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1 Einleitung

Seit vielen Jahren flhren Erkrankungen des Herz-Kreislauf-Systems die
jahrlich veroffentlichte Todesursachenstatistik des statistischen Bundesamtes an.
Betrachtet man die zum Tode fuhrenden Einzelerkrankungen, so nimmt der Tod
durch Myokardinfarkt (MI) den zweiten Rang ein. Erfreulicherweise ist in den letzten
Jahren jedoch ein stetiger Ruckgang dieser Zahlen zu verzeichnen. Dies ist vor
allem auf den breitflachigen Einsatz moderner Therapieverfahren, wie der
perkutanen Katheterintervention (PCI) zurtckzufuhren (1). Die im Rahmen der PCI
durchgefuhrte Wiedereroffnung des verschlossenen Gefalles ermdglicht die
Reperfusion des infarzierten Herzgewebes. Paradoxerweise flhrt diese
lebensrettende Reperfusion zu einer weiteren Schadigung des Herzgewebes, die
als Ischamie/Reperfusionsschaden bezeichnet wird (2). Eines der Probleme in
Folge des Ischamie/Reperfusionsschadens ist der Verlust von intaktem Myokard
und einer daraus resultierenden Reduktion der Herzleistung. Diesem Verlust liegt
neben dem nekrotischen Zelltod ein durch Apoptose verursachter Zelluntergang zu
Grunde (3). Bisher ist wenig Uber die Mechanismen bekannt, die zu diesem
apoptotischen Zelluntergang fuhren. Aus Untersuchungen an Rattenherzen weil}
man allerdings, dass den Endothelzellen eine besondere Bedeutung zukommt. Sie
treten bereits wahrend der Ischamie in die Apoptose ein und scheinen durch
Freisetzung pro-apoptotischer Faktoren den apoptotischen Tod des Myokards in
der Reperfusionsphase zu triggern (4, 5).

Vor diesem pathophysiologischen Hintergrund stand die Suche nach
endogenen Mechanismen, die einer Ischamie-induzierten Apoptose endothelialer
Zellen entgegenwirken, im Mittelpunkt dieser Arbeit. Die Identifikation solcher
Mechanismen sollte dabei helfen, neue Konzepte fiur die Behandlung des
Ischamie/Reperfusionsschadens zu entwickeln. Dabei wurde der Fokus auf das
extrazellulare Signalmolekul Adenosin-5-triphosphat (ATP) gerichtet, das unter
pathophysiologischen Bedingungen gesteigert von Endothelzellen freigesetzt wird
(6, 7). Nach seiner Freisetzung reguliert ATP zahlreiche zellulare Prozesse wie
Proliferation und Migration auf parakrinem Wege (8, 9). Unbeantwortet ist bisher
jedoch die Frage, welchen Einfluss ATP auf die Ischamie-induzierte Apoptose des
Endothels hat. Da die molekulare Analyse dieser parakrinen ATP-Wirkung am
isolierten Organ nicht mdglich ist, wurde in der vorliegenden Arbeit ein in vitro

Ischamie-Modell humaner Endothelzellen eingesetzt.

1



Einleitung

1.1 Das Endothel - Aufgaben und Bedeutung

Endothelzellen kleiden als einlagige, kontinuierliche Schicht Blut- und
LymphgefaRe sowie das Herz aus. Aufgrund einer Oberflache von 6000 - 8000 m?,
einer Zellzahl von etwa 6x10" und einem durchschnittlichen Gewicht von 1,5 kg
kann das Endothel durchaus als eigenstandiges Organ betrachtet werden (10, 11).
Lange wurde angenommen, dass das Endothel lediglich eine funktionslose
Grenzschicht zwischen Lumen und Interstitium eines GefalRes darstellt. Im Jahr
1980 konnten Furchgott und Zawadzki jedoch zeigen, dass Endothelzellen einen
Stoff freisetzen, der zur Relaxierung glatter GefaRmuskulatur fuhrt und sie auf diese
Weise den Gefalltonus regulieren (12). Diese bahnbrechende Erkenntnis lenkte
zunehmend die Aufmerksamkeit der Forschung auf das Endothel. Tatsachlich weif}
man heute, dass Endothelzellen eine heterogene Zellpopulation darstellen, die in
unterschiedlichen Gefal3provinzen zahlreiche Aufgaben Ubernehmen (13, 14).

So spielen Endothelzellen neben der Regulation des Gefaldtonus eine
wichtige Rolle im Geschehen von Gerinnung und Thrombolyse und sind an der
Aufrechterhaltung der Hamostase unmittelbar beteiligt (15, 16). Endothelzellen
besitzen aulerdem die Fahigkeit sowohl akute als auch chronische Entzindungs-
und Immunreaktionen zu modulieren und zu regulieren (7, 17). Sie sind daruber
hinaus malgeblich an der Entstehung neuer Gefalde, der Angiogenese, beteiligt
(18, 19). Die zentrale Funktion des Endothels ist jedoch die Bildung einer
semipermeablen Membran zwischen Intra- und Extravasalraum. Dabei reguliert es
aktiv den Austausch von Flussigkeiten, Hormonen, lonen, Makromolekilen sowie
Zellen und erhalt auf diese Weise die Schrankenfunktion der Endothelzellschicht
aufrecht (20, 21).

Um diese Fllle an Aufgaben wahrzunehmen, sind Endothelzellen mit einer
Reihe von Eigenschaften und Fahigkeiten ausgestattet. Neben Wachstumsfaktoren
wie dem vascular endothelial growth factor (VEGF), werden vasoaktive Stoffe wie
Stickstoffmonoxid (NO) und Prostazyklin sowie hamostatische Faktoren wie
Plasminogen-Aktivator synthetisiert und nach entsprechendem Stimulus freigesetzt
(22, 23, 7). Des Weiteren verfigen Endothelzellen Uber membranstandige
Enzymsysteme, die Einfluss auf die Konzentration vasoaktiver Substanzen im Blut
nehmen (24). Und schlieRlich exprimieren Endothelzellen an ihrer Oberflache

Rezeptoren, wie beispielsweise Peptid- oder Purinrezeptoren (25, 26).
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Durch diese Rezeptoren vermittelt, gelangen Signale des extrazellularen
Raums ins Innere der Zelle und I6sen rezeptorspezifische Reaktionen aus (27). Die
Vielzahl an regulatorischen Funktionen des Endothels hat zur Folge, dass die
Stérung seiner Integritdt an zahlreichen pathophysiologischen Prozessen des
kardiovaskularen Systems beteiligt ist. Dies wird deutlich, wenn man bedenkt, dass
den Volkskrankheiten wie Hypertonie, Schlaganfall oder Myokardinfarkt immer eine

endotheliale Dysfunktion vorausgeht.

1.2 Apoptose

Der haufig auch als physiologischer Zelltod bezeichnete Prozess der
Apoptose ist eine energieabhangige und programmierte Form des Zelluntergangs.
Der Hauptunterschied zur Nekrose besteht darin, dass es bei der Apoptose zu
keiner unkontrollierten Freisetzung von Zellorganellen und anderen zellularen
Bestandteilen kommt. Daher fehlt die, flir die Nekrose charakteristische,
Entzindungsreaktion des umgebenden Gewebes. Vielmehr findet bei der Apoptose
eine systematische Zerstérung und anschlieRende Phagozytose der Zelle statt (28).
Dieser Vorgang ist eines der Schlusselelemente wahrend der Entstehung von
Organsystemen sowie bei der Aufrechterhaltung der Homdostase menschlicher
Gewebe (29). Jedoch kann ein Ungleichgewicht im komplexen Zusammenspiel pro-
und anti-apoptotischer Faktoren schnell zu einer Reihe pathophysiologischer
Veranderungen fuhren. Neben chronisch-entzindlichen Erkrankungen und der
Tumorgenese spielt die Entwicklung eines solchen Ungleichgewichts auch im

kardiovaskularen System eine wichtige Rolle (30, 31, 32).

Morphologie des apoptotischen Zelltods

Bereits 1842 beschrieb der in Giessen geborene Forscher Carl Vogt eine
Form des naturlichen Zelltods wahrend der Ontogenese der Geburtshelferkrote
(Alytes obstetricians), der ohne erkennbare Entziindungsreaktion ablauft (33). Uber
ein Jahrhundert blieben Vogts Beobachtungen jedoch unbeachtet. Erst 1965, bei
Untersuchungen des ischamischen Zelltodes in Hepatozyten, beobachtete John

F.R. Kerr neben dem nekrotischen Zelltod, eine weitere Form des Zelltods.
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Aufgrund der morphologischen Veranderungen der Zellen, bezeichnete er
diesen Befund zunachst als schrumpfende Nekrose (34). In den darauffolgenden
Jahren widmeten sich Kerr und seine Kollegen Wyllie und Currie der intensiven
elektronenmikroskopischen Untersuchung dieses Phanomens. Sie stellten fest,
dass zu Beginn der sogenannten schrumpfenden Nekrose sowohl Zelle als auch
Kern schrumpfen und das nukleare Chromatin kondensiert. In einer spateren Phase
bricht der Kern auseinander und die Zelle verliert den Kontakt zu ihren Nachbar-
zellen. Von der noch intakten Membran schniren sich membranumhilite
Zellbestandteile ab und die Zelle zerfallt. Die abgeschnirten Vesikel (apoptotic
bodies) enthalten Zellorganellen und Kernfragmente. Sie werden von Makrophagen
und Nachbarzellen phagozytiert (29). Um diese Beobachtungen zusammen-
zufassen und klar von der Nekrose abzugrenzen, fuhrten Kerr und Kollegen das
Konzept der Apoptose ein. Das Wort Apoptose, das sie dem Griechischen

entlehnten, beschreibt das Abfallen welker Blatter im Herbst (35).

\ ;."-:"f‘.x &
)8
Nekrose / \ Apoptose
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verandert l l des Chromatins
Organellen . ) Organellen
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Abb. 1.1: Vergleich der morphologischen Veranderungen im Gesche-
hen des nekrotischen und des apoptotischen Zelltods (modifiziert nach
28 & 29).
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Signalwege der Apoptose

In den folgenden Jahrzehnten richtete sich die Forschung hauptsachlich auf
die molekularen Mechanismen, die den morphologischen Veranderungen des
apoptotischen Zelltods zu Grunde liegen. Kromer et al. konstatierten in den 1990er
Jahren ein heute weitestgehend akzeptiertes, dreiphasiges Konzept des
apoptotischen Zelltods, bestehend aus der Initiationsphase, der Effektorphase und
der Degradationsphase (36).

Eine zentrale Funktion Ubernehmen dabei Cystein-abhéngige Aspartat-
spezifische Proteasen (Caspasen) (37). Diese Caspasen liegen als inaktive Pro-
Caspasen vor und werden vor ihrer Aktivierung in eine grof3e (ca. 20 kDa) und eine
kleine (ca. 10 kDa) Untereinheit gespalten. AnschlieRend lagern sich die Spalt-
produkte in Form eines Heterotetramers zusammen und sind nun aktiv (38). Die
aktivierten Caspasen sind in der Lage, eine Vielzahl intrazellularer Substrate zu
spalten. Zu diesen Substraten gehoéren, neben anderen Caspasen, Proteine der
Signaltransduktion sowie des Zytoskeletts, deren gezielte Spaltung das Programm
der Apoptose vorantreibt (39). Die momentan bekannten 12 Caspasen lassen sich
in drei Gruppen einteilen. Die erste Gruppe bilden die Caspasen 1, 4, 5, 11 und 12.
Sie sind nicht am apoptotischen Geschehen beteiligt, sondern spielen v.a. bei
inflammatorischen Prozessen eine Rolle. Die zweite Gruppe sind die
Initiatorcaspasen 2, 8, 9 und 10. Diese leiten gemeinsam mit weiteren Faktoren die
Apoptose ein und spalten schlielllich die Effektorcaspasen 3, 6 und 7, die
gemeinsam die dritte Gruppe bilden und zur Fragmentierung der nuklearen DNA
fuhren (40).

In der ersten Phase der Apoptose, der Initiationsphase, erfolgt die
Aktivierung der Caspase-Kaskade. Diese Aktivierung kann auf zwei Wegen
erfolgen (25, 41). Einerseits kdnnen intrazellulare Reize, wie oxidativer Stress,
DNA-Schadigung oder Wachstumsfaktorenmangel zu einer direkten, intrinsischen
Schadigung der mitochondrialen Membran fuhren. Daraufhin werden pro-
apoptotische Proteine des Intermembranspalts freigesetzt (42). AulRer Cytochrom C
werden auch die Pro-Caspase 2, 3 und 9, der apoptosis-inducing factor (AlF) sowie
weitere pro-apoptotische Proteine in das Cytoplasma entlassen. Cytochrom C bildet
gemeinsam mit dem apoptotic protease activating factor 1 (Apaf-1) das Apoptosom.
Das Apoptosom bindet die Initiatorprocaspase 9, die es durch Spaltung aktiviert
(43).
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Andererseits kdnnen extrazellulare Reize wie Hitze, Sauerstoffmangel oder
Strahlung eine rezeptorvermittelte, extrinsische Aktivierung der Apoptose einleiten.
Hierbei kommt es zur Stimulation sogenannter Todesrezeptoren, die zur tumor
necrosis factor receptor gene superfamily (TNF-R) gehdéren. Nach Bindung der
entsprechenden Liganden, spalten diese Rezeptoren unmittelbar die
Initiatorprocaspase 8 (29). Es existieren jedoch Zelltypen, darunter auch
Endothelzellen, bei welchen diese direkte Aktivierung der Initiatorprocaspase 8
nicht ausreicht, um die Apoptose in Gang zu bringen. In diesen Zelltypen sorgt die
Caspase 8 Uber eine Spaltung von Bid zum aktiven truncated-Bid (t-Bid) fur eine
zusatzliche, mitochondrial-vermittelte (Cytochrom C) Rekrutierung der |Initiator-
procaspase 9 (44).

In der zweiten Phase der Apoptose spalten die Initiatorcaspase 8 bzw. 9
ihrerseits die Effektorprocaspasen 3, 6 und 7. Die aktiven Effektorcaspasen sind
nun in der Lage, eine Vielzahl zytoplasmatischer Substrate zu spalten. Dazu zahlen
Proteine der Zellzyklusregulation, der Signaltransduktion, des DNA- und RNA-
Metabolismus sowie des Zytoskeletts. Die Spaltung hat keine Zerstérung der
Proteine zum Ziel, sondern vielmehr eine Aktivierung bzw. Inaktivierung bestimmter
Elemente, im Sinne des apoptotischen Zelltods (45). Als gemeinsame Endstrecke
des extrinsischen und des intrinsischen Aktivierungswegs spielt die Caspase 3 eine
besondere Rolle, da sie eine Reihe apoptotischer Schlisselemente spaltet. Dazu
zahlt die Spaltung des DNA-Fragmentierungsfaktors und der Caspase-aktivierten
DNase |, die zur Fragmentierung der chromosomalen DNA fuhren (46, 47).
Aulerdem spaltet die Caspase 3 die Poly-(ADP-Ribose)-Polymerase und
unterbindet dadurch wichtige DNA-Reparaturmechanismen (48).

Diese Ereignisse fuhren schliel3lich in die Degradationsphase, die dritte und
letzte Phase der Apoptose. Als Folge der proteolytischen Aktivitat der Caspasen
zeigen sich nun die charakteristischen morphologischen Veranderungen:
Schrumpfung der Zelle, Verdichtung des Zytoplasmas, Kondensation des
Chromatins sowie Ausstulpungen der Kernmembran. Schliel3lich zerfallt die Zelle in
membranumhlllte apoptotic bodies (34). Die Aktivierung der Caspase 3 stellt also
einen irreversiblen Schritt im apoptotischen Programm dar (49, 50). Die
anschlielfenden Prozesse fuhren innerhalb von Minuten zum Sterben der Zelle
(51). Daher ist die Analyse der aktiven Caspase 3-Spaltprodukte (17 und 19 kDa)

ein zuverlassiges Mal} des apoptotischen Zelluntergangs.
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Intrinsischer Weg
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Abb. 1.2: Vereinfachte Darstellung des extrinsischen und des intrin-
sischen Signalwegs des apoptotischen Zelluntergangs (Abkurzungen
siehe Text).
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Bedeutung der endothelialen Apoptose wahrend Ischdmie und

Reperfusion

Arteriosklerotische Prozesse flhren zu einer sukzessiven Stenosierung des
Gefallumens, die schlieBlich einen akuten Verschluss des Gefalles zur Folge
haben kann. Die daraus resultierende Minderversorgung des Gewebes mit
Sauerstoff (Hypoxie) und Nahrstoffen wird als Ischamie bezeichnet. Diese fihrt zum
progressiven Zelluntergang bis hin zum Verlust eines Organs. Daher ist eine
schnelle Wiedererdffnung des betroffenen Gefalles von essentieller Bedeutung, um
das Uberleben des Organs zu sichern.

Die erfolgreiche Reperfusion fuhrt jedoch zu einer weiteren Schadigung des
infarzierten Gewebes (52). Die Konsequenz des daraus resultierenden Ischamie/
Reperfusionsschadens ist der Verlust funktionstichtigen Myokards. Lange Zeit
nahm man an, dass der Zelluntergang, den man im Infarktareal beobachten konnte
ausschlieRlich auf nekrotischem Zelltod beruht. Heute ist jedoch unbestritten, dass
neben der Nekrose auch der apoptotische Zelluntergang eine wichtige Rolle bei der
Entstehung des myokardialen Ischamie/Reperfusionsschadens spielt (2, 53). Uber
die Mechanismen, die zu diesem apoptotischen Zelluntergang fluhren ist jedoch
wenig bekannt.

Scarabelli et al. gelang es zu zeigen, dass den Endothelzellen eine
entscheidende Bedeutung bei der Auslésung der myokardialen Apoptose zukommt.
Sie beobachteten, dass wahrend der Ischamie und der frGihen Phase der
Myokardreperfusion zunachst Endothelzellen in die Apoptose eintreten (4). Die
Initiation der Apoptose erfolgte dabei durch die Caspase 9, also Uber den
intrinsischen Weg. Erst in einer spateren Phase der Reperfusion konnten
perivaskular gelegene, apoptotische Kardiomyozyten beobachtet werden. Deren
Apoptose wurde jedoch rezeptorvermittelt, das heilt Uber den extrinsischen Weg
(Caspase 8), initiiert. Mit Fortschreiten der Reperfusionsphase fanden sich
zunehmend apoptotische Kardiomyozyten. Diese Beobachtungen fuhrten Scarabelli
et al. zu der Annahme, dass apoptotische Endothelzellen wahrend der Ischamie
und der frihen Phase der Reperfusion pro-apoptotische Mediatoren, wie TNFa
oder FasL, ins Herzgewebe freisetzen und diese in Kardiomyozyten eine
rezeptorvermittelte Apoptose auslosen (5). Das bedeutet im Umkehrschluss, dass
eine Aktivierung anti-apoptotischer Mechanismen in Endothelzellen wahrend
Ischamie, eine Protektion des gesamten myokardialen Gewebes vor dem Ischamie/

Reperfusionsschaden nach sich zieht.
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1.3 Die Rolle von extrazellularem ATP als Signalmolekul

Das 1929 von Karl Lohmann entdeckte ATP ist eine Substanz mit vielfaltigen
Aufgaben. Neben seiner essentiellen Funktion als universeller Energielieferant und
Baustein der Ribonukleinsaure, spielt es eine wichtige Rolle als extrazellulares
Signalmolekul (54). Als solches wird es infolge mechanischer oder osmotischer
Stimuli von Zellen freigesetzt. Nach seiner Freisetzung in den Extrazellularraum
wirkt es als auto- und parakrines Signalmolekll. Dabei entfaltet ATP sein
regulatorisches Potential Uber die Bindung an Purinrezeptoren. Auf diese Weise
kann es intrazellulare Signalkaskaden aktivieren bzw. inaktivieren, die eine wichtige

Rolle bei der Regulation des zelluldren Uberlebens spielen.

Freisetzung von ATP aus Endothelzellen

Nahezu alle Korperzellen sind in der Lage, ATP freizusetzen. Die Art und
Weise, wie das ATP in den Extrazellularraum gelangt, ist jedoch Gegenstand
kontroverser Diskussionen. Der Weg der Freisetzung scheint sowohl vom Stimulus
als auch von der Zellart abhangig zu sein. Im Wesentlichen wurden funf
Mechanismen der ATP-Freisetzung beschrieben: (l) direkter Transport durch ATP-
binding cassette- (ABC-) proteins, (ll) Exozytose ATP-haltiger Vesikel, (Ill)
Nukleosid Transporter, (V) lytischer Zelltod, (V) Connexin-Halbkanale (54). Studien
aus unterschiedlichen Gefal3provinzen konnten zeigen, dass die zuletzt genannten
Connexin (Cx)-Halbkanale von besonderer Bedeutung fur die ATP-Freisetzung aus
Endothelzellen sind (55, 56, 57).

Die Cx-Halbkanale wurden zunachst nur als Bestandteile interzellularer
Kanale, sogenannter gap junction beschrieben. Durch diese Kanale tauschen die
Zellen elektrische und chemische Signale in Form von lonen, Wasser oder
sogenannter second messenger aus und bilden so die Grundlage einer schnellen
und gerichteten Kommunikation innerhalb eines Gewebeverbandes. Diese direkte
Interaktion macht aus vielen Einzelzellen ein einheitlich agierendes Gewebe, das
auf die stetig herrschenden physiologischen Veranderungen des Organismus
reagieren und seinen Anforderungen gerecht werden kann (58). Mittlerweile sind
mehr als 20 verschiedene Connexine bekannt, deren Molekulargewicht von 23 kDa
bis 62 kDa reicht.
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Nach diesem Molekulargewicht richtet sich die heute gebrauchliche
Nomenklatur. Dabei setzt man hinter die Abkirzung Cx, das Molekulargewicht des
Proteins. Das heif3t, Cx23 steht fir das Connexin, dessen Molekulargewicht 23 kDa
betragt (59, 60). Das am intensivsten untersuchte und folglich am besten
verstandene Connexin ist das Cx43. Der Grund dafur ist, dass es in nahezu allen
Geweben unseres Korpers vorkommt. Auch im kardiovaskularen System ist Cx43
neben den Cx37, Cx40 und Cx45 das vorherrschende Connexin (61, 62).

Da Connexine nur eine Halbwertszeit von wenigen Stunden besitzen,
werden sie in den Zellen konstant synthetisiert und degradiert. Die Synthese der
Connexine findet im endoplasmatischen Retikulum (ER) statt. Dort oder im trans-
Golgi Netzwerk erfolgt nach der Synthese die Oligomerisierung zu Hexameren, den
sogenannten Connexonen. AnschlieRend werden die Connexone in Vesikeln
verpackt, Uber das Mikrotubulussystem der Zelle an die Zellmembran tranportiert
und dort als Halbkanale, sogenannte hemichannel, integriert. Bevor es nun zur
Bildung von gap junction mit der benachbarten Zelle kommt, scheinen die
hemichannel frei innerhalb der Lipid-Doppelschicht der Zellmembran zu diffundieren
(50).

Lange Zeit nahm man an, dass die Cx-Halbkanale bis zu ihrer Vereinigung
mit dem Cx-Halbkanal einer benachbarten Zelle zu gap junction im geschlossenen
Zustand in der Lipidmembran diffundieren und keinerlei Funktion austben. Das
schien plausibel, denn eine Offnung der Kanéle hatte ein Leck der Zelle und somit
deren Schadigung zur Folge. DeVries und Schwartz konnten jedoch zeigen, dass
die Halbkanale vor ihrer Vereinigung zu gap junction auch im gedffneten Zustand in
der Zellmembran zu finden sind. In diesem Zustand bilden sie eine Verbindung
zwischen dem Intra- und dem Extrazellularraum und dienen dem Austausch von
Molekulen (63).

In welchem Ausmal® Molekile wie ATP aus Zellen freigesetzt werden,
bestimmt die Leitfahigkeit bzw. Offnungswahrscheinlichkeit der Halbkanéle. Diese
wird durch den intrazellularen Calciumspiegel, mechanische und chemische Stimuli,
den intrazellularen pH-Wert sowie den Zellmetabolismus beeinflusst. Die
Mechanismen und Signalwege, die zu einer veranderten Leitfahigkeit der Kanale

fuhren, sind jedoch weitestgehend unverstanden (64).
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Bedeutung membrangebundener Purinrezeptoren

Nach seiner Freisetzung in den Extrazellularraum wirkt ATP als Signal-
molekll, indem es membrangebundene Purinrezeptoren aktiviert. Diese
Rezeptoren werden in P1- und P2-Rezeptoren unterteilt (65). Wahrend P1-
Rezeptoren durch Nukleoside (Adenosin) aktiviert werden, erfolgt die Aktivierung
der P2-Rezeptoren durch Nukleotide (ATP). Funktionelle Unterschiede machten
eine weitere Unterteilung der P2-Rezeptoren in P2X- und P2Y-Rezeptoren
notwendig (66, 67). Die Familie der P2X-Rezeptoren besteht derzeit aus 7
Rezeptor-Subtypen (P2Xi.7), die als Ligand-gesteuerte lonenkanale fungieren. Die
8 Subtypen umfassende Familie der P2Y-Rezeptoren hingegen agieren als G-
Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCR) (68). Anhand ausflhrlicher mRNA- und
Proteinanalysen konnten Wang et al. zeigen, dass humane Endothelzellen die
metabotropen P2Y-, P2Y,- und P2Y-Rezeptoren sowie den ionotropen P2Xy-
Rezeptor exprimieren (69).

Jeder dieser Rezeptoren wird durch fur ihn charakteristische Agonisten
stimuliert. Zusatzlich zu den naturlich vorkommenden Nukleotiden wurden weitere
P2-Rezeptor-Agonisten entwickelt. Der gezielte Einsatz dieser Agonisten im
Rahmen pharmakologischer Ansatze hilft dabei, zu differenzieren, welcher der
Rezeptoren fur einen etwaigen Effekt verantwortlich ist. Die Tabelle 1.1 gibt einen
Uberblick tber die in humanen Endothelzellen relevanten P2-Rezeptoren und deren

Agonisten. Die in dieser Arbeit verwendeten Agonisten sind jeweils hervorgehoben.

Rezeptor Agonisten
P2Y, MRS2365 > 2-MeSADP > ADP = ADP3S
P2Y, UTP = ATP > INS37217 > Ap4A > ATPyS
P2Y44 ATPyS = BzATP = ARC67085 > ATP
P2X, ATP = 2-methylthio-ATP (1-100 uM) >> af-me-ATP (>300uM)

Tab. 1.1: P2-Rezeptoren in humanen Endothelzellen und deren Agonisten
(modifiziert nach 70).

11



Einleitung

P2Y-Rezeptor-vermittelte Aktivierung intrazelluldarer Signalwege

Als G-Protein-gekoppelte Rezeptoren sind P2Y-Rezeptoren in der Lage,
Signale der Umgebung ins Zellinnere weiterzuleiten. Nach Bindung eines Agonisten
an der transmembranaren Bindungsstelle kommt es zu einer Konformitatsanderung
des Rezeptors, die den Austausch von GDP in GTP an der a-Untereinheit
ermdglicht. AnschlieRend I6st sich das G-Protein vom Rezeptor und zerfallt in eine
a- und eine Py-Untereinheit. Derzeit sind vier unterschiedliche Klassen von Ga-
Untereinheiten bekannt: Gas, Gai, Gag, und Gaq2 (71). Die von Endothelzellen
exprimierten P2Y-Rezeptoren (P2Y,, P2Y;, P2Y4) sind an ein Gog-Protein
gekoppelt und aktivieren die membranstandige Phospholipase C (PLC) (72). Die
PLC  spaltet ihrerseits Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat ~ (PIP2) in
Inositoltriphosphat (IP3) und Diacylglycerol (DAG) (73). Das entstandene IP3 I0st
sich aus der Zellmembran und diffundiert zum Endoplasmatischen Retikulum. Dort
bindet es an IPs-Rezeptoren und bewirkt die Freisetzung von Ca?* (74). DAG
hingegen verbleibt in der Zellmembran gebunden und aktiviert zusammen mit
zytosolischem Ca”* die ebenfalls membrangebundene Proteinkinase C (75). Der
P2Y1-Rezeptor ist zusatzlich noch an ein Gos-Protein gekoppelt und kann so die
Adenylatzyklase aktivieren. Dies hat einen Anstieg des second messengers cAMP
zur Folge (76). Diese Prozesse fuhren schlieBlich zur Aktivierung intrazellularer
Signalwege, die es den Zellen ermdglichen, sich veranderten Situationen

anzupassen und adaquat auf extrazellulare Reize zu reagieren.
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1.4 Die Bedeutung anti-apoptotischer Signalwege

Die Regulation des zellularen Uberlebens unterliegt einem komplexen
Netzwerk unterschiedlicher Signalwege. Im kardiovaskuldaren System sind der
MAPK/ERK-Signalweg und der PI3K/Akt-Signalweg entscheidend an dieser
Regulation beteiligt (77).

MAPK/ERK-Signalweg

Die Proteinfamilie der Mitogen-aktivierten Proteinkinasen (MAPK) sind
Serin/Threonin-Kinasen, die durch verschiedene extrazellulare Stimuli aktiviert
werden. Zur Familie der MAPK werden drei Signalwege gezahlt: Der Signalweg der
extracellular-signal-regulated kinase (ERK), der c-Jun N-terminal kinase (JNK)
sowie der p38-MAPK (78). Aufgrund seines anti-apoptotischen Potentials ist der
MAPK/ERK-Signalweg von besonderer Bedeutung fur die vorliegende Arbeit.
Entsprechend ihres Molekulargewichts werden die extrazellular regulierten Kinasen
ERK 1 und ERK 2 auch als p44 und p42 bezeichnet. Die Aktivierung von ERK 1/2
erfolgt Uber eine dreistufige Kaskade von Phosphorylierungen. Nach der
Aktivierung einer Rezeptortyrosinkinase (RTK) durch Wachstumsfaktoren kommt es
zu Beginn dieser Kaskade zu einer Aktivierung des kleinen G-Proteins ras (rapid
accelerating sarcoma). Ras fuhrt anschlieBend zu einer Phosphorylierung der
MAPK-Kinase-Kinase raf (rapid accelerating fibrosarcoma). Raf phosphoryliert
seinerseits die MAPK-Kinase MEK 1/2, die dann schliel3lich ERK1/2 phosphoryliert
und damit aktiviert (79, 80).

Neben dieser klassischen Aktivierung durch RTK sind auch G-Protein-
gekoppelte Rezeptoren (GPCR) in der Lage, den MEK/ERK-Signalweg zu
aktivieren. Dies geschieht auf zwei Wegen: Erstens besitzen GPCR die Fahigkeit,
RTK mit Hilfe verschiedener Signalmolekule zu transaktivieren und dadurch den
ras/raffMEK/ERK-Signalweg indirekt zu aktivieren. Zweitens konnen GPCR den
MAPK/ERK-Signalweg direkt auf der Ebene von raf aktivieren. Dies geschieht je
nach gekoppeltem G-Protein PKC- oder PKA-abhangig (81, 82). Nach seiner
Phosphorylierung hat ERK 1/2 zwei Mdglichkeiten in das apoptotische Geschehen
einzugreifen. Einerseits kann ERK 1/2 in den Zellkern transloziert werden und dort

als Transkriptionsfaktor anti-apoptotischer Proteine wirken (83).
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Andererseits kann ERK 1/2 direkten Einfluss auf die Apoptose nehmen,
indem sie durch gezielte Phosphorylierungen pro-apoptotische Proteine wie Bad
oder Bax inaktiviert (84, 85).

PI3K/Akt-Signalweg

Neben dem MAPK/ERK-Signalweg ist die Phosphatidylinositol-3-Kinase
(PI3K) ein entscheidendes anti-apoptotisches Signalelement. Auch ihre Aktivierung
kann durch RTK oder GPCR erfolgen (86, 87). Nach ihrer Aktivierung greift die
PI3K durch gezielte Phosphorylierung intrazellularer Moleklle in eine Vielzahl
zellularer Prozesse regulierend ein. Eines dieser Molekule ist Phosphatidylinositol.
Dieses bindet die Proteinkinase B, auch als Akt bezeichnet, und ermdglicht so
deren Translokation an die Zellmembran. Dort erfolgt die Phosphorylierung von Akt
durch die membranstandige phosphoinositide-dependent kinase (PDK1) (88). Die
aktivierte Akt ist nun in der Lage pro-apoptotische Proteine wie Bad, Bax oder die
Pro-Caspase 9 zu phosphorylieren und damit zu inaktivieren (89, 90, 91). Dartber
hinaus kann die aktivierte Akt, nach Translokation in den Nucleus, die Transkription

pro-apoptotischer Faktoren unterdriicken (92).
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Abb. 1.3: Vereinfachte Darstellung der Aktivierung des anti-apoptotisch
wirksamen MEK/ERK- und des PI3K/Akt-Signalwegs durch G-Protein-
gekoppelte Rezeptoren (Abkurzungen siehe Text).
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1.5 Fragestellung

Trotz groRRer Fortschritte in der Behandlung des akuten Myokardinfarkts ist
das Hauptproblem nach wie vor der Verlust funktionstichtigen Myokards wahrend
Ischamie und Reperfusion. Heute ist klar, dass fur diesen Verlust neben der
Nekrose auch der apoptotische Tod von Kardiomyozyten und Endothelzellen
verantwortlich ist (3, 53). Bemerkenswert ist dabei, dass der apoptotische
Zelluntergang der Kardiomyozyten wahrend Reperfusion durch die Ischamie-
induzierte Apoptose endothelialer Zellen getriggert wird (4, 5). Ziel dieser Arbeit war
es daher, Mechanismen zu identifizieren, die der Progression dieser endothelialen
Apoptose wahrend Ischamie entgegenwirken, um daraus neue therapeutische
Strategien fur die Behandlung des Ischamie/Reperfusionsschadens abzuleiten.

Es ist bekannt, dass verschiedene pathophysiologische Stimuli wie
Scherkrafte, Hyperamie oder Hypoxie zu einer Freisetzung von ATP aus Zellen des
kardiovaskularen Systems fuhren (93, 94, 95). Nach seiner Freisetzung wirkt
extrazellulares ATP als parakrines Signalmolekul und entfaltet sein regulatorisches
Potential Uber die Bindung an P2-Rezeptoren. Diese Befunde flhrten zu der
zentralen Hypothese der vorliegenden Arbeit, dass Endothelzellen, die einer akuten
Ischamie ausgesetzt sind, durch einen endogenen Mechanismus ATP freisetzten,
das Uber P2-Rezeptoren vermittelt einen Prozess aktiviert, der dem apoptotischen

Zelluntergang entgegenwirkt.
Um diese Hypothese zu prufen wurden folgende Fragen gestellt:

1) Wird ATP wahrend Ischamie aus humanen Endothelzellen freigesetzt?

2) Erfolgt die Freisetzung von ATP durch Cx43-Halbkanale?

3) Wirkt extrazellulares ATP der Entwicklung einer endothelialen Apoptose
wahrend Ischamie entgegen?

4) Welcher Rezeptor vermittelt den anti-apoptotischen Effekt von extra-
zellularem ATP wahrend Ischamie?

5) Welche Signalwege sind an der anti-apoptotischen Wirkung von extra-

zellularem ATP beteiligt?
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2 Material

21 Chemikalien

2.1.1 Haufig verwendete Chemikalien

6-Aminohexansaure
Acrylamid

APS

Basic Fibroblast Factor
Benzonase®
Bisacrylamid
Bromphenolblau

BSA

Calciumchlorid
Carbogen®

Collagenase

DMSO

DTT

ECL-L6sung

(= SuperSignal® West Pico
Chemiluminescent Substrate)
EDTA-Natriumsalz

Endothelial Growth Medium Kit
Ethanol

Ethidiumbromid

FCS

Glycerol (99,5 %)
Glycin

HBSS

Kaliumchlorid
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Merck-Suchard, Hohenbrunn

Roth, Karlsruhe

Serva, Heidelberg

Promocell, Heidelberg

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen
Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen
Merck, Darmstadt

Messer Griesheim, Krefeld

PAA Laboratories, Pasching,
Osterreich

Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen
Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen
Pierce Biotechnology, Rockford, USA

Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen
Promocell, Heidelberg

Riedel de Haén, Seelze
Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen
PAA Laboratories, Pasching,
Osterreich

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

PAA Laboratories, Pasching,
Osterreich

Merck, Darmstadt
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Kaliumhydrogenphosphat
Magnesiumchlorid
Magnesiumsulfat
Methanol

Milchpulver
Natriumchlorid (99,5 %)
Natriumhydrogenkarbonat
Opti-MEM®
Paraformaldehyd
Penicillin-Streptomycin-Ldsung
Ponceau S solution

SDS

Stickstoff (100%)

TEMED

TO-PRO®-3 iodide

Tris

Triton X-100
Trypsin-EDTA-L6sung
Tween-20

p-Mercaptopropandiol

2.1.2 Agonisten und Inhibitoren

Adenosin-Desaminase
Apyrase
ARL 67156
ATP
ATPyS
LY294002
MRS 2365
Suramin
uO126
UTP
ap-me-ATP
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Merck, Darmstadt

Fluka, Neu-Ulm

Merck, Darmstadt

Riedel de Haén, Seelze
Applichem, Darmstadt
Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Invitrogen, Karlsruhe
Merck, Darmstadt

Gibco BRL, Eggenstein
Serva, Heidelberg

Serva, Heidelberg

Air Liquid, Krefeld
Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen
Invitrogen, Karlsruhe
Merck, Darmstadt

Serva, Heidelberg
Invitrogen, Karlsruhe
Amersham, Braunschweig

Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen
Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen
Tocris Bioscience, Bristol, UK
Roche Diagnostics, Mannheim
Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen
Calbiochem, Bad Soden

Tocris Bioscience, Bristol, UK
Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen
Calbiochem, Bad Soden
Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen
Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen
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2.1.3 RNA-Interefernz

Jet SI-ENDO™
siRNA duplex

2.1.4 Molekulargewichtsmarker

SigmaMarker™, high range
SigmaMarker™, low range

PageRuler™

2.1.5 Primar-Antikorper

Anti-Akt, pAk, Kaninchen I1gG
Anti-phospho-Akt (Ser473), mAK,
Maus IgG

Anti-Cleaved Caspase-3 (Asp175),
pAk Kaninchen IgG

Anti-Caspase 3 active, pAKk,
Kaninchen IgG

Anti-Connexin43, mAk, Maus IgG
Anti-Connexin43, mAk, Maus IgM
Anti-p42/p44 MAPK (= Anti-ERK 1/2),
pAK, Kaninchen IgG

Anti-phospho p42/p44 MAPK,

(= Anti-phospho-ERK 1/2), mAK,
Maus IgG

Anti-Vinculin (hVIN-1), mAKk, Maus IgG

2.1.6 Sekundar-Antikorper

Anti-Kaninchen-lgG (Alexa Fluor® 488)
Anti-Kaninchen-lgG (Alexa Fluor® 633)
Anti-Kaninchen-1gG (HRP-gekoppelt)
Anti-Maus-1gG (HRP-gekoppelt)
Anti-Maus-IgM (HRP-gekoppelt)
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Eurogenetec, Kdln

Eurogenetec, Kdln

Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen
Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen

Fermentas, St. Leon-Rot

Cell Signaling, Danvers, USA
Cell Signaling, Danvers, USA

Cell Signaling, Danvers, USA

R&D Systems, Minneapolis, USA

Becton Dickinson, Heidelberg

Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen

Cell Signaling, Danvers, USA

Cell Signaling, Danvers, USA

Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen

Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

Amersham Bioscience, Freiburg
Amersham Bioscience, Freiburg
Zymed Laboratories, San Francisco,
USA
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2.1.7 Verwendete Kits

CytoTox-ONE™ Promega, Mannheim
Homogeneous Membrane Integrity Assay

ENLITEN® ATP Assay System Promega, Mannheim
ENLITEN® rLuciferase/Luciferin Reagent Promega, Mannheim

Alle Ubrigen Chemikalien wurden von den Firmen Invitrogen (Karlsruhe),
Merck (Darmstadt), Roche Diagnostics (Mannheim), Roth (Karlsruhe) und Sigma-
Aldrich Chemie (Taufkirchen) bezogen. Diese Chemikalien waren stets von hdchster

erhaltlicher Qualitat und wurden nach Angaben der Hersteller gelost und gelagert.
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2.2 Gerate und Laborbedarf
2.2.1 Zellkultur

Brutschrank (Cytoperm™)
Gewebehacker
Mikroskop (TMS-F)
Neubauer-Zahlkammer

Perfusionsanlage

Praparationsbesteck
Sterilbank (Lamin Air® HBB 2472)

2.2.2 Gelelektrophorese

Elektroblotkammern
Elektrophoresekammern
Hamiltonspritze (100 pl)
Netzgerate (EPS 3501 XL)

2.2.3 Sonstige Gerate

Digitalkamera

Mikrotiterplatten-Reader (Infinite M200)
Glasgerate

Heizer

Hypoxiekammer

Konfokales Mikroskop (LSM 510)
Luminometer (TD 20/20)
Magnet-Heizrihrer

pH-Meter

Pipetten

Schittler (WT 12)

Vortexer

Wasserbad
Wasserdemineralisierungsanlage
Zentrifuge (Biofuge 15R)

Heraeus, Hanau

Harvard Apparatus, March-Hugstetten
Nikon, Dusseldorf

Superior, Marienfeld

Eigenbau Werkstatt Physiologisches
Institut der Justus-Liebig Universitat
Aeskulap, Heidelberg

Heraeus, Hanau

Biotec-Fischer, Reiskirchen
Biotec-Fischer, Reiskirchen
Hamilton, Bonaduz, Schweiz

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg

ChemiDoc EQ System, Bio-Rad, Minchen
Tecan, Mannedorf, Schweiz

Schott, Mainz

Techne, Burkhardtsdorf

Eigenbau Werkstatt Physiologisches
Institut der Justus-Liebig Universitat
Carl Zeiss AG, Oberkochen
Promega, Mannheim

IKA-Werke, Staufen

WTW, Weilheim
Eppendorf-Netheler-Hinz, Hamburg
Biometra, Goéttingen

IKA-Werke, Staufen

Julabo Labortechnik, Seelbach
Millipore, Eschborn

Heraeus, Hanau
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2.2.4 Verbrauchsmaterialien

Deckplattchen
Mikrotiterplatte (96 well)
Nitocellulosemembran

Parafilm®

Pipettenspitzen
Primaria-Zellkulturschalen
Reaktionsgefalie (0,5/2 ml)
Reaktionsgefalle (1,5 ml)
Rohrchen, 10 ml

Rohrchen, 50 ml

Sterilfilter (0,2 um Porenweite)
Trockenpapier
Zellkulturschalen)

Zellschaber

2.2.5 Auswertung

LSM 510

Mac OS 10.5
Microsoft Excel 2004
Microsoft Windows XP
Microsoft Word 2008
Quantity One®

SPSS

Menzel, Braunschweig Frickenhausen

Greiner Bio-One, Frickenhausen

Millipore, Schwalbach

Pechiney Plastic Packaging, Chicago,

USA
Sarstedt, NUmbrecht

Becton Dickinson, Heidelberg

Eppendorf-Netheler-Hinz, Hamburg

Sarstedt, Numbrecht

Greiner Bio-One, Frickenhausen
Becton Dickinson, Heidelberg
Sartorius, Gottingen
Biotec-Fischer, Reiskirchen
Becton Dickinson, Heidelberg

Becton Dickinson, Heidelberg

Carl Zeiss AG, Oberkochen
Apple Inc., Cupertino, USA
Microsoft Corp., Redmond, USA
Microsoft Corp., Redmond, USA
Microsoft Corp., Redmond, USA
Molecular Dynamics, Krefeld
SPSS Inc., Chicago, USA
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3 Methoden

3.1 Experimenteller Aufbau

In vitro Ischdmie-Modell

Konfluente Endothezellen der Nabelschnurvene wurden einer simulierten
Ischamie ausgesetzt. Dazu wurden die Kulturschalen zunachst in eine Hypoxie-
kammer gesetzt (Abb. 3.1). Anschliefend wurde das Medium abgesaugt und durch 1
ml (3,5 cm Schale) bzw. 3 ml (6 cm Schale) des Serum-freien Inkubationsmediums
ersetzt. Nach einer 30-minutigen Ruhephase erfolgte dann die Begasung mit 100%
N, fur 2 Stunden bei 37°C. Polarografische Messungen zeigten, dass durch dieses
Mandver der Po, innerhalb weniger Minuten auf Werte unter 10 mmHg reduziert
wurde. Kontrollzellen wurden wahrend derselben Zeit unter normoxen Bedingungen
kultiviert.

Inkubationsmedium (pH 7.3)

HBSS (gebrauchsfertig) x ml
CaCl; 1,3 mM
MgCl, 1,2 mM
l ]
__] N [
L 2 |

Abb. 3.1: Schematische Darstellung der verwendeten Hypoxiekammer.

Pharmakologische Behandlung der Zellen

Der in dieser Arbeit eingesetzte MEK-Inhibitor UO126, der PI3K-Inhibitor
LY294002 sowie der P2R-Antagonist Suramin wurden dem Medium 30 Minuten vor
Beginn der simulierten Ischamie zugegeben und waren wahrend des gesamten
Experiments im Medium anwesend. Da UO126 und LY294002 die Losung in DMSO
erfordern, wurden in diesen Experimenten Kontrollen mit entsprechenden Mengen an
DMSO angelegt. Der Ektonukleotidase-Inhibitor ARL 67156 sowie die P2R-
Agonisten ATP, ATPyS, af-me-ATP, MRS 2365 und UTP wurden jeweils zu Beginn
der simulierten Ischamie zugegeben. Die eingesetzten Konzentrationen dieser Stoffe

sind bei den jeweiligen Experimenten verzeichnet.
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3.2 Zellbiologische Methoden

3.2.1 Gewinnung von Endothelzellen der humanen Nabelschnurvene

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Nabelschnlre wurden freundlicher-
weise von der Universitatsfrauenklinik Giessen zur Verflugung gestellt. Dort lagerten
die Nabelschnure nach der Entbindung in einem sterilen Gefall bei 4°C. Innerhalb
von 48 Stunden fand die Praparation der Nabelschnurvene nach Peters et al. statt
(96). Dazu wurde nach der aufReren Reinigung der Nabelschnur auf beiden Seiten
eine Knopfkanule eingefluhrt und mit einem Dreiwegehahn verschlossen. Nach einer
grundlichen Spulung mit HBSS erfolgte die Infusion einer Collagenaseldsung. Diese
verblieb fur 20 Minuten bei 37°C in der Vene. Am Ende der Inkubationszeit wurde die
Nabelschnurvene kraftvoll massiert, um eine Loslosung moglichst aller Endothel-
zellen zu erreichen. Die losgeldsten Endothelzellen wurden in einem 50 ml Falcon
Roéhrchen aufgefangen und anschlieRend mit einer Mischung aus 20 ml HBSS und 1
ml FCS gespult, um die Collagenasereaktion zu stoppen. SchlieRlich wurden die
Zellen fir finf Minuten bei 180 x g zentrifugiert. Nach Absaugen des Uberstandes
erfolgte die Resuspension der gewonnenen Endothelzellen in 30 bis 50 ml des

Anzuchtmediums.

Waschlosung
HBSS

Collagenaseldsung

HBSS x ml
Collagenase II, 293 Units/mg (wt/vol) 0,025 %
MgCl, 0,5mM
CaCly 1,5 mM
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3.2.2 Anlegen der Primarkultur

Im Anschluss an die Gewinnung der Endothelzellen wurden jeweils 5 ml der
Zellsuspension maanderformig auf Primariaschalen verteilt. Die Primariaschalen
wurden nun bei 37°C und 5% CO; inkubiert. Nach zwei Stunden fand eine grindliche
Waschung der Primariaschalen mit HBSS statt. Dadurch sollten nicht angehaftete
Endothelzellen, Erythrozyten und Fibroblasten aus den Kulturschalen beseitigt
werden. Nach 24 Stunden wurden das Anzuchtmedium abgesaugt und die Primaria-
schalen erneut gewaschen, um Reste des Gentamycins zu entfernen. Anschlie3end

wurden die Zellen bis zum Erreichen der Konfluenz in Kulturmedium inkubiert.

Anzuchtmedium

Endothelial Cell Basal Medium x mi
FCS (vol/vol) 10,0 %
Basic Fibroblast Factor (wt/vol) 1 ng/ml
ECGS/H (wt/vol) 0,4 %
Epidermal Growth Factor (wt/vol) 0,1 ng/ml
Hydrocortison (wt/vol) 0,1 %
Penicillin/Streptomycin-Losung (vol/vol) 2,0 %
Gentamycin (vol/vol) 0,1 %

Kulturmedium

Endothelial Cell Basal Medium x mi
FCS (vol/vol) 10,0 %
Basic Fibroblast Factor (wt/vol) 1 ng/ml
ECGS/H (wt/vol) 0,4 %
Epidermal Growth Factor (wt/vol) 0,1 ng/ml
Hydrocortison (wt/vol) 0,1 %
Penicillin/Streptomycin-Losung (vol/vol) 2,0%
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3.2.3 Anlegen der Versuchsschalen

Bei subkonfluenten Primariaschalen wurde zunachst das Medium abgesaugt
und die Zellen zweimal mit HBSS gewaschen. Daraufhin wurden die Endothelzellen
durch Zugabe einer Trypsin-EDTA-Ldsung von der Primariaschale geldst und in ein
mit Kulturmedium befllltes 50 ml Falcon Réhrchen Uberflhrt. Durch behutsames auf-
und abpipettieren wurden die Zellen voneinander geldst und im Anschluss mit Hilfe
einer Neubauerkammer gezahlt. SchlieRlich wurden etwa 2 x 10* Zellen pro cm? auf
3,5 cm bzw. 6 cm Schalen ausgesat und bis zum Erreichen der Konfluenz etwa drei

Tage kultiviert. 16 Stunden vor dem Experiment wurde das Serum auf 1% reduziert.
3.2.4 Bestimmung der ATP-Konzentration

Zur Messung der ATP-Freisetzung wurde die Luciferin/Luciferase-Reaktion
des Leuchtkafers Photinus pyralis (engl. firefly) genutzt. Bei dieser Reaktion setzt
das Enzym Luciferase das Substrat D-Luciferin unter Verbrauch von ATP und Mg?*
zu Oxyluciferin, AMP, Pyrophosphat und CO, um. Die bei dieser Reaktion in Form
von Licht frei werdende Energie kann mit Hilfe eines Luminometers gemessen

werden und verhalt sich proportional zur ATP-Konzentration der Probe.

Luciferase
D-Luciferin + ATP + O, —2> Oxyluciferin + AMP + PP; + CO, + hvgeonm
Mg?*

Abb. 3.2: Darstellung der Luciferin/Luciferase-Reaktion.

Im Anschluss an die Vorbereitung der Luciferin-Luciferase-Loésung nach
Angaben des Herstellers erfolgte die Sammlung der Proben. Dazu wurden direkt
nach einem Experiment 270 ul des Uberstandes einer Versuchsschale abge-
nommen, in ein Reaktionsgefall (2ml) dberfihrt und bis zur Messung auf Eis
gelagert. Nach Sammlung aller Versuchsproben eines Experiments, wurden jeweils
80 pl der Luciferin-Luciferase-Lésung und 80 ul des Uberstandes einer Schale in ein
frisches Reaktionsgefal® (2ml) pipettiert und mit Hilfe eines Vortex-Schuttlers kurz
vermischt. Daraufhin erfolgte die Messung der Lichtemission mittels eines
Luminometers. Zur Einschatzung der ATP-Konzentration wurden die gewonnenen

Messwerte mit einer zuvor erstellten ATP-Standard-Messkurve verglichen.
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3.2.5 Messung der LDH-Aktivitat

Zytotoxische Prozesse zerstoren die Integritat der zellularen Membranen und
fUhren so zu einer Freisetzung zytoplasmatischer Bestandteile in den Extrazellular-
raum. Einer dieser Bestandteile ist die Laktat-Dehydrogenease (LDH), ein Enzym,
das sich durch zwei Eigenschaften auszeichnet. Erstens ist es im Extrazellularraum
stabil und unterliegt nicht einer sofortigen Degradation. Zweitens zeigt die LDH auch
nach der Freisetzung noch ihre enzymatische Aktivitat und katalysiert die Oxidation
von Lactat zu Pyruvat. Fiir diese Reaktion bendtigt die LDH das Koenzym NAD", das
zu NADH reduziert wird. Das vermehrt anfallende NADH kann nun diagnostisch
genutzt werden, indem es als Koenzym in einer weiteren Reaktion die Reduktion von
Resazurin in den Fluoreszenzfarbstoff Resorufin katalysiert. Das bei dieser Reaktion
frei werdende Licht kann photometrisch gemessen werden und verhalt sich direkt

proportional zur Aktivitat der LDH.

LDH

Lactat 7—T Pyruvat

NAD* NADH

Resorufin (L-L Resazurin

Diaphorase

Abb. 3.3: Aktivitatsmessung der Laktat-Dehydrogenase

Vor der Messung der LDH-Aktivitat erfolgte die Vorbereitung des CytoTox-
ONE™-Reagenz nach Angaben des Herstellers. Zur Gewinnung der Proben wurden
direkt im Anschluss an die Experimente jeweils 350 ul des Uberstands aus den
Kulturschalen abgenommen und in Reaktionsgefale (1 ml) Uberfuhrt. Nach
Sammlung aller Proben wurden je 100 ul einer Proben in ein well einer 96-well-
Mikrotiterplatte pipettiert und fir 30 Minuten auf Raumtemperatur aquilibriert.
Daraufhin wurden 100 ul des CytoTox-ONE™-Reagenz pro well zugefugt und fur 10
Minuten inkubiert. Dann wurden 50 pl einer gebrauchsfertigen Stoppldsung
zugegeben, die Proben kurz geschuttelt und zur photometrischen Messung in den
Mikrotiterplatten-Reader gegeben. Als Positivkontrolle dienten Zellen, die vor der

Messung mit 9% Triton X-100 lysiert wurden.
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3.2.6 RNA-Interferenz

Mittels der RNA-Interferenz (RNAI) ist es mdglich, Gene sequenzspezifisch
stillzulegen. Dazu werden Zellen mit synthetischen doppelstrangigen short interfering
RNAs (siRNA duplex) transfiziert, die in der Lage sind, die homologe Ziel-RNA
abzubauen (97). In der vorliegenden Arbeit wurde die Technik der RNAi genutzt, um
Connexind3 gezielt herunterzuregulieren. Die fur diese Versuche bendtigten Zellen
wurden in Kulturmedium angezuchtet und bei einer Konfluenz von ca. 60-70% mit
siRNA (100uM) transfiziert. Dazu wurden zunachst 2 Losungen vorbereitet. Die
Lésung A enthielt 2yl bzw. 4ul des siRNA duplex geldost in 100yl des
Transfektionsmediums (Opti-MEM®). Die Lésung B enthielt 2 pl des Transfektions-
mittels (Jet SI-ENDO™) gel6st in 100 pl des Transfektionsmediums. Nun wurde die
Lésung A in die Lésung B pipettiert, vorsichtig mit einem Vortex-Schattler far 10 s
gemischt und anschlieRend fir 30 Minuten inkubiert. In dieser Zeit wurde das
Kulturmedium der Zellen abgesaugt und nach einmaliger Waschung (HBSS) durch
800 pl des Transfektionsmediums ersetzt. Nach 30-minutiger Inkubation wurde die
Mixtur aus Lésung A und B tropfenweise in die Kulturschalen pipettiert und die Zellen
fur vier Stunden bei 37°C und 5% CO; inkubiert. AnschlieBend wurde das
Transfektionsmedium abgesaugt und durch 2 ml des Kulturmediums ersetzt. Nach
weiteren 20 Stunden wurden die transfizierten Zellen auf ihren Gehalt an Cx43
untersucht.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden drei unterschiedliche siRNA Sequenzen
gegen humanes Cx43 getestet, die von der Firma Eurogentec konstruiert und

hergestellt wurden. Kontrollen wurden mit einem unspezifischen siRNA duplex

transfiziert.
siRNA duplex Sequenz
Cxd31 Sense: GGUGGACUGUUUCCUCUCU-dTdT
x43.
Antisense: AGAGAGGAAACAGUCCACC-ATdT
Cxd3.2 Sense: CCAUCUUCAUCAUCUUCAU -dTdT
x43.
Antisense: AUGAAGAUGAUGAAGAUGG -dTdT
Cxd3.3 Sense: GUAUCCUCUUCAAGUCUAU -dTdT
x43.
Antisense: AUAGACUUGAAGAGGAUAC -dTdT

Tab. 3.1: Sequenzen der verwendeten siRNA duplex.
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3.3 Proteinbiochemische Methoden

3.3.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die SDS-PAGE erlaubt die Auftrennung von Proteinen in einem elektrischen
Feld. Dazu werden die Zellen zunachst mittels eines auf den Schweizer Biologen
Lammli zurickgehenden Puffers lysiert (98). Das in diesem Lysis-Puffer enthaltene
Natrium-Dodecylsulfat (SDS) ist ein anionisches Tensid und Uberlagert nach Bindung
der freiwerdenden Proteine deren Eigenladung. Durch Anlegen eines elektrischen
Feldes gelingt es nun, die einheitlich negativ geladenen Proteine in einem

Polyacrylamid-Gel ihrer Grof3e nach aufzutrennen.

Probengewinnung

Kurz vor Ende eines Experiments wurde der Lysis-Puffer um 10mM DTT
erganzt und auf 95°C erhitzt. Direkt im Anschluss an das Experiment wurde das
Medium aus den Kulturschalen abgesaugt und die Zellen durch Zugabe von 190 pl
Lysis-Puffer lysiert. Nach Zugabe von 50U/ml Benzonase® und 2mM MgSO, wurden
die Kulturschalen fur ca. 15 Minuten auf einem Schattler inkubiert. Anschlielend
konnten Zellen mit einem Einmalschaber von den Kulturschalen gelést und in
Reaktionsgefalde (1,5 ml) uberfuhrt werden. Zur Denaturierung der Proteine wurden
die Proben nun far 10 Minuten auf 65°C erhitzt und anschlieRend entweder

umgehend weiter verarbeitet oder bei -20°C gelagert.

Lysis-Puffer (pH 6,8)

Tris 62,5 mM
SDS (wt/vol) 2%
Glycin (vol/vol) 10 %
B-Mercaptoethanol (vol/vol) 5%
Bromphenolblau (wt/vol) 0,1 %
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Gelelektrophorese

Zunachst wurden alle fur den Aufbau der Gelelektrophorese-Kammer
bendtigten Materialien mit 70% Ethanol gereinigt und entfettet. Das Polyacrylamid-
Gel wurde in einen Spalt zwischen zwei Glasplatten gegossen, der seitlich durch
1mm dicke Spacer und nach unten durch einen 1mm starken Silikonschlauch
begrenzt wurde. Zur Abdichtung des Spalts wurde der Gummischlauch unter Zug
auch entlang der Spacer gespannt. Anschliellend wurden die Glasplatten mit Hilfe
von Klammern auf der vertikalen Gelkammer befestigt. Nun wurde die
Trenngelldsung luftblasenfrei in den Spalt gegossen und mit Aqua bidest.
Uberschichtet. Im Anschluss an die zweistiindige Polymerisation wurde das Aqua
bidest. entfernt, die Sammelgellosung auf das Trenngel gegossen und ein
Profilformer eingesetzt. Nach weiteren 30 Minuten wurde der Silikonschlauch geldst,
die Gelkammer in ein Gefall mit Laufpuffer gestellt und zusatzlich von oben mit
Laufpuffer gefullt. Nun wurde der Profilformer entfernt und die Proben konnten in die
entstandenen Taschen geladen werden. Daraufhin wurde das elektrische Feld einer
konstanten Spannung von 40V angelegt und die Gelelektrophorese bei
Raumtemperatur Uber Nacht durchgefuhrt. Mit Hilfe eines zusatzlich geladenen
farbmarkierten Molekulargewichtsmarkers war es moglich, den Gellauf am darauf-
folgenden Tag rechtzeitig zu stoppen.

Je nach GroRe des untersuchten Proteins wurden 10%-ige oder 12,5%-ige
Trenngele verwendet. Die untenstehenden Angaben beziehen sich jeweils auf eine

Menge, die zur Herstellung von zwei Gelen bendtigt wurde.
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Trenngel 10 % 12,5 %

AA/Bis AA (30/1); 30% (wt/vol) 13,6 ml 17,0 mi
Trenngelpuffer 9,5 ml 9,5 ml

Aqua bidest. 13,8 ml 9,8 ml

SDS 10% (wt/vol) 400 pl 400 pl
TEMED 30 ul 30 pl

APS 10% (wt/vol) 400 pl 400 pl

Tab. 3.2: Zusammensetzung der fur die SDS-PAGE verwendeten Trenngele.

Trenngelpuffer (pH 8.8)

Tris/HCI 1,5M

Sammelgel 6 %
AA/Bis AA (30/1); 30% (wt/vol) 4 ml
Sammelgelpuffer 5 ml
Aqua bidest. 10,4 ml
SDS 10% (wt/vol) 200 ul
TEMED 25l
APS 10% (wt/vol) 250 pl

Tab. 3.3: Zusammensetzung des fur die SDS-PAGE verwendeten Sammelgels.

Sammelgelpuffer (pH 6.8)

Tris/HCI 0,5M
Laufpuffer

mM
Glycin 192
Tris/HCI 24,6
SDS 3,5
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3.3.2 Western Blot

Mittels Western Blot werden die in der Gelelektrophorese aufgetrennten
Proteine auf eine geeignete Membran (z.B. Nitrocellulose) transferiert. Dazu wird ein
elektrisches Feld senkrecht an das Gel angelegt, in dem die negativ geladenen
Proteine auf die Membran wandern und auf dessen Oberflache durch hydrophobe
Wechselwirkungen und Wasserstoffbricken fixiert werden. Auf diese Weise bleibt
das Muster der Proteinbanden erhalten und es entsteht eine exakte Kopie des Gels,
die nun der Detektion durch Antikérper-Bindung zuganglich ist.

Zum Proteintransfer wurde in der vorliegenden Arbeit das Semi-Dry-Blotting-
Verfahren nach Kyhse-Andersen genutzt (99). Dazu wurden zunachst 9 Filterpapiere
sowie eine Nitrocellulosemembran entsprechend der GrolRe des Polyacrylamid-Gels
zugeschnitten. AnschlieBend wurden je drei der Filterpapiere fur 10 Minuten in
Anodenpuffer A, Anodenpuffer B oder Kathodenpuffer geschwenkt. Die
Nitrocellulosemembran wurde in Anodenpuffer B geschwenkt. Danach wurden die
Filterpapiere aus Anodenpuffer A auf die angefeuchtete Anode aufgebracht. Darauf
folgten die Filterpapiere aus Anodenpuffer B sowie die Nitrocellulosemembran. Jetzt
konnte das Polyacrylamidgel auf die Membran gelegt werden. Schlief3lich folgten die
in Kathodenpuffer geschwenkten Filterpapiere und die angefeuchtete Kathode. Zur
Ubertragung der Proteine wurde nun eine konstante Stromstérke von 0,8 mA/cm? fiir

90 Minuten bei Raumtemperatur angelegt.

pH Tris/HCI Methanol 6-Amino-
(vollvol) hexansaure
Anodenpuffer A 10,4 30 mM 20 % -
Anodenpuffer B 10,4 300 mM 20 % -
Kathodenpuffer 94 25 mM 20 % 40 mM

Tab. 3.4: Zusammensetzung der fur den Western Blot verwendeten Puffer.

Im Anschluss an den Western Blot wurde das Poylacrylamidgel verworfen und
die Nitrocellulosemembran kurz in Aqua bidest. geschwenkt, um eventuelle Gel- und
Pufferrickstande zu entfernen. Daraufhin erfolgte die reversible Farbung der
Nitrocellulosemembran mit Ponceaurot-Farbung, die den vollstandigen Protein-

transfer sicherstellen sollte.
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3.3.3 Immundetektion

Nach erfolgreichem Transfer auf die Nitrocellulosemembran wurden die
Proteine mit Hilfe einer Antigen-Antikérper-Reaktion nachgewiesen. Dazu wurde die
Nitrocellulosemembran zunachst mit TBS-Puffer gewaschen, um Rlckstande der
Ponceaurotfarbung zu entfernen. Anschliellend wurde die Membran flir 60 Minuten
in 5% Milchpulver/TBS-Puffer oder in 3% Rinderserumalbumin/TBS-Puffer (BSA,
bovine serum albumin) geschwenkt, um freie Bindungsstellen der Nitrocellulose-
membran zu blockieren und die unspezifischen Bindungen des Antikorpers zu
reduzieren. Daraufhin wurde die Membran kurz mit TBS-Puffer gewaschen und mit
einem ersten Antikérper (Primar-Antikorper) Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Dieser
Primar-Antikdrper richtete sich gegen ein Epitop des nachzuweisenden Proteins und
wurde in 5% Milchpulver/TBS-Puffer bzw. 3% BSA/TBS-Puffer verdinnt. Der

Antikdrperlosung wurden 0,1% Tween-20 zugegeben.

TBS-Puffer (pH 7.4)

mM

Tris/HCI 10

NaCl 150
Primar-Antikorper Verdiinnung Antikorper-Losung
Anti-Akt 1:1000 3% BSA/TBS-Puffer
Anti-phospho-Akt 1:1000 3% BSA/TBS-Puffer
Anti-Cleaved Caspase 3 1:1000 5% Milchpulver/TBS-Puffer
Anti-Connexin43 1:2000 3% BSA/TBS-Puffer
Anti-ERK 1/2 1:2000 5% Milchpulver/TBS-Puffer
Anti-phospho-ERK 1/2 1:2000 5% Milchpulver/TBS-Puffer
Anti-Vinculin 1:2000 3% BSA/TBS-Puffer

Tab. 3.5: Fur den immunologische Nachweis verwendete Primar-Antikdrper.
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Im Anschluss an die nachtliche Inkubation wurde der Primar-Antikorper
abgenommen und die Membran dreimal 10 Minuten mit TBS-Puffer gewaschen, um
unspezifisch gebundene Primar-Antikorper zu entfernen. Zur Detektion des Antigen-
Antikdrper-Komplex, wurde die Nitrocellulosemembran nun mit einem zweiten
Antikdrper (Sekundar-Antikorper) fur 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Dieser
Sekundar-Antikorper richtete sich einerseits gegen den entsprechenden Primar-
Antikdrper und war andererseits an eine Meerrettichperoxidase gekoppelt (HRP-

gekoppelt, horseradish peroxidase).

Sekundar-Antikorper Verdiunnung Antikorper-Losung
Anti-Kanninchen 1gG 1:2000 3% BSA/TBS-Puffer
Anti-Maus-IgG 1:2000 3% BSA/TBS-Puffer
Anti-Maus IgM 1:2000 3% BSA/TBS-Puffer

Tab. 3.6: Fur den immunologische Nachweis verwendete Sekundar-Antikorper.

Nach einstindiger Inkubation wurde die Membran erneut dreimal 10 Minuten
in TBS-Puffer gewaschen und stand nun fur den enzymatischen Protein-Nachweis
zur Verfugung. Dazu wurde die Membran zunachst fur zwei Minuten bei
Raumtemperatur und unter Lichtausschluss in einer ECL-L6sung inkubiert. Bei der
dadurch in Gang gesetzten Reaktion wurde der in der ECL-LOsung enthaltene Stoff
Luminol durch die Peroxidase der Sekundar-Antikdrper oxidiert. Diese
Chemilumineszenzreaktion flhrte zur Freisetzung von Licht, das mit einer
Digitalkamera  zunachst detektiert und anschlieBend mit Hilfe des

Softwareprogramms Quantity One® quantifiziert werden konnte.
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3.3.4 Immunzytochemie

Die Immunzytochemie ist eine Methode, die basierend auf einer Antigen-
Antikdrper-Reaktion eine fluoreszenzmikroskopische Darstellung zellularer Proteine
ermoglicht. Fur diesen Nachweis wurden die Endothelzellen auf Deckglasern
kultiviert und direkt im Anschluss an das Experiment fir 20 Minuten bei
Raumtemperatur mit 4% Paraformaldehyd (PFA) in PBS-Puffer fixiert. Die
nachfolgende achtminutige Inkubation der Zellen mit 0,1% Triton X-100 in PBS-
Puffer fuhrte zur Permeabilisierung der Zellmembran und ermdglichte den
Antikérpern auch intrazellular gelegene Antigene zu erkennen. Zur Reduktion
unspezifischer Antikdrperbindungen wurden die Zellen nach der Permeabilisierung
eine Stunde mit 5% BSA in PBS-Puffer blockiert. AnschlieRend erfolgte die
Inkubation der Zellen mit einem spezifisch gegen ein Epitop des gesuchten Proteins

gerichteten Primar-Antikorpers Uber Nacht bei 4°C.

PBS-Puffer (pH 7,4)

mM

NaCl 137

KCI 2,7

KH2PO4 1,7

Na;HPO4 10
Primar-Antikorper Verdiinnung Antikorper-Losung
Anti-Caspase 3 active 1:200 5% BSA/PBS-Puffer
Anti-Connexin43 1:400 5% BSA/PBS-Puffer

Tab. 3.7: Fur den immunzytochemischen Nachweis verwendete Primar-Antikorper.

Am darauffolgenden Tag wurde der Primar-Antikdrper abgenommen und die
Zellen dreimal 10 Minuten mit PBS-Puffer gewaschen, um unspezifische Ruckstande
des Antikorpers zu entfernen. Darauf folgte die einstindige Inkubation der Zellen mit

dem entsprechenden Sekundar-Antikérper unter Lichtausschluss.
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Im Gegensatz zum immunologischen Nachweis nach SDS-Page/Western Blot
sind an die Sekundar-Antikorper jedoch keine Peroxidasen sondern, fluoreszierende
Stoffe, sogenannte Fluorchrome gekoppelt. Diese besitzen die Eigenschaft nach
Bestrahlung mit einer bestimmten Wellenlange angeregt zu werden und die dabei
freiwerdende Energie in Form von Licht abzugeben. Die Antikorper-Losung enthielt
neben dem Sekundar-Antikorper auch den Fluoreszenzfarbstoff TO-PRO®3-iodid

(Konzentration 1:500), durch den die Zellkerne angefarbt wurden.

Sekundar- . - .. Anregungs-

Antikorper Verdiinnung Antikorper-Losung spektrum
Anti-Kaninchen-IgG 1:400 5% BSA/PBS-Puffer 488 nM
Anti-Kaninchen-IgG 1:400 5% BSA/PBS-Puffer 633 nM

Tab. 3.8: Fur den immunzytochemischen Nachweis verwendete Sekundar-
Antikdrper.

Nach erfolgter Inkubation wurden die Zellen dreimal 10 Minuten mit PBS
gewaschen, um Rulckstande des Sekundar-Antikdrpers zu entfernen. Schliel3lich
konnten die Deckglaser mit 10 yl des Eindeckmediums (PBS/Glycerol im Verhaltnis
1:1) luftblasenfrei auf den Objekttrager aufgebracht werden und standen nun fir die
fluoreszenzmikroskopische Analyse zur Verfugung. Dazu wurden die Fluorchrome
durch den Argon-Laser (488 nM) bzw. den Helium-Neon-Laser (633 nM) eines
konfokalen Laser-Raster Mikroskops (LSM 510®) angeregt. Aus dem detektierten
Licht errechnete ein eingebundener Computer schlief3lich die Bilder, die mit Hilfe des

dazugehérigen Softwareprogramms LSM 510° weiterverarbeitet wurden.

3.4 Statistische Auswertung

Die Daten wurden als Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwerts (SEM) aus
n Experimenten unterschiedlicher Zellpraparation angegeben. Der Vergleich der
Mittelwerte zwischen Gruppen wurde mit der ONE-Way Analysis of Variance
(ANOVA) durchgefuhrt, gefolgt von einem Student-Newman-Keul Post-Hoc-Test.
Eine Irrtumswahrscheinlichkeit von P<0,05 wurde als statistisch signifikant

angesehen.
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4 Ergebnisse

4.1 Ischamie-induzierte Apoptose in humanen Endothelzellen

Zunachst sollte geprift werden, ob es im gewahlten in vitro Ischamie-Modell
zu einer Induktion des apoptotischen Zelltods kommt. Dazu wurden die aktiven
Spaltprodukte der Caspase 3 (17 und 19 kDa) im Anschluss an eine zweistlindige
simulierte Ischamie immunzytochemisch untersucht. Die fluoreszenzmikroskopische
Analyse zeigte, dass sich nach der simulierten Ischamie deutlich mehr Caspase 3-
positive Zellen in den Zellschichten fanden, als in den normoxen Kontrollen (Abb.
4.1).

Aktive
TO-PRO Caspase 3 Merge

o . . ‘
Ischamie
ZTTTR

Abb. 4.1: Wirkung von simulierter Ischamie auf die endotheliale
Caspase 3-Aktivierung. HUVEC wurden einer zweistundigen
simulierten Ischamie ausgesetzt. Die Kontrollgruppe wurde fur die
gleiche Zeit unter normoxen Bedingungen kultiviert. Dargestellt sind
reprasentative immunzytochemische Farbungen der aktiven Caspase 3-
Spaltprodukte nach (A) Normoxie und (B) Ischamie. Die Zellkerne
wurden mit dem Fluoreszenzfarbstoff TO-PRO®3-iodide (TO-PRO)
dargestellt. Die Uberlagerung von TO-PRO®3-iodide und aktiver
Caspase 3 (Merge) zeigt die intrazellulare Lokalisation der aktiven
Caspase 3-Spaltprodukte (Pfeile).
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In einem weiteren Schritt wurde die Aktivierung der Caspase 3 mittels Western
Blot nachgewiesen. Dazu wurde die aktive Caspase 3 mit einem spezifischen
Antikdrper gegen die Spaltprodukte der GroRe 17 kDa und 19 kDa dargestellt. Als
Ladungskontrolle diente das Zytoskelettprotein Vinculin. Analog zur immunzyto-
chemischen Untersuchung zeigte die Western Blot Analyse einen deutlichen Anstieg

der aktiven Caspase 3-Spaltprodukte nach zweistlindiger simulierter Ischamie.

19 kDa | "—
17 kDa | —— Aktive Caspase 3

| — — | \/inculin

Normoxie Ischamie

Abb. 4.2: Ischamie-induzierte Aktivierung der endothelialen
Caspase 3. HUVEC wurden einer zweistundigen Ischdmie ausgesetzt.
Die Kontrollgruppe wurde fur dieselbe Zeit unter normoxen Bedingungen
kultiviert. Dargestellt ist ein reprasentativer Western Blot der aktiven
Caspase 3-Spaltprodukte nach Normoxie bzw. Ischamie. Als Ladungs-
kontrolle diente Vinculin.
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4.2 ATP-Freisetzung aus humanen Endothelzellen wahrend Ischamie

Unter pathophysiologischen Bedingungen wie Hypoxie oder auf das Endothel
wirkenden Scherkraften kommt es zu einer Freisetzung von ATP aus Zellen des
kardiovaskularen Systems (93, 94). Daher sollte nun untersucht werden, ob humane
Endothelzellen als Reaktion auf eine simulierte Ischamie ATP freisetzten. Dazu
wurde die ATP-Konzentration zu verschiedenen Zeitpunkten der Ischamie im
Kulturiberstand der Endothelzellen mittels der Luciferin/Luciferase-Reaktion
bestimmt. Wie die Abb. 4.3 darstellt, zeigte sich bereits nach 10-minatiger Ischamie
ein 2,3+0,4-facher Anstieg der ATP-Konzentration im Uberstand. Nach 30-mindtiger

Ischamie befanden sich die Werte wieder auf dem Ausgangsniveau.

Ischamie
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ATP Freisetzung
(Vielfaches der normoxen Kontrolle)
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Abb. 4.3: Ischamie-induzierte Freisetzung von ATP aus HUVEC.
HUVEC wurden einer zweistiindigen simulierten Ischamie ausgesetzt.
Die ATP-Konzentration im Kulturiberstand wurde an den angezeigten
Zeitpunkten mittels der Luciferin/Luciferase-Reaktion bestimmt. Die
dargestellten Werte reprasentieren die ATP-Konzentration wahrend
Ischamie als Vielfaches der normoxen Kontrolle. Die normoxen Werte
des jeweiligen Messpunktes wurden gleich 1 gesetzt und sind nicht
abgebildet. Angegeben sind die Mittelwerte + SEM aus mindestens n=5
Experimenten von 3 unabhangigen Zellpraparationen, *P<0.05 vs.
Zeitpunkt 0. Minute.
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Es ist bekannt, dass neben einer spontanen Freisetzung von ATP auch der
Untergang von Zellen, infolge zytolytischer Prozesse, einen Anstieg der ATP-
Konzentration zur Folge haben kann. Um auszuschlie3en, dass der hier beobachtete
Anstieg der ATP-Konzentration nach 10-minutiger Ischamie Folge einer Zytolyse
war, wurde die LDH-Aktivitat im Medium zu diesem Zeitpunkt gemessen. Die Abb.
4.4 zeigt, dass es infolge der Ischamie zu keiner Steigerung der LDH-Aktivitat im

Kulturiberstand kam.
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Abb. 4.4: Messung der LDH-Aktivitat nach 10-minutiger Ischamie.
HUVEC wurden einer 10-minutigen Ischamie ausgesetzt. Anschlie3end
wurde die LDH-Aktivitat im Uberstand bestimmt. Kontrollen wurden fir
die gleiche Zeit unter normoxen Bedingungen kultiviert. Als positive
Kontrolle wurden Zellen mit Triton X-100 lysiert. Die Werte der normoxen
Kontrolle wurden gleich 1 gesetzt. Angegeben sind die Mittelwerte =
SEM aus n=4 Experimenten, n.s. = keine signifikante Anderung.
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4.3 Bedeutung von Connexin43-Halbkanalen fur die ATP-Freisetzung

wahrend Ischamie

Connexin43-Halbkanale spielen eine wichtige Rolle bei der Freisetzung von
ATP aus Zellen des kardiovaskularen Systems (Kap. 1.3.1). Daher galt es in den
folgenden Experimenten die Frage zu klaren, ob auch der Ischamie-induzierten ATP-
Freisetzung aus humanen Endothelzellen ein Connexin-abhangiger Mechanismus zu

Grunde liegt.

4.3.1 Nachweis von Connexin43 in humanen Endothelzellen

Zuerst sollte gepruft werden, ob die in den Experimenten eingesetzten
Primarkulturen humaner Endothelzellen die Cx43-Isoform exprimieren. Dazu wurden
die Zellen mit Paraformaldehyd fixiert und anschlielend mit einem spezifischen Anti-
Cx43 Antikorper inkubiert. Die fluoreszenzmikroskopische Untersuchung in Abb. 4.5
A zeigt, dass Cx43 besonders im Bereich der Zell-Zell-Grenzen, aber auch uber die
gesamte Zelloberflache verteilt zu finden war. Entsprechend gelang der Nachweis
von Cx43 mittels Western Blot. Der reprasentative Western Blot in Abb 4.5 B zeigt
drei Banden: die untere Bande (NP) entspricht der nicht-phosphorylierten Form des
Cx43, wohingegen die mittlere (P1) und die obere Bande (P2) phosphorylierte

Formen des Cx43 darstellen.

P2

43 kDa - P1
. -

Abb. 4.5: Expression von Connexin43 in HUVEC. (A) Reprasentative
immunzytochemische Farbung von HUVEC mit einem spezifischen Anti-
Cx43 Antikorper. Cx43 ist im Bereich der Zellgrenzen sowie Uber die
gesamte Zelloberflache verteilt anzutreffen. (B) Reprasentativer Western
Blot von Cx43 in HUVEC. Ein Teil des Cx43 liegt in phosphorylierter (P1
und P2), ein anderer Teil in nicht-phosphorylierter Form (NP) vor.
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4.3.2 Herunterregulation von Connexin43

Um die Bedeutung dieser Cx43-Halbkanadle im Rahmen der Ischamie-
induzierten ATP-Freisetzung zu untersuchen, wurde die Cx43-Expression mittels
RNA-Interferenz (RNAi) gehemmt. Dazu wurden drei unterschiedliche Sequenzen
short interfering RNA (siRNA duplex) gegen humanes Cx43 getestet (siCx43.1-3).
Als negativ-Kontrolle diente eine unspezifische siRNA (siKtr). Die drei Sequenzen
der siRNA gegen Cx43 sowie die Kontroll-siRNA wurden jeweils in zwei
Konzentrationen getestet. 24 Stunden nach der Transfektion wurden die Zellen auf
ihren Cx43-Gehalt hin untersucht. Der reprasentative Western Blot in Abb. 4.6 zeigt
die sequenz- und konzentrationsabhangige Herunterregulation von Cx43. Fir die

folgenden Experimente wurden 2 ul der Sequenz siCx43.2 eingesetzt.

46 kDa
o |- — . Connexin43
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Abb. 4.6: Hemmung der Connexin43-Expression in HUVEC durch
RNA-Interferenz. Bei einer Konfluenz von ca. 60% wurden HUVEC mit
siRNA duplex transfiziert. Es wurden eine unspezifische Kontroll-siRNA
(siKtr) bzw. drei Sequenzen einer siRNA gegen humanes Cx43
(siCx43.1-3) getestet. Als Transfektionsvehikel diente Jet SI-ENDO™.
Nach einer 24-stindigen Transfektionsphase wurde Cx43 gelelektro-
phoretisch aufgetrennt und die Cx43-Proteinmenge mittels Western Blot
analysiert. Als Ladungskontrolle diente Vinculin.
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4.3.3 Connexin43-abhangige ATP-Freisetzung wahrend Ischamie

Nach erfolgreicher Transfektion wurden die Zellen einer 10-minutigen
Ischdmie ausgesetzt und die ATP-Konzentration im Uberstand bestimmt. Bei
Endothelzellen, die mit unspezifischer Kontroll-siRNA transfiziert wurden, zeigte sich
ein 2,1+0,2-facher Anstieg der ATP-Konzentration (Abb. 4.7). Im Gegensatz dazu
stieg die ATP-Konzentration im Kulturiberstand Cx43-verarmter Endothelzellen

infolge der Ischamie nicht signifikant an.
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Abb. 4.7: Connexin43-abhdngige ATP-Freisetzung wahrend
simulierter Ischamie. HUVEC wurden mit Kontroll-siRNA (siKtr) bzw.
spezifischer siRNA gegen Cx43 (siCx43) transfiziert. Nach erfolgter
Transfektion wurden die Endothelzellen einer 10-minutigen Ischamie
ausgesetzt. Kontrollen wurden fur die gleiche Zeit unter normoxen
Bedingungen kultiviert. AnschlieRend wurde die ATP-Konzentration im
Uberstand mit Hilfe der Luciferin/Luciferase-Reaktion bestimmt. Die ATP-
Konzentration im Uberstand von normoxen siKtr-transfizierten HUVEC
wurde gleich 1 gesetzt. Angegeben sind die Mittelwerte + SEM aus
mindestens n=5 Experimenten von 3 unabhangigen Zellpraparationen.
*P<0,05, n.s. = keine signifikante Anderung.
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44 Wirkung von ATP auf die Ischamie-induzierte Caspase 3-Aktivierung

Nach seiner Freisetzung ubt ATP seine Funktion als Signalmolekul durch
Bindung an Purinrezeptoren aus. Ein komplexes Netzwerk geldster und
membrangebundener Ectonukleotidasen (Ekto-ATPasen) beendet diese Wirkung
durch gezielten Abbau des extrazellularen ATP (100). Wahrend die CD39/Nukleosid-
Triphosphat-Diphosphohydrolase die Hydrolyse von extrazellularem ATP zu ADP
sowie von ADP zu AMP katalysiert, ermdglicht die CD73/Ekto-5’-Nukleotidase die
Hydrolyse von AMP zu Adenosin (101, 102). Zur Untersuchung der Wirkung des
freigesetzten ATP auf die Ischamie-induzierte Apoptose wurde dieses physiologische
Prinzip genutzt.

Dazu wurde zunachst die Hydrolyse des extrazellularen ATP wahrend
Ischamie durch Zugabe der loslichen Ekto-ATPase Apyrase gesteigert und die
Wirkung des freigesetzten ATP dadurch vermindert. Gleichzeitig wurde dem Medium
Adenosin-Desaminase zugegeben, um das durch die verstarkte ATP-Hydrolyse
vermehrt anfallende Adenosin abzubauen. Im Anschluss an die zweistlindige
Ischamie wurden die aktiven Spaltprodukte der Caspase 3 fluoreszenzmikroskopisch
untersucht. Die Abb. 4.8 B zeigt, dass die Steigerung des ATP-Abbaus durch
Apyrase wahrend Ischamie zu einer deutlichen Zunahme Caspase 3-positiver Zellen
fihrte (4.8 A).

In einem nachsten Schritt wurde die Hydrolyse des extrazellularen ATP
gehemmt. Dazu wurde dem Medium zu Beginn der Ischamie der Ectonucleotidase-
Inhibitor ARL 67156 zugegeben. Diese Hemmung bewirkte eine deutliche Reduktion
der aktiven Caspase 3-Spaltprodukte (4.8 C).
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Aktive
Caspase 3

Abb. 4.8: Wirkung von extrazellularem ATP auf die Ischamie-
induzierte Caspase 3-Aktivierung in HUVEC. HUVEC wurden (A)
einer zweistindigen Ischamie alleine, (B) in Gegenwart des ATP-
abbauenden Enzyms Apyrase und des Adenosin-abbauenden Enzyms
Adenosin-Desaminase (je 1U/ml) oder (C) des Ectonucleotidase-
Hemmstoffs ARL 67156 (100uM). Abgebildet sind reprasentative
immunzyto-chemische Bilder der aktiven Caspase 3-Spaltprodukte, die
Zellkerne wurden mit dem Fluoreszenzfarbstoff TO-PRO®3-iodide (TO-
PRO) dargestellt. Die Uberlagerung von TO-PRO und aktiver Caspase 3
(Merge) zeigt die intrazelluldre Lokalisation der aktiven Caspase 3
Spaltprodukte.
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Im folgenden Schritt wurde die Caspase 3-Aktivitat Uber die Bildung ihrer
proteolytischen Spaltprodukte mittels Gelelektrophorese und anschlielendem
Western Blot semiquantitativ analysiert. Dabei zeigte sich, dass die Steigerung des
ATP-Abbaus durch Apyrase eine Zunahme der Caspase 3-Aktivitat um 42 + 14%,
verglichen mit der ischamischen Kontrolle, bewirkt. Die Hemmung des
extrazellularen ATP-Abbaus durch ARL 67156 hingegen, fuhrte zu einer Reduktion
der Caspase 3-Aktivitat um 22 + 6%.

SchlieBlich wurde gepruft, ob dieses endogene anti-apoptotische Prinzip auch
durch exogene Zugabe von ATP, im Sinne einer gezielten pharmakologischen
Intervention, gestarkt werden kann. Dazu wurde dem Medium zu Beginn der
Ischamie ATP zugegeben. Die Abb. 4.9 zeigt, dass durch dieses Mandver die aktiven

Caspase 3-Spaltprodukte um 45 + 10% reduziert wurden.
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Abb. 4.9: Einfluss von extrazellularem ATP auf die Ischamie-
induzierte Caspase 3-Aktivierung in HUVEC. HUVEC wurden einer
zweistuindigen Ischamie alleine (Ktr), in Gegenwart des ATP-abbauenden
Enzyms Apyrase und des Adenosin-abbauenden Enzyms Adenosin-
Desaminase (Apyr/Ada; jeweils 1U/ml), des Ectonucleotidase-
Hemmstoffs ARL 67156 (ARL, 100uM) oder in Gegenwart von exogen
zugegebenem ATP (ATP, 10uM) ausgesetzt. (A) Reprasentative
Western Blot Bilder der aktiven Caspase 3-Spaltprodukte sowie von
Vinculin. (B) Densitometrische Auswertung der Aktiven Caspase 3 im
Verhaltnis zu Vinculin. Das Caspase 3/Vinculin-Verhaltnis der
ischamischen Kontrolle wurde gleich 1 gesetzt. Angegeben sind die
Mittelwerte + SEM aus mindestens n=5 Experimenten von 3
unabhangigen Zellpraparationen. *P<0,05 gegenuber der Ktr, #P<0,05.
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4.5 Bedeutung von Purinrezeptoren fir die Vermittlung des anti-

apoptotischen Effekts von extrazellularem ATP

Nachdem gezeigt werden konnte, dass das wahrend Ischamie freigesetzte
ATP der Entwicklung des apoptotischen Zelluntergangs entgegenwirkt, sollte nun
gepruft werden, ob der anti-apoptotische Effekt des freigesetzten ATP Uber P2-
Rezeptoren (P2R) vermittelt wird. Dazu wurde erneut der ATP-Abbau mit Hilfe des
Ectonucleotidase-Inhibitors ARL 67156 gehemmt. Zusatzlich wurden bei einem Teil
der Zellen die P2-Rezeptoren durch den unspezifischen P2R-Antagonist Suramin
blockiert. Abb. 4.10 zeigt, dass die Hemmung des ATP-Abbaus analog zu den
Ergebnissen aus Kapitel 4.4 die Aktivitat der Caspase 3 reduziert. Wurden die P2-
Rezeptoren jedoch wahrend der Ischamie blockiert, konnte keine signifikante

Reduktion der Capsase 3-Aktivitat mehr beobachtet werden.
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Abb. 4.10: Rolle von Purinrezeptoren bei der Vermittlung des anti-
apoptotischen Effekts von extrazellularem ATP in HUVEC. HUVEC
wurden einer zweistundigen Ischamie alleine (Ktr) oder in Gegenwart des
Ectonucleotidase-Hemmers ARL 67156 (ARL, 100pM) ausgesetzt. Ein
Teil der Zellen wurde 30 Minuten vor Ischamie mit dem unspezifischen
P2-Rezeptor-Antagonist Suramin inkubiert (ARL+Suramin, jeweils
100uM). (A) Reprasentativer Western Blot der aktiven Caspase 3-
Spaltprodukte sowie von Vinculin. (B) Densitometrische Auswertung der
Aktiven Caspase 3 im Verhaltnis zu Vinculin. Das Caspase 3/Vinculin-
Verhaltnis der ischamischen Kontrolle wurde gleich 1 gesetzt.
Angegeben sind die Mittelwerte =+ SEM aus mindestens n=3
Experimenten von 3 unabhangigen Zellpraparationen. *P<0,05, n.s. =
keine signifikante Anderung.
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4.6 Identifikation des fiir den anti-apoptotischen Effekt verantwortlichen P2-

Rezeptor-Subtyps

Die Kenntnis, dass der endogene anti-apoptotische Effekt des freigesetzten
ATP durch exogene Zugabe von ATP verstarkt werde konnte, wurde nun zur
Identifikation des verantwortlichen P2-Rezeptor-Subtyps experimentell genutzt. Im
Rahmen eines pharmakologischen Ansatzes wurden dem Medium zu Beginn der
Ischamie unterschiedliche P2R-Agonisten zugegeben. Nach zweistliindiger Ischamie
wurde die Aktivitdt der Caspase 3 mittels Western Blot analysiert und die Wirkung
des jeweiligen P2R-Agonisten mit der des ATP verglichen. Die Auswahl der
Agonisten richtete sich dabei nach der in Tabelle 1.1 beschriebenen P2R-Expression
humaner Endothelzellen. Die P2R-Agonisten wurden in drei Konzentrationen
getestet.

Als Ausgangspunkt wurden zunachst die pan-spezifischen P2R-Agonisten
ATP (Abb. 4.11 A) sowie sein nicht-hydrolysierbares Analogon ATPyS (Abb. 4.11 B)
getestet. Die Analyse der aktiven Caspase 3-Spaltprodukte zeigte, dass die
Gegenwart beider Agonisten bereits bei einer Konzentration von 10 uyM zu einer
signifikanten Reduktion der aktiven Caspase 3-Spaltprodukte fuhrte. Durch die
Zugabe von af-me-ATP, einem P2X-Rezeptoragonisten (Abb. 4.11 C), konnte die
Caspase 3-Aktivitat nach Ischamie jedoch ebenso wenig gesenkt werden, wie durch
MRS2365, einem P2Y-Rezeptoragonisten (Abb. 4.11 D). Zugabe von UTP
dagegen, ein spezifischer P2Y,-Rezeptoragonist, reduzierte die Caspase 3-Aktivitat
signifikant. Diese Wirkung von UTP auf die Ischamie-induzierte Caspase 3-
Aktivierung in HUVEC war dem Ausmal} nach mit der aquimolarer Mengen an ATP
vergleichbar (Abb.4.11 E).
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Abb. 4.11: Wirkung von Purinrezeptor-Agonisten auf die endo-
theliale Apoptose wahrend simulierter Ischamie. HUVEC wurden
einer zweistindigen Ischamie alleine (Ktr) sowie in Gegenwart von (A)
ATP, (B) ATPyS, (C) ap-me-ATP, (D) MRS 2365 oder (E) UTP
ausgesetzt. Abgebildet sind in den Abbildungen jeweils (oben)
reprasentative Western Blots der aktiven Caspase 3-Spaltprodukte.
Vinculin  diente als Ladungskontrolle; (unten) densitometrische
Auswertung der Aktiven Caspase 3 im Verhaltnis zu Vinculin. Das
Caspase 3/Vinculin-Verhaltnis der ischamischen Kontrolle wurde gleich 1
gesetzt. Angegeben sind die Mittelwerte + SEM aus mindestens n=3
Experimenten von 3 unabhangigen Zellpraparationen. *P<0,05 gegen-
uber der Kir.
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4.7 Rolle intrazellularer Signalwege bei der P2Y,-Rezeptor-vermittelten anti-

apoptotischen Wirkung von extrazellularem ATP

P2Y,-Rezeptoren sind Uber G-Proteine an eine Vielzahl intrazellularer
Signalwege gekoppelt. Fir die Regulation des zelluldaren Uberlebens sind der
MEK/ERK- und der PI3K/Akt-Signalweg von besonderer Relevanz. Die Bedeutung
dieser Signalwege fur die durch P2Y,-Rezeptoren vermittelte, anti-apoptotische
Wirkung von extrazellularem ATP wurde im Folgenden analysiert. Dazu wurden die
Ergebnisse des pharmakologischen Ansatzes aus Kap. 4.5 genutzt und die Effekte
des pan-spezifischen P2R-Agonisten ATP mit denen des spezifischen P2Y,-

Agonisten UTP verglichen.
4.7.1 Phosphorylierung von ERK1/2 und Akt

Zunachst wurde die Aktivitat des MEK/ERK- und des PI3K/Akt-Signalwegs
nach ATP bzw. UTP-Stimulation wahrend Ischamie untersucht. Dazu wurde dem
Medium mit Beginn der Ischamie entweder ATP oder UTP zugegeben und
anschlielRend die Phosphorylierung von ERK 1/2 und Akt zu verschiedenen
Zeitpunkten der Ischamie untersucht. Als Kontrolle wurde auf derselben Membran
jeweils Gesamt-ERK 1/2 bzw. Gesamt-Akt bestimmt.

Die reprasentativen Western Blots in Abb. 4.12 zeigen, dass sowohl die
Zugabe von ATP (Abb. 4.12 A) als auch die Zugabe des spezifischen P2Y,-
Agonisten UTP (Abb. 4.12 B) zu einer deutlichen Phosphorylierung und damit
Aktivierung von ERK 1/2 und Akt fuhrten. Der zeitliche Verlauf der Phosphorylierung
macht deutlich, dass es sich bei dieser Aktivierung um einen kurzfristigen Effekt von

ATP und UTP zu Beginn der Ischamie handelte.
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Abb. 4.12: Phosphorylierung von ERK 1/2 und Akt nach ATP- oder
UTP-Stimulation wahrend simulierter Ischamie. HUVEC wurden einer
Ischamie ausgesetzt und entweder (A) mit dem pan-spezifischen P2R-
Agonist ATP (100 uM) oder (B) dem spezifischen P2Y,-Agonist UTP
(100 pM) stimuliert. Abgebildet sind reprasentative Western Blot Bilder,
die die Phosphorylierung von ERK 1/2 (Phospho-ERK 1/2) und Akt
(Phospho-Akt) zu unterschiedlichen Zeitpunkten der Ischamie zeigen. Als
Kontrolle diente die anschlieRende Analyse des jeweiligen Gesamt-

proteins.

Ischamie (min)

4.7.2 Hemmung des MEK/ERK- und des PI3K/Akt-Signalwegs

In einem weiteren Schritt wurde untersucht, ob die durch P2Y,-Rezeptoren
vermittelte Aktivierung des MEK/ERK- bzw. des PI3K/Akt-Signalwegs fur den anti-

apopotischen Effekt von extrazellularem ATP verantwortlich ist. Dazu wurde den
Endothelzellen der P2R-Agonist ATP bzw. UTP zugegeben. Ein Teil der Zellen

wurde zusatzlich mit spezifischen Hemmstoffen pra-inkubiert.

Zunachst wurde geprift, ob die eingesetzten Hemmstoffe in der Lage sind, die

Phosphorylierung der Signalwege effektiv zu inhibieren. Dazu wurden HUVEC einer

10-mindtigen Ischamie ausgesetzt. Ein Teil der Zellen wurde 30 Minuten vor
Ischamie mit dem MEK-Inhibitor UO126 oder dem PI3K-Inhibitor LY294002 inkubiert.

Mit Beginn der Ischamie wurde dem Medium entweder ATP oder UTP zugegeben.
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Anschlieend wurde die Phosphorylierung mit Hilfe des Western Blots
analysiert. In Ubereinstimmung mit den vorausgegangenen Experimenten hatte
sowohl die Zugabe des pan-spezifischen P2R-Agonisten ATP als auch die Zugabe
des P2Y,-Agonisten UTP einen klaren Anstieg der Phosphorylierung von ERK 1/2
wahrend Ischamie zur Folge. Diese Phosphorylierung konnte durch Zugabe des
MEK-Inhibitors UO126 effektiv unterbunden werden, nicht jedoch durch Zugabe des
PI3K-Inhibitors LY294002. Ebenso fuhrte die Zugabe von ATP bzw. UTP zu einem
deutlichen Anstieg der Akt-Phosphorylierung. Wahrend diese Phosphorylierung
durch Zugabe des PI3K-Inhibitors LY294002 verhindert werden konnte, hatte der
MEK-Inhibitor UO126 keinen Einfluss auf die Akt-Phopshorylierung.

ATP (100uM) UTP (100pM)

s 5 12 | e Y I -
Phospho-Akt !' m - u_eoma
Ktr - U0 LY = Uuo LY

10 min Ischamie

Abb. 4.13: Hemmung des MEK/ERK- und des PI3K/Akt-Signalwegs
durch spezifische Inhibitoren. HUVEC wurden einer 10-mindtigen
Ischamie entweder alleine (Ktr) oder in Gegenwart des pan-spezifischen
P2R-Agonist ATP (100 uM) bzw. des spezifischen P2Y,-Agonist UTP
(100 uM) ausgesetzt. Ein Teil der Zellen wurde 30 Minuten vor Ischamie
mit dem spezifischen MEK-Inhibitor UO126 (UO; 10uM) oder dem PI3K-
Inhibitor LY294002 (LY; 10uM) inkubiert. Abgebildet sind reprasentative
Western Blot Bilder, die die Phosphorylierung von ERK 1/2 (Phospho-
ERK 1/2) und Akt (Phospho-Akt) zeigen.

Abschlieend wurde der Einfluss dieser Signalwege auf die Ischamie-
induzierte Apoptose untersucht. Dazu wurden die Zellen einer zweistindigen
Ischamie ausgesetzt und wahrenddessen entweder mit ATP oder UTP stimuliert. Ein
Teil der Zellen wurde zusatzlich mit UO126 bzw. LY294002 pra-inkubiert. Nach der
Ischamie erfolgte die Analyse der aktiven Caspase 3-Spaltprodukte mittels Western
Blot.
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Die Zugabe von ATP reduzierte die aktiven Caspase 3-Spaltprodukte nach
Ischamie um 45+6%. Die Blockade des MEK/ERK-Signalwegs durch UO126 hob die

anti-apoptotische Wirkung von ATP ebenso auf, wie die Blockade des PI3K/Akt-
Signalwegs durch LY294002 (Abb 4.14).
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Aktive Caspase 3/Vinculin
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Abb. 4.14: Bedeutung des MEK/ERK- und des PI3K/Akt-Signalwegs
fur die anti-apoptotische Wirkung von ATP wahrend simulierter
Ischamie. HUVEC wurden 30 Minuten vor Ischamie mit dem MEK-
Inhibitor UO126 (10pM) oder dem PI3K-Inhibitor LY294002 (10uM)
inkubiert. Zu Beginn der Ischamie wurde einem Teil der Zellen 100 yM
des pan-spezifischen = P2R-Agonisten ATP  zugegeben. (A)
Reprasentativer Western Blot der aktiven Caspase 3-Spaltprodukte
sowie von Vinculin. (B) Densitometrische Auswertung der Aktiven
Caspase 3 im Verhaltnis zu Vinculin. Das Caspase 3/Vinculin-Verhaltnis
der ischamischen Kontrolle wurde gleich 1 gesetzt. Angegeben sind die
Mittelwerte + SEM aus mindestens n=3 Experimenten von 3
unabhangigen Zellpraparationen. *P<0,05, n.s. = keine signifikante
Anderung gegeniiber der Kontrolle.

57



Ergebnisse

Entsprechend hatte die spezifische Stimulation von P2Y,-Rezeptoren durch
UTP (100uM) eine 45+5%-ige Reduktion der Caspase 3-Aktivitdt zur Folge. Die
Blockade des MEK/ERK-Signalwegs durch UO126 bzw. des PI3K/Akt-Signalwegs
durch LY294002 beseitigte auch in diesem Fall den anti-apoptotischen Effekt der
P2Y,-Rezeptor Stimulation (Abb. 4.15).
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Abb. 4.15: Bedeutung des MEK/ERK- und des PI3K/Akt-Signalwegs
fur die anti-apoptotische Wirkung von UTP wahrend simulierter
Ischamie. HUVEC wurden 30 Minuten vor Ischamie mit dem MEK-
Inhibitor UO126 (10pM) oder dem PI3K-Inhibitor LY294002 (10uM)
inkubiert. Zu Beginn der Ischamie wurde einem Teil der Zellen 100 pM
des P2Y,-Agonisten UTP zugegeben. (A) Reprasentativer Western Blot
der aktiven Caspase 3-Spaltprodukte sowie von Vinculin. (B)
Densitometrische Auswertung der Aktiven Caspase 3 im Verhaltnis zu
Vinculin. Das Caspase 3/Vinculin-Verhaltnis der ischamischen Kontrolle
wurde gleich 1 gesetzt. Angegeben sind die Mittelwerte + SEM aus
mindestens n=3 Experimenten von 3 unabhangigen Zellpraparationen.
*P<0,05, n.s. = keine signifikante Anderung gegeniiber der Kontrolle.
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5 Diskussion

Die Zerstérung der endothelialen Integritdt durch Ischamie-induzierte
Apoptose spielt eine wichtige Rolle bei der Entstehung des myokardialen
Ischamie/Reperfusionsschadens (4, 5). Ziel dieser Arbeit war es daher, endogene
Mechanismen humaner Endothelzellen zu identifizieren, die der Entwicklung einer
Apoptose wahrend Ischamie entgegenwirken, um daraus neue therapeutische
Strategien abzuleiten. Im Zentrum der Arbeit stand dabei das extrazellulare
Signalmolekul ATP das von Zellen des kardiovaskularen Systems wahrend

Ischamie/Reperfusion freigesetzt wird (103, 104).

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen im Einzelnen:

1) Humane Endothelzellen setzten ATP infolge einer Ischamie frei.

2) Die ATP-Freisetzung infolge Ischamie ist ein Cx43-abhangiger Prozess.

3) Das freigesetzte ATP reduziert die Ischamie-induzierte Apoptose.

4) Der anti-apoptotische Effekt des extrazellularen ATP wird durch Aktivierung
von P2Y,-Rezeptoren vermittelt.

5) Der P2Y,-Rezeptor-abhangige Schutz vor Ischamie-induzierter Apoptose wird
durch die simultane Aktivierung des MEK/ERK- und des PI3K/Akt-Signalwegs

vermittelt.

5.1 Simulierte Ischamie fiihrt zu einer Connexin43-abhangigen ATP-

Freisetzung aus humanen Endothelzellen

Es ist bekannt, dass Zellen infolge pathophysiologischer Stimuli das
Signalmolekul ATP freisetzen. Dazu nutzen sie unterschiedliche Mechanismen,
deren Bedeutung kontrovers diskutiert wird (54). Neuere Studien haben gezeigt,
dass vor allem Cx43-Halbkanale eine wichtige Rolle bei der physiologischen Frei-
setzung von ATP spielen (60).

In Experimenten der vorliegenden Arbeit stieg die ATP-Konzentration im
Uberstand humaner Endothelzellen bereits nach wenigen Minuten einer simulierten

Ischamie um mehr als das Doppelte an.
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Gleichzeitig fand sich kein Anstieg der LDH-Aktivitat, so dass eine Zytolyse als
Ursache des kurzfristigen ATP-Anstiegs ausgeschlossen werden konnte. Vielmehr
scheint es sich bei der hier beobachteten Freisetzung des ATP um einen
physiologischen Mechanismus des Endothels infolge eines akuten Sauerstoff-
mangels zu handeln, der auch von Gerasimovskaya et al. in Endothelzellen der
Lungenstrombahn beobachtet wurde (94).

Die anschlieBend durchgeflhrte immunzytochemische Analyse zeigte, dass
humane Endothelzellen sowohl im Bereich der Zell-Zell-Grenzen als auch Uber die
gesamte Zelloberflache verteilt Cx43 exprimieren. Der gezielte Einsatz der RNA-
Interferenz ermdglichte es, Cx43 effektiv herunterzuregulieren. Die Connexin43-
verarmten Zellen waren nicht in der Lage, die ATP-Freisetzung infolge einer
simulierten Ischamie zu steigern. Das zeigt, dass die initiale ATP-Freisetzung aus
humanen Endothelzellen wahrend Ischamie ein Cx43-abhangiger Prozess ist. Diese
Beobachtungen stimmen mit den Untersuchungen an Endothelzellen verschiedener
Gefaliprovinzen Uberein, die einheitlich feststellen, dass die endotheliale ATP-
Freisetzung durch Cx43-Halbkanale erfolgt (55, 56, 57).

5.2 Extrazellulares ATP wirkt der Ischamie-induzierten Apoptose humaner

Endothelzellen durch Aktivierung von P2-Rezeptoren entgegen

Nach seiner Freisetzung wirkt extrazellulares ATP durch Bindung an
Purinrezeptoren als regulatorisches Signalmolekil. Seine Wirkung wird beendet,
indem es durch geldste und membrangebundene Ektonukleotidasen (Ekto-ATPasen)
abgebaut wird (100, 101). Die Steigerung dieses physiologischen Abbaus durch
Zugabe der loslichen Ekto-ATPase Apyrase wahrend Ischamie fuhrte in der
vorliegenden Arbeit zu einem signifikanten Anstieg der Apoptose. Wurde der
physiologische ATP-Abbau hingegen durch den Ektonukleotidase-Inhibitor ARL
67156 gehemmt, hatte dies eine klare Reduktion apoptotischer Zellen zur Folge. Die

Blockade der P2-Rezeptoren durch Suramin hob diese Reduktion auf.
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Das zeigt, dass das von humanen Endothelzellen in Reaktion auf eine
simulierte Ischamie freigesetzte ATP einen P2-Rezeptor-vermittelten, anti-
apoptotischen Mechanismus aktiviert. Dieser ist nicht in der Lage, die Ischamie-
induzierte Apoptose ganzlich zu verhindern, er wirkt ihr aber entschieden entgegen.
Weitere Experimente zeigten, dass dieser endogene anti-apoptotische Effekt durch
die exogene Zugabe von ATP, im Sinne einer pharmakologischen Intervention,
gestarkt werden kann.

Damit entsprechen diese Ergebnissen den Befunden neuerer Studien, die auf
das anti-apoptotische Potential des ATP hinweisen. So gelang sowohl Arthur et al.
als auch Chen et al. der Nachweis, dass extrazellulares ATP Neuronen vor dem
apoptotischen Zelluntergang schitzt (105, 106). Ebenso bestatigen Untersuchungen
an neutrophilen Granulozyten die anti-apoptotische Wirkung des extrazellularen ATP
(107). Dabei verweisen diese Arbeiten Ubereinstimmend auf die wichtige Bedeutung
der P2Y-Rezeptoren fur die Vermittlung dieses anti-apoptotischen Effekts.

Im Gegensatz dazu stehen Befunde die eine pro-apoptotische Wirkung von
extrazellularem ATP konstatieren. Diese kontrare Wirkung des ATP ist vermutlich auf
zwei Faktoren zuruckzuflhren. Erstens hangt die ATP-Wirkung ganz entscheidend
davon ab, welche P2-Rezeptor-Subtypen die untersuchten Zellen exprimieren. Es ist
demonstriert worden, dass die anti-apoptotische Wirkung von extrazellularem ATP in
erster Linie durch metabotrope P2Y-Rezeptoren vermittelt wird, wahrend pro-
apoptotische Effekte durch ionotrope P2X-Rezeptoren ausgelost werden (108). Im
letzteren Fall scheint insbesondere der P2X7-Rezeptor eine wichtige Rolle zu
spielen. Denn in unterschiedlichen Zelltypen konnte dieser Rezeptor als ein
Vermittler der ATP-induzierten Apoptose identifiziert werden (109, 110).

Zweitens ist bedeutsam, in welcher Konzentration ATP in den jeweiligen
Untersuchungen eingesetzt wurde. Es hat sich gezeigt, dass vor allem hohe
Konzentrationen von extrazellularem ATP, das heifl3t im millimolaren Bereich, zu

einer Induktion der Apoptose fuhren (111, 112).
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5.3 Die anti-apoptotische Wirkung von ATP ist auf eine Stimulation von

P2Y,-Rezeptoren zuriickzufiihren

Humane Endothelzellen exprimieren P2X4-, P2Y4-, P2Y,- und P2Y4s-
Rezeptoren (69). Ein Ziel dieser Arbeit war es, Hinweise zu gewinnen, welcher dieser
P2-Rezeptor-Subtypen den anti-apoptotischen Effekt des extrazellularen ATP
vermittelt.

Aus den vorausgehenden Experimenten war bereits bekannt, dass der
endogene anti-apoptotische Effekt des freigesetzten ATP durch die exogene Zugabe
von ATP verstarkt werden kann. Diese Kenntnis wurde nun in einem
pharmakologischen Ansatz genutzt, in dessen Rahmen die konzentrations-
abhangige Wirkung verschiedener P2R-Agonisten auf die Ischamie-induzierte
Apoptose analysiert wurde. Als Ausgangspunkt dieser Untersuchungen diente die
Testung des pan-spezifischen P2R-Agonisten ATP in drei Konzentrationen. In
Ubereinstimmung mit den zuvor erhobenen Befunden flihrte die exogene Zugabe
von ATP zu einer konzentrationsabhangigen Reduktion der Caspase 3-Aktivitat. In
den nachfolgenden Experimenten wurden nun die Effekte der einzelnen P2R-
Agonisten mit denen des ATP verglichen. Dabei zeigte sich, dass weder der P2X-
Agonist ap-me-ATP, noch der P2Y:-Agonist MRS 2365 die Ischamie-induzierte
Apoptose reduzierte. Das nicht-hydrolysierbare ATP-Analogon ATPyS hingegen
konnte die Caspase 3-Aktivitat signifikant senken. Da ATPyS in der Lage ist sowohl
P2Y - als auch P2Y,-Rezeptoren zu aktivieren, wurde in einem weiteren Ansatz
UTP getestet. Die Zugabe des spezifischen P2Y,-Agonisten UTP reduzierte die
aktiven Caspase-3 Spaltprodukte nach zweistindiger Ischamie wie aquimolare
Mengen an ATP. Diese aquipotente Wirkung von ATP und UTP auf die Ischamie-
induzierte Apoptose lasst darauf schlielen, dass der anti-apoptotische Effekt des
extrazellularen ATP durch P2Y,-Rezeptoren vermittelt wird.

Unterstitzt wird diese These durch Daten, die aus Untersuchungen an
neuronalen Zellen stammen. Anhand von Knock-out-Modellen konnte in dieser
Studie gezeigt werden, dass die anti-apoptotische Wirkung von extrazellularem ATP

auf eine Vermittlung durch P2Y,-Rezeptoren zurtckzuflhren ist (105).
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5.4 Die anti-apoptotische Wirkung von ATP wird durch gleichzeitige
Aktivierung des MEK/ERK- und des PI3K/Akt-Signalwegs vermittelt

Eine Fulle von Untersuchungen zeigt, dass dem MEK/ERK- und dem
PI3K/Akt-Signalweg eine wichtige Rolle bei der Regulation des zelluldren Uberlebens
zukommt. Diese Signalwege konnen durch direkte Inaktivierung pro-apoptotischer
Signalelemente und durch verstarkte Transkription anti-apoptotischer Proteine der
Entwicklung einer Apoptose entgegenwirken. Es ist bekannt, dass ATP nach
Bindung an endotheliale P2Y-Rezeptoren in der Lage ist sowohl den MEK/ERK-
Signalweg als auch den PI3K/Akt-Signalweg zu aktivieren (113, 114). Jedoch ist
unklar, welche Bedeutung dieser Aktivierung im Rahmen des apoptotischen
Untergangs endothelialer Zellen zukommt. Daher wurde in dieser Arbeit der Frage
nachgegangen, ob der P2Y,-Rezeptor-abhangige Schutz vor Ischamie-induzierter
Apoptose durch eine Aktivierung des MEK/ERK- bzw. des PI3K/Akt-Signalwegs
vermittelt wird.

Zur Beantwortung dieser Frage wurde der bereits zuvor effizient eingesetzte
pharmakologische Ansatz genutzt, indem die Effekte des pan-spezifischen P2R-
Agonisten ATP mit denen des spezifischen P2Y,-Agonisten UTP verglichen wurden.
Dabei zeigte sich, dass sowohl ATP als auch UTP zu einer kurzfristigen und in ihrem
zeitlichen Verlauf identischen Aktivierung des MEK/ERK- und des PI3K/Akt-
Signalwegs fuhrten. Die Blockade dieser Aktivierung durch Einsatz spezifischer
Inhibitoren hatte zur Folge, dass weder ATP noch UTP in der Lage waren, die
Apoptose signifikant zu senken. Das bedeutet, dass der durch P2Y,-Rezeptoren
vermittelte Schutz vor Apoptose eine gleichzeitige Aktivierung des MEK/ERK- und
des PI3K/Akt-Signalwegs erfordert.

Das genaue Zusammenspiel der beiden Signalwege konnte im Rahmen
dieser Arbeit jedoch nicht gezeigt werden. Klar ist, dass die beiden Signalwege
unabhangig voneinander aktiviert werden, denn weder hatte die Blockade des
MEK/ERK-Signalwegs durch UO126 einen Einfluss auf die Aktivierung des PI3K/Akt-
Signalwegs, noch zeigte die Zugabe von LY294002 einen Wirkung auf die
Aktivierung des MEK/ERK-Signalwegs. Aber trotz der unabhangigen Aktivierung
reichte die Blockade eines der beiden Signalwege aus, die durch den P2Y,-Rezeptor
vermittelte anti-apoptotische Wirkung des extrazellularen ATP aufzuheben. Daraus
folgt, dass ein Zusammenwirken beider Signalwege erforderlich ist, um eine effektive

Reduktion der Ischamie-induzierten Apoptose zu erreichen.
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Studien der letzten Jahre weisen darauf hin, dass dieses synergetische
Wirkprinzip des MEK/ERK-Signalwegs und des PI3K/Akt-Signalwegs nicht nur in
humanen Endothelzellen eine Vorraussetzung ist, um einen ausreichenden Schutz
vor apoptotischem Zelluntergang zu gewahrleisten. Auch in Untersuchungen an
Kardiomyozyten, an Zellen des Knochenstoffwechsels sowie an hamatopoetischen
Zellen wurde ein Zusammenwirken dieser Signalwege im Schutz vor Apoptose
beobachtet (115, 116, 117). Und obgleich die molekularen Grundlagen dieses
Phanomens nicht endgultig verstanden sind, scheint neben der gemeinsamen
Inaktivierung pro-apoptotischer Proteine vor allem die additive Aktivierung von
Transkriptionsfaktoren wie des cAMP response element-binding protein (CREB) von

entscheidender Bedeutung zu sein (115).
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Abb. 5.1: Zusammenfassende Darstellung der Untersuchungs-
ergebnisse. Werden humane Endothelzellen einer simulierten Ischamie
ausgesetzt, reagieren sie darauf mit einer Connexin43-abhangigen ATP-
Freisetzung. Das initial freigesetzte ATP aktiviert in der Folge einen
endogenen Mechanismus, der einer Progression der durch die Ischamie
induzierten Apoptose entgegenwirkt. Dieser Selbstschutzmechnismus
wird durch P2Y,-Rezeptoren vermittelt und erfordert die gleichzeitige
Aktivierung des MEK/ERK- und des PI3K/Akt-Signalwegs.
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5.5 Schlussfolgerung und Ausblick

Time is muscle lautet die Antwort auf die Frage nach der zentralen Botschaft
im Rahmen der Therapie des akuten Koronarsyndroms (ACS). Das bedeutet nicht
weniger, als dass mit jeder Minute, die der Herzmuskel in der Ischamie verbringt, ein
Teil unersetzlichen Myokards verloren geht (118). Daher ist das Hauptziel bei der
Behandlung des ACS die schnellstmogliche Wiedereréffnung des verschlossenen
Gefallabschnitts mit konsekutiver Reperfusion des infarzierten Gewebes. Obwohl die
Zeit von der Aufnahme des Patienten bis zur perkutanen Katheterintervention in den
letzten Jahren reduziert werden konnte vergehen immer noch mehr als anderthalb
Stunden bis zur lebensrettenden Reperfusion (119). In dieser Zeit wird der betroffene
Abschnitt des Herzmuskels weder mit genugend Sauerstoff, noch mit ausreichenden
Nahrstoffen versorgt. Die Folge ist das sukzessive Absterben lebenswichtiger
Herzmuskelzellen durch nekrotischen und apoptotischen Zelltod (3). Folglich ist das
primare Ziel, die Zeit bis zur Reperfusion weiter zu reduzieren. Dabei ist jedoch zu
bedenken, dass trotz aller Anstrengungen in diese Richtung immer eine gewisse
Vorlaufzeit fur Diagnostik und Vorbereitung der perkutanen Katheterintervention
notwendig sein wird. Daher besteht ein weiteres Ziel darin, neue Strategien zu
entwickeln, die es moglich machen, die Zeit bis zur endgultigen Reperfusion effektiv
zu nutzen und dem Verlust funktionstichtigen Myokards schon in der Ischamiephase
entgegenzuwirken. Als ein Ansatzpunkt fur die Entwicklung neuer Therapiestrategien
bietet sich die Ischamie-induzierte Apoptose des Endothels an, denn Studien weisen
darauf hin, dass die Zerstdérung seiner Integritat ein wichtiger Trigger des
apoptotischen Zelluntergangs der Kardiomyozyten in der Reperfusionsphase ist (4,
5).

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit beschreiben einen neuen
Mechanismus, mittels dessen sich Endothelzellen der Progression einer Ischamie-
induzierten Apoptose entgegenstellen. Dazu setzen sie zu Beginn der Ischamie in
einem Cx43-abhangigen Prozess das extrazellulare Signalmolekil ATP frei, das
anschlieRend durch Aktivierung von P2-Rezeptoren einen anti-apoptotischen
Mechanismus in Gang setzt. Mit Hilfe eines pharmakologischen Ansatzes gelang es,
den P2Y,-Rezeptor als Mediator dieses protektiven Effekts zu identifizieren. Weitere
Untersuchungen zeigten, dass der P2Y,-Rezeptor-vermittelte Schutz vor Apoptose
eine simultane Aktivierung des MEK/ERK- und des PI3K/Akt-Signalwegs erfordert.

66



Diskussion

Damit bietet dieser erstmalig beschriebene endotheliale Selbstschutz-
mechanismus wenigstens drei Ansatzpunkte, die sich therapeutisch nutzen lassen.
Der erste Ansatzpunkt einer therapeutischen Intervention ist die Forcierung der
Cx43-abhangigen ATP-Freisetzung wahrend Ischamie. Mit dem antiarrhythmic
peptide 10 (AAP10) steht bereits ein Stoff zur Verflgung, der in der Lage ist die
Leitfahigkeit von Cx43 in gap junction zu erhéhen (120). Vor Kurzem wurde gezeigt,
dass AAP10 auch die Leitfahigkeit von Cx43-Halbkanalen beeinflusst und zu einer
signifikanten Erhdohung der ATP-Freisetzung fuhrt (121). Allerdings ist dabei zu
bedenken, dass die erhohte Leitfahigkeit der Cx43-Halbkanale nicht nur eine
verstarkte ATP-Freisetzung wahrend Ischamie ermdglicht, sondern auch einen
vermehrten Austausch anderer Molekule zur Folge hat. Vor allem das sich dadurch
einstellende lonenungleichgewicht ist ein kritischer Faktor im Rahmen des
Ischamie/Reperfusionsschadens (122, 123).

Eine zweiter Ansatzpunkt der therapeutischen Nutzung des endogenen anti-
apoptotischen Mechanismus der humanen Endothelzellen besteht darin, den Abbau
des extrazellularen ATP zu hemmen. Dies konnte durch gezielten Einsatz von
Ektonukleotidase-Inhibitoren wahrend Ischamie erreicht werden. Jedoch birgt dieser
Eingriff in das fein regulierte Netzwerk der Ektonukleotidasen das Problem in sich,
dass wichtige ATP-Metaboliten wie ADP oder Adenosin, die ihrerseits Aufgaben als
regulatorische Signalmolekile wahrnehmen, fehlen.

Der dritte Ansatzpunkt, den Selbstschutzmechanismus der humanen
Endothelzellen wahrend Ischamie zu nutzen, zielt auf den in dieser Arbeit
identifizierten anti-apoptotisch wirksamen P2Y,-Rezeptor ab. Eine spezifische
Stimulation dieses Rezeptors hatte im Gegensatz zu den beiden erst genannten
Therapieoptionen zwei Vorteile. Erstens beugt die spezifische Stimulation von P2Y,-
Rezeptoren potentiell unerwinschten Effekten vor, die durch Bindung des pan-
spezifischen P2-Agonisten ATP und seiner Metaboliten an andere Purinrezeptoren
ausgelost werden konnten. Und zweitens ermoglicht die exogene Gabe definierter
Mengen eines P2Y,-Agonisten eine bessere Steuerbarkeit der Therapie. Denn eines
der Hauptprobleme der blo3en Nutzung des endogen freigesetzten ATP liegt in den
individuellen Schwankungen des therapeutisch verfugbaren ATP.

Die klinische Tragweite dieses therapeutischen Ansatzes wird deutlich, wenn
man bedenkt, dass die gezielte Nutzung des purinergen Systems bereits heute fester

Bestandteil der Therapie des akuten Koronarsyndroms ist (124).
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Diskussion

Das Medikament Clopidogrel entfaltet sein therapeutisches Potential, indem
es gezielt die thrombozytaren P2Y,-Rezeptoren blockiert und dadurch die ADP-
abhangige Thrombozytenaggregation hemmt. Bis zu einer klinischen Nutzung des
P2Y,-Rezeptors in der Therapie des Ischamie/Reperfusionsschadens ist allerdings
noch ein weiter und ungewisser Weg zuruckzulegen. Ein erster Schritt auf diesem
Weg wird es sein, an isoliert perfundierten Herzen zu zeigen, dass die durch P2Y,-
Rezeptoren vermittelte Aufrechterhaltung der endothelialen Integritat durch Re-
duktion der Ischamie-induzierten Apoptose tatsachlich einen Schutz des
Gesamtmyokards vor dem Ischamie/Reperfusionsschaden nach sich zieht. Gelingt
dieser Nachweis, soll in einem nachsten Schritt die Ubertragbarkeit dieser neuen
Therapiestrategie auf ein in vivo Infarktmodell geprift werden. Dabei wird neben der
Analyse von Apoptose und Infarktgroe der Einfluss der P2Y,-Rezeptoren auf
weitere Parameter wie myokardiale Odembildung, linksventrikulérer Fillungsdruck,
Ejektionsfraktion und Mortalitat im Mittelpunkt stehen. Diese Untersuchungen werden
entscheidend dazu beitragen, die klinische Relevanz der im Rahmen der

vorliegenden Arbeit gewonnen Ergebnisse beurteilen zu kdnnen.
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6 Zusammenfassung

Die Zerstorung der endothelialen Integritdt durch Ischamie-induzierte
Apoptose ist von entscheidender Bedeutung fir die Entwicklung des Ischamie/
Reperfusionsschadens. Ziel dieser Arbeit war daher die ldentifikation endogener
Mechanismen endothelialer Zellen, die der Progression des apoptotischen Zell-
untergangs wahrend Ischamie entgegenwirken, um daraus neue therapeutische
Konzepte abzuleiten. Im Mittelpunkt der Untersuchungen stand dabei die Frage,
welchen Einfluss das wahrend Ischamie/Reperfusion vermehrt freigesetzte
Signalmolekul ATP auf die endotheliale Apoptose hat.

Zur Beantwortung dieser Frage wurden kultivierte Endothelzellen einer
zweistindigen Ischamie ausgesetzt, die eine Caspase 3-abhangige Apoptose
ausloste. Zu Beginn der simulierten Ischamie fand sich ein kurzfristiger Anstieg der
ATP-Freisetzung. Durch gezielten Einsatz der RNA-Interferenz konnte gezeigt
werden, dass diese initiale ATP-Freisetzung ein Cx43-abhangiger Prozess ist.
Wahrend der gesteigerte Abbau des freigesetzten ATP durch Zugabe der I6slichen
Ekto-ATPase Apyrase einen Anstieg der Ischamie-induzierten Apoptose nach sich
zog, bewirkte die Hemmung des endogenen ATP-Abbaus durch Einsatz des
Ektonukleotidase-Inhibitors ARL 67156 eine signifikante Reduktion des
apoptotischen Zelluntergangs. Dieser endogene anti-apoptotische Effekt konnte
durch die exogene Zugabe von ATP wahrend simulierter Ischamie verstarkt werden.
Im Rahmen eines pharmakologischen Ansatzes zeigte der spezifische P2Y,-Agonist
UTP eine dem ATP aquipotente Wirkung auf die Ischamie-induzierte Apoptose. Die
Aktivierung der P2Y,-Rezeptoren durch ATP/UTP bewirkte eine simultane
Phosphorylierung von ERK 1/2 sowie von Akt zu Beginn der Ischamie. Entsprechend
fuhrte die Blockade dieser Signalwege durch den spezifischen MEK-Inhibitor UO126
bzw. durch den PI3K-Inhibitor LY294002 zu einer Beseitigung der anti-apoptotischen
Wirkung von ATP/UTP.

Damit prasentiert die vorliegende Arbeit einen neuen anti-apoptotischen
Mechanismus humaner Endothelzellen, der auf einer durch P2Y»-Rezeptoren
vermittelten Aktivierung des MEK/ERK- und des PI3K/Akt-Signalwegs beruht. Die
gezielte Aktivierung dieses protektiven Mechanismus konnte eine neue
therapeutische Strategie in der Behandlung des Ischamie/Reperfusionschadens

darstellen.
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7 Summary

The disruption of endothelial integrity by ischemia-induced apoptosis plays a
crucial role in the development of ischemia/reperfusion injury. The present study
aims to identify the endogenous mechanism by which endothelial cells counteract the
progression of apoptotic cell death during ischemia. Although it was shown that the
signaling molecule, ATP is released from cells of the cardiovascular system in
response to acute ischemia, its effect on ischemia-induced apoptosis of endothelial
cells is not yet clear. Here, it was hypothesized that extracellular ATP that is released
from endothelial cells during ischemia activates an endogenous anti-apoptotic
mechanism.

To test this hypothesis, cultured human endothelial cells were exposed to two
hours of simulated ischemia to induce a stable rate of caspase 3-dependant
apoptosis. A transient increase of extracellular ATP was observed at the beginning of
Ischemia. Use of specific siRNA revealed that this initial release of ATP is a
Connexin43-dependant process. The enhanced degradation of extracellular ATP by
addition of the soluble ecto-ATPase Apyrase during ischemia increased apoptotic cell
death. In contrast, the inhibition of endogenous ATP-degradation by adding the
ectonucleotidase-inhibitor ARL 67156 significantly reduced ischemia-induced
apoptosis. This endogenous anti-apoptotic effect could be potentiated by exogenous
addition of ATP during simulated ischemia. By using a pharmacological approach it
was shown the addition of the specific P2Y,-agonist UTP during ischemia could
mimic the protective effect of ATP. Activation of P2Y,-receptors by ATP/UTP during
ischemia led to a significant increase in ERK1/2- and Akt-phosphorylation,
Accordingly, the inhibition of MEK/ERK by UO126 and PI3K/Akt by LY294002
abolished the anti-apoptotic effect of ATP/UTP.

Thus, the present study shows a new anti-apoptotic mechanism in human
endothelial cells that occurs via a P2Y,-receptor mediated activation of MEK/ERK-
and PI3K/Akt-signaling pathway. Targeted activation of this protective mechanism
could represent a novel therapeutic strategy in the treatment of the

ischemia/reperfusion injury.
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