) inkubiert. Die Peroxidase wird mit Diaminobenzidin (DAB) unter Erhalt

eines braunen Farbniederschlages umgesetzt. In einem zweiten Färbeschritt werden unter

Verwendung der Drei-Schritt APAAP-Methode die Oberflächenmarker α–Aktin oder RAM

11 gefärbt (siehe 3.4.1). Die alkalische Phosphatase wird mit AEC unter Erhalt eines roten

Farbniederschlages umgesetzt. Mit Hämatoxilin erfolgt eine leichte Gegenfärbung der

Kerne.
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3.5 Bestimmung von Serumlipiden

3.5.1 Bestimmung des Gesamtcholesterins im Serum

Zur Bestimmung des Gesamtcholesterins im Serum wird ein kommerziell erhältlicher

Enzymassay (Boehringer, Mannheim) verwendet. Das Testprinzip beruht auf drei

aufeinanderfolgenden enzymatischen Reaktionen: Cholesterinester wird durch Cholesterin-

esterase in Cholesterin umgesetzt, woraus wiederum durch Cholesterinoxidase ∆4-

Cholestenon unter H2O2-Freisetzung gebildet wird. Das Substrat 4-Aminophenazon reagiert

zusammen mit dem enstandenen H2O2 durch eine Peroxidase in 4-(p-Benzochinon-

monoimino)-phenazon, welches spektrophotometrisch bei 500 nm quantifiziert werden

kann.

3.5.2 Bestimmung der Lipoproteine im Serum

Die Lipoproteine werden aus dem Serum durch sequentiellen Ultrazentrifugation

(Beckmann) entsprechend ihrer Dichte aufgetrennt [66]. Dafür wird das Serum zunächst 18h

(43000 rpm, 4°C) zentrifugiert. Die entstehende obere Phase stellt die VLDL-Fraktion dar

und wird abpipettiert. Der verbleibende Rest wird mit Dichtelösung LDL (Dichte = 1,063:

153 g NaCl und 345 g KBr auf 1 l H2O) versetzt und erneut für 21 h zentrifugiert (43000

rpm, 4°C). Wiederum wird die obere Phase, welche die LDL-Fraktion darstellt,

abgenommen und der Rest mit Dichtelösung HDL (Dichte = 1,21: 200 g NaCl und 450 g

KBr auf 1 l H2O) versetzt. Nach 21h Zentrifugation (43000 rpm, 4°C) wird die obere HDL-

Fraktion abpipettiert. Die verschiedenen Lipoproteinfraktionen werden anschließend

spektrophotometrisch quantifiziert.

3.5.3 Bestimmung der Triglyceride im Serum

Zur Messung der Triglyceride im Serum wird ein kommerziell erhältlicher enzymatischer

Assay (Boehringer, Mannheim) verwendet, wobei die Triglyceride durch eine Lipase in

Glycerin und die freien Fettsäuren gespalten werden. Das enstehende Glycerin wird

spektrophotometrisch bei 500 nm quantifiziert.
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3.6 Methoden zur Analyse von Proteinen

3.6.1. Isolation von Proteinen

3.6.1.1. aus Gewebe

Teile des Organs werden im Mörser unter Zugabe von flüssigem Stickstoff pulverisiert und

in 1 ml Lysispuffer (1% Triton-X100, 0,32 M Sucrose, 5 mM EDTA (pH 8.0), 10 mM Tris

(pH 8.0), 1 mM PMSF, 2 mM DTT) für 30 Minuten auf Eis lysiert. Anschließend wird bei

20000 x g für 15 Minuten zentrifugiert und die Proteinkonzentration im Überstand, der das

Zellproteinlysat enthält, nach Bradford photometrisch bei 595 nm Wellenlänge bestimmt.

Die Eichkurve wird mittels BSA erstellt.

3.6.1.2 aus Zellen

1x106 Zellen werden mit einem Zellschaber vom Boden des Kulturgefäßes abgelöst und bei

800 x g pelletiert. Nach einmaligen Waschen mit PBS werden die Zellen mit Lysispuffer

(siehe Punkt 3.6.1.1) für 20 Minuten auf Eis inkubiert. Das nach Zentrifugation erhaltene

Proteinlysat wird vermessen (siehe Punkt 3.6.1.1).

3.6.2 Trichloressigsäure (TCA)-Fällung von Proteinen (nach Bensadoun, 1976, [16])

Zu Proteinhomogenate werden 5% TCA gegeben und für mindestens 30 min. bei -20°C

inkubiert. Nach dem Auftauen der Probe auf Eis wird durch Zugabe von 1:0,5 (v/v) 1 M

HEPES (pH > 8) neutralisiert und für 15 min. bei 20000 x g zentrifugiert. Das resultierende

Pellet wird in 2x SDS-Probenpuffer (s. 3.6.4) aufgenommen.

3.6.3 Immunpräzipitation aus Zell-Lysaten

Das Prinzip der Immunpräzipitation besteht darin, daß Proteine und daran gebundene

Interaktionspartner gezielt aus einem Gesamtprotein-Extrakt isoliert werden können.

150 µg Protein (siehe 3.6.1) werden mit Inkubationspuffer (10 mM Tris, pH 7,4, 1 mM

EDTA, 150 mM NaCl, 1% Triton-X100, 0,5% Nonidet (NP-40), 2mM PMSF und 2mM

ortho-Vanadat) auf eine Endkonzentration von 1 µg/µl eingestellt und für 16 Stunden mit 3

µg Antikörper, der gegen das zu präzipitierende Protein gerichtet ist, unter Schütteln bei 4°C

koinkubiert. Anschließend wird der Antikörper-Proteinkomplex über die Ig-Kette an
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Agarose-Beads (60 µl A/G-Plus-Agarose, Santa Cruz, Heidelberg) fixiert und ungebundene

Proteine werden durch 5 maliges Waschen in Inkubationspuffer entfernt. Das verbleibende

Agarose-Bead-Pellet wird in 60 µl 2 x SDS-Probenpuffer (siehe 3.6.4) aufgenommen, 10

Minuten bei 95°C inkubiert und 2 min bei 20000 x g zentrifugiert. Der Überstand wird in

einem SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt.

3.6.4 Auftrennung von Proteinen in SDS-Polyacrylamidgelen (Laemmli, 1970)

Durch SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) können Proteingemische nach

ihrer Größe aufgetrennt werden. Die Auflösung ist dabei vom Vernetzungsgrad des Geles

abhängig, der von der Menge an Acryl/Bisacrylamid bestimmt wird [95]. Die Trenngel-

lösung (1,5 mM Tris/HCl, pH 8,8, 0,4% SDS) wird zwischen zwei Glasplatten, die durch

1,5 mm dicke Spacer getrennt werden, gefüllt und mit 0,1% SDS überschichtet. Nach

Polymerisation wird das SDS entfernt und die Sammelgellösung über das Trenngel

geschichtet (1 M Tris/HCl, pH 6,8, 0,4% SDS). Ein Probenkamm wird in die flüssige

Lösung eingesetzt, wodruch nach Polymerisation des Geles Taschen entstehen. Das Gel

wird in eine Elektrophoresekammer gesetzt. Die Proteinproben werden mit 2x SDS-

Probenpuffer (0,125 M Tris/HCl pH 6,8, 4% SDS, 20% Glycerin, 0,005% Bromphenolblau

und 100 mM DTT)  versetzt, für 5 min. bei 95°C inkubiert und in die Geltaschen geladen.

Als Laufpuffer dient 0,25 M Tris, 0,96 M Glycin und 1% SDS. Die angelegte Stromstärke

beträgt 20 mA im Sammelgel und 30 mA im Trenngel.

3.6.5 Silberfärbung (Morissey, 1981)

Die Silberfärbung stellt eine sensitive Methode zur Visualisierung kleiner Proteinmengen

bis zu 100 ng Protein/mm² dar. Zunächst werden die Proteine im Polyacrylamidgel mit 50%

Methanol, 12% Essigsäure und 0,019% Formaldehyd fixiert (> 4 Stunden, RT) und dreimal

mit 10% Ethanol gewaschen. Zur Reduktion der Proteine wird das Gel 1 min in 0,2 g/l

Na2S2O3 x 5 H2O geschwenkt und anschließend dreimal für 30 Sekunden in H2O gespült.

Nach 6-minütigem Imprägnieren mit 2 g/l AgNO3 und 0,028% Formaldehyd wird wiederum

dreimal für 30 Sekunden mit H2O gewaschen, um überschüssiges Silbernitrat zu entfernen.

Durch Inkubation in Entwicklerlösung (6% Na2CO3, 0,028% Formaldehyd, 0,0008%

Na2S2O3 x 5 H2O) werden die Proteine durch Reduktion von Silberionen zu metallischen



3 Material & Methoden                                                                                                                                       24

Silber gefärbt. Die Färbung wird durch Neutralisation (50% Methanol, 12% Essigsäure)

gestoppt [124].

3.6.6 Transfer von Proteinen (Western Blot)

Die im SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennten, negativ geladenen Protein-SDS-Komplexe

werden durch elektrische Spannung auf eine PVDF-Membran (Immobilon P, Millipore,

Eschborn) transferriert und durch hydrophobe Wechselwirkungen darauf fixiert.

3.6.6.1 Semidry-Blotting (für Proteine < 50 kD)

Zunächst wird eine PVDF-Membran für 5 Sekunden in 100% Methanol, 2 Minuten in H2O

und anschließend in Semidry-Blottingpuffer (0,048 M Tris, 0,039 M Glycin, 0,037% SDS,

20% Methanol) gewässert. Nun wird ein Sandwichkomplex, bestehend aus 3 Whatman

3MM Papieren, der vorbehandelten PVDF-Membran, dem Gel und wiederum drei

Whatmann 3MM Papieren, in einer Semidry Blot-Apparatur (Bio Rad, Heidelberg)

aufgebaut. Innerhalb von 30 Minuten werden die Proteine durch die angelegte Stromstärke

von 3 mA/cm² auf die PVDF-Membran transferriert.

3.6.6.2 Wet-Blotting (für Proteine > 50 kD)

Die PVDF-Membran wird 5 Sekunden in 100% Methanol, 2 Minuten in H2O und

anschließend in Wet-Blottingpuffer (0,05 M Tris, 0,38 M Glycin, 0,1% SDS, 20%

Methanol) gewässert, in einem Sandwichkomplex (siehe 3.6.6.1.) zwischen „Scotch pads“

eingeklemmt und in eine vollständig mit Wet-Blottingpuffer gefüllte Blotkammer (Bio Rad

Transoblot, Heidelberg) eingehängt. Der Transfer erfolgt für > 8 Stunden bei 35 Volt.

3.6.7 Immunfärbung von Western Blots

Die Immunfärbung erfolgt in allen Schritten bei Raumtemperatur (RT) auf einem Schüttler

(Heidolph). Die PVDF-Membran, auf welche die Proteine transferiert wurden, wird mit 3%

Bovinem Serum Albumin (BSA, Fraktion V, Merck, Darmstadt) in TBS (50 mM Tris/HCl,

pH 8, 150 mM NaCl, 2,5 mM KCl, 0,1% Tween 20) inkubiert, um unspezifische

Bindungsstellen zu Blockieren (2 h). Nun wird mit einem Primärantikörper (0,1-1 µg/ml)

gegen das zu untersuchende Protein inkubiert (siehe Tabelle 5). Nach 1-stündiger Inkubation

mit dem an eine Peroxidase gekoppelten IgG Antikörper wird die Peroxidase über
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Chemilumineszenzentwicklung (ECL-System, Amersham, Hannover) umgesetzt und einem

speziellen ECL-Film (Amersham, Hannover) exponiert. Die resultierenden „Banden“ des

Zielproteines können mit einem computergestützten Quantifizierungsprogramm (Scion-

image) densitometrisch quantifiziert werden.

Tabelle 5: Übersicht über verwendete Antikörper im Western Blot. Die Antikörper wurden in
TBS/ 0,1% Tween und der angegebenen Blockierungssubstanz inkubiert. Die Inkubationszeit
betrug, wenn nicht anders angegeben, 2 h RT für die Primär- und 1 h RT für die
Sekundärantikörper. Maus- und Kaninchen-2.AK von Amersham, Braunschweig, Ziege-2.AK von
Santa Cruz, Heidelberg. Hersteller und eingesetzte Konzentrationen. MM= Magermilchpulver
(MILUPA, Friedrichsdorf).

Antikörper (AK) Verdünnung 2. Antikörper Verdünnung und
Blocklösung

Bcl-2
   (Santa Cruz, Heidelberg)

1:500 Kaninchen 1:4000
in 5% MM

Bax
   (Santa Cruz, Heidelberg)

1:500 Kaninchen 1:4000
in 5% MM

p53
   (Calbiochem, Bad Soden)

1:300 Maus 1:4000
in 5% MM

CPP32p17
   (Santa Cruz, Heidelberg)

1:75 in
1h RT

Ziege 1:6000 in
1% FCS/BSA, 45‘ RT

eNOS
   (Transduction
     Laboratories, Hamburg)

1:10 000 Maus 1:4000
in 3% BSA

iNOS
   (Transduction
     Laboratories, Hamburg)

1:5000 Maus 1:4000
in 3% BSA

HSP 70
   (Upstate Biotechnologies,
     Hamburg)

1:1000 Kaninchen 1:4000
in 3% BSA

HSP90
   (Transduction
     Laboratories, Hamburg)

1:1500 Maus 1:4000
in 3% BSA

Caveolin
   (Transduction Laboratories)

1:10 000 Maus 1:4000
in 3% BSA
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3.7 RNA-Isolation aus Gewebe und Ribonuclease Protection Assay

3.7.1 RNA-Isolation aus Gewebe

20-30 mg des Organes werden im Mörser unter Zugabe von flüssigem Stickstoff pulverisiert

und RNA wird unter Verwendung eines kommerziell erhältlichen Kits (RNeasy-Mini-Kit,

Qiagen, Hilden) isoliert. Zunächst wird das pulverisierte Gewebe je nach eingesetzter

Gewebemenge in 350-600 µl Lysispuffer homogenisiert. Durch Zugabe von 1 Volumen

Ethanol zu diesem Lysat werden Konditionen geschaffen, die eine selektive Bindung von

RNA an die Membran der Zentrifugations-Säulen erlauben. Dieses Probengemisch wird auf

die Säule gegeben und durch Zentrifugation bei ≥ 8000 x g für 15 Sekunden wird die

Gesamt-RNA an die Membran gebunden. Durch 3 maliges Waschen mit jeweils 500 µl

Waschpuffer werden Kontaminationen entfernt. Anschließend wird die aufgereinigte RNA

durch Zugabe von 30-50 µl RNase-freien Wasser und 1-minütiger Zentrifugation bei ≥ 8000

x g  eluiert. Die RNA-Konzentration wird spektrophotometrisch bei 260 nm UV-Licht im

Fotometer (Beckmann) ermittelt (OD260nm=1 entspricht 40 µg RNA/ml).

Für die Verwendung der RNA im RNase-Protection-Assay wird die RNA gefällt. Hierfür

wird die RNA-Probe mit ½ Volumen RNase-freiem H2O, ½ Volumen 100 % Isopropanol

und 62,5 mM NaCl versetzt und für 45 Minuten bei 20000 x g zentrifugiert. Das

entstehende Pellet wird mit 200 µl 70 % Ethanol gewaschen und in 8 µl Hybridisierungs-

puffer des Ribonuclease Protection Assay Kits (Pharmingen, San Diego) aufgenommen.

3.7.2 RNase-Protection-Assay (RPA)

Der Ribonuclease-Protection-Assay (Pharmingen) stellt eine hochsensitive und spezifische

Methode zur Detektion und Quantifizierung von mRNA-Spezies dar, wobei die Expression

verschiedener mRNA-Spezies auf einmal untersucht werden können. Das Prinzip des RPA

ist in Abb. 6 schematisch dargestellt.



3 Material & Methoden                                                                                                                                       27

Abb. 6: Ablaufschema des RPA

Zunächst werden 50 ng des Template-Sets mAPO-2 (Pharmingen), welches die murinen

Bcl-2-Familienmitglieder Bcl-w, Bfl1, Bcl-x, Bak, Bax, Bcl-2 und Bad sowie die

Haushälter-Gene L32 und GAPDH enthält, durch 1-stündige in vitro-Transkription bei 37°C

in der Gegenwart von 0,1 mCi [α–32P]-UTP und 20 U T7-RNA-Polymerase radioaktiv

markiert. Die enstandene radioaktiv markierte RNA wird durch Phenol-Chloroform-

Extraktion gefällt, in Hybridisierungspuffer aufgenommen und der Gehalt an eingebauter

Radioaktivität im Scintillationscounter bestimmt. Anschließend wird sie mit

Hybridisierungspuffer auf 2,4x105 cpm/µl eingestellt.

Nun folgt die Hybridisierung des Überschusses an Template (2 µl) mit 8 µl (= 20 µg) der

Ziel-RNA-Lösung durch Linearisierung bei 90°C und folgender Inkubation bei 56°C für 12-

16 Stunden sowie 15-minütiger Inkubation bei 37°C. Danach wird die ungebundene Probe

und andere Einzelstrang-RNA durch einen Verdau mit RNase (480 ng RNaseA + 1500 U

RNaseT1) aus dem Reaktionsansatz entfernt. Die verbleibenden Hybride werden durch

Phenol-Chloroform-Extraktion aufgereinigt und im denaturierenden 5% Poly-Acrylamid-

Gel (74,5 ml Acrylamidlösung: 19:1 Acryamid/Bis-Acrylamid, 0,5 x TBE, 35,82 g Harn-

Synthese der radioaktiven
Probe durch in vitro

Transkription

RNA-Präparation aus
zu untersuchendem

Material

Hybridisierung

RNAse Behandlung und Reinigung der
„geschützten“ Probe

Denaturierende
Polyacrylamidgelelektrophorese

Autoradiographie/Phopshoimaging

Gereinigtes Hybrid
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stoff, 0,06% Ammonium-Persulfat und 0,08% TEMED) bei 50 Watt in 1,5 Stunden

aufgetrennt. Als Laufpuffer dient 0,5xTBE (5,4 g Tris, 2,75 g Borsäure, 1 mM EDTA auf 1 l

H2O). Das getrocknete Gel wird einer Fotoplatte exponiert und die entstandenen Banden

werden im Phosphoimager (Beckmann) quantifiziert.

3.8 Plasmidpräparation aus Bakterien

3.8.1 Herstellung CaCl2-kompetenter Bakterien

Ein Klon der kompetent zu machenden Bakterien (E. coli-Stamm: TG-1) wird in 2 ml LB-

Medium (10 g Bactotrypton, 5 g Hefeextrakt, 10 g NaCl auf 1 l H2O, pH 7,2) über Nacht bei

37°C im Schüttelinkubator inkubiert. Diese Vorkultur wird nun in 100 ml LB-Medium

überführt und bis zu einer OD600nm=0,5 weiterinkubiert. Durch Zentrifugation bei 800 x g

für 10 min. (4°C) werden die Bakterien pelletiert, in 30 ml Puffer 1 (30 mM Kaliumacetat,

50 mM Manganchlorid, 100 mM KCl, 10 mM CaCl2, 0,2 mM EDTA und 5% Glycerin)

aufgenommen und 10 min. bei 4°C inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation (7 min., 800 x g,

4°C) wird das erhaltene Pellet in 4 ml Puffer 2 (10 mM MOPS, pH 7, 75 mM CaCl2, 10 mM

KCl und 15% Glycerin) resuspendiert, in 100 µl Aliquots in flüssigem Stickstoff

schockgefroren und bei -80°C gelagert.

3.8.2 Transformation von TG-1

100 µl CaCl2-kompetenter TG-1 (s. 3.8.1) werden mit 0,01-0,1 ng Plasmid-DNA versetzt

und für 30 min. auf Eis inkubiert. Durch den folgenden Hitzeschock (2 min. 42°C) gelangt

die Plasmid-DNA in die Bakterien. Anschließend wird für weitere 2 min. auf Eis inkubiert.

Dann wird die Suspension auf TB-Agarplatten (12 g Bactotrypton, 24 g Bacto Hefeextrakt,

8 ml 50% Glycerol, 100 ml Kaliumphosphatpuffer (0,17 M KH2PO4, 0,72 M K2HPO4),

1,5% Bactoagar) ausplattiert und über Kopf bei 37°C inkubiert.
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3.8.3 Bakterienkultur zur Vermehrung der Plasmid-DNA und Plasmid-DNA-

Präparation

Eine transformierte Bakterienkolonie (siehe 3.8.2) wird in 100 ml TB-Medium (12 g

Bactotrypton, 24 g Bacto Hefeextrakt, 8 ml 50% Glycerol, 100 ml Kaliumphosphatpuffer

(0,17 M KH2PO4, 0,72 M K2HPO4  auf 1 l H2O +50 µl Ampicillin) suspendiert und über

Nacht bei 37°C im Schüttelinkubator inkubiert. Nach Zentrifugation bei 3500 rpm (10 min.)

werden die pelletierten Bakterien in 4 ml Lösung 1 (50 mM Glucose, 25 mM Tris/HCl, 10

mM EDTA, pH 8,0) resuspendiert, mit 10 ml Lösung 2 (0,2 M NaOH, 1%SDS in H2O)

versetzt und 5-10 min. bei RT inkubiert. Anschließend werden 7,5 ml Lösung 3 (3 M

Kaliumacetat, 5 M Essigsäure) dazugegeben, geschüttelt, 5 min. bei RT inkubiert und für 10

min. bei 3500 rpm zentrifugiert. Der Überstand wird zunächst mit 10 ml Phenol-Chloroform

pH>8,0 versetzt und für 10 min. bei 3500 rpm zentrifugiert. Zu der resultierenden oberen

Phase werden 5 ml Chloroform gegeben und erneut bei 3500 rpm zentrifugiert. Nach

Zugabe von 13 ml Isopropanol wird für 10 min. bei RT inkubiert und dann für 15 min. bei

3500 rpm zentrifugiert. Das Pellet wird mit 5 ml 70% Ethanol gewaschen. Das getrocknete

Pellet wird in 700 µl TE (10 mM Tris/HCl, pH 8, 1 mM EDTA) und 7 µl RNase (DNase-

frei, Boehringer, Mannheim) durch Inkubation bei 37°C (30 min.) gelöst, mit 700 µl 13%

PEG/1,6 M NaCl für 5 min. auf Eis gefällt und 15 min. bei 20000 x g zentrifugiert. Das in

TE gelöste Pellet wird erneut Phenol-Chlorofom extrahiert (1-2 mal 500 µl Phenol-

chloroform, 1 x 500 µl Chloroform). Durch Zugabe von 600 µl Isopropanol und 50 µl Na-

Acetat (pH 7,5) zu der oberen Phase der Chloroform-Extraktion wird die Plasmid-DNA

gefällt. Nach dem Pelletieren (20 min., 20000 x g) und Waschen in 70% Ethanol wird das

gereinigte DNA-Pellet in 300-500 µl TE aufgenommen und vermessen (siehe 3.3.1.1).

3.9 In vitro-Transkription und Translation von Proteinen

Zur radioaktiven Markierung von Proteinen durch In vitro-Transkription und -Translation

wird ein kommerziell erhältlicher Kit (TNT coupled Reticulocyte Lysate System, Promega)

verwendet. 1-2 µg Plasmid-DNA (Zielsequenz in pcDNA 3.1 (Quiagen, Hilden) mit T7-

Promotor) werden in Gegenwart von Reticulozyten-Lysat, 1 µl T7-RNA Polymerase, 1 mM

Aminosäuremix ohne Methionin, 40 nCi [35S]-Methionin und 40 U RNasin (Ribonuclease

Inhibitor) in einem Gesamtvolumen von 25 µl für 90 min. bei 30°C inkubiert. Nach
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Inkubationsende wird der Reaktionsansatz für 45 min. auf Eis gestellt und anschließend in

den in vitro-Degradationsassay eingesetzt.

3.10 In vitro-Degradationsassay radioaktiv markierter Proteine

3.10.1 In vitro-Degradation von [35S]-Bcl-2

Zur Untersuchung der Proteolyse von Bcl-2 in der akuten Abstoßung von allogenen

Herztransplantaten in Ratten wurde ein in vitro-Degradationsassay aufgebaut.

Hierzu werden 0,5 µl [35S]-markiertes Bcl-2 (siehe 3.9) mit 100 µg Proteinhomogenat in

Inkubationspuffer (50 mM HEPES, pH 7,5, 10% Sucrose, 100 mM NaCl, 0,1% CHAPS) für

24 h bei 37°C inkubiert. Als Kontrolle dient ein Reaktionsansatz, der bei 4°C inkubiert wird.

Um unspezifische Proteolyse von Bcl-2 auszuschließen, wird [35S]-Bcl-2 sowohl ohne

zusätzliche Proteinhomogenate in Inkubationspuffer bei 4°C und 37°C (= Lysat) als auch

mit 100 µg Proteinhomogenaten aus unbehandelten Herzen (= Kontrolle) inkubiert. Nach

Versuchsende werden die Reaktionsansätze mit TCA gefällt (siehe Punkt 3.6.2.), in 2 x

SDS-Probenpuffer aufgenommen und in einem 14%-SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt.

Nach Trocknen in einem Vakuum-Geltrockner (Biorad) wird das Gel einem

Autoradiographie-Film (Amersham, Braunschweig) exponiert.

3.10.2 In vitro-Proteolyse von [35S]-Caspase-3

Dieser Degradationsassay wurde aufgebaut, um die endogene Caspase-Spaltungsaktivität in

Proteinhomogenaten der Herzen in Ischämie und Reperfusion nachzuweisen. Als

Referenzsystem zur Etablierung des Assays wurden Proteinhomogenate aus anti-Fas

behandelte Jurkatzellen verwendet, da die Fas-induzierte Apoptose über die proteolytischen

Aktivierung der Caspase-Kaskade mediiert wird.

Aus 1x106 Jurkatzellen/ml, welche für 3 Stunden mit 2 µg/ml anti-Fas (Immunotech) bei

37°C inkubiert werden, werden Proteine isoliert (siehe Punkt 3.6.1.2). 0,5 µl [35S]-Caspase-

3 (siehe 3.9) werden mit 100 µg Proteinhomogenat (aus Jurkatzellen oder Rattenherzen

(siehe 3.1.3)) in Inkubationspuffer (50 mM HEPES, pH 7,5, 10% Sucrose, 100 mM NaCl,

0,1% CHAPS, 10 mM DTT, 1 mM PMSF, 1 µg/ml Aprotinin und 1 µg/ml Leupeptin) für

24 Stunden bei 37°C inkubiert. Weiteres Vorgehen: siehe Punkt 3.10.1.
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3.10.3 In vitro-Degradation von eNOS (nicht radioaktiv)

1x106 HUVEC werden für 2 ½ Stunden (50 ng/ml TNF-α) bzw. 2 h (50 ng/ml TNF-α + 20

µg/ml CHX) bei 37°C inkubiert. 60 µg Proteinhomogenat (siehe 3.6.1.2) aus diesen

vorstimulierten Zellen  werden in Gegenwart von 10 mM Tris/HCl, pH 7,5 und verschie-

denen Inhibitoren (siehe Ergebnisse) für 3 Stunden bei 37°C inkubiert. Als Kontrolle wird

ein Reaktionsansatz bei 4°C inkubiert. Um unspezifische eNOS-Proteolyse auszuschließen,

werden zusätzlich Proteinhomogenate aus unbehandelten Zellen bei 4°C und 37°C

untersucht. Nach Zugabe von 2 x SDS-Probenpuffer werden die Proteine im 8%-SDS-

Polyacrylamidgel aufgetrennt und im Western Blot immungefärbt.

3.11 Indirekte Bestimmung der eNOS-Enzymaktivität (Messung der cGMP-

Akkumulation)

3.11.1 Behandlung und Aufarbeitung der Zellen (HUVEC)

1x106 HUVEC werden je nach Reaktionsansatz für die angegebene Zeit inkubiert. Um die

Aktivität der eNOS zu ermitteln, wird die indirekte Bestimmungsmethode der Ermittlung

der cGMP-Akkumulation verwendet, da Stickstoffmonoxid über Aktivierung der

Guanylatzyklase die cGMP-Bildung induziert. Zunächst werden HUVEC mit den Stimuli

TNF-α, CHX und ZLLLH für 7 Stunden bei 37°C inkubiert. Dann wird 1mM IBMX,

welches die Akkumulation von cGMP bewirkt, zugegeben und für weitere 30 min.

inkubiert. Nach anschließendender 10 min. Inkubation mit 1 µM A23187 (Calcium-

Ionophor) wird die TCA-Fällung durchgeführt. Dazu wird das Medium abgesaugt, einmal

mit PBS gewaschen, die Zellen in 500 µl 6% TCA mit einem Zellschaber vom Boden gelöst

und das Protein nach 15-minütiger Inkubation auf Eis durch Zentrifugation pelletiert. Der

Überstand wird durch 3 maliges Schütteln in 500 µl Ether neutralisiert und in den cGMP

Enzymimmunoassay eingesetzt.
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3.11.2 cGMP Enzymimmunoassay (EIA)

Zur Ermittlung der cGMP-Akkumulation wird ein kommerziell erhältlicher Enzymimmuno-

assay (Amerham, Hannover) verwendet. Das Testprinzip basiert auf der kompetitiven

Bindung von cGMP aus der zu untersuchenden Probe und einer definierten Menge an

Peroxiodase-markierten cGMP an eine limitierte Menge eines cGMP-spezifischen

Antikörpers, welcher über einen Zweitantikörper an eine Mikrotiterplatte immobilisiert

wird. Die Peroxidase des gebundenen markierten cGMPs wird durch Zugabe des Substrates

3,3‘, 5,5‘-Tetramethylbenzidine (TMB) unter Bildung eines grünen Reaktionsproduktes

umgesetzt, welches spektrophotometrisch bei 450 nm im ELISA-Reader quantifiziert

werden kann. Anhand einer gleichzeitig angefertigten Eichkurve mit cGMP-Standard wird

die Menge an cGMP im zu untersuchenden Reaktionsansatz errechnet und als Prozent

Kontrolle ([fmol cGMPProbe/fmol cGMP Kontrolle] x 100 = % Kontrolle) ausgedrückt.

3.12 Statistische Auswertung

Aus den jeweils angegebenen Stichprobenmengen (n) wurden Mittelwerte (MW) und

Standardabweichungen (SD) ermittelt. Die statistische Analysen erfolgten unter

Verwendung von ANOVA, ergänzt durch einen Bonferroni-Test (SPSS-Software).
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4 ERGEBNISSE

4.A UNTERSUCHUNGEN ZUR APOPTOSE IN DER PATHOGENESE KARDIALER

UND KARDIOVASKULÄREN ERKRANKUNGEN

Die Signaltransduktion der Apoptose wurde in vitro schon teilweise aufgeklärt. Das

Auftreten von Apoptose konnte in verschiedenen Herzerkrankungen, wie z.B. beim

Myokardinfarkt, bei Herzversagen als Folge der Herztransplantation und in athero-

sklerotischen Plaques [75, 133, 52, 61] gezeigt werden, die physiologische Relevanz der

Mechanismen, die in vitro gezeigt wurden, bleibt jedoch noch zu zeigen.

4.1 Bedeutung der Apoptose in der Hyperlipidämie

In atherosklerotischen Läsionen wird Zelltod durch Apoptose beschrieben. Die Bedeutung

der Apoptose bei der Entstehung atherosklerotischer Läsionen und die zugrunde liegenden

Mechanismen sind bisher noch ungeklärt. Deshalb sollte die Bedeutung der Apoptose in

der Atherosklerose im Kaninchenmodell untersucht werden. Dabei wurde die genetisch

induzierte Hyperlipidämie in Froxfield-Heritable-Hyperlipidemic-Rabbits (FFH-Tiere,

n=8) mit diät-bedingter Hyperlipidämie (12 Wochen Cholesteroldiät) in New Zealand

White Rabbits (H-Kaninchen, Wildtyp, n=8) verglichen.

4.1.1 Plaque-Entwicklung in genetisch und fütterungsinduzierter Hyperlipidämie

Makroskopische und lichtmikroskopische Untersuchung der Aorten ergaben, daß sich in

allen acht untersuchten genetisch modifizierten Kaninchen durchschnittlich 3,9±1,3

fortgeschrittenen Plaques mit typischer Morphologie gebildet hatten. Zusätzlich waren in

allen Tieren kleine fokale Areale mit Endothel-Denudation vorhanden. Durch Cholesterin-
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Diät dagegen entwickelte sich nur in einem von 8 untersuchten Tieren ein Plaque im

Frühstadium mit intimaler Verdickung, sowie jeweils 1 Fettstreifen in 2 weiteren Tieren,

während in den anderen 5 Tieren keine morphologischen Veränderungen zu beobachten

waren.

4.1.2 Apoptose in der Hyperlipidämie

DNA-Fragmentierung stellt ein typisches Merkmal der Apoptose dar. Basierend auf der

Detektion dieser Strangbrüche wurde sowohl die immunhistochemische „terminale dUTP

nick end“-Methode (TUNEL-Färbung, siehe Punkt 3.3.2) durchgeführt, als auch das

Auftreten der typischen DNA-Leiter nachgewiesen.

Immunhistochemische Analysen ergaben einen Anteil von 1±0,5% TUNEL-positive

Zellen mit typischer apoptotischer Morphologie in genetisch induzierter Hyperlipidämie

(Abb.7), während in durch Fütterung induzierter Hyperlipidämie und in Kontrolltieren

keine TUNEL-positiven Zellen zu detektieren waren.

Abb. 7: In situ-Detektion apoptotischer Zellen (TUNEL) in Kaninchen-Aorten. Gezeigt sind
typische Ausschnitte von Paraffinschnitten aus Kontrollaorten (control), Aorten aus Kaninchen mit
12-wöchiger Cholesterin-Diät (H) und genetisch induzierter Hyperlipidämie (FFH). Die Pfeile
weisen auf TUNEL-positive Zellen hin. Da die TUNEL-Färbung auch unspezifische DNA-
Fragmente detektiert, wurden TUNEL-positive Zellen unter Berücksichtigung der typischen
Morphologie apoptotischer Zellen ausgezählt. Î
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Diese Ergebnisse wurden durch Analyse der DNA bestätigt (Abb. 8), wobei nur in

genetisch induzierter Hyperlipidämie die Fragmentierung der DNA in eine für Apoptose

charakteristische DNA-Leiter gezeigt werden konnte.

Abb. 8: Nachweis der DNA-Fragmentierung in genetischer Hyperlipidämie durch
radioaktive Markierung. Gesamt-DNA aus Kaninchenaorten wurde radioaktiv markiert und in
einem Agarosegel aufgetrennt (s. 3.3.1.2). Ethidium-Bromidfärbung zur Verifizierung der
Ladungsgleichheit (oben) und dazugehöriges Autoradiogramm (unten). Ko = Kontrolle, FFH =
genetisch induzierte Hyperlipidämie, bp = Basenpaare.

4.1.2.1 Immunhistochemische Identifizierung TUNEL-positiver Zellen in genetisch

induzierter Hyperlipidämie

Um TUNEL-positive Zelltypen in durch genetische Hyperlipidämie induzierten Plaques zu

identifizieren, wurden zusätzliche Doppelfärbungen mit den Oberflächenmarkern α–Aktin

für vaskuläre glatte Muskelzellen und RAM 11 als Marker für Makrophagen durchgeführt.

Wie in Abbildung 9 dargestellt, konnte der größte Teil der TUNEL-positiven Zellen mit

RAM 11 gefärbt werden. Ebenso konnten apoptotische α-Aktin-positive glatte Muskel-

zellen sowie vereinzelte Endothelzellen gezeigt werden (Abb. 9).

Ko FFH

1018 bp

506 bp

344 bp



4 Ergebnisse                                                                                                                                                      37

Abb. 9: Identifizierung TUNEL-positiver Zelltypen in Aorten aus genetisch-modifizierten
Kaninchen. Aorta-Schnitte, die TUNEL-gefärbt (rot) wurden, wurden mit den Oberflächen-
markern RAM 11 für Makrophagen (A.) und α-Aktin für glatte Muskelzellen (B.) gegen gefärbt
(blau).
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4.1.3 Regulation von Bax, Bcl-2 und p53

Die Bcl-2-Familie besteht aus verschiedenen pro- und antiapoptotischen Mitgliedern. Das

Verhältnis der proapoptotischen Familienmitglieder, wie z.B. Bax, zu den anti-

apoptotischen, wie z.B. Bcl-2, determiniert, ob eine Zelle überlebt.

4.1.3.1 Nachweis der Regulation von Bax und Bcl-2-Protein im Western Blot

Western Blot Analysen gegen Bax (Abb. 10 a+c) ergaben einen 18-fachen Anstieg von

Bax Protein in genetisch induzierter Hyperlipidämie (1823±1182% im Vergleich zu

Kontrolltieren). In durch Fütterung induzierter Hyperlipidämie konnte eine Verdopplung

von Bax Protein (227±87%) beobachtet werden. Im Gegensatz dazu änderte sich der

Proteinlevel von Bcl-2 weder in genetischer Hyperlipidämie (121±26%) noch durch

Cholesterin-Diät (101±70%, (Abb. 10 a+c)).

Das Verhältnis von Bcl-2 zu Bax betrug somit bei FFH-Kaninchen 1:16, bei H-Kaninchen

1:3,2. Um eine Beteiligung von p53 zu untersuchen, welches die Genexpression von Bax

induzieren kann [122], wurden Western Blot Analysen mit einem Antikörper gegen p53

Protein durchgeführt. Wie in den Abbildungen 10b+c gezeigt, konnte jedoch keine

signifikant veränderte p53-Expression in genetisch- und fütterungsinduzierter Hyper-

lipidämie (118±34% bzw. 105±38%) beobachtet werden.
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Abb. 10: Bax-, Bcl-2 und p53-Protein in der Hyperlipidämie. (A) Exemplarischer Western Blot
gegen Bax und Bcl-2 sowie Aktin zur Verifizierung der Ladungsgleichheit. (B) Exemplarischer
Western Blot gegen p53 und Aktin. (C) Densitometrische Auswertung der Western Blots. FFH =
genetisch induzierte Hyperlipidämie, H = fütterungsinduzierter Hyperlipidämie (n=8 je Gruppe).
Als Kontrolle wurden Aorten aus Wildtyp-Kaninchen mit normaler Diät (= Ko) analysiert (n=4).
Mittelwert± Standardabweichung (MW±SD), * p<0,05 im vgl. zu Bax FFH.
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4.1.3.2 Immunhistochemische Identifizierung Bax-positiver Zellen

Da im Western Blot in genetisch induzierter Hyperlipidämie drastisch erhöhte Bax-

Proteinlevel gezeigt werden konnten, sollte die Lokalisation der Bax exprimierenden

Zellen in atherosklerotischen Plaques identifiziert werden. Immunhistochemische

Färbungen gegen Bax zeigten, daß 70±13% der intimalen Zellen Bax-positiv waren,

während in Kontrollen geringere Bax-Immunreaktivität vorhanden war (13±10% von der

Gesamtzellzahl). Bax-Immunreaktivität war hauptsächlich im superfiziellen Teil der

Intima, der reich an Schaumzellen war, sowie in einigen Endothelzellen der Plaque-

Oberfläche zu detektieren. Doppelfärbungen gegen Oberflächenmarker von glatten

Muskelzellen (α-Aktin) oder Makrophagen (RAM 11) zeigten sowohl in glatten Muskel-

zellen als auch in Makrophagen Bax-Immunreaktivität (Abb. 12).

In immunhistochemischen Analysen von Aorten aus Kaninchen, die eine Cholesterin-Diät

erhalten hatten, korrelierte der 2-fache Bax-Anstieg mit Bax-Immunreaktivität in

Endothelzellen (31±14%, Abb. 11).

Abb. 11: Lokalisation Bax-immunreaktiver Zellen in Kaninchenaorten aus H-Tieren.
Paraffinschnitte aus Aorten von mit Cholesterindiät gefütterten Kaninchen. Bax Immunreaktivität
beschränkte sich auf die Endothelschicht.
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Abb. 12: Lokalisation Bax-immunreaktiver Zellen in Kaninchenaorten aus FFH-Tieren.
Paraffinschnitte von Aorten aus FFH-Kaninchen wurden mit Bax (braun) gefärbt und mit Ober-
flächenmarkern gegen Makrophagen (RAM 11, oben) oder glatte Muskelzellen (Aktin, unten)
gegen gefärbt (rot).
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4.1.4 Serumlipide in genetisch und fütterungsinduzierter Hyperlipidämie

Hypercholesterinämie, insbesondere der Anteil der Lipoproteine LDL und HDL am

Gesamtcholesteringehalt, werden für die Entstehung atherosklerotischer Läsionen

verantwortlich gemacht.

Untersuchung der Serumlipide ergab, daß nach 12 Wochen sowohl in genetisch

veränderten Kaninchen (11,1±2,98 mmol/l) als auch durch Cholesterin-Diät (19,8±11,6

mmol/l) Hypercholesterinämie induziert wurde (Tabelle 6), die sich in den Absolutwerten

nicht signifikant voneinander unterschied. Dagegen zeigte sich durch unterschiedliche

Induktion der Hyperlipidämie eine differierende Verschiebung der Lipoproteine LDL,

HDL und VLDL am Gesamtcholesteringehalt (Tabelle 6 und Abb. 13).

Tabelle 6: Serum-Lipide in Kontrolltieren (n=4), Kaninchen mit Cholesterin-Diät (H, n=8) und
genetisch induzierter Hyperlipidämie (FFH, n=8). Aufgelistet sind sowohl die Absolutwerte
[mmol/l] als auch der (1) prozentuale Anteil der Lipoproteine am Gesamtcholesterin. (MW±SD, *
p<0,05 gegen Kontrolltiere, # p<0,05 gegen FFH).

Kontrolle FFH H

mmol/l % -Anteil1 mmol/l % -Anteil1 mmol/l % -Anteil1

Gesamtcholesterin

LDL

HDL

  VLDL

LDL/HDL

0,95±0,43

0,19±0,09

0,32±0,10

0,44±0,28

0,6±0,2

100

20±2

40±16

41±15

11,1±3 *

8,4±2,2*

1,5±0,5*

1,2±0,6*

5,6±0,4

100

76±3*

14±1

11±3*

19,8±11,6 *

8,5±6,5*

2,7±0,5*#

8,6±4,8*#

3,1±1,8

100

39±9*#

18±7

45±6*#

Triglyceride 2,96±1,61  3,7±1  1,45±1,1 

In Kontrolltieren fand man die in Tabelle 6 aufgezeigte Verteilung der Lipoproteine am

Gesamtcholesterin. Genetisch induzierte Hyperlipidämie resultierte in einem 4-fachen

Anstieg von LDL auf 76±3%, begleitet von einer 3-fachen bzw. 4-fachen Reduktion von

HDL und VLDL auf 14±1% und 11±3%. Durch Cholesterin-Diät erhielt man eine
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Verdopplung von LDL (38±9%) bei Halbierung von HDL (18±7%) und gleichbleibendem

VLDL (45±6%).

Abb. 13: Serum-Lipide, Zusammensetzung des Gesamtcholesterins. Prozentualer Anteil der
Lipoproteine LDL (schwarz), HDL (grau) und VLDL (weiß) am Gesamtcholesteringehalt in
Kontrolltieren, genetischer und durch Fütterung induzierter Hyperlipidämie.

4.2 Apoptose in der akuten Abstoßung von allogenen Herztransplantaten

Die Organtransplantation hat sich in den vergangenen Jahrzehnten zu einer etablierten

therapeutischen Option im Terminalstadium des Organversagens entwickelt. Dabei stellt

die akute Transplantatabstoßung neben der chronischen Transplantatdysfunktion eine

bedeutende Komplikation dar. Um die Apoptose in der akuten Abstoßung von allogenen

Herztransplantaten zu untersuchen, wurde das allogene, heterotope Herztransplantations-

modell von Wistar-Furth- zu Lewisratten verwendet (n=15, adulte, männliche Ratten).
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4.2.1 Nachweis der Beteiligung von Apoptose

In der vorliegenden Arbeit wurde die Apoptose als Effektormechanismus der akuten

Transplantatabstoßung untersucht. Um die Beteiligung der Apoptose in der akuten

Abstoßung allogener Herztransplantate nachzuweisen, wurden zunächst immunhisto-

chemische TUNEL-Färbungen durchgeführt (Abb. 14). Die akute Abstoßung resultierte in

TUNEL-positiven Zellen mit typischer apoptotischer Morphologie und konnten als

Kardiomyozyten identifiziert werden.

Abb. 14: In situ-Detektion apoptotischer Zellen (TUNEL-Färbung) in akut
abgestoßenen Herz-Allotransplantaten. Gezeigt ist ein typischer Ausschnitt von
Paraffinschnitten aus am Tag 10 akut abgestoßenen Transplantaten. Der Pfeil weist auf eine
TUNEL-positive Zelle hin.
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Die Ergebnisse der TUNEL-Färbung wurden durch Untersuchung der DNA-

Fragmentierung in Gesamt-DNA verifiziert. Wie in Abb. 15 dargestellt, konnte am Tag 10

die DNA-Fragmentierung in eine typischen DNA-Leiter nachgewiesen werden.

Abb. 15: Nachweis der DNA-Fragmentierung in der akuten Abstoßung allogener
Herztransplantate (d10) durch radioaktive Markierung. Gesamt-DNA aus
abgestoßenen Allotransplantaten wurde radioaktiv markiert. Dargestellt sind ein typisches
Autoradiogramm (unten) sowie die Ethidiumbromid-Färbung (oben). bp = Basenpaare.

1018 bp

506 bp
344 bp

d10Ko
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4.2.2 Regulation von Bax und Bcl-2

4.2.2.1 Regulation von Bax-Protein

Um die Regulation der Bcl-2-Familie in der akuten Abstoßung zu untersuchen, wurden

exemplarisch Bax und Bcl-2 untersucht.

In Herzen, die am Tag 10 akut abgestoßen wurden, erhöhte sich die Menge an Bax Protein

auf 327±124% im Vergleich zu Kontrollherzen (Abb. 16).

Abb. 16: Erhöhte Bax-Expression in der akuten Abstoßung allogener Herztransplantate. (A.)
Western Blot gegen Bax. 50 µg Proteinhomogenat aus allogenen Herztransplantaten, die am Tag
10 akut abgestoßen wurden (= d10). Als Kontrolle wurden unbehandelte Herzen verwendet (= Ko).
(B.) Densitometrische Auswertung der Western Blots (MW±SD aus n=8 Tieren)

4.2.2.2 Zeitabhängige Regulation von Bcl-2-Protein

Die akute Abstoßung resultierte in einer zeitabhängigen Verminderung von Bcl-2-Protein

(Tag 1: 100%, Tag 3: 51%, Tag 5: 9%, Abb. 17 a und b). Am Tag 7 und Tag 10 akut

abgestoßener Herzen wurde ein Degradationsprodukt von 17 kD im Western Blot sichtbar

(siehe Abb. 17 c), während kein Bcl-2 mehr zu detektieren war.
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Abb. 17: Zeitabhängige Degradation von Bcl-2 in der akuten Abstoßung allogener
Herztransplantate. (A.) Western Blot gegen Bcl-2. 50 µg Proteinhomogenat aus allogenen
Herztransplantaten, die am Tag 1, 3, 5 und 7 abgestoßen wurden. (B.) Densitometrische
Auswertung der Zeitkinetik, Bcl-2 Gehalte in unbehandelter Kontrolle wurden als 100% definiert.
(C.) Western Blot gegen Bcl-2. 50 µg Protein aus abgestoßenen Herzen am Tag 10 (= d10). Als
Kontrolle dienten Herzen unbehandelter Ratten (= Ko).

4.2.2.3 Einfluß auf die Bcl-2 Protein mRNA-Expression

Reduzierte Bcl-2 Proteinlevel in der akuten Abstoßung könnten entweder auf verminderte

Transkription oder auf posttranslationale Veränderungen zurückzuführen sein. Deshalb

wurde ein „RNase Protection Assay“ (siehe Material & Methoden) mit multiplen Proben

durchgeführt, der es ermöglicht, verschiedene mRNA-Spezies gleichzeitig zu detektieren

und zu quantifizieren.
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Wie in Abb. 18 dargestellt, konnte in der akuten Abstoßung (d10) keine Veränderung der

Genexpression der Bcl-2 Familienmitglieder Bcl-2 und Bax beobachtet werden. Die

Expression von L32 und GAPDH verifizieren Ladungsgleichheit.

Abb. 18: Die Bcl-2 Proteolyse in der akuten Abstoßung findet nicht auf transkriptioneller
Ebene statt (RNase-Protection-Assay). (A.) Dargestellt ist ein typisches Autoradiogramm. M =
Marker, Ko = mRNA aus unbehandelten Kontrollherzen, d10 = mRNA aus akut abgestoßenen
Herzen. (B.) Quantifizierung von Bcl-2 und Bax mittels Phospoimager-Analysen (Beckmann).
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4.2.2.4 Charakterisierung der Bcl-2 Degradation

Die Ergebnisse des RNase Protection Assays wiesen auf eine posttranslationale

Degradation von Bcl-2 hin. Um die Proteolyse näher zu charakterisieren, wurde in einem

in vitro-Assay [35S]-markiertes Bcl-2 mit Proteinhomogenaten aus Kontrollherzen bzw.

Herzen, die am Tag 10 akut abgestoßen wurden, koinkubiert. Wie im Western Blot wurde

Gesamtlängen-Bcl-2 in akut abgestoßénen Herzen bei 37°C Inkubationstemperatur

vollständig degradiert (2,4±1,3% im vgl zu 4°C) und in ein Degradationsprodukt von 17

kD gespalten, während in der Kontrolle (Inkubation bei 4°C) keine Degradation von Bcl-2

zu beobachten war (104±30%, Abb. 19).

Abb. 19: Abbau von [35S]-markierten Bcl-2 in der akuten Abstoßung. (A.) Rekombinantes Bcl-
2 wurde radioaktiv markiert (siehe Material & Methoden) und mit 100 µg Proteinhomogenat aus
Kontrollherzen (= Ko) oder am Tag 10 akut abgestoßener Herzen (= d10) koinkubiert. Als
zusätzliche Kontrolle wurde [35S]-Bcl-2 ohne Proteinhomogenate inkubiert (= Lysat). (B.)
Densitometrische Auswertungen der Autoradiogramm, MW±SD.
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Zur Charakterisierung der Bcl-2 Proteolyse in der akuten Abstoßung wurden folgende

Protease-Inhibitoren verwendet (Tab. 7):

Tabelle 7: Übersicht der eingesetzten Protease-Inhibitoren und Konzentrationen.

Protease-Familie Inhibitor Konzentration

SERIN-PROTEASEN Aprotinin 1 µg/ml

Leupeptin 1 µg/ml

• Perforine

• Granzyme B

ConcanamycinA

Granzyme B-Inhibitor

0,5 µM

5 µM

CYSTEIN-PROTEASEN

• allgemein E64

Leupeptin

PMSF

5 µg/ml

1 µg/ml

2 mM

• Calpaine

• Caspasen

N-Etylmaleimide (NEM)

Jodacetamid

Calpain I-Inhibitor

Calpain II-Inhibitor

ZVAD-fmk

Ac-DEVD-CHO

2 mM

1 mM

5 µg/ml

5 µg/ml

100 µM

100 µM

• Proteasomenkomplex ZLLLH 40 µM

METALLO -PROTEASEN EDTA 50 mM

ASPARTAT-PROTEASEN Pepstatin 10 µg/ml
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Die Familie der Serin-Proteasen konnte als die für die Degradation verantwortliche

Proteasefamilie identifiziert werden, da sowohl der Serin-/Cysteinproteaseninhibitor

Leupetin (72±16% im Vergleich zu d10 4°C) als auch der spezifischere

Serinproteaseninhibitor Aprotinin (110±16%) die Bcl-2 Degradation inhibierte (Abb. 20

a+c). Der Cysteinproteaseninhibitor E64 (21±20%) hatte ebenso wenig einen Effekt auf die

Bcl-2 Proteolyse wie die Hemmung der Metallo- und Aspartat-Proteasen mit EDTA und

Pepstatin (Abb. 20 b+c).

Abb. 20: Einfluß von Proteaseinhibitoren auf die Bcl-2 Proteolyse in der akuten Abstoßung.
Jeweils 100 µg Proteinhomogenat aus am Tag 10 akut abgestoßenen Herzen wurde mit Inhibitoren
der verschiedenen Proteasefamilien (eingesetzte Konzentrationen: siehe Tab. 7) und [35S]-
markierten Bcl-2 koinkubiert. (A.) und (B.) Typische Autoradiogramme. (C.) Densitometrische
Auswertung. n=3, MW±SD. * p<0,05 zu 37°C.
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Hemmung der Cystein-Proteasen mit anderen unspezifischen Inhibitoren wie NEM und

Jodacetamid zeigten keinen Effekt auf die Bcl-2 Proteolyse (Abb. 21 a). Es ist bekannt,

daß Bcl-2 durch Caspasen [30] und den Proteasomenkomplex [40] gespalten werden

können. Jedoch konnten die Caspasen-Inhibitoren ZVAD und DEVD (Abb. 21 b) die Bcl-2

Proteolyse nicht hemmen. Weiterhin hatte die Inhibition des Proteasomenkomplexes mit

ZLLLH und der Calpainproteasen mit Calpain I- und Calpain II-Inhibitor keinen Einfluß

auf die Bcl-2 Degradation (Abb. 21 c).

Abb. 21: Einfluß von Cysteinprotease-Inhibitoren auf die Bcl-2 Proteolyse in der akuten
Abstoßung. [35S]-markierten Bcl-2 wurde mit jeweils 100 µg Proteinhomogenat aus am Tag 10
akut abgestoßenen Herzen sowie mit unspezifischen Inhibitoren der Cysteinproteasen (A.) oder mit
spezifischeren Inhibitoren der folgenden Cysteinproteasen koinkubiert: (B.) Caspase-Inhibitoren,
(C.) Inhibitoren des Proteasomenkomplexes (ZLLLH) und der Calpaine (CalpI/CalpII-Inhibitor).
Eingesetzte Konzentrationen: siehe Tab.7. Dargestellt sind typisches Autoradiogramme.

+  
Z

V
A

D
fm

k

+ 
D

E
V

D
-C

H
O

Inkubations-
temperatur [°C]

4        37

30 kD

21 kD

14 kD

Bcl-2

17 kD-
Bande

37      37 Inkubations-
temperatur [°C]

4        37

30 kD

21 kD

14 kD

Bcl-2

17 kD-
Bande

37     37      37

+ 
C

al
pI

-I
nh

.

+ 
Z

LL
LH

+ 
C

al
pI

I-
In

h.

+ 
N

E
M

+ 
Jo

da
ce

ta
m

id

Inkubations-
temperatur [°C]

4           37

30 kD

21 kD

14 kD

Bcl-2

17 kD-
Bande

37         37

C.

A.

B.



4 Ergebnisse                                                                                                                                                      53

Serinproteasen, wie Granzyme B, spielen eine Rolle in der durch zytotoxische T-Zellen

(CTL) vermittelten Immunantwort in der akuten Abstoßung, welche hauptsächlich über

Fas/Fas Ligand und Perforin/Granzyme B Apoptose in Zielzellen induzieren. So konnte

eine partielle Hemmung der Bcl-2-Degradation durch Inhibition der Perforin-Porenbildung

mit ConcanamycinA (41±8%) erreicht werden, während Hemmung der Serinprotease

Granzyme B keinen Effekt hatte (11±7%, Abb.22).

Abb. 22: Partielle Hemmung der Proteolyse von [35S]-Bcl-2 durch Inhibiton von Perforin.
[35S]-markiertes Bcl-2 wurde mit jeweils 100 µg Proteinhomogenat aus am Tag 10 akut
abgestoßenen Herzen und mit 1µM Concanamycin A (A) oder 5 µM Granzyme B-Inhibitor (B.)
koinkubiert. (C.) Densitometrische Auswertung der Autoradiogramme. n=2, MW±SD.* p<0,05 zu
37°C.
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Antioxidantien [58] und Stickstoffmonoxid [38] konnten in HUVEC die Bcl-2 Degradation

hemmen. Deshalb wurde zunächst die Beteiligung redoxabhängiger Prozesse an der Bcl-2

Proteolyse in akut abgestoßenen Herzen untersucht. Wie in Abbildung 23 dargestellt,

hatten weder die Kombination von Vitamin C+E noch Cyclosporin A einen Effekt.

Dagegen resultierte der Schutz von SH-Gruppen mit DTT in einer Hemmung der Bcl-2

Proteolyse.

Abb. 23: Einfluß redoxabhängiger Prozesse auf die Bcl-2 Proteolyse in der akuten
Abstoßung. Koinkubation [35S]-markierten Bcl-2 mit 100 µg Proteinhomogenat aus am Tag 10
akut abgestoßenen Herzen und mit Inhibitoren redoxabhängiger Prozesse.

Koinkubation mit Stickstoffmonoxid resultierte in einer dosisabhängigen Hemmung der

Bcl-2 Degradation in der akuten Abstoßung. So konnte nur die höchste eingesetzte

Konzentration (1mM) des NO-Donors S-Nitrosopenicillamine (SNAP) die Degradation

hemmen, während niedrigere Konzentrationen keinen Effekt hatten (Abb. 24).
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Abb. 24: Dosisabhängige Effekte von NO auf die Bcl-2 Proteolyse in der akuten Abstoßung.
Koinkubation [35S]-markierten Bcl-2 mit 100 µg Proteinhomogenat aus am Tag 10 akut
abgestoßenen Herzen und mit den angegebenen Konzentrationen des NO-Donors S-Nitroso-
penicillamine (SNAP).
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4.3 Untersuchung der Apoptose in Ischämie/Reperfusion

Der Einfluß von Stickstoffmonoxid (NO) auf die Apoptose wird kontrovers diskutiert.

Einige Studien zeigen proapoptotische Effekte von NO, während neuere Untersuchungen

auch auf antiapoptotische Effekte hinweisen. So konnte gezeigt werden, daß

Stickstoffmonoxid durch verschiedene Stimuli (wie TNFα und Angiotensin II) induzierte

Apoptose hemmt [59, 35]. Um die physiologische Relevanz protektiver Effekte endogenen

Stickstoffmonoxids zu überprüfen, wurde Ischämie/Reperfusions-induzierte Apoptose an

isolierten perfundierten Rattenherzen (jeweils 30 Minuten Ischämie und Reperfusion, n=6

pro Versuchsgruppe, Herzen männlicher alters-/gewichtsdefinierter Wistar-Furth Ratten) in

der Langendorff-Apparatur untersucht.

4.3.1 Apoptose in Ischämie/Reperfusion

Der immunhistochemische Nachweis der für die Apoptose charakteristischen DNA-

Fragmentierung ergab, daß in der Ischämie ein geringer Anstieg TUNEL-positiver Zellen

(0,13±0,2% der Gesamtzellzahl im vgl. zu 0,12±0,11% in Kontrollherzen) zu detektieren

war und zusätzliche Reperfusion in einem 8-fachen Anstieg TUNEL-positiver Zellen

(0,99±1,69%) resultierte (Abb.25).

Abb. 25: In situ-Detektion apoptotischer Zellen (TUNEL) in Rattenherzen. Gezeigt sind
typische Ausschnitte von Paraffinschnitten (n=6 pro Gruppe). Der Anteil TUNEL-positiver Zellen
(rot) an der Gesamtzellzahl wurde unter Berücksichtigung der Morphologie im Lichtmikroskop
quantifiziert. Î
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Diese Ergebnisse wurden durch Nachweis der typischen DNA-Leiter (Abb. 26) bestätigt.

In der Ischämie war nur eine geringe Fragmentierung erkennbar, die in der Reperfusion

verstärkt wurde.

Abb. 26: Nachweis der DNA-Fragmentierung in Ischämie und Reperfusion durch radioaktive
Markierung. Gesamt-DNA aus Rattenherzen wurde radioaktiv markiert und im Agarosegel
aufgetrennt. Dargestellt ist ein typisches Autoradiogramm (unten). Die Ethidiumbromid-Färbung
verifiziert die Ladungsgleichheit (oben). I = Ischämie, R = Reperfusion, 1mM LNMMA. bp =
Basenpaare.

4.3.2 Bedeutung von endogenem NO auf Ischämie/Reperfusions-induzierte Apoptose

Um die Bedeutung des endogenen NO zu untersuchen, wurde die NO-Synthase in

Ischämie und Reperfusion durch den Zusatz des kompetitiven Inhibitor L-NG-Mono-

methyl-L-arginin (LNMMA, 1mM) zur Perfusionslösung gehemmt. Die Inhibition der

endogenen NO-Synthese resultierte in einer starken Induktion der Apoptose in der
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Ischämie (31±7% TUNEL-positiver Zellen) sowie einer Verstärkung bei zusätzlicher

Reperfusion (27±19%, Abb. 25).

Die Überprüfung der immunhistochemischen Ergebnisse durch den Nachweis der DNA-

Leitern ergab eine starke Fragmentierung der DNA bei Perfusion mit LNMMA sowohl in

der Ischämie als auch in der zusätzlicher Reperfusion (Abb. 26). Die Hemmung der

endogenen NO-Synthese ohne zusätzliche Ischämie und Reperfusion resultierte in einer

geringeren Fragmentierung.

4.3.3 Bedeutung von Bcl-2 und Bax

Um die Beteiligung der Bcl-2-ähnlichen Proteine zu ermitteln, wurden Bcl-2 und Bax

Protein im Western Blot untersucht (Abb. 27).

Bcl-2-Proteinlevel wurden weder durch Ischämie (92±52% im Vgl. zu Kontrollherzen)

noch durch Reperfusion (185±96%) reguliert. Die Hemmung der endogenen NO-Synthese

in Ischämie (178±67%) und Reperfusion (189±11%) führte ebenfalls zu keiner Änderung

von Bcl-2-Protein. Die Untersuchung von Bax-Protein zeigte ähnliche Ergebnisse. Weder

Ischämie (97±6%) und Reperfusion (87±12%) noch zusätzliche Hemmung der endogenen

NO-Synthese in Ischämie (81±19%) und Reperfusion (79±25%) führten zu einer

veränderten Bax-Expression.
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Abb. 27: Bax und Bcl-2 Protein werden in Ischämie und Reperfusion nicht reguliert. (A.) 50
µg der Proteinhomogenate jeder Gruppe wurden im 12% SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt. (B.)
Densitometrische Auswertung der Western Blots gegen Bax und Bcl-2. LNMMA 1 mM. I =
Ischämie, R = Reperfusion. n=6 je Gruppe, MW±SD.

4.3.4 Bedeutung der Caspase-3 in der Ischämie/Reperfusions-induzierten Apoptose

Die proteolytische Caspase-Kaskade ist an der Apoptose-Signaltransduktion verschiedener

apoptotischer Stimuli beteiligt. Die Caspase-3 steht am Ende dieser Kaskade und führt

über Aktivierung der Caspase-3-abhängigen DNase I (CAD) zur DNA-Fragmentierung.

Bei Aktivierung der Caspase-3 kommt es zur proteolytischen Spaltung in die

Untereinheiten p17 und p12, welche dann zum enzymatisch aktiven Komplex dimerisieren.

In vitro- und Zellkulturversuche [59, 153] weisen darauf hin, daß protektive NO-Effekte

auf posttranslationale Modifikation der Caspase-3 zurückzuführen sind. Deshalb sollte
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untersucht werden, ob die Apoptose in Ischämie und Reperfusion einen Einfluß auf  das

Caspase-3 Protein hat.

4.3.4.1 Nachweis der proteolytischen Spaltung von Caspase-3 im Western Blot

Im Western Blot gegen die aktive Untereinheit p17 konnte gezeigt werden, daß

Reperfusion in einem leichten Anstieg von p17 als Indikator für die Aktivierung von

Caspase-3 resultierte (Abb. 28). Durch Hemmung der endogenen NO-Synthese kam es zu

keiner Spaltung der Caspase-3 in p17, während zusätzliche Ischämie und Reperfusion zur

Spaltung in die p17-Untereinheit führten.

Abb. 28: Nachweis der proteolytischen Spaltung der Caspase-3 in Ischämie und Reperfusion
im Western Blot. 100 µg der Proteinhomogenate jeder Gruppe wurden im 15% SDS-
Polyacrylamidgel aufgetrennt und Western Blots gegen die aktive Untereinheit p17 durchgeführt.
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4.3.4.2 Nachweis der endogenen Caspase-Spaltungsaktivität

Der Western Blot demonstriert die Anwesenheit von p17, kann aber keine Enzymaktivität

detektieren. Um die endogene Caspase-Aktivität in Proteinhomogenaten der Rattenherzen

zu detektieren, wurde ein radioaktiver in vitro-Assay etabliert (siehe Material &

Methoden).

Bei Inkubation [35S]-markierter Caspase-3 mit Proteinextrakten aus anti-Fas stimulierten

Jurkat-Zellen erhielt man das Spaltprodukt p17 (Abb. 29). Koinkubation von radioaktiv

markierter Caspase-3 mit Homogenaten aus Ischämie/Reperfusion unter Hemmung der

endogenen NO-Synthase resultierte ebenfalls in einer proteolytischen Spaltung in p17.

Abb. 29: Nachweis der endogenen Caspase-Spaltungsaktivität in Ischämie und Reperfusion.
80 µg anti-Fas stimulierter Jurkat-Extrakte bzw. 100 µg Proteinhomogenat aus Rattenherzen
wurden mit  [35S]-markierter Caspase-3 koinkubiert. TCA-Fällung, 15% SDS-Polyacrylamidgel.
Dargestellt ist ein typisches Autoradiogramm.
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4.4 Untersuchung der Apoptose in der Hypoxie

Ischämie und Hypoxie sind durch eine Unterversorgung des Gewebes mit Sauerstoff

gekennzeichnet. Die Hypoxie ist die Folge der erniedrigten Sauerstoffzufuhr während der

Ischämie. Kurzzeitige Ischämie  resultierte nur in einem leichten Anstieg der Apoptose

(siehe Kapitel 4.3), wobei endogenes NO vor Apoptose zu schützen scheint. Um die

Effekte der langfristigen Hypoxie auf die Apoptose zu untersuchen, wurden Ratten und

Mäusen, die für 21 Tage unter kontrollierter hypoxischer Atmosphäre mit 10% Luft-

sauerstoff gehalten wurden, im Vergleich zu Tieren unter Normoxie (21% Luftsauerstoff)

analysiert.

4.4.1 Apoptose in der Hypoxie im Rattenmodell

Um die Apoptose in der Hypoxie zu untersuchen, wurden die Herzen von männlichen

Wistar-Furth-Ratten analysiert, die für 21 Tage bei freiem Zugang zu Wasser und Futter

unter Hypoxie bzw. Normoxie gehalten wurden (n=4 pro Gruppe, alters- und gewichts-

definiert).
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4.4.1.1 Nachweis der Apoptose

Der Nachweis der Apoptose in DNA, die aus den Rattenherzen isoliert wurde, ergab, daß

21-tägige Hypoxie im Vergleich zu normoxischen Ratten zu einer verstärkten DNA-

Fragmentierung führte. (Abb. 30).

Abb. 30: Nachweis der DNA-Fragmentierung in der Hypoxie in Ratten. Gewichts- und
altersdefinierten Wistar-Furth Ratten wurden für 21 Tage in kontrollierter Atmophäre mit 10%
(Hypoxie = H) bzw. 21% (Normoxie = N) Luftsauerstoff gehalten. Gesamt-DNA aus den Herzen
wurde radioaktiv markiert und im Agarosegel aufgetrennt. Dargestellt sind Ethidiumbromid-
Färbung (oben) sowie dazugehöriges Autoradiogramm (unten). bp = Basenpaare.

4.4.1.2 Regulation von Bax, Bcl-2 und p53

Um den Einfluß der Hypoxie auf Bcl-2 ähnliche Proteine und p53 in Rattenherzen zu

untersuchen, wurden Western Blot-Analysen gegen Bax, Bcl-2 und p53 durchgeführt.

Bax Protein wurde durch Hypoxie auf 229±94% (im Vgl. zu Normoxie, n=4 pro Gruppe)

erhöht, während Bcl-2 Protein reduziert (49±14%) wurde (Abb. 31). Das Verhältnis von

Bcl-2 zu Bax veränderte sich dabei von 1:0,4 in der Normoxie auf 1:2,1 in der Hypoxie.

Für p53 konnte ebenfalls eine Erhöhung durch Hypoxie gezeigt werden (214±121%, Abb.

31), die aber aufgrund der großen Standardabweichung nicht signifikant war.
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Abb. 31: Regulation von Bax, Bcl-2 und p53 Protein in hypoxischen Rattenherzen. (A.) 50 µg
der Proteinhomogenate jeder Gruppe wurden im 12% SDS-Polyacrylamidgel (Bcl-2 und Bax) bzw.
9%-Gel (p53) aufgetrennt. (B.) Densitometrische Auswertung, n=4 je Gruppe, MW±SD. # p<0,05
zu Bcl-2 in Normoxie, * p<0,05 zu Bax in Normoxie.
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Tage 21% bzw. 10% O2) analysiert. Es wurden sowohl Mäuse verwendet, die eine

Defizienz der induzierbare NOS (iNOS-/-, n=3 pro Gruppe) aufwiesen, als auch Mäuse mit

einem Knockout der endothelialen NOS (eNOS-/-, n=2 pro Gruppe). Als Kontrolle dienten

C57BL6-Mäuse (n=2 pro Gruppe).

4.4.2.1 Untersuchung der Apoptose in Wildtypmäusen

4.4.2.1.1 Nachweis der Apoptose in der Hypoxie in Wildtypmäusen

Zunächst wurden die Ergebnisse der Hypoxieversuche in Ratten (Punkt 4.4.1) im

Mausmodell verifiziert. Auch in Herzen des Wildtypes, die für 21 Tage unter Hypoxie

(10% Luftsauerstoff) gehalten wurden, erhielt man im Vergleich zu normoxischen

Kontrollmäusen eine deutliche DNA-Fragmentierung (Abb. 32).

Abb. 32: Nachweis der DNA-Fragmentierung in der Hypoxie in Mäusen. Gewichts- und
altersdefinierte C57BL6-Mäuse wurden für 21 Tage in kontrollierter Atmosphäre mit 10%
(Hypoxie = H) bzw. 21% (Normoxie = N) Luftsauerstoff gehalten. Gesamt-DNA aus den Herzen
wurde radioaktiv markiert und im Agarosegel aufgetrennt. Dargestellt ist die Ethidiumbromid-
Färbung (oben) sowie das dazugehöriges Autoradiogramm (unten). bp = Basenpaare.
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4.4.2.1.2 Regulation von Bax und Bcl-2 in Wildtypmäusen

Western Blot Analysen von Bax Protein zeigten in Herzen von Mäusen einen Bax-Anstieg

in der Hypoxie auf 366±82% im Vergleich zur Normoxie (Abb. 33, n=2 pro Gruppe). Bei

leicht erhöhtem Bcl-2-Protein in der Hypoxie (176±34%, n=2, Abb. 33) verminderte sich

damit das Verhältnis von Bcl-2 zu Bax.

Abb. 33: Regulation von Bax und Bcl-2 Protein in Mäuseherzen. Western Blot-Analysen von
Proteinen aus Herzen von C57BL6-Mäusen, die unter Normoxie (=N) oder Hypoxie gehalten
wurden. (A.) 50 µg der Proteinhomogenate wurden im 12% SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt.
(B.) Densitometrisch Auswertung, n=2 je Gruppe, MW±SD.

4.4.2.2 Untersuchung der Apoptose in NO-Synthase-Knockout-Mäusen

Die Ergebnisse des Ischämie/Reperfusionsmodells (Punkt 4.3) ließen protektive Effekte

von Stickstoffmonoxid auf Apoptoseinduktion vermuten. Um die Effekte unterschiedlicher

NO-Konzentrationen zu ermitteln, wurde an männlichen NO-Synthase-Knockout-Mäusen

(männlich, alters-/geschlechtsdefiniert) der Einfluß der induzierbaren NOS (iNOS, hohe

NO-Produktion) und der endothelialen NOS (eNOS, niedrige NO-Produktion) auf die

Apoptose in Normoxie (21% Luftsauerstoff) und Hypoxie (10% O2) untersucht.
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4.4.2.2.1 Nachweis der Apoptose in NOS-Knockout-Mäusen

Der eNOS-Knockout (eNOS-/-, n=2) führte im Vergleich zu Kontrollmäusen unter

normoxischen Bedingungen zu einer starken DNA-Fragmentierung (Abb. 34). Zusätzliche

Hypoxie (n=2) bewirkte eine additive Verstärkung der Apoptose. Im iNOS-Knockout

(iNOS-/-, n=3) erhielt man keine deutliche DNA-Leiter, sondern vorwiegend

höhermolekulare Fragmente. Hypoxie (n=3) führte in Herzen von iNOS-Knockoutmäusen

zu einer DNA-Fragmentierung. In den abgebildeten Autoradiogrammen ist bei

Kontrolltieren in der Hypoxie keine deutliche DNA-Fragmentierung zu erkennen, was

durch die kurze Expositionszeit zu erklären ist. Diese wurde so gewählt, daß die

Fragmentierung in den Knockout-Tieren zu erkennen ist.

Abb. 34: Nachweis der DNA-Fragmentierung in NOS-Knockout-Mäusen durch radioaktive
Markierung. Untersuchung der DNA aus Herzen von Kontrollmäusen (wt, C57BL6), eNOS-
Knockout-Mäusen (eNOS-/-) und iNOS-Knockout-Mäusen (iNOS-/-), die für 21 Tage in
kontrollierter Atmophäre mit 21% (Normoxie = N) bzw. 10% (Hypoxie = H) Luftsauerstoff
gehalten wurden. Dargestellt sind Ethidiumbromid-Färbungen und Autoradiogramme. bp = Basen-
paare.
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4.4.2.2.2 Regulation von Bax und Bcl-2 in NO-Synthase-Knockout-Mäusen

Der eNOS-Knockout führte zu einer Bax-Erhöhung (247±29% im Vgl. zu Kontrollmäusen

unter Normoxie, Abb. 35). Zusätzliche Hypoxie resultierte in einer additiven Bax-

Erhöhung auf 402±10%. Bcl-2-Protein wurde weder in Normoxie (146±7%) noch in

Hypoxie (107±28%) reguliert. Im Gegensatz dazu führte iNOS-Knockout zu vermindertem

Bax-Protein (55±28%). Durch 21 Tage Hypoxie wurde Bax-Protein auf das Kontrollniveau

erhöht (104±9%). Auch der iNOS-Knockout bewirkte keine Veränderung des Bcl-2-

Proteins in Normoxie (197±33%) und Hypoxie (137±10%).

Abb. 35: Regulation von Bax und Bcl-2 Protein in NOS-Knockout-Mäusen in Normoxie (N)
und Hypoxie (H). Proteinhomogenate aus Mausherzen (A) eNOS-/-, (B) iNOS-/- im Vergleich zu
Kontrollen Normoxie (C57BL6-Mäuse). (C) Densitometrische Auswertung: aufgetragen sind die
Werte der einzelnen Tiere.
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4.4.2.3 Regulation der eNOS in NOS-Knockout-Mäusen

In Lungen von iNOS-Knockout-Mäusen wurde eine stärkere Induktion von eNOS durch

Hypoxie beobachtet als in Wildmäusen, während die basale eNOS-Expression in der

Normoxie jedoch in Wildmäusen höher war als im iNOS-Knockout (140).

Deshalb wurde eNOS Protein in Herzen der NOS-Knockoutmäuse untersucht (Abb. 36).

Abb. 36: Regulation von eNOS Protein in NOS-Knockout-Mäusen in Normoxie (N) und
Hypoxie (H). (A.) 40 µg Proteinhomogenat wurden im 8%-SDS-Polyacrylamidgel, Western Blots
gegen eNOS und Aktin. (B.) Densitometrische Auswertung: dargestellt sind die Werte der
einzelnen Tiere. Als Kontrolle dienten Herzen von C57BL6-Mäusen unter Normoxie. wt =
Wildtyp, eNOS -/- = eNOS-Knockout, iNOS -/- = iNOS-Knockout.

In Herzen von Wildtypmäusen wurde eNOS Protein durch Hypoxie leicht, aber nicht

signifikant hochreguliert (167±32% im Vergleich zu wt Normoxie). iNOS-Knockout
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Vergleich zu Wildtyp-Mäusen unter Normoxie. Hypoxie regulierte auch im iNOS-

Knockout nicht den eNOS-Proteingehalt (348±102%). In eNOS-Knockout-Mäusen war

weder in Normoxie noch in Hypoxie eNOS zu detektieren.



4 Ergebnisse                                                                                                                                                      72

4.B IN VITRO -CHARAKTERISIERUNG DER TNF/CHX- INDUZIERTEN DEGRA-

DATION DER ENDOTHELIALEN NO-SYNTHASE (ENOS)

TNF-α ist ein wichtiges proinflammatorisches Enzym. Neben der Sezernierung durch

Makrophagen hat auch die TNF-α-Synthese durch Kardiomyozyten eine entscheidende

Bedeutung für die Entstehung myokardialer Dysfunktionen und Erkrankungen, wie der

Ischämie und Reperfusion, dem Myokardinfarkt, bei Herzversagen und der Abstoßung von

Herztransplantaten [116].

Neben den bekannten Effekten konnte gezeigt werden, daß TNF-α Apoptose in

verschiedenen Zelltypen [116], u.a. in Endothelzellen [148], auslöst und die Halbwertszeit

der eNOS-mRNA und damit die NO-Synthese reduziert [185]. In HUVEC konnte gezeigt

werden, daß NO dosisabhängige Effekte auf die TNF-α induzierte Apoptose ausübt:

niedrige Konzentrationen waren protektiv und antiapoptotisch, hohe Konzentrationen

verstärkten die Apoptose und wirkten zytotoxisch. Nachdem die in dieser Arbeit

vorgestellten in vivo-Versuche darauf hinwiesen, daß von der endotheliale NO-Synthase

(eNOS) produziertes NO für protektive Effekte verantwortlich zu sein scheint, sollte der

Einfluß von TNF-α auf die eNOS in Endothelzellen (HUVEC) untersucht werden. Um

posttranslationale Effekte zu untersuchen, wurde die Proteinneusynthese mit Zykloheximid

(CHX) gehemmt.

4.5.1 Einfluß von Proteasomenkomplex-Inhibitoren auf die eNOS-Degradation in

HUVEC

Wurden 3x105 HUVEC mit 50 ng/ml TNF-α inkubiert, reduzierte sich die Menge an

eNOS-Protein auf 50±19% im Vergleich zu unbehandelten Kontrollzellen (Abb. 37).

Zusätzliche Hemmung der Proteinsynthese mit Zykloheximid (CHX, 20 µg/ml) verstärkte

die eNOS-Reduktion auf 30±22%, während CHX alleine in einer leichten, jedoch nicht

signifikanten Verringerung von eNOS-Protein auf 73±21% resultierte.
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Proteine werden in der Zelle hauptsächlich durch Degradation in Lysosomen oder durch

den Ubiquitin-Proteasomenkomplex abgebaut. Pharmakologische Inhibition des

Proteasomenkomplexes mit 20 µM ZLLLH oder 25 µM Lactacystin hemmten die durch

TNF/CHX-induzierte eNOS-Degradation auf 81±15% bzw. 81±13% (Abb. 37), während

weder ZLLLH noch Lactacystin die durch TNF-α alleine induzierte eNOS-Degradation

hemmen konnten, sondern diese noch verstärkten (20±7% bzw. 29±1%).

Abb. 37: Hemmung der durch TNF/CHX induzierten eNOS-Degradation in HUVEC durch
Inhibitoren des Proteasomenkomplexes. Nach 30 minütiger Vorinkubation von 3x105 HUVEC
mit 20 µM ZLLLH und 25 µM Lactacystin, wurde für 12 Stunden mit 50 ng/ml TNF ± 20 µg/ml
CHX (A.) bzw. nur mit TNF (B.) koinkubiert. Exemplarische Western Blots gegen eNOS (140 kD
Größe). (C.) Densitometrische Auswertung, n=3, * p<0,05 zu TNF/CHX, # p<0,05 zu TNF.
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4.5.2 Einfluß von Proteasomenkomplex-Inhibitoren auf die eNOS-Degradation in

vitro

Zur Charakterisierung dieses Mechanismus wurde ein in vitro-Assay aufgebaut, um die

proteolytische Aktivität vorstimulierter HUVEC-Extrakte (2 h TNF/CHX) zu untersuchen

(siehe Material & Methoden). Um nachzuweisen, daß proteolytische Aktivität nur durch

Vorinkubation mit TNF/CHX induziert wurde, wurden zusätzlich Extrakte aus

unbehandelten Zellen gewonnen. Die Inkubation von Kontrollextrakten bei 37°C führte in

der Gegenwart von CaCl2 zu einer Degradation der eNOS (19±3%), während in

Abwesenheit von CaCl2 eine wesentlich geringere Degradation (85±30%) der eNOS durch

Kontrollextrakte zu beobachten war (Abb. 38). Deshalb wurden die weiteren Versuche

ohne Zugabe exogenen CaCl2 durchgeführt.

Abb. 38: eNOS-Degradation in Kontrollextrakten. 50 µg unbehandelte Kontrollextrakte wurden
3 h bei 4°C oder 37°C in Gegenwart und in Anwesenheit von 10 mM CaCl2 inkubiert. 8% SDS-
Polyacrylamidgel. Dargestellt sind Quantifizierungen der Western Blots gegen eNOS (n=3).

Die Inkubation von mit TNF/CHX vorstimulierten Extrakten bei 37°C resultierte in einer

Degradation der eNOS auf 39±13% (Abb. 39), die durch Zugabe von 40 µM ZLLLH oder

50 µM Lactacystin gehemmt werden konnte (114±26% bzw. 90±17%). Dagegen konnte

die eNOS-Degradation in TNF vorstimulierten Extrakten (49±25%) nicht völlig durch

ZLLLH und Lactacystin inhibiert werden (77±28% bzw. 61±22%).
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Abb. 39: Hemmung der durch TNF/CHX induzierten eNOS-Degradation in HUVEC durch
Inhibitoren des Proteasomenkomplexes. 50 µg der vorbehandelten Zellextrakte (A.) 2 h 50 ng/ml
TNF + 20 µg/ml CHX, (B.) 3h 50 ng/ml TNF bzw. wurden 3 h bei 4°C oder 37°C mit den
Inhibitoren koinkubiert. Als Kontrolle wurden 50 µg der Extrakte bei 4°C inkubiert. 40 µM
ZLLLH, 50 µM Lactacystin, 5 mg/ml CalpainI-Inhibitor und 2 mM ATPγS. (C.) Densitometrische
Auswertungen, n=3, * p<0,05 zu TNF/CHX 37°C.

Da die Aktivität des Proteasomenkomplexes ATP-abhängig ist, wurde der Einfluß des

kompetitiven Inhibitors ATP-abhängiger Prozesse ATPγS auf die eNOS-Degradation

untersucht. Wie in Abb. 39 dargestellt, konnte ATPγS die TNF/CHX-induzierte

Degradation inhibieren (90±37%), während die TNF-induzierte Degradation unbeeinflußt

blieb (76±32%).
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4.5.3 Einfluß der TNF/CHX-induzierten eNOS-Degradation auf die eNOS-Aktivität

Um die eNOS-Aktivität zu ermitteln, wurde die indirekte Messung der cGMP-

Akkumulation verwendet, da Stickstoffmonoxid die cGMP-Bildung über Aktivierung der

Guanylatzyklase induziert. 3x105 HUVEC wurden nach dem folgenden Versuchsschema

inkubiert (siehe Abb. 40):

Abb. 40: Versuchsschema zur Ermittlung der cGMP-Akkumulation zur indirekten Messung
der NO-Synthaseaktivität. 3x105 HUVEC wurden nach dem dargestellten Versuchsschema
inkubiert. Nach Versuchsende wurden die Zellen durch eine TCA-Fällung zur Messung der cGMP-
Akkumulation aufgearbeitet (siehe Material & Methoden). * = diese Substanzen wurden je nach
Versuchsansatz zugesetzt, alle anderen Substanzen wurden immer zugesetzt.

Die indirekte Messung der eNOS-Aktivität zeigte, daß die Reduktion der cGMP-Menge in

TNF/CHX stimulierten Zellen (46±6%) durch Hemmung des Proteasomenkomplexes mit

20 µM ZLLLH inhibiert wurde (79±21%, Abb. 41). Dagegen ließ sich die in TNF-α

vorbehandelten Zellen auf 72±13% reduzierte cGMP-Akkumulation nicht durch ZLLLH

aufheben (77±17%).
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Abb. 41: Effekte von TNF/CHX auf die eNOS-Aktivität. 3x105 HUVEC wurden für 7 Stunden
mit 50 ng/ml TNF ± 20 µg/ml CHX inkubiert. Dann wurde für 1h mit 1 mM IBMX und für weitere
10 Minuten mit Calcium-Ionophore A23187 koinkubiert. Anschließend wurden die cGMP-Menge
im ELISA (Amersham, Braunschweig) ermittelt. 20 µM ZLLLH, 25 µM Lactacystin, 1 mM
LNMMA. n=3, * p<0,05 zu TNF/CHX.

4.5.4 Bedeutung von interagierenden Proteinen auf die eNOS-Proteolyse

Koinkubation von TNF-α behandelten HUVEC mit dem Proteinsyntheseinhibitor CHX

resultierte in einer spezifischen Degradation der eNOS ohne eine transkriptionelle

Veränderung der Proteinstabilität. Deshalb sollte die Frage untersucht werden, ob ein

assoziiertes Protein beteiligt ist.

Die Interaktion der eNOS mit anderen Proteinen stellt neben der transkriptionellen und der

Proteinregulation eine Möglichkeit dar, um die eNOS-Aktivität zu modulieren. Nachdem

für die neuronale NOS (nNOS) Interaktionspartner beschrieben wurden, konnten auch

interagierende Proteine der eNOS nachgewiesen werden.
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4.5.4.1 Einfluß von TNF/CHX auf Heat-Shock-Proteine

Die Heat-Shock-Proteine sind durch ihre Funktion als Chaperone wesentlich am Transport

und Schutz von Proteinen beteiligt. Kürzlich wurde das Heat Shock Protein HSP 90 als

Interaktionspartner der eNOS identifiziert, wobei die Interaktion von HSP 90 und eNOS zu

einer erhöhten Aktivität der eNOS führte [50]. Deshalb wurde zunächst der Einfluß von

TNF/CHX auf  HSP 90-Protein untersucht.

Wie in Abb. 42 dargestellt, wurde HSP 90 Protein durch Inkubation mit TNF/CHX

zeitabhängig degradiert (1h: 67±7%, 3h: 53±22%, 6h: 55±17%, 12h 30±3%). Durch die

Inkubation mit CHX wurde die HSP 90 Proteinmenge im Vergleich zu unbehandelten

Kontrollzellen reduziert, über die Zeit aber nicht signifikant reguliert (3h: 81±7%, 6h:

75±7, 12h: 72±15%).

Abb. 42: Zeitabhängiger Einfluß von TNF/CHX auf HSP90 in HUVEC. 3x105

HUVEC wurden für die genannten Zeitpunkte mit 50 ng/ml TNF und 20 µg/ml CHX
inkubiert. Als Kontrolle dienten unbehandelte Zellen. (A.) 8% SDS-Polyacrylamidgel.
Western Blot gegen HSP 90 und Aktin. (B.) Densitometrische Auswertung der Western
Blots (n=3). * p<0,05 zu 1h.
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Für HSP 70 wurden protektive Effekte auf durch Sauerstoffradikale induzierte

Zellschädigungen [11, 136] sowie kardioprotektive Wirkung in der Ischämie [141]

beschrieben. Deshalb sollte der Einfluß von TNF/CHX auf HSP 70 als möglichem

Interaktionspartner der eNOS untersucht werden.

Wie in Abb. 43 dargestellt, hatten 50 ng/ml TNF und 20 µg/ml CHX keinen zeit-

abhängigen Einfluß auf HSP70 Protein  (1h: 77%, 3h: 92%, 6h: 98%, 9h: 112%, 12h:

90%).

Abb. 43: Zeitabhängiger Einfluß von TNF/CHX auf HSP70 in HUVEC.  3x105 HUVEC
wurden für die genannten Zeitpunkte mit 50 ng/ml TNF und 20 µg/ml CHX inkubiert. Als
Kontrolle dienten unbehandelte Zellen. (A.) 60 µg Protein wurden im 8% SDS-Polyacrylamidgel
aufgetrennt, Western Blot gegen HSP70. (B.) Densitometrische Auswertung.
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4.5.4.2 Einfluß von TNF/CHX auf Caveolin-1

Es konnte gezeigt werden, daß die eNOS-Aktivität durch Interaktion von eNOS mit

Caveolin-1 vermindert wird [118]. Da bekannt war, daß die Schubspannung Caveolin-1

Protein zeitabhängig reguliert [26], wurde als Positivkontrolle eine Zeitkinetik für die

Schubspannung untersucht. So regulierte die Schubspannung Caveolin-1 zeitabhängig mit

Minimalwerten nach 3 h (57% im Vgl. zur Kontrolle) bzw. 6 h (50%) Inkubationszeit

(Abb. 44). Die Inkubation von HUVEC mit 50 ng/ml TNF und 20 µg/ml CHX zeigte

keinen signifikanten zeitabhängigen Effekt auf Caveolin-1 Protein zu allen untersuchten

Zeitpunkten (1h: 83±4%, 3h: 128±29%, 6h: 105±7%, 12h 95±2%, 18h: 158± 85%, Abb.

44).

Abb. 44: Zeitabhängiger Einfluß von TNF/CHX und Shear Streß auf Caveolin-1 in HUVEC. 3x105

HUVEC wurden für die genannten Zeitpunkte mit 50 ng/ml TNF + 20 µg/ml CHX inkubiert oder
laminarer Schubspannung (= SS, 15 dyn/cm²) ausgesetzt. (A.) 12% SDS-Polyacrylamidgel, (B.)
Densitometrische Auswertung.
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5 DISKUSSION

5.1 Apoptose in kardialen Erkrankungen

5.1.1 Apoptose in der Hyperlipidämie

In der vorliegende Arbeit konnte gezeigt werden, daß sich durch genetisch induzierte

Hyperlipidämie (FFH-Kaninchen) fortgeschrittene atherosklerotische Plaques entwickel-

ten, in denen typische DNA-Leitern sowie 1% TUNEL-positive vaskuläre glatte

Muskelzellen und Makrophagen nachweisbar waren. Andere Studien bestätigen diese

Ergebnisse mit variierenden Anteilen TUNEL-positiver glatter Muskelzellen und Makro-

phagen (siehe Tabelle 8).

Tabelle 8: Apoptose in fortgeschrittenen atherosklerotischen Plaques (Typ V-VI-Läsionen).
Angabe der TUNEL-positiver Zellen (in %) und Zelltypen in Plaques. Literaturvergleich.

Studie % TUNEL+-Zellen apoptotische Zelltypen
Tiermodelle
vorliegende Arbeit, genetisch induzierte
Hyperlipidämie

1% MΦ, VSMC, (EC)

Kockx, 1998 [90] < 2 MΦ, VSMC
Harada, 1997 [63] 0,5 MΦ, VSMC
humane Atheroektonomien
Isner, 1995 [74] < 2 VSMC, MΦ
Geng, 1995 [52] 34 VSMC, MΦ
Hegyi, 1996 [68] 0,5 MΦ
Mallat, 1997 [108] 5-62 MΦ, T-L., (VSMC)
Bauriedel, 1998 [10] 13 VSMC, MΦ
Björkerud, 1996 [20] 1-18 * MΦ, T-L., (VSMC)
Han, 1995 [61] 10-40 * VSMC, MΦ

* = %-Zahl auf Plaqueregion bezogen, nicht auf Gesamtzellzahl. ( ) = geringerer Anteil, VSMC = vaskuläre glatte
Muskelzellen, MΦ = Makrophagen, EC = Endothelzellen, T-L. = T-Lymphozyten.

Wurde eine unspezifische Markierung durch modifizierte Färbetechniken vermieden,

waren meist <2% TUNEL-positive Zellen zu detektieren. In Studien, die einen hohe Gehalt

TUNEL-positiver Zellen erhielten, zeigten auch Gefäßregionen mit normaler Morphologie

eine deutlich höhere Rate apoptotischer Zellen. Der Vergleich der verschiedenen Studien

wird zudem dadurch erschwert, daß uneinheitliche Bezugsgrößen für die Berechnung der

prozentualen Anteile TUNEL-positiver Zellen gewählt wurden (Gesamtzellzahl oder

Plaqueregion).
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Cholesterin-gefütterte Kaninchen (=H-Kaninchen) in der vorliegenden Arbeit dagegen

zeigten keine morphologischen Veränderungen und keine detektierbare Apoptose. Die

unterschiedlichen Ergebnisse der zwei verwendeten Hyperlipidämie-Modelle weisen auf

eine Abhängigkeit der Apoptose vom Plaquestadium hin, was durch verschiedene andere

Studien bestätigt wird (siehe Abb. 45).

Abb. 45: Abhängigkeit der Apoptose vom Plaquestadium. Vergleich von Literaturdaten.

Die mit zunehmendem Stadium veränderte Plaquezusammensetzung resultiert in einer

Reduktion vaskulärer glatter Muskelzellen und einer Erhöhung von Makrophagen.

Apoptotische VSMCs in Typ V-Läsionen befanden sich meist im fibrösen Anteil des

Atheroms. Erhöhte Mengen von Makrophagen (MΦ) waren neben oder im lipidreichen

Kern des Plaques zu finden [52]. Die Bedeutung der Apoptose von Makrophagen ist nicht

klar, da zwar vermehrt apoptotische MΦ gefunden wurden, aber auch die Gesamtzahl der

MΦ zunahm. Nach einer Plaqueruptur konnte Apoptose hauptsächlich in der fibrösen

Kappe, an der Rupturstelle, nahe Fetteinlagerungen und um den nekrotischen Kern

lokalisiert werden [33].

Hyperlipidämie gilt als klassischer Risikofaktor für die Atheroskleroseentstehung. Die

Unterschiede in Apoptose in FFH- und H-Kaninchen der vorliegenden Untersuchung

korrelieren nicht mit dem Gesamtcholesteringehalt im Serum. Dagegen scheint ein

Zusammenhang zwischen Apoptose und LDL zu bestehen, denn der LDL-Anteil am

Gesamtcholesterin stieg in FFH-Tieren auf das 4-fache im Vgl. zu Kontrolltieren, während

er in gefütterten Tieren nur verdoppelt wurde. Dieser Befund wird durch Untersuchungen
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humaner atherosklerotischer Plaques unterstützt, die eine Kolokalization von TUNEL-

positiven Zellen mit oxLDL-positiven Zellen nachwiesen [78]. Zudem löste oxLDL in

verschiedenen Zelltypen Apoptose aus [19, 37, 43, 145] und induzierte eine Ceramid-

akkumulation [64, 85], die Caspase-Aktivierung [37, 64] und eine erhöhte p53-Expression

[85]. Die entscheidende Bedeutung der Hyperlipidämie an der Plaquezusammensetzung

wurde kürzlich von Kockx et al. [90] in Kaninchen gezeigt. So resultierte Cholesterin-

entzug in einer Erhöhung des Verhältnisses von glatten Muskelzellen zu Makrophagen, der

kompletten Hemmung der Apoptose sowie der starken Reduktion von Zellproliferationen

in durch Hyperlipidämie induzierten atherosklerotischen Plaques.

Die Apoptoseinduktion in fortgeschrittenen atherosklerotischen Plaques der in der

vorliegenden Arbeit untersuchten FFH-Kaninchen korrelierte mit drastisch erhöhter Bax-

Expression sowohl in Makrophagen als auch in VSMCs, was kürzlich auch für

fortgeschrittene Plaques Cholesterol-gefütterter Kaninchen [90] und humaner Athero-

ektonomien [88, 91] gezeigt werden konnte. Im Gegensatz dazu fand man in Aorten aus H-

Tiere eine geringere, aber dennoch verdoppelte Bax-Expression, die hauptsächlich in

Endothelzellen lokalisiert war. Der mangelnde Apoptosenachweis kann dadurch erklärt

werden, daß Bax-Expression und Detektion TUNEL-positiver Zellen in unterschiedlichen,

aufeinanderfolgenden Zeitfenstern stattfinden. Kocks et al. [88] fanden in humanen

Läsionen erst ab TypIII Bax-Immunreaktivität in glatten Muskelzellen und Makrophagen,

während in intimalen Verdickungen keine Bax-Expression zu detektieren war. In der

vorliegenden Studie konnte gezeigt werden, daß Bcl-2-Protein in atherosklerotischen

Plaques nicht reguliert wurde. Im Gegensatz dazu konnten Cai et al. [27] in Plaques aus

Atheroektonomien Bcl-2-Immunreaktivität in Fas-negativen Zellen zeigen, während in

Fas-positiven Zellen keine Bcl-2-Immunreaktivität zu beobachten war, was eine

regulatorische Beteiligung von Bcl-2 in der Fas-vermittelten VSMC- und Makrophagen-

apoptose in fortgeschrittenen Plaques vermuten läßt. In anderen Untersuchungen konnte

gar keine Bcl-2-Immunreaktivität detektiert werden [12, 88, 90, 91]. Kürzlich publizierte

Ergebnisse lassen auch auf die Bedeutung anderer antiapoptotischer Bcl-2

Familienmitglieder, wie Bcl-xL [138], schließen.

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, daß die erhöhte Bax-Expression in

Endothelzellen ein frühes Ereignis in der Pathogenese der Atherosklerose - noch vor der

intimalen Verdickung – darzustellen scheint. Zusammen mit den Befunden, daß
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Apoptoseinduktion in fortgeschrittene Läsionen mit drastisch erhöhter Baxexpression in

VSMC- und Makrophagen-Schaumzellen einhergeht, wird das kürzlich vorgeschlagenen

Modell von Kockx [89] bestätigt. Danach kann die Progression atherosklerotischer

Läsionen in eine "Progammierungsphase" (commitment phase) und eine "Exekutions-

phase" (execution phase) eingeteilt werden. Die frühen Läsionen-Stadien der

Programmierungsphase sind dabei gekennzeichnet von der erhöhten Expression

verschiedener, für die Apoptose-Induktion wichtiger Proteine (wie Bax oder Fas). Durch

zusätzliche Stimuli wird dann der Übergang in die Exekutionsphase und Apoptose

induziert, in der unter anderem Caspasen-3 detektiert werden kann, die mit TUNEL-

positiven Zellen kolokalisiert ist [108].

Die Bedeutung der Apoptose in der Pathogenese der Atherosklerose  bleibt noch zu klären

(siehe Abb. 46).

Abb. 46: Bedeutung der Apoptose in der Atheroskleroseentwicklung. oxLDL = oxidiertes Low
density Lipoprotein, AngII = Angiotensin II, ROS = Reaktive Sauerstoffspezies, VSMC =
vaskuläre glatte Muskelzellen.

Endothelschädigungen durch Apoptose könnten ein initiales Ereignis darstellen (Abb.

46a). Diese Hypothese wird dadurch unterstrichen, daß proatherosklerotische Faktoren wie

oxLDL, Angiotensin II oder reaktive Sauerstoffspezies Apoptose in der Endothelzellkultur

induzierten [37, 35, 69].

Die Apoptose in fortgeschrittenen Plaques stellt eine zweigeteilte Problematik dar (s. Abb.

46b): zum einen scheint die Apoptose von vaskulären glatten Muskelzellen (VSMC) in der
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Neointima durch eine verminderte Kollagensynthese zu Plaqueruptur und Myokardinfarkt

zu führen, während zum anderen die Apoptose von infiltrierenden Makrophagen-

Schaumzellen zur Plaquestabilisierung zu führen scheint. Eine Hemmung der Apoptose

könnte somit ein therapeutisches Ziel in der Behandlung atherosklerotischer Plaques

darstellen, während präventive Behandlungen eher auf die Hemmung von Endothel-

Apoptose, z.B. durch Antioxidantien wie Vitamin C und E, zielen könnte.

5.1.2 Apoptose in der akuten Abstoßung

In der vorliegenden Arbeit konnte Apoptose in akut abgestoßenen allogenen Herztrans-

plantaten durch TUNEL-Färbung und Darstellung der typischen DNA-Leiter nach-

gewiesen werden. Diese Ergebnisse werden durch andere Studien bestätigt, die sowohl in

tierexperimentellen Studien [17, 79, 167] als auch in humanen Biopsien [168] Apoptose in

akut abgestoßenen Allotransplantaten zeigten. Die akute Abstoßung beruht u.a. auf einer

durch zytotoxische T-Lymphozyten mediierten Immunreaktion. T-Lymphozyten lösen

dabei in Zielzellen Apoptose über Fas/Fas-Ligand und GranzymeB/Perforin aus [32, 79,

125]. Eine andere Studie zeigte, daß Fas/FasL-Knockout-Mäuse Herz-Allotransplantate

ebenso akut abstießen wie Wildtypmäuse, in denen FasL hochreguliert war [96]. Dies läßt

auf Fas/FasL-unabhängige Mechanismen schließen läßt.

Die Apoptoseinduktion wurde in der vorliegenden Arbeit von einer zeitabhängigen Bcl-2-

Degradation in ein spezifisches Degradationsprodukt von 17 kD begleitet, das am Tag 7

und 10 der akuten Abstoßung in der vollständigen Degradation des Bcl-2 Gesamtlängen-

Proteines resultierte. Die Bcl-2-Degradation war nicht auf eine veränderte mRNA-Menge

zurückzuführen, sondern erfolgte posttranslational auf Proteinebene. Ein in vitro-Assay zur

näheren Charakterisierung der Bcl-2-Proteolyse mit pharmakologischen Inhibitoren ergab,

daß die Bcl-2 Degradation durch eine Serinprotease induziert wird (siehe Abb. 47).
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Abb. 47: Bcl-2-Proteolyse in akut abgestoßenen Herz-Allotransplantaten. Eingrenzung der
verantwortlichen Protease(n) anhand der Ergebnisse des radioaktiven in vitro-Assays. ox. =
oxidativer.

Des weiteren ließ sich die für die Bcl-2 Proteolyse verantwortliche(n) Serin-Protease(n)

partiell durch Perforin-Inhibitoren hemmen, was auf einen durch Perforin mediierten

Mechanismus hinweist. Da jedoch sehr hohe Konzentrationen des Inhibitors erforderlich

waren, ist ein unspezifischer Effekt nicht auszuschließen.

Serinproteasen, wie Granzyme B [32], sind an der durch T-Lymphozyten induzierten

Apoptose beteiligt und könnten vielleicht auch für die Bcl-2 Degradation verantwortlich

sein. Granzyme B-Inhibitor hatte jedoch keinen Effekt. Zusammen mit der Beteiligung von

Perforin an der Bcl-2 Degradation in der akuten Abstoßung läßt sich vermuten, daß

Perforine, kombiniert mit andere Effektoren als Granzyme B, beteiligt sein müssen.

Der zweite Hauptmechanismus der durch T-Lymphozyten induzierten Apoptose, nämlich

Fas/Fas-Ligand, scheint keine Bedeutung in der Bcl-2 Proteolyse zu haben, da die

Hemmung der Caspasen keinen Einfluß auf die Bcl-2 Degradation hatte und Fas-Ligand in

akut abgestoßenen Herzen herunter reguliert wurde [163]. Diese Ergebnisse lassen einen

zusätzlichen Signaltransduktionsweg neben Perforin/Granzyme B und Fas/Fas-Ligand

vermuten, durch den T-Lymphozyten Einfluß auf Zielzellen nehmen.

Die Bcl-2 Proteolyse in der vorliegenden Arbeit scheint durch eine NO-sensitive Protease

induziert zu werden. In vitro konnte NO die Bcl-2 Degradation hemmen [38]. Eine

protektive Wirkung von L-Arginin auf die Herz- und Endothelfunktion konnte in der der

Transplantation folgenden Reperfusion gezeigt werden [166]. Im Gegensatz  dazu
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resultierte die Hemmung der iNOS in verminderter akuter Abstoßung [178]. Zudem wurde

die iNOS-Expression in akut abgestoßenen Allotransplantaten in Ratten [167, 178] und in

humanen Biopsien [168] induziert und zeigte den gleichen Zeitverlauf wie die Apoptose.

Diese Ergebnisse weisen auf eine protektive Rolle von NO durch Aufrechterhaltung der

Herzfunktion in der sehr frühen Transplantationsphase (<24 Stunden) hin, während nach

wenigen Tagen eine der Apoptose parallel verlaufenden Induktion der iNOS zytotoxische

Wirkung zu haben scheint.

Verluste des antiapoptotischen Bcl-2 in der akuten Abstoßung könnten für die Induktion

der Apoptose verantwortlich sein. Für Caspasen wurde gezeigt, daß sie in vitro sowohl

Bcl-2 [30] als auch Bcl-xL [31] durch Abspaltung der BH4-Domäne in Bax-ähnliche

Degradationsprodukte mit proapoptotischer Wirkung spalten können. So könnten analog

zu diesen Mechanismen in der akuten Abstoßung Todessignale vorhanden sein, die unter

der Beteiligung einer Serin-Protease die Spaltung von Bcl-2 in ein proapoptotisch

wirksames, 17 kD großes Degradationsprodukt bewirken.

 Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse eine proteolytische Spaltung von Bcl-2 durch

eine Serinprotease(n) während der akuten Abstoßung, die von Apoptose begleitet wird. Es

wurde gezeigt, daß Bcl-2 durch den Ubiquitin-Proteasomenkomplex degradiert wurde [40]

und daß Antioxidantien die Bcl-2 Degradation in HUVEC hemmten [58]. Bcl-2 scheint in

der akuten Abstoßung jedoch durch eine andere, noch zu identifizierende Protease in ein

17 kD großes Produkt gespalten zu werden, da weder Inhibitoren des Proteasomen-

komplexes, noch Antioxidantien oder Caspase-Inhibitoren einen Effekt hatten.

Die Aufklärung der zugrundeliegenden Mechanismen könnten zur Entwicklung neuer

therapeutischer Ziele führen, um die Gefahr der akuten Abstoßung in der Herz-

transplantation zu minimieren.
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5.1.3 Apoptose in Ischämie und Reperfusion

Die Untersuchung der Apoptose in Ischämie und Reperfusion in der vorliegenden Arbeit

zeigt, daß Ischämie von 30 Minuten nur in einer sehr geringen Erhöhung der

(apoptotischen) TUNEL-positiven Zellen resultierte. Zusätzliche Reperfusion (30 Minuten)

dagegen führte zu einem 8-fachen Anstieg TUNEL-positiver Zellen. Zudem konnte in der

Reperfusion eine für Apoptose charakteristische DNA-Leiter gezeigt werden. Die erhöhte

Apoptose ließ sich auf Kardiomyozyten-Zelltod zurückführen, da die Versuche an isoliert

perfundierten Rattenherzen durchgeführt wurden und deshalb Apoptose durch

infiltrierende Zellen, wie Monozyten oder Lymphozyten, ausgeschlossen werden kann. So

erlaubte dieser Versuchsansatz die direkte Untersuchung des Einflusses von Ischämie und

Reperfusion auf Kardiomyozyten unter Ausschluß zusätzlicher Effekte infiltrierender

inflammatorischer Zellen. Die Ergebnisse, daß Reperfusion Apoptose induziert, während

Ischämie geringe Effekte hat, wurden auch in verschiedenen anderen Studien bestätigt [18,

56, 80]. Im Gegensatz dazu demonstrierte eine Studie, daß in der Ischämie mit

Maximalwerten nach 30 Minuten ohne zusätzliche Reperfusion TUNEL-positive Zellen zu

detektieren waren. Es konnte aber keine typische DNA-Leiter gezeigt werden, so daß man

bei dieser Studie von einem ähnlichen Ausmaß TUNEL-positiver Zellen wie in der

vorliegenden Arbeit ausgehen kann [29].

Reperfusions-induzierte Apoptose korrelierte nicht mit Modulation der Proteinlevel von

Bcl-2 und Bax. Im Gegensatz zu einer Bcl-2-Reduktion, die in zerebraler Ischämie gezeigt

werden konnte, resultiert 30-minütige Ischämie, gefolgt von 30-minütiger Reperfusion in

isoliert perfundierten Herzen nicht mit einer Verminderung von Bcl-2. Ebenso blieben

Bax-Proteinlevel unbeeinflußt, was im Gegensatz zu anderen Publikationen steht, die

erhöhte Bcl-2-Expression im akuten Myokard-Infarkt und erhöhte Bax-Expression im alten

Infarkt [119] und erhöhte Verhältnisse von Bcl-2 zu Bax nach Ischämie in Ratten gezeigt

haben [104]. Die Unterschiede lassen sich durch die unterschiedlichen Modelle und die

späteren Untersuchungszeitpunkte (ab 6 Stunden bzw. 1 Stunde) erklären. In zerebraler

Ischämie scheint Bax hochreguliert [4] und mit TUNEL-positiven Zellen kolokalisiert zu

sein [47, 73].

Es konnte gezeigt werden, daß Reperfusion die Caspase-Kaskade aktiviert. So konnte die

aktive Untereinheit p17 der Caspase-3 nach 30 Minuten Reperfusion detektiert werden,
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was auf eine proteolytische Aktivierung der Caspase-3 hinweist. Es konnte eine eindeutige

Beteiligung der Caspase-3 in Ischämie/Reperfusions-induzierten Schäden demonstriert

werden, was die Ergebnisse von Yaoita et al. [182] bestätigt, der eine verminderte

Infarktgröße mit verminderter Zahl apoptotischer Zellen im Herzen durch Hemmung der

Caspasen gezeigt hat. Diese und andere Publikationen konnten die Immunreaktivität von

ICE [52] oder Caspase-3 [93] in apoptotischen Geweben zeigen, was durch die konstitutive

Exprimierung inaktiver Proenzyme keine Aussage über die Enzymaktivität zuläßt. Im

Gegensatz dazu konnte in der vorliegenden Arbeit endogene Caspase-Spaltungsaktivität

und die aktive Untereinheit p17 im Western Blot nachgewiesen werden.

5.1.4 Bedeutung von NO auf die Apoptose in Ischämie und Reperfusion

Die Hemmung der endogenen NO-Synthese resultierte in einer synergistischen

Verstärkung der durch Ischämie/Reperfusion induzierten Apoptose. NO scheint deshalb

Kardiomyozyten vor Apoptose zu schützen, was eine protektive Rolle von NO gegen

Apoptose vermuten läßt. Dies wurde durch kürzlich publizierte Daten bestätigt. Das

Substrat der NO-Synthase L-Arginin und NO-Donoren [55, 132] verlängerten Kardio-

myozyten-Überleben, verbesserten die Wiederherstellung der Herzfunktion in der

Reperfusion [24, 76], wirkten sich positiv auf die Transplantatfunktion in der Reperfusion

aus [166] und resultierten in einer verringerten Infarktgröße [175]. Die Hemmung der

endogenen NO-Synthese hingegen verschlechterte die hämodynamische Funktion [24] und

resultierte in einer metabolischer Dysfunktion [131]. Im Gegensatz dazu zeigten andere

Studien, daß die Induktion der induzierbaren NO-Synthase (iNOS) zu Kardiomyozyten-

Apoptose führte [142, 165] und Hemmung der endogenen NO-Synthese Apoptose

verhinderte [175] sowie zu einer schnelleren Wiederherstellung der mechanischen

Funktion des Herzens in der Reperfusion führte [183].

Diese konträren Ergebnisse im Vergleich zu den vorliegenden Daten können durch die

unterschiedlichen Versuchsaufbauten erklärt werden. Der verwendete Versuchsansatz von

30 Minuten Ischämie läßt einen Einfluß der iNOS ausschließen, da diese Zeit zu kurz ist,

um die iNOS-Expression zu induzieren.
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Die synergistische Induktion der Apoptose durch Hemmung der endogenen NO-Synthese

in Ischämie und/oder Reperfusion scheint der Aktivierung der Caspase-Kaskade zu-

zuschreiben zu sein. So war sowohl die Caspase-3 Spaltungsaktivität in LNMMA-

behandelten Herzen erhöht sowie die aktive Untereinheit p17 im Western Blot

detektierbar. Dies könnte durch hemmende NO-Effekte auf  die Caspase-3, wie der S-

Nitrosylierung essentieller Cystein-Reste im katalytisch aktiven Zentrum, erklärt werden.

Diese Hypothese wird durch Befunde unterstützt, die S-Nitrosylierung von Caspase-3

durch verschiedene NO-Donoren sowohl in vitro [59] als auch in vivo in Caspase-3

überexprimierenden COS 7-Zellen [153] zeigten, wodurch Caspase-induzierte Bcl-2

Spaltung und mitochondrielle Cytochrom c Freisetzung gehemmt wurden [84]. Die

Hemmung der endogenen NO-Produktion könnte somit zu einer erhöhten Caspase-3-

Aktivität und somit zur Apoptose führen, da ein leichter Anstieg der DNA-Fragmentierung

durch LNMMA-Gabe in Kontrollherzen gezeigt werden konnte.

Zusammenfassend lassen diese Ergebnisse eine protektive Rolle von Stickstoffmonoxid

gegen Apoptose-Induktion durch Beeinflussung von Apoptose-Signaltransduktionswegen

vermuten, was zu geringeren Zellverlusten und einer verbesserten Herzfunktion in der

Reperfusion führt. Häufig wird die protektive Rolle von NO in Ischämie und Reperfusion

auf seine Radikalfänger-Funktion zurückgeführt [115, 159], wohingegen die vorliegenden

Ergebnisse auf alternative Mechanismen von NO, wie Beeinflussung von Schlüssel-

enzymen der Apoptose-Signaltransduktion, hinweisen.

5.1.5 Bedeutung der Apoptose in der Hypoxie

Ein wichtiges Merkmal der Ischämie stellt die Hypoxie mit einer verminderten Versorgung

des Gewebes mit Sauerstoff dar. In der vorliegenden Arbeit sollte die Apoptose sowohl in

der kurzzeitigen Ischämie als auch in der chronischen Hypoxie untersucht werden.

Die Induktion von Apoptose konnte in Ratten- und Mäuseherzen gezeigt werden, die für

21 Tage in hypoxischer Atmosphäre (10% O2) gehalten wurden. Die durch Hypoxie

ausgelöste Apoptose wurde bisher hauptsächlich in neuronalen Zellen untersucht. So führte

Hypoxie über Ceramid zur Aktivierung der Caspase-Kaskade [184]. Aktivierung der
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Caspase-2 und -3 sowie der Cytochrom c-Freisetzung resultierte in PARP-Spaltung und

DNA-Fragmentierung [5].

In Rattenherzen korrelierte die Apoptoseinduktion durch Hypoxie mit einer Erhöhung von

Bax bei gleichzeitiger Reduktion von Bcl-2. Die daraus resultierende Reduktion des

Verhältnisses von Bcl-2 zu Bax könnte für die Induktion der Apoptose verantwortlich sein.

Die veränderten Mengen an Bcl-2 und Bax könnten auf p53-abhängige Prozeße

zurückzuführen zu sein, da p53 Protein durch Hypoxie verdoppelt wurde. Allerdings war

diese Verdopplung aufgrund der hohen Standardabweichung nicht signifikant. Eine

genauere Beurteilung der p53-Regulation durch Hypoxie wäre durch einen erweiterten

Stichprobenumfang möglich. Die Induktion der Apoptose durch Hypoxie in Mäuseherzen

korrelierte mit erhöhtem Bax Protein bei gleichbleibendem Bcl-2 Protein, was ebenfalls in

einem veränderten Verhältnis von Bcl-2 zu Bax resultierte. Über die Regulation der Bcl-2-

Familie in der Hypoxie ist bisher wenig bekannt. In neuronalen Zellen konnten eine

Verminderung von Bcl-2 bei unverändertem (kortikale Neuronen, [170]) oder erhöhten

Bax (Astrozyten, [169]) gezeigt werden, was zur Aktivierung der Caspase-Kaskade und

nachfolgender Apoptose führte. Die Reduktion von Bcl-2 Protein in hypoxischen Regionen

von Tumoren konnte auf den durch Hypoxie induzierbaren Faktor-1α (HIF-1α)

zurückgeführt werden [28]. Durch HIF-1α erfolgt die Adaption der Zelle an die Hypoxie

zur Wiederherstellung der Sauerstoffhomöostase. So könnte die in der vorliegenden Arbeit

beobachtete Reduktion von Bcl-2 in hypoxischen Rattenherzen auf Aktivierung von HIF-

1α zurückzuführen sein.

Hypoxie induzierte in neuronalen Zellen [8] ebenso p53-abhängig Apoptose wie in der

Kardiomyozyten-Zellkultur [105]. In Mäusen dagegen konnte p53-unabhängige Apoptose

im Myokardinfarkt gezeigt werden, die auf hypoxischen Regionen beschränkt war [18].

p53-Knockout-Mäuse entwickelten ebenso wie Wildtypmäuse Apoptose nach Koronar-

verschluß [18].

Zusammen mit den hier vorgestellten Ergebnissen läßt sich daraus schließen, daß die

Apoptose in der Hypoxie durch p53-abhängige und -unabhängige Prozeße induziert wird.
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5.1.6 Bedeutung der Apoptose in NO-Synthase-Knockout-Mäusen

Um die Beteiligung von NO an der Apoptosemodulation zu untersuchen, wurden in der

vorliegenden Arbeit Herzen von NOS-Knockout-Mäuse untersucht. Da gezeigt wurde, daß

HIF-1α die iNOS induziert [117], sollte zudem die Bedeutung von NO in der Hypoxie

untersucht werden. Die Ergebnisse können allerdings nur Tendenzen aufzeigen, da nur ein

geringer Stichprobenumfang von n=2 (wt- und eNOS-Knockout-Mäuse) bzw. n=3 (iNOS-

Knockout-Mäuse) zur Verfügung standen.

Es konnte gezeigt werden, daß Knockout der eNOS Apoptose induzierte, während der

iNOS-Knockout in keiner deutlichen Fragmentierung resultierte. Die Apoptose wurde im

eNOS-Knockout von erhöhten Bax Protein im Vergleich zu normoxischen wt-Mäusen

begleitet, während iNOS-Knockout in einer verminderten Bax-Expression führte. Bei nur

leicht erhöhten Bcl-2 Mengen in eNOS-Knockout-Mäusen verringerte sich das Bcl-2 zu

Bax Verhältnis.

Um die Rolle von NO in der durch Hypoxie induzierten Apoptose zu untersuchen, wurden

NOS-Knockout-Mäuse, die für 21 Tage in hypoxischer Atmosphäre (10% O2) gehalten

wurden, analysiert. Hypoxie in NOS-Knockout-Mäusen resultierte ebenso in Apoptose, die

im Vergleich zur Normoxie mit erhöhtem Bax Protein bei gleichbleibendem Bcl-2

einherging. In Astrozyten konnte durch Hypoxie über Hochregulation der iNOS Apoptose

induziert werden, die von vermindertem Bcl-2 und erhöhten Bax begleitet war [169]. Die

Induktion von Bax in der Hypoxie könnte aus der Induktion von HIF-1α resultieren.

Zu klären bleibt die Frage, ob durch Knockout einer NOS-Isoform die anderen Isoformen

reguliert werden. Die vorliegende Arbeit läßt eine gegenseitige Regulation der

verschiedenen Isoformen vermuten, da in Herzen von iNOS-Knockout-Mäusen eNOS-

Protein hochreguliert wurde. Zudem konnte in Lungen gezeigt werden, daß in iNOS-

Knockout-Mäusen eNOS-Protein herabreguliert worden ist, während sich in eNOS-

Knockout-Mäusen iNOS-Protein erhöhte [140]. Indirekte Hinweise geben zudem die

Befunde, daß NO aus der nNOS-Aktivität in neuronalen Zellen NFκB inhibierte, woraus

wiederum eine verminderte iNOS-Expression resultierte [173].
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5.1.7 Zusammenfassung: Apoptose in kardialen und kardiovaskulären Erkrankungen

In der vorliegenden Arbeit konnte eine Beteiligung der Apoptose von VSMCs in

fortgeschrittenen atherosklerotischen Plaques, in akut abgestoßenen Herztransplantaten

und in Ischämie folgenden reperfundierten  Herzen sowie der Hypoxie gezeigt werden

(Tabelle 9).

Tabelle 9: Zusammenfassung der Apoptose in den untersuchten Tiermodelle kardialer
Erkrankungen.

Erkrankung/
Dysfunktion

Modell Apoptose mögliche regulatorische Proteine
Bax     Bcl-2     andere

Hyperlipidämie Kaninchen
          • Diät-induziert Wildtyp -   ↑           ↔      p53 ↔
          • genetische FFH-Kaninchen +   ↑↑         ↔      p53 ↔

akute Allotrans-
plantatabstoßung

Ratten
(WF → Lew)

+   ↑            ↓
(totale Bcl-2-Proteolyse in 17 kD-Produkt)

Ischämie/Reperfusion Rattenherzen
(WF)

  I: (+)

R:  +
 ↔            ↔
 ↔            ↔     Caspase-3-Spaltung in p17

          • Hemmung NOS Rattenherzen
(WF)

 I: ++
R: ++

 ↔            ↔     Caspase-3-Spaltung in p17,
                          Caspase-Spaltungsaktivität

Hypoxie Ratten (WF) +   ↑              ↓      p53 (↑)
Mäuse (C57BL6) +   ↑             ↔

NOS-Knockout -/-Mäuse
          • eNOS-/- Normoxie

Hypoxie
+
+

  ↑             ↔
  ↑             ↔

          • iNOS-/- Normoxie
Hypoxie

-
+

  ↓             ↔
 ↔            ↔

↑ = Anstieg/↓ = Reduktion/↔ = unverändert im Vergleich zu unbehandelten Kontrollherzen. + = Apoptose detektierbar,
- = keine Apoptose detektierbar. WF = Wistar Furth Ratten, Lew = Lewis-Ratten, -/- = Knockout. ( ) = geringe
Regulation.

Während in der akuten Abstoßung von Herztransplantaten und der Hypoxie eine

Degradation von Bcl-2 gezeigt werden konnte, wurde Bcl-2 in hyperlipidämischen

Kaninchenaorten und in Ischämie/Reperfusion nicht reguliert. Alle Modelle, mit

Ausnahme der Ischämie/Reperfusion resultierten in einer Erhöhung von Bax. In allen

Modellen konnte eine p53-unabhängige Apoptose-Induktion gezeigt werden, nur in der

Hypoxie in Ratten zeigte sich eine Tendenz der erhöhten p53 Expression.  Zellkultur-

versuche zeigten, daß Hypoxie p53-abhängig Apoptose in Kardiomyozyten induzierte
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[105] und p53 VSMCs transient für Fas-induzierte Apoptose sensibilisiert [15]. Okklussion

der Koronararterien in p53-Knockoutmäusen dagegen resultierte ebenso in DNA-

Fragmentierung wie in Wildtypmäusen [18], was auf p53 unabhängige Apoptoseinduktion

schließen läßt. Zusammen mit den Ergebnissen, daß p53-Überexpression in VSMCs keine

Apoptose induziert, wohingegen zusätzliche Expression von c-myc und E1A in Apoptose

resultierten [13], scheint die Apoptose in vivo durch Kombination multipler Signal-

transduktionswege - p53-abhängig und -unabhängig - moduliert zu werden.

Zusammenfassend läßt sich aus den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit schließen, daß

durch Apoptose bedingte Zellverluste an der Pathogenese verschiedener kardiovaskulärer

Erkrankungen beteiligt sind. Dabei scheinen die zugrundeliegenden Mechanismen jedoch

spezifische Charakteristika in verschiedenen Erkrankungen aufzuweisen, deren genauere

Aufklärung interessante Ziele künftiger präventiver und therapeutischer akuter

Maßnahmen versprechen. Bei längerfristiger Behandlung, die auf Unterdrückung der

Apoptose und Auslösern von Apoptose zielen, sollten die möglichen Komplikationen, wie

z. B. Tumorentwicklung, bedacht und minimiert werden.

5.2 TNF-α induzierte Degradation der eNOS in HUVEC

Die endotheliale NO-Synthase der Endothelzellen hat eine Schlüsselrolle in der

Signalübertragung aus dem Blut in die darunterliegenden vaskulären glatten Muskelzellen.

Unzureichende Aktivität der endothelialen NO-Synthase könnte eine Ursache für

verschiedene pathophysiologische Zustände in der kardiovaskulären Biologie sein. Die

Untersuchung der Apoptose in den verschiedenen Tiermodellen der vorliegenden Arbeit

weisen auf protektiver NO-Effekte hin, wobei besonders von der eNOS produziertes NO

antiapoptotisch zu wirken scheint (vgl. 5.1.3.1, 5.1.4 und 5.1.4.1). In Endothelzellkulturen

konnte zudem gezeigt werden, daß Stickstoffmonoxid protektive, antiapoptotische Effekte

hat. Außerdem demonstrierten Versuche an Ratten, daß die chronische Hemmung der NO-

Synthese in einer erhöhten Expression der Adhäsionsfaktoren ICAM-1 und VCAM-1 und

der nachfolgenden Infiltration inflammatorischer Zellen resultierte [106]. Monozyten-
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adhäsion führte zu einer Reduktion von eNOS Protein [113] und Hemmung der NO-

Synthese mit L-NAG induzierte die MCP-1-Expression [186]. Deshalb sollte in der

HUVEC-Zellkultur untersucht werden, welchen Einfluß das proinflammatorische Zytokin

TNF-α auf das eNOS-Protein und dessen Aktivität hat.

Koinkubation von HUVEC mit TNF-α und dem Proteinsyntheseinhibitor Zykloheximid

(CHX) resultierte in einer Verstärkung der TNF-α induzierten Degradation der eNOS.

Proteine werden in Zellen hauptsächlich über zwei verschiedene Wege, nämlich in

Lysosomen oder durch den Ubiquitin-Proteasomenkomplex, abgebaut. Die pharma-

kologische Hemmung des Proteasoms resultierte in TNF/CHX behandelten Zellen in einer

Hemmung der eNOS-Degradation, während in TNF-α behandelten Zellen kein Effekt zu

beobachten war. Die indirekte Messung der eNOS-Aktivität zeigte ähnliche Effekte:

Inhibition des Proteasoms hemmte die durch TNF/CHX induzierte Reduktion der eNOS-

Aktiviät, hatte jedoch keinen Einfluß auf die durch TNF-α induzierte Aktivitäts-

verminderung. Die Ergebnisse, daß TNF-α in einer Reduktion des eNOS Proteines

resultierte, wird durch die Befunde unterstrichen, daß TNF-α die Menge der eNOS durch

eine reduzierte mRNA-Stabilität verminderte [182]. Die TNF/CHX-Effekte der

vorliegenden Arbeit wiesen jedoch auf eine posttranskriptionellen Regulation hin und

lassen zudem die Beteiligung eines Proteines vermuten, welches als Antwort auf TNF-α

durch den Proteasomenkomplex degradiert wird, woraufhin auch die eNOS abgebaut wird.

Die eNOS selbst scheint nicht durch den Proteasomenkomplex abgebaut zu werden, da bei

Inkubation mit TNF-α alleine die Hemmung des Proteasoms keinen Einfluß auf die

Reduktion der Proteinmenge hatte. So läßt sich aus den TNF/CHX-Ergebnissen die

Hypothese formulieren, daß es einen Interaktionspartner der eNOS gibt, der eine

Schutzfunktion ausübt, um die Degradation der eNOS zu verhindern.

Die eNOS(-Aktivität) kann, obwohl sie konstitutiv exprimiert ist, auf mRNA- und auf

Proteinebene reguliert werden (Review, [64]). Nachdem die Interaktion mit anderen

Proteinen als wichtiger Regulationsmechanismus der konstitutiv exprimierten NO-

Synthasen (nNOS [21, 77] und eNOS) beschrieben wurde, sollte untersucht werden, ob

auch die TNF/CHX-vermittelte Degradation über die Interaktion mit assoziierten Proteinen

gesteuert wird.

Die Hitzeschock-Proteine sind durch ihre Funktion als Chaperone am Transport und

Schutz von Proteinen als Antwort auf zellulären Streß beteiligt. Kürzlich konnte gezeigt
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werden, daß durch eNOS-aktivierende Agonisten (wie VEGF und Schubspannung) die

Komplexbildung von eNOS mit HSP90 induziert wird, wodurch die eNOS-Aktivität

erhöht wurde [50]. In der vorliegenden Arbeit wurde nachgewiesen, daß TNF/CHX HSP90

Protein zeitabhängig degradiert, was eventuell auf eine Rolle der HSP90-Interaktion für die

Degradation der eNOS spricht. Die Aufhebung der HSP90-eNOS-Interaktion könnte somit

ein Signal für die Degradation darstellen.

Ein weiteres Hitzeschockprotein, das in gestreßten Zellen exprimiert wird, ist HSP70. So

konnte HSP70 in atherosklerotischen Plaques nachgewiesen werden. Die HSP70-

Expression wurde durch oxLDL in Endothel- [188] und vaskulären glatten Muskelzellen

[189], durch Ischämie/Reperfusion [112, 141] sowie durch Hypoxie, wodurch

postischämische Schäden vermindert wurden, induziert. Der Zusammenhang zwischen NO

und HSP70 wird kontrovers diskutiert. In Hepatozyten konnte durch exogene NO-Donoren

über Induktion der HSP70 Expression die durch TNF-α induzierte Apoptose gehemmt

werden [83]. Weiterhin ergaben Untersuchungen an Ratten, daß die endogene Bildung von

NO [109] und die Gabe exogener NO-Donoren [110] zur HSP70-Induktion führt. Dagegen

zeigten Zellkulturversuche, daß Hitzeschock in Astrozyten über Induktion von HSP70 zu

einer verminderten iNOS-Expression über verminderte NFκB-Aktivierung führte [45] und

Überexpression von HSP70 in Ratten Insulinom-Zellen in der Hemmung zytotoxischer

NO-Effekte resultierte [11]. Die Koinkubation von TNF/CHX in HUVEC in der

vorliegenden Arbeit führte nicht zu einer zeitabhängigen Regulation von HSP70, wodurch

ein Einfluß auf die beobachteten Effekte unwahrscheinlich scheint.

Caveolin-1 ist ein bekannter, die Enzymaktivität hemmender Interaktionspartner der eNOS

[46], der für die Lokalisation der eNOS auf Caveolae verantwortlich ist. Agonisten der

eNOS bewirken eine Dissoziation von Caveolin-1 und damit eine Translokation ins

Cytosol [147]. Untersuchung der Wirkung von TNF/CHX der vorliegenden Arbeit zeigte

keine Regulation von Caveolin-1-Protein.

Erste Immunpräzipitationen zeigten ein eNOS-assoziiertes Protein mit einer Größe von

ungefähr 70 kD, das ebenfalls durch TNF/CHX reduziert wurde. Allerdings ließ sich dieses

Protein nicht ansequenzieren, da vermutlich eine N-terminale Blockade vorhanden war.

Daher konnte in der vorliegenden Arbeit nicht die Identität des assoziierten Proteines

geklärt werden. Zusammengefaßt lassen diese Ergebnisse einen neuen Interaktionspartner

der eNOS vermuten, dessen Identifizierung neue Aufschlüsse über die Regulation der
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eNOS versprechen. Für eine genauere Charakterisierung der eNOS-Proteolyse sind jedoch

weitere Experimente notwendig. Die Reduktion von eNOS-Protein durch TNF/CHX

begleitet von reduzierter NO-Produktion durch TNF könnten die protektiven NO-Effekte

auf die Apoptose erklären.

Die weitere Aufklärung der Mechanismen, die zu verminderter NO-Produktion führen und

der Nachweis deren Relevanz im in vivo System, versprechen neue Ansätze zur

Entwicklung medikamentöser Therapien verschiedener Herzerkrankungen zu finden.



6 Zusammenfassung                                                                                                                                         98

6 ZUSAMMENFASSUNG

In der vorliegenden Arbeit konnte die Beteiligung der Apoptose in verschiedenen kardialen

und kardiovaskulären Erkrankungen gezeigt werden sowie Aufschlüsse über die zugrunde-

liegenden Signaltransduktionen gewonnen werden.

Die Beteiligung der Apoptose wurde in genetisch- und fütterungsinduzierter

Hyperlipidämie  gezeigt. In fortgeschrittenen atherosklerotischen Plaques (genetisch

induzierter Hyperlipidämie) korrelierte Apoptose von glatten Muskelzellen und Makro-

phagen mit stark erhöhter Bax-Expression, während Bcl-2 nicht reguliert wurde. Nach 12-

wöchiger hyperlipidämischer Diät waren trotz stark erhöhter Serum-Cholesterinwerte

keine morphologischen Veränderungen der Aorten zu beobachten. Es konnte eine

verdoppelte Bax-Expression in Endothelzellen gezeigt werden, was auf eine Beteiligung

der Apoptose hinweist. Die erhöhte Bax-Expression scheint mit erhöhtem Serum-LDL in

beiden Modellen zu korrelieren, was die Induktion der Apoptose durch LDL vermuten läßt.

Die Apoptose in akut abgestoßenen allogenen Herz-Transplantaten war von einer

erhöhten Bax-Expression und einer posttranslationalen Degradation von Bcl-2 in ein 17 kD

großes Degradationsprodukt durch eine Serinprotease, die DTT- und NO-sensitiv ist,

gekennzeichnet. Neben der gezeigten Beteiligung des Perforin-Signaltransduktionsweges

scheinen noch andere, bisher nicht identifizierte Proteasen beteiligt zu sein.

Die physiologische Relevanz protektiver Effekte von Stickstoffmonoxid (NO) auf die

Apoptose konnte sowohl in Ischämie/Reperfusion als auch durch die Untersuchung von

eNOS-Knockout-Mäusen gezeigt werden. Die Hemmung der endogenen NO-Synthese

während Ischämie und Reperfusion führte zu einer synergistischen Induktion der

Apoptose. Zusammen mit dem Nachweis der erhöhten Caspase-Spaltungsaktivität lassen

diese Ergebnisse die Hemmung der Kardiomyozytenapoptose durch NO über eine

Beeinflussung der Caspase-Kaskade vermuten. Die protektive Rolle der endogenen NO-

Synthese wurde durch die Apoptoseinduktion in eNOS-Knockout-Mäusen, welche mit

erhöhter Bax-Expression korrelierte, unterstrichen.

Da proatherosklerotische und proinflammatorische Faktoren die NO-Freisetzung hemmen

können, wurde die Regulation der Proteinexpression der eNOS durch TNF-α (unter

Hemmung der Proteinsynthese mit CHX) in der Endothelzellkultur (HUVEC) untersucht.

Die apoptotischen Stimuli TNF/CHX resultierten in der Proteolyse der eNOS und der
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verminderten eNOS-Aktivität in der HUVEC-Kultur, was auf die antiapoptotische

Bedeutung der eNOS  hinweist. Zudem lassen die Ergebnisse die Beteiligung eines

Proteines vermuten, welches mit der eNOS interagiert, da die Hemmung des Proteasomen-

komplexes nur bei Koinkubation von TNF-α mit CHX die Reduktion des eNOS-Proteines

inhibierte. Die eNOS selbst schien nicht durch den Proteasomenkomplex abgebaut zu

werden, da in TNF-α-behandelten HUVEC der Proteasomenkomplexinhibitor ZLLLH

keinen Effekt auf die eNOS-Reduktion hatte. So läßt sich aus diesen Ergebnissen die

Hypothese formulieren, daß durch TNF/CHX ein mit der eNOS interagierendes

Schutzprotein über den Proteasomenkomplex abgebaut wird, woraus dann die Degradation

der eNOS resultiert.

HSP 90 könnte ein Interaktionspartner der eNOS sein und dieses vor Degradation

schützen, während HSP 70 und Caveolin-1 keine Bedeutung hatten. Immunpräzipitationen

gegen eNOS zeigten ein assoziiertes Protein mit einer Größe von ungefähr 70 kD.

Das assoziierte Protein muß allerdings noch identifiziert und der Wirkungsmechanismus

noch näher charakterisiert werden.
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