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VEGFR Rezeptor fir Vascular endothelial growth factor
VSMC Vascular smooth muscle cells (glatte Gefal3muskelzellen)



1 Einleitung

1.1 Arteriosklerose

Die Arteriosklerose und ihre vielfaltigen Folgeerkrankungen sind Hauptursachen
fur Morbiditat und Mortalitat in den Industrienationen (WHO 2003). Sie befallt
unterschiedliche GefalRregionen und fuhrt so zu verschiedenartigen
Beschwerdebildern.

Die Arteriosklerose der Koronararterien fuhrt zu Angina pectoris und
Herzinfarkt. Sind die GefaRe der ZNS-Versorgung von Arteriosklerose
betroffen, kdnnen transitorisch ischamische Attacken und Apoplex die Folgen
sein. In der peripheren Zirkulation ist sie fur die Claudicatio intermittens
verantwortlich und kann zu Gangran oder Verlust der betroffenen Extremitéat
fuhren (Libby 2003). Zu den Risikofaktoren, die die Entstehung
arteriosklerotischer ~ Veranderungen  begulnstigen, gehtren  arterieller
Hypertonus, Diabetes mellitus, Rauchen, Hyperlipidamie, Adipositas,
mannliches Geschlecht, Alter und genetische Pradisposition (Libby 2003).
Grundlage der Arteriosklerose-Entstehung und daraus resultierenden
Stenosierungen ist das sogenannte Remodeling. Im Rahmen von vaskuléaren
Remodeling-Prozessen kommt es zu einem Umbau der GefalRwandarchitektur,
es bildet sich eine verdickte, unelastische Neointima. Diese engt das Gefald
zunehmend ein und wirkt zusatzlich thrombogen (Holvoet, Collen 1997,
McGrath et al. 2005).

Grundsatzlich lasst sich die Bildung der Neointima in Stadien einteilen, die
allerdings flieRend ineinander Gbergehen. Im Initialstadium kommt es zuné&chst
zur endothelialen Dysfunktion, dann zur Schadigung der Endothelschicht mit
apoptotischem Zelltod der Endothelzellen. Die Akkumulation von Lipiden in der
Intima, inbesondere von Low density Lipoproteinen (LDL) und seinen oxidierten
Formen (Navab et al. 2004; Gotlieb, Silver 2001; Lum, Malik 1994),
charakterisiert ebenfalls das Initialstadium.  Ausgelést durch die
Lipidablagerungen kommt es zur Invasion von Makrophagen in die Intima.

Schliefilich leitet die Migration der glatten Gefal3muskelzellen (Vascular smooth
~0~



muscle cells, VSMC) aus der Media in die Intima und deren Proliferation die
Bildung der Neointima und Entstehung arteriosklerotischer Plaques ein (Gotlieb,
Silver 2001; Sanders 1994; Holvoet, Collen 1997). Die in der Intima
akkumulierten Lipoproteine werden von den VSMC und Makrophagen
aufgenommen, die sich in Schaumzellen umwandeln. Durch Freisetzung von
Zytokinen und reaktiven Sauerstoffmolekilen treiben die Makrophagen die
Schadigung der Endothelschicht weiter voran. Besonders oberhalb
arteriosklerotischer Lasionen kommt es durch Endothelapoptose zur Endothel-
Denudation (Gotlieb, Silver 2001). Vaskulare Zellen und aktivierte Makrophagen
produzieren Zytokine und Wachstumsfaktoren, die zur weiteren Makrophagen-
Invasion, VSMC-Proliferation und starken Hochregulierung der Synthese von
Substanzen der extrazellularen Matrix fihren (Raines, Ross 1996; Raines 2004;
Hedin et al. 2004). Das Resultat ist eine veranderte Zusammensetzung der
extrazellularen Matrix (EZM), bei der unter anderem Vitronektin eine Bedeutung
zukommt (Holvoet, Collen 1997). Sowohl die Migration als auch die Adhé&sion
vaskularer Zellen wird durch die Interaktion von EZM-Substanz mit den Integrin-
Rezeptoren kontrolliert, wie der Interaktion zwischen Vitronektin und seinem
Rezeptor avp3 (Ayad et al. 1998).

Im folgenden Adaptions-Stadium geht der Umbau der GefalBwand weiter.
Neben den arteriosklerotischen Plaqueformen bilden sich in der Neointima
sogenannte  Atherome, welche gruppierte Schaumzellansammlungen
darstellen, mit einem grof3en Kern aus extrazellularem Lipid und Zell-Debris
(sogenanntem Lipid core). Aullerdem bewirkt das Fortschreiten des
Remodeling eine Verbreiterung der Neointima, einen Abbau der Lamina
elastica und Umbau der Media und Adventitia mit weiterer Reduktion von
elastischen Fasern (Gotlieb, Silver 2001). Die Schadigung des Endothels nimmt
weiter zu und bewirkt den Verlust der antikoagulatorischen Endothelbarriere
(Preissner et al. 1997; Preissner et al. 2000; Holvoet, Collen 1997; Gotlieb,
Silver 2001).

Durch kontinuierliches Wachstum der Neointima wird die Arteriosklerose
schliel3lich erst fur den Patienten deutlich bemerkbar, im dritten Stadium oder
Stadium der klinischen Symptomatik. Die Symptomatik kann schleichend durch

progrediente Stenosierung des Lumens oder akut bei Plaquefissur,
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hamorrhagischer Ruptur oder thrombotischem Verschluss manifest werden
(Gotlieb, Silver 2001). Das Auftreten insbesondere der akuten Klinischen
Symptomatik hangt von der Stabilitait der Plaques ab, welche wiederum
abhangig ist von der Zusammensetzung der zellularen und nicht-zellularen
Bestandteile. Die Regulation der Zellularitdt erfolgt dabei vorwiegend Uber
Apoptose und Proliferation von VSMC und Makrophagen sowie die EZM-
Produktion (Gotlieb, Silver 2001). Fur die Stabilitdt der Plaques sind dabei der
Anteil kollagener Fasern und das Verhaltnis von Makrophagen zu VSMC
ausschlaggebend (Viles-Gonzalez et al. 2004).

Der dargestellte stadienhafte Verlauf der Neointima-Entwicklung ist im
Allgemeinen akzeptiert und auch in vivo belegt (Stary 1992; Stary et al. 1995;
Gotlieb, Silver 2001; Xu 2004; Yanni 2004; Schwartz 1994). Plaques entstehen
in der Einteilung nach Stary aus der initialen Endothellasion (Typ 1), werden
dann Uber Lipideinlagerungen zu lipidreichen Plaques, den fatty streaks, (Typ
II), und entwickeln sich Uber Intermediarlasionen (Typ IlI) zum eigentlichen
Atherom (Typ IV). Aus Atheromen kénnen Fibroatherome (Typ V) mit hohem
Kollagengehalt entstehen, die in unterschiedlichem Ausmald lipidreiche und
kalzifizierte Anteile aufweisen (Typ V a-c). Das Auftreten von Komplikationen
bei Lasionen vom Typ IV oder V, wie Plaque-Fissur, -Hamorrhagie und
Thrombosierung, fuhrt zum komplizierten (Fibro-) Atherom (Typ VI) (Stary 1992;
Stary et al. 1994; Stary et al. 1995). In allen Plaqueformen ist Endothelapoptose
nachweisbar (Gotlieb, Silver 2001).

Was flr ein Ereignis aber leitet die Neointimabildung ein? Als Antwort auf diese
Frage ist die ,Response-to-Injury“-Hypothese am breitesten akzeptiert. Diese
geht davon aus, dass Arteriosklerose der Ausdruck einer abnormen
Wundheilung nach Endothelschadigung ist. Die endotheliale Dysfunktion und
Apoptose von Endothelzellen bereitet den Weg fir Lipidablagerungen und die
konsekutive Entwicklung arteriosklerotischer Lasionen (Ross, Glomset 1976;
Ross 1986). Daraus folgt, dass der intakten Endothelschicht eine zentrale
Bedeutung fur die Hemmung der Entstehung von Arteriosklerose und fur die
verminderte Neointima-Progression zukommt. Eine schnelle Regeneration nach
Endothelverletzungen inhibiert die Neointima-Entwicklung. Um entstandene

Defekte zu decken, missen noch vitale Endothelzellen aus der Peripherie
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einwandern. Dabei miussen die Migration und Proliferation der Zellen koordiniert
ablaufen. Zwar existieren Hinweise uUber eine Zusammenarbeit zwischen
Wachstumsfaktoren wie dem vaskularen endothelialen Wachstumsfaktor
(Vascular endothelial growth factor, VEGF) und Integrinen (Zachary 2001), die
genauen Zusammenhéange sind aber in ihren Mechanismen noch unzureichend

aufgeklart.

1.2 Apoptose

Apoptose ist eine spezifische Form des programmierten Zelltodes (Kerr et al.
1972; Wertz, Hanley 1996). Sie unterscheidet sich von dem nekrotischen
Zelltod durch eine sehr komplexe Regulation mittels extrazellularer Faktoren
und durch miteinander vernetzte intrazellulare Signaltransduktionskaskaden
(Isner et al. 1995; Wertz, Hanley 1996). Der apoptotische Zelltod ist der
physiologische Gegenpart zur Proliferation in gesunden wie in pathologisch
veranderten Geweben und kann durch verschiedene Faktoren induziert werden:
Adhasionshemmung von Adhéarenz-abhangigen Zellen, Blockade von
Rezeptoren, die zellulare Uberlebens- und Differenzierungssignale vermitteln
und Schadigungen des Endothels durch Zunahme der Scherkréafte des Blutes
am Endothel (Lawen 2003; Isner et al. 1995; Mallat et al. 2000; Wertz, Hanley
1996). Ebenso konnen extrinsische Signale wie Zytokine, Apoptose-
induzierende Faktoren, Hormone, oxidierte Lipide, Chemotherapeutika und
virale Wirkstoffe Apoptose initiieren (Haunstetter, Izumo 1998; Mallat et al.
2000).

Der vorprogrammierte Ablauf der Apoptose kann in mindestens vier funktionell
unterschiedliche Stadien eingeteilt werden (Mallat et al. 2000). Eingeleitet wird
die tddliche Kaskade durch die Initiations- oder Signalisierungsphase, wahrend
der die Zelle das Apoptose-induzierende Signal erhalt. Dies geschieht im Falle
des extrinsischen Signalweges beispielsweise Uber die Bindung von
apoptosefordernden Molekilen (Tumornekrosefaktor (TNF)-a, Fas-Ligand) an
Todesrezeptoren auf der Zelloberflache (TNFR1, Fas) mit konsekutiver
Rekrutierung von sogenannten ,Death-Domain“-Proteinen. Die werden

wiederum fur die Aktivierung von Caspase 8 bendétigt. Caspase 8 ist dann

~ 12 ~



zustandig fur die Initierung der letalen proteolytischen Kaskade (Ashkenazi,
Dixit 1998). Der intrinsische Signalweg wird ausgeldst Uber DNA-Schéadigung
durch Chemotherapeutika, Bestrahlung, oder Entzug von Uberlebenssignalen
oder Wachstumsfaktoren und nachfolgender Freisetzung von Cytochrom C aus
dem Mitochondrium (siehe Abb. 1.1).

Auf die Initiationsphase folgt die Kontroll- und Effektorphase. Hier kommt es zur
Aktivierung der Caspasen (Green, Kroemer 1998). Caspasen gehodren zur
Familie der Cystein-Proteasen und werden in zwei Subfamilien, die
auslosenden (Initiator-) und die ausfuhrenden (Effektor-) Caspasen eingeteilt
(Thornberry, Lazebnik 1998). Sie liegen in der Zelle als inaktive Proenzyme vor
und induzieren nach Aktivierung die Apoptose-typischen Prozesse in der Zelle,
an deren Ende der Zellabbau zu den sog. Apoptotic bodies steht. Dabei
befinden sich die Caspasen 8, 9 und 3 an entscheidenden Knotenpunkten des
apoptotischen Signalweges (Mallat et al. 2000). Die Initiator-Caspasen, u.a.
Capase 8 und Caspase 9, werden durch Bildung heteromerer Komplexe mit
weiteren Molekilen wie den Todesfaktor-Rezeptorkomplex Fas und Fas-
associated death domain (FADD) (extrinsischer Signalweg) oder Ced4/Apaf-1
und Cytochrom C (intrinsischer Signalweg) aktiviert. Die Initiator-Caspasen
aktivieren die Effektorcaspasen, u.a. Caspase 3 und Caspase 6 (Rossi,
Gaidano 2003; Nagata 2000; Wolf et al. 1999), die wiederum die
Apoptosesignale im folgenden dritten Stadium weiter ausfihren.

Das dritte Stadium der Apoptose ist das der strukturellen Verdnderungen und
DNA-Degradation. Wie in der Abbildung 1.1 zu sehen, fuhrt hierbei die
Caspasenaktivierung uber die Effektorcaspasen 3, 6 und 7 zur Spaltung von
Lamin, einem Filament der Kernhille, sowie von Poly (ADP-ribose) Polymerase
(PARP) (Lawen 2003; Rossi, Gaidano 2003).
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Abbildung 1.1: Modell der klassichen Signaltransuktion der Apoptose

Initiationsphase der Apoptose: Der extrinsische Weg wird eingeleitet durch
Bindung eines Liganden, wie Fas oder TNFa, an einen Rezeptor der TNF-
Rezeptor-Familie, wie FADD oder die TNFRs. Der Rezeptor rekrutiert
Procaspase-8 Uber die Death domain (DD), aktive Caspase 8 lost die
Caspasen-Kaskade aus. Der intrinsische Weg wird durch Tumorsuppressor-
Proteine, wie Transkriptionsfaktor p53, oder Kinasen eingeleitet, die pro-
apoptotische Faktoren der Bcl-2 Familie, wie Bad oder Bid, freisetzen. Diese
setzen wiederum mitochondriale Faktoren frei, wie Cytochrom C oder AIF
(Apoptosis inducing factor). Das Apoptosom bildet sich aus Apaf-1, Cytochrom
C und Procaspase 9. Die aktivierte Caspase 9 triggert ebenfalls die Caspasen-
Kaskade. Effektorphase: Die Effektor-Caspasen 3, 6 und 7 induzieren den
apoptotischen Zelltod durch Substratspaltung (z.B. Spaltung des DNA-
Reparaturenzyms PARP). Es resultiert DNA-Degradation und Membrane
blebbing (Geng, 2001).

Die Fragmentierung und Degradation der genomischen DNA durch
Desoxyribonucleasen leitet die Phase der irreversiblen apoptotischen
Veranderungen ein. Alle davor liegenden Prozesse bis zur Spaltung der

Caspasensubstrate sind prinzipiell reversible, regulierte Prozesse (Mallat et al.
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2000). Es kommt zum Abbau von nuclearem Lamin und zytoskelettalem Aktin,
die Zellmembran bildet Ausstulpungen (Membrane blebbing), bleibt aber intakt.
Die folgende Freilegung von Phosphatidylserin (PS) in die aul3ere Hulle der
Plasmamembran ist ein frihes Merkmal von apoptotischen Zellen und ein
kritisches Ereignis fur ihre Erkennung durch Makrophagen (Fadok et al. 1992;
Fadok et al. 1998). AbschlieBend kommt es zur Erkennung der apoptotischen
Zellen und Beseitigung der Apoptotic bodies aus dem Gewebe durch
spezifische Erkennung und Phagozytose durch benachbarte Zellen (Lawen
2003; Rossi, Gaidano 2003).

1.3 Bedeutung der Endothelzell-Apoptose far die

Arteriosklerose

Endothelzellen kleiden die Innenwénde aller Blutgefal3e aus. Sowohl wahrend
der normalen Entwicklung als auch in pathologischen Ereignissen sind die
Ausbildung neuer Gefalle und die Rickbildung der bereits Vorhandenen von
einem Gleichgewicht zwischen Endothelzellproliferation und -—apoptose
abhangig. Auch in vollentwickelten GefalRen ist der endotheliale Zellumsatz ein
streng regulierter Vorgang. In humanen Endothelzellen aus der Umbilicalvene
(HUVEC) ist so unter stabilen Kulturbedingungen auch eine basale
Apoptoserate detektierbar (Kaiser et al. 1997). Arteriosklerose ist assoziiert mit
einem gesteigerten Umsatz der Endothelzellen, so dass naheliegt, die
Endothelzellapoptose mit der Entwicklung von arteriosklerotischen Plaques in
Zusammenhang zu bringen (Dimmeler et al. 1998).

Endothelzellen sind adharente Zellen, die fur ihr Uberleben auf Zell-Zell- und
v.a. Zell-Matrix-Kontakte angewiesen sind (Brooks et al. 1994; Levkau et al.
1998; Scatena et al. 1998). Der Verlust dieser Kontakte l6st Apoptose aus. Die
Erklarung dieses Mechanismus liegt in den Integrinen, die die Zell-Matrix-
Kontakte vermitteln und dadurch Uberlebenssignale an adh&sionsabhéngige
Zellen Gbermitteln (Al-Fakhri et al. 2003; Wertz, Hanley 1996). Integrine sind
membransténdige Rezeptoren fir EZM-Substanzen. Die Rezeptordichte und —
verteilung auf der Zellmembran und das exprimierte Integrinmuster regulieren

die Adhéasionsstarke. AuRerdem (ibermitteln sie Uberlebenssignale nach



intrazellular, modulieren zellulare Reaktionen auf Signale der Matrix, steuern
die Adhasion und fordern oder inhibieren die Migrationsfahigkeit. Damit sind sie
fur die Eigenkontrolle der Zellen unverzichtbar (Moiseeva 2001; Ayad et al.
1998; Isacke, Horton 2000). Fur Endothelzellen spielt besonders die Interaktion
von Vitronektin und avB3 eine bedeutende Rolle. avB3 erkennt eine
Aminsauresequenz, das RGD-Motif (Arg-Gly-Asp), seines EZM-Liganden
(Isacke, Horton 2000). Vitronektin ist ein Glykoprotein, welches Zelladh&sion,
Zellausbreitung, Proliferation, Migration und Differenzierung vermittelt. Die
Blockade der Integrine durch RGD-Peptide oder anti-adhasive Faktoren
induziert Uber die Aktivierung von Caspase 3 und die ,klassische“ Caspase-
Kaskade den programmierten Zelltod (Al-Fakhri et al. 2003).

In situ ist Apoptose in tierischen und humanen arteriosklerotischen Plaques in
diversen Studien nachgewiesen worden (Bjorkerud, Bjérkerud, 1996; Cai et al.
1997; Isner et al. 1995; Mallat et al. 1997). Wahrend Apoptose in normalen
Arterien nicht detektierbar ist, ist sie in fortgeschrittenen arteriosklerotischen
Plaques ausgepragt nachweisbar. Neben glatten Muskelzellen, Makrophagen
und T-Lymphozyten (Bjorkerud, Bjorkerud, 1996; Cai et al. 1997; Isner et al.
1995; Mallat et al. 1997), sind vor allem auch die Endothelzellen betroffen
(Tricot et al. 2000). Die Apoptose von Endothelzellen als Komponente des
GefalRwand-Remodeling stellt einen die Neointima-Progression unterstitzenden
Faktor dar. Da ein signifikanter Anteil von luminalen Endothelzellen Uber
atherosklerotischen Plagues in Apoptose geht, kann gefolgert werden, dass
apoptotische Endothelzellen zum einen die Plagueerosion initieren, zum
anderen die lokale Thrombozytenaggregation und Tromboseentstehung fordern
(Tricot et al. 2000; Mallat et al. 2000).

Das heif3t im Umkehrschluss, dass die (therapeutische) Hemmung von
endothelialer Apoptose bei Arteriosklerose der Plaqueerosion und
Thromboseentstehung einerseits sowie der Neointima-Progression andererseits

entgegenwirken kénnte.
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1.4 Vascular endothelial growth factor

VEGF ist ein Wachstumsfaktor, der unter anderem Uberlebenssignale an
Endothelzellen vermittelt. Er ist aktuell vor allem wegen seiner Bedeutung fur
die Neoangiogenese und das Tumorwachstum in das Zentrum des
wissenschaftlichen Interesses gertickt. VEGF wirkt potent anti-apoptotisch und
fordert die Proliferation von Endothelzellen (Zachary 2001; Choy et al. 2001).
Die VEGF-Familie beinhaltet die funf VEGF-Isoformen VEGF-A, VEGF-B,
VEGF-C, VEGF-D und VEGF-E sowie Plazenta-Wachstumsfaktor, PIGF
(Zachary 2001; Neufeld et al. 1999; Petrova et al. 1999). Vor allem VEGF-A in
seinen unterschiedlichen biologisch aktiven Varianten spielt eine signifikante
Rolle fir das Endothel. Von VEGF-A gibt es mehrere Isoformen, die durch
alternatives Splicen einer mMRNA-Spezies entstehen, bestehend aus 121, 145,
165, 183, 189 und 206 Aminosauren (Zachary 2001). Dabei ist VEGF-A 165 die
Form mit der starksten Wirksamkeit (Zachary 2001).

Fur VEGF-A sind zwei unterschiedliche Tyrosinkinaserezeptoren identifiziert
worden: VEGFR-1 und VEGFR-2. Ein dritter Tyrosinkinaserezeptor, VEGFR-3,
bindet nicht VEGF-A. In Endothelzellen wird die Wirkung von VEGF-A
hauptséachlich tber VEGFR-2 vermittelt, so dass wir uns in der vorliegenden
Arbeit auf diesen konzentriert haben. VEGFR-2 ist ein 230 kDa Protein ohne
weitere Splice-Varianten (Petrova et al. 1999). Bei Bindung von VEGF-A 165
kommt es zur Rezeptordimerisierung und -—aktivierung mit konsekutiver
Transduktion von Signalen mit Einfluss auf die zellularen Funktionen
(Matsumoto, Mugishima 2006). Einige der involvierten
Signaltransduktionsmolekile sind bereits identifiziert worden. Nach Aktivierung
von VEGFR-2 durch VEGF-A 165 konnte die konsekutive Aktivierung von
Extrazellularer signal-regulierter Kinase (ERK) und von p38 mitogen-aktivierte
Proteinkinase (p38 MAPK) nachgewiesen werden (Matsumoto, Mugishima
2006). Ebenfalls ist die Involvierung des Signaltransduktionsmolekiils Akt
gezeigt worden, das durch Inhibierung pro-apoptotischer Signalkaskaden, unter
anderem Uber die Hemmung der Caspase 9, das endotheliale Zelliberleben
steigert (Petrova et al. 1999; Matsumoto, Mugishima 2006).

Zusatzlich konnte Neuropilin-1 (NP-1) als Korezeptor fir VEGFR-2 identifiziert

werden (Zachary 2001; Neufeld et al. 1999). NP-1 ist ein 130-140 kDa grof3es
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Oberflachenglykoprotein auf Endothelzellen (Wang et al. 2003; Wang et al.
2007). Bei Koexpression von NP-1 und VEGFR-2, ist die Bindung von VEGF-A
165 viermal starker als bei alleiniger VEGFR-2 —Expression (Zachary 2001,
Wang et al. 2003; Wang et al. 2007). Mittlerweile ist bekannt, dass NP-1 auch
unabhangig von VEGFR-2 wichtige Funktionen erfullt: Das Uberleben und die
Migration von Endothelzellen sowie deren Adhasion an Substanzen der
extrazellularen Matrix, induziert durch VEGF, kénnen von NP-1 vermittelt
werden, auch ohne Kooperation mit VEGFR-2. Ein Mechanismus fur die
VEGFR-2-unabhangige, NP-1- spezifische Kontrolle des anti-apoptotischen
Signalweges von VEGF in Endothelzellen wird vermittelt Gber Aktivierung von
PI13/Akt und p53 und die Caspasenkaskade (Wang et al. 2007). Die genaue
Bedeutung von NP-1 innerhalb des komplexen Netzwerkes der VEGF-
Signalweiterleitung ist noch unbekannt.

Die Wirkung von VEGF-A 165 wird auch tber Wechselwirkungen von Integrinen
und VEGFR-2 beeinflusst. Integrin av@3 ist in die VEGF-abhangige Regulation
von Zelladhasion, Zellzyklus und Zelliberleben involviert (Petrova et al. 1999).
So ist nachgewiesen worden, dass die VEGFR-2-Phosphorylierung und die
VEGF-induzierte Mitogenitat in HUVEC verstarkt waren, die auf dem avp3-
Liganden Vitronektin kultiviert wurden. Das bedeutet., dass bestimmte Integrine
wie avB3 zur vollen Aktivitat von VEGFR-2 und damit zu einer gesteigerten
VEGF-Wirkung auf Proliferation und Migration beitragen (Petrova et al. 1999;
Zachary 2001). Es gibt Hinweise auf eine Beteiligung von PI3K / Akt oder Bcl-2
und Al an der Ubermittiung von Uberlebenssignalen. Nachgewiesen ist die
VEGF-induzierte Phosphorylierung von PI3K und Akt. Diese Wirkung wird nur
Uber den VEGFR-2 vermittelt und ist durch den spezifischen PI3K-Inhibitor
Wortmannin hemmbar (Gerber et al. 1998a). AulRerdem ist gezeigt worden,
dass VEGF uber vermehrte mRNA-Produktion und Proteinexpression von Bcl-2
und Al einen protektiven Effekt auf Endothelzellen vermittelt (Gerber et al.

1998b). Eine genaue Definition der Signalkaskaden existiert jedoch nicht.
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1.5 Poly (ADP-ribose) polymerase, PARP

Das DNA-reparierende Enzym PARP bindet DNA und repariert DNA-
Strangbriche. Somit wirkt es den wahrend der Apoptose aktivierten
Desoxyribonucleasen entgegen. Entsprechend fiihrt die Spaltung von PARP zur
DNA-Fragmentation und Einleitung des apoptotischen Zellabbaus. Bisher sind
mindestens 18 Enzyme der PARP-Superfamilie bekannt. Wir konzentrieren uns
jedoch auf PARP-1, welches fiur Uber 90% der zellularen Poly(ADP-
ribosyl)ationskapazitat verantwortlich ist. PARP-1 ist ein 116 kDa- Enzym und
stark konserviert. Es konnte in den meisten Eukaryonten nachgewiesen
werden, was auf (eine) wichtige physiologische Funktion(en) hinweist. PARP
hat einen schitzenden Effekt auf das Uberleben von Zellen und die
Instandhaltung der genomischen Integritat (Burkle 2001; Virag et al. 2002). Der
primare Aktivierungsmechanismus fir PARP-1 wird durch DNA-Briiche
induziert. Die biologischen Wirkungen von PARP-1 sind vielfaltig: Zum Einen
kann es die Exzisionsreparatur von DNA-Basen verstarken. Auf3erdem wirkt es
Uber die Instandhaltung der genetischen Integritat, auf Replikationsebene, auf
dem Level der Transkription und der Proteindegradation (Virag 2005). Im
Rahmen der Apoptose ist PARP-1 ein Ziel der Caspasenkaskade, genauer der
Effektorcaspase 3, und wird von ihr gespalten. Im Umkehrschluss fihren
erhohte PARP-Level in der Zelle (z.B. durch virale Infektion) zu erniedrigter und
verspateter Apoptoseinduktion (Sacco et al. 2003; Tesfaigzi et al. 1998).

Aber zusatzlich zu diesen die Zelle schitzenden Wirkungen kann PARP auch
als pro-apoptotischer und proinflammatorischer Faktor wirken. Bei exzessivem
DNA-Schaden in einer Zelle als Folge von oxidativem Stress kommt es zur
Uberaktivierung von PARP. Diese hat zur Folge, dass die Zelle, anstatt
Apoptose einzuleiten, den nekrotischen Zelltod stirbt (Virag 2005). Dieser
Mechanismus scheint in der Pathogenese von bleibenden Schaden nach
ischamischen Organinfarkten wie Myokardinfarkt und Apoplex eine
entscheidene Rolle zu spielen (Virag 2005). Im Rahmen der endothelialen
Dysfunktion bei Diabetes mellitus zeigte sich im Tiermodell, dass PARP Uber
Verbrauch des zellularen NAD® die Empfindlichkeit der Zellen gegeniiber
physiologischen Stimuli steigert. In der Folge sterben die tberempfindlichen

Zellen bereits an unterschwelligen Todesreizen (Virag 2005). Aul3erdem ist



PARP in komplexer Weise an akuten und chronischen entzindlichen
Erkrankungen, wie Arthritis, Colitis, Dermatitis, Uveitis und Asthma bronchiale,
beteiligt (Virag 2005). Uber Stabilisierung der NFkB- und AP-1-induzierten
Expression von Entzindungsmediatoren scheint PARP hierbei maf3geblich die
entziindliche Aktivitat zu unterstitzen. Daher fihrt die pharmakologische
Hemmung von PARP zu ausgepragtem Schutz vor Gewebsverletzungen bei
Apoplex, Diabetes, diabetischer endothelialer Dysfunktion, Myokardinfarkt,
Schock, und den oben genannten entztindlichen Erkrankungen (Virag 2005).

PARP hat also unterschiedliche Funktionen bei verschiedenen Zelltypen und
Aktivierungszustanden von Zellen. Die Bedeutung fir die Endothelapoptose

erschien daher als ein weiterer wichtiger Untersuchungsgegenstand.

1.6 Signaltransduktion bei Apoptose und Zelliberleben
vaskularer Zellen

In der Regulation von Zelliberleben, Proliferation und auch Apoptose spielen
verschiedene Signaltransduktionsmolekile eine wichtige Rolle, insbesondere
die mitogen-aktivierten Proteinkinasen (MAPK) p38 MAPKSs, die extrazellulare
signal-regulierte Kinase-1 und -2 (ERK-1 und -2), die c-Jun NH,-terminale
Kinase (JNK/SAPK) sowie Phosphatidylinositol-3-Kinase (P13) / Akt.

Die Familie der MAPK spielt eine wichtige regulatorische Rolle im Hinblick auf
Proliferation und Apoptose von Zellen. Diese Proteinkinasen leiten vielfaltige
Stimuli als Signale von der Zellmembran an den Nukleus weiter (Davis 2000;
Chang, Karin 2001; Johnson, Lapdat 2002; Werlen et al. 2003). MAPKs sind
Serin/Threonin-Kinasen, die ihre spezifischen Substrate an Serin-
/Threoninresten phosphorylieren. Diese Phosphorylierung kann das Substrat
sowohl aktivieren, als auch inaktivieren und somit eine ganze Signalkaskade
an- oder auch ausschalten. Die MAP-Kinasen vermitteln Genexpression,
Mitose, Proliferation, Metabolismus, Motilitat und Apoptose von Zellen (Davis
2000; Chang, Karin 2001; Johnson, Lapdat 2002; Werlen et al. 2003). Aktiviert
werden sie Uber zweifache Phosphorylierung, die lber eine MAPK-Kinase

(MAPKK) vermittelt wird. Deren Aktivierung wiederum geschieht Uber
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Phosphorylierung durch eine MAPKK-Kinase (MAPKKK). Somit werden die
MAPKSs Uber eine Kinasen-Signalkaskade aktiviert (Davis, 2000).

Die MAPK-Familie besteht aus drei Mitgliedern: den extrazellularen Signal-
regulierten Kinasen, ERKs, den c-Jun NH,-terminalen Kinasen, JNKs, und den
p38 MAPKs. Jedes Familienmitglied hat seine Subfamilie: ERK-1 und ERK-2,
JNK-1, -2 und-3, sowie p38 MAPK a, B, y und d& (Davis 2000; Chang, Karin
2001; Johnson, Lapdat 2002).

ERK-1 und ERK-2 sind gut charakterisierte MAPKs, die als Reaktion auf
Wachstumsstimuli aktiviert werden. Die sog. ,Stresskinasen“ JNKs und p38
MAPKs werden als Antwort auf unterschiedliche Stressoren aktiviert, wie
Anderung der Osmolaritat, DNA-Schadigung, Hitze, Ischamie, entziindliche
Zytokine und UV-Bestrahlung. Alle MAPKSs sind in Proliferation, Differenzierung,
Zellmigration und Zytoskelett-Reorganisation, dartber hinaus aber auch in
Stressreaktionen und den Zelltod involviert (Davis 2000; Chang, Karin 2001;
Johnson, Lapdat 2002; Dent et al. 2003). Akt ist eine PI3K nachgeschaltete
Proteinkinase. Die gemeinsame Beteiligung beider Kinasen an anti-
apoptotischen Signalwegen in unterschiedlichen Zelltypen, wie Endothelzellen,
Neuronen und VSMC, ist in der Literatur gut belegt (Downward 1998; Gerber et
al. 1998a). Aus diesen vielfaltigen Funktionen der Signalmolekile wird die
Komplexitat dieses Netzwerks zur Entscheidung Uber Leben und Tod einer
Zelle deutlich. Alle diese Signalmolekile haben wichtige Funktionen innerhalb
dieses Netzwerkes und sind daher auch Untersuchungsgegenstand der
vorliegenden Arbeit im Rahmen der Analyse einer moglichen Beteiligung an

VEGF-getriggerten, anti-apoptotischen Signalwegen.

1.7 Fragestellung und Zielsetzung

Die Apoptose und insbesondere die Endothelzellapoptose hat eine wichtige
Bedeutung fur die Entwicklung von Arteriosklerose und stellt einen
entscheidenden Faktor fir die Entstehung und die Progression der
Arteriosklerose dar. Verschiedene anti- und pro-apoptotische Faktoren spielen

bei Arteriosklerose eine Rolle, wie der Wachstumsfaktor VEGF als starkster
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anti-apoptotischer Faktor fir Endothelzellen. VEGF bewirkt eine ausgepragte
Stimulation von Proliferation, Migration und Angiogenese, hierzu gibt es
zahlreiche Untersuchungen (Neufeld et al. 1999; Zachary 2001). Zur anti-
apoptotischen Wirkung von VEGF gibt es jedoch nur wenige Daten, die die
potente Apoptose-hemmende Wirkung von VEGF an Endothelzellen nicht
ausreichend erklaren. Hier kdnnten verschiedene anti-apoptotische Signalwege
uber ERK -1/-2, MAPK p38, JNK und PI3K/Akt eine Rolle spielen. In der
vorliegenden Arbeit wurde die Hypothese aufgestellt, dass VEGF uber die
Regulation des DNA-Schutzproteins PARP wirkt. VEGF konnte PARP
induzieren, um die Auswirkung der Caspasenaktivierung zu neutralisieren und
so die nukledren Zellstrukturen von Endothelzellen vor der Ausfuhrung der
Apoptose zu bewahren. In Endothelzellen kdnnte VEGF Uber die Induktion von
PARP die Schwelle zur Apoptose erhéhen und so das Uberleben der
Endothelzellen unterstutzen.

In der vorliegenden Arbeit soll daher der Effekt von VEGF auf die Regulation
des intrazellularen anti-apoptotischen Proteins PARP untersucht werden.
Folgende Fragen sollen beantwortet werden:

1) Kann VEGF die durch Adhasionshemmung induzierte Apoptose an
Endothelzellen hemmen?

2) Induziert der Wachstumsfaktor VEGF die Expression des
Apoptoseschutzproteins PARP in Endothelzellen? Auf welcher
intrazellularen Ebene wird die durch VEGF induzierte Expression von
PARP reguliert?

3) Uber welchen Rezeptor bzw. welche Rezeptoren wird die Wirkung von
VEGF vermittelt?

4) Welche Transduktionsmolekiile sind in die Signalvermittiung von VEGF
involviert?

5) Steht die Regulation von PARP ursachlich in Zusammenhang mit dem

anti-apoptotischen Effekt von VEGF?
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2 Materialien und Chemikalien

2.1 Zellkultur

2.1.1 Zelllinien

HUVEC-c Primare Nabelschnurvenen-
Endothelzellen, gepoolt von 5
Spendern (Promo-Cell, Heidelberg)

EA.hy. 926 Immortalisierte makrovaskulare
Endothelzelllinie, Fusion von HUVEC
mit humaner pulmonaler
Adenokarzinomlinie A549 (Edgell et al.
1983)

hCMEC/D3 Immortalisierte mikrovaskuléare

Endothelzelllinie, humane
zentralnervose, mikrovaskulare
Endothelzellen, lentiviral transfiziert mit
hTERT und SV40-T (Weksler et al.
2005)

2.1.2 Zellkulturmedium, -zusatze & -chemikalien

Antibiotic-Antimycotic-Solution

PAA Laboratories GmbH

DMSO Merck
Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline | PAA Laboratories GmbH
Endothelial Cell Growth Mix Promo-Cell

FCS (Fetal Calf Serum) Gold

PAA Laboratories GmbH

Hepes BSS Detach-Kit-30, Promo-Cell
Isopropanol Roth
Supplement Mix Promo-Cell

Trypsin/EDTA-Lsg. 0.4%

Detach-Kit-30, Promo-Cell

Trypsin-Neutralisationslsg. (TNS) aus
Sojabohnen 0.05%

Detach-Kit-30, Promo-Cell

2.1.3 Zellkulturmaterialien & -gerate

Brutschrank BBD 6220 Heraeus
Sterilbdnke HERA Safe und HERA | Heraeus
Safe H 12

Sterile 6-Well-Platten mit Deckel Nunc
Zellkulturflaschen 75 cm?2 Nunc
Zellkulturschalen mit Deckel, 60x15 | Nunc

mm
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| Zentrifuge

| Heraeus

2.1.4 Chemikalien fur Inkubationsversuche

Actinomycin D Sigma

bFGF Peprotech

BSA Albumin Fraktion V Serva

Cycloheximid Sigma

cRGDfV Bachem

TGF-B Peprotech
VEGF-165 R&D Systems GmbH
VEGFR-2-Inhibitor SU 5416 Calbiochem

2.2 RNA-Aufreinigung aus Einzelzellsuspensionen

2.2.1 Chemikalien

APL —Puffer

AllPrep RNA/Protein Kit, Qiagen

3-Mercaptoethanol

Sigma

Ethanol (96 %; 70%)

Roth

RLT-Puffer
RW1-Puffer
RPE-Puffer
RNase-freies Wasser

AllPrep RNA/Protein Kit, Qiagen

2.2.2 Materialien & Gerate

AllPrep Mini Spin Séaulen in einem 2.0
ml Sammelréhrchen

AllPrep RNA/Protein Kit, Qiagen

RNeasy Mini Spin S&ulen in einem 2.0
ml Sammelréhrchen

AllPrep RNA/Protein Kit, Qiagen

Kihlzentrifuge BIOFUGE fresco Kendro
Sammelréhrchen (2.0 mi, 1.5 ml) Eppendorf
Vortexer Heidolph

2.3 RNA-Konzentrationsbestimmung

2.3.1 Chemikalien & Gerate

RNase freies Wasser

AllPrep RNA/Protein Kit, Qiagen

Ultraspec 3100pro UV/Visibel
Spectrophometer

Biochrom
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2.4 Verdau der DNA
2.4.1 Chemikalien

Desoxyribonuclease | Amplifikation | Invitrogen
Grade

RNase freies Wasser Qiagen
2.4.2 Materialien & Geréate

HLC Block Thermostat HLC-Biotech
Mikrozentrifugenrdéhrchen (0.5 ml) Eppendorf

2.5 Reverse Transkription
2.5.1 Chemikalien

10xDNAse Puffer
dNTP
Omniscript Reverse Transkriptase

Omniscript® Reverse
Kit, Qiagen

Transcription

Oligo-dT 18 Primer Promega
2.5.2 Materialien & Geréate

Biometra TRIO-Thermoblock Biometra
Mikrozentrifuge 22R Hettich
2.6 Qualitative PCR

2.6.1 Chemikalien

Ethidiumbromidlésung Roth
Gel-Loading-Solution Typ 1 Sigma
HotStarTaq Master Mix Qiagen
PeqGOLD 100bp DNA-Leiter Peglab

Primer (sense und antisense)
PARP, GAPDH

Eurofins Operon

Qiaex Il Gel Extraction Kit Qiagen
ROTI® Agarose Ultra-Qualitat Roth
TBE-Puffer
100 mM TRIZMA Base Sigma
90 mM Bor-Séaure Sigma
4 mM NaEDTA (EDTA
Dinatriumsalz Dihydrat ) Roth
NaOH (Natriumhydroxid Platzchen) Merck
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2.6.2 Gerate

Biometra TRIO-Thermoblock Biometra

Geldokumentationsstation: BioRad
GelDoc 2000 imaging system

2.7 Quantitative PCR
2.7.1 Chemikalien

QuantiTect ™SYBR®Green PCR | Qiagen
Master Mix

Primer Eurofins Operon

2.7.2 Material & Gerate

Light-Cycler® LC II Roche
Light-Cycler® Capillaries (201) Roche
LC®-Software, Version 5.32 Roche

2.8 RNA-Interferenz (RNAI)
2.8.1 Chemikalien:

RNAi Human/Mouse Starter Kit Qiagen
HiPerFect Transfection Reagent
AllStars Negative Control siRNA, Alexa
Fluor® 488 Labeled

siRNA Suspension Buffer

Flexi Tube siRNA Qiagen
(PARP)

2.9 Flowzytometrische Bestimmung der apoptotischen Zellen
2.9.1 Chemikalien

Annexin V-FITC Annexin V-FITC Kit, Immunotech
10 x Bindungs-Puffer
Propidium lodid

BSA Albumin Fraktion V Serva

Dulbecco’s Phosphate-Buffered Saline | PAA Laboratories
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2.9.2 Materialien & Gerate

Durchflusszytometer FACSort 4CS BD Biosciences
FACS-Ro6hrchen BD Biosciences
Kuhlzentrifuge BIOFUGE fresco Kendro
Sammelréhrchen (1.5 ml) Eppendorf
Software: Mac OS 8.6 Apple
Spitzbodenréhrchen (15.0 ml) Sarstedt
Vortexer Heidolph

2.10 Vitalitatstest mittels Trypanblaufarbung

2.10.1 Chemikalien

Trypanblau (Trypan blue solution
0,4%)

Sigma

Dulbecco’s Phosphate-Buffered
Saline

PAA Laboratories

FCS (Fetal Calf Serum) Gold

PAA Laboratories

2.10.2 Materialien

| Cell Counter Casy Ton

| Scharfe Systems

2.11 PARP-Aktivitatsassay
2.11.1 Chemikalien

3-Aminobenzamide
PARP-HSA Enzyme
PARP Buffer

10 x PARP Cocktall
10 x Activated DNA
10 x Strep-Diluent
Strep-HRP
TACS-Sapphire™

PARP Universal Corlorimetric Assay
Kit, R & D-Systems

Complete Protease Inhibitor Roche

NaCl 0,4 M Sigma Aldrich

Tween 20% Roth

2.11.2 Materialien

96-Well-Platte PARP Universal Corlorimetric Assay

Kit, R & D-Systems

Mikrotiterplattenreader Sunrise mit der
Photometersoftware Magellan

Tecan
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2.12 Immunfluoreszenz
2.12.1 Chemikalien

5 % Formaldehyd/PBS Acros
5 % Ziegenserum Dianova
Primarantikorper:
Anti-VEGFR-2 1:1000 in PBS Biosource
Anti-NP-1 1:100 in PBS Invitrogen
Sekundarantikdrper: Dianova
Cyanocyanin 2 Anti-rabbit 1:200
Cyanocyanin 3 Anti-rabbit 1:200
DAPI (4',6-Diamidino-2'-phenylindol) Sigma
2.12.2 Gerate

| Inversmikroskop 1X81 | Olympus

2.13 Protein-Aufreinigung aus Einzelzellsuspensionen

2.13.1 Chemikalien

APL —Puffer

AllPrep RNA/Protein Kit, Qiagen

Azeton

Acros

Complete Protease-Inhibitor Tablette

Roche

2.13.2 Materialien & Gerate

AllPrep Mini Spin Saulen in einem 2 ml
Sammelréhrchen
Protein Cleanup Mini Spin S&ulen

AllPrep RNA/Protein Kit, Qiagen,

Kuhlzentrifuge BIOFUGE fresco

Kendro

Sammelréhrchen (2.0 ml, 1.5 ml)

Eppendorf

2.14 Protein-Konzentrationsbestimmung

2.14.1 Chemikalien

Reagenz A,
Reagenz B,
Albumin Standard

BCA Protein Assay Kit, Pierce

2.14.2 Materialien & Gerate

Brutschrank BBD 6220 Heraeus
Mikrotiterplattenreader Sunrise Tecan
mit der Photometersoftware Magellan
Schittelinkubator GFL3031 GFL
96-Well-Microtiterplatte Nunc
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2.15 Western-Blot

2.15.1 Chemikalien
Ammonium-Persulfat Roth
Blotpapier Kobe

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline

PAA Laboratories

Entwicklungslésung Agfa
Filmpapier Amersham
Luminiszenzlésung SuperSignal West Pico

Chemilumineszenz-Substrat, Pierce

Marker: Bench Marker Invitrogen

Milchpulver Roth

Ponceaul6sung Sigma

Rotiphorese Gel 30 Roth

SDS Roth

Membran Milipore

TEMED Serva

2.15.2 Puffer

10 x Laufpuffer 1 % SDS Roth
2,8 % Glycin Roth
7,5 M TrisBase Roth
H,O dest. Braun

Probenpuffer 1,5 M Tris Roth
20 % SDS Roth
Glycerin Roth
B-Mercaptoethanol Sigma
Bromphenolblau Sigma
H,O dest. Braun

Sammelgelpuffer 0,6 % SDS Roth
1,5 M Tris Base Roth
H,O dest. Roth
HCL (zu pH 6,8) Roth

Transferpuffer 48 mM TrisBase Roth

(Semi-dry-Puffer) 39 mM Glycin Roth
0,04 % SDS Roth
20 % Ethanol absolut Roth
H,0 dest. Braun

Trenngelpuffer 0,4 % SDS Roth
1,5 M TrisBase Roth
H,O dest. Braun
HCL (zu pH 8,8) Roth
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2.15.3 Primarantikorper

Anti-PARP rabbit-anti-human Cell-Signaling
(polyklonal), 1:1000
goat-anti-human R&D Systems
(polyklonal), 1:1500
mouse-anti-human Sigma, clone C-2-10
(monoklonal), 1:1000

Anti-Akt, rabbit-anti-human Cell Signaling

Anti-phospho-Akt (polyklonal)

(Ser473 und Thr308) 1:500

Anti-SAPK/JINK rabbit-anti-human Cell Signaling

Phospho-SAPK/INK (polyklonal)

(Thr183/Tyr185) 1:500

Anti-p44/42 MAP kinase | rabbit-anti-human Cell Signaling

Anti-phospho-p44/42 (polyklonal)

MAP kinase | 1:500

(Thr202/204)

Anti-p38 MAP kinase rabbit-anti-human Cell Signaling

Anti-phospho-p38  MAP | (polyklonal)

kinase (Thr180/Tyr182) 1:500

2.154 Sekundarantikorper

Anti-Goat-1gG rabbit-anti-goat Sigma
(polyklonal), 1:2000

Anti-Mouse-IgG goat-anti-mouse Sigma
(polyklonal), 1:1000

Anti-Rabbit-1gG goat-anti-rabbit Sigma

(polyklonal), 1:2000

2.15.5 Software

GelDoc 2000 Imaging System BioRad
Quantity One, Version 4.5 BioRad.
TINA-Quant, Version 2.09c Raytest
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3 Methoden

3.1 Zelllinien und Zellkultivierung

In allen Experimenten wurden zwei verschiedene Zellarten verwendet: Zum
Einen die Zelllinie EA.hy926, eine humane makrovaskulare Endothelzelllinie
(Edgell et al. 1983), zum Anderen humane Endothelzellen aus der
Umbilicalvene (HUVEC). Die VEGF-Stimulationsversuche mit anschlie3ender
Apoptosemessung  wurden auch in  hCMEC/D3, einer humanen
mikrovaskuldren Endothelzelllinie (Weksler et al. 2005), reproduziert (4
Versuchswiederholungen). Im Rahmen der Versuchsprotokolle wurden die
Zellen in einer 75 cm? Kulturflasche mit 15 ml PromoCell Endothelial Cell
Growth Mix in Serum- und Zusatz-freiem Medium inkubiert. Fir optimale
Proliferationsbedingungen wurde das Medium alle zwei Tage mit der Pipette
entfernt und durch frisches Medium ersetzt.

Zum Umsetzen der Zellen wurden diese mit 7,5 ml Trypsin pro 75 cm?
Kulturflasche geldst, mit der gleichen Menge Trypsin-neutralisierender Losung
(TNS) neutralisiert, bei 500 x g fur 4 Minuten zentrifugiert, in Vollmedium
resuspendiert und je nach Menge auf zwei bis drei neue, mit Vollmedium
befillte, Kulturflaschen verteilt.

Zum Wiedereinfrieren der Zellen wurden diese wie beim Umsetzen mit Trypsin
geldst, neutralisiert, zentrifugiert und danach in 900 yl FCS + 10 pyl DMSO
resuspendiert und in einem Cryotube in Isopropanol zunéchst bei -80°C
zwischengefroren und nach einigen Stunden in flissigem Stickstoff

weggefroren.

3.2 Inkubationsprotokolle

Fir alle folgenden Versuche wurden EA.hy926 bzw. HUVEC auf Vitronektin-
beschichteten (2 pg/ml) 6-Well-Platten ausgesat. Fur die VEGF-Stimulationen
wurde VEGF-165 eingesetzt, die Isoform von VEGF-A mit der starksten
biologischen Wirksamkeit am Endothel und Ligand von VEGFR-, und NP-1
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(Zachary 2001). Im Folgenden werden EA.hy926 bzw. HUVEC vereinfachend
nur als EC bezeichnet. Die Versuche zur Dosis-Abhangigkeit (siehe 3.2.1) und
Apoptosehemmung durch VEGF (siehe 3.2.2) wurden in mikrovaskularen
hCMEC/D3 reproduziert. Alle Experimente erfolgten im Duplikat oder Triplikat

und wurden drei- bis siebenmal wiederholt

3.2.1 Protokoll fir Zeit- und Dosis-Abhangigkeit der VEGF-

Inkubation

EC wurden uber unterschiedliche Zeitspannen von 4 bis 48 Stunden in
serumfreien Medium mit oder ohne VEGF inkubiert, um die Zeitpunkte der
maximalen mRNA- und Proteinproduktion von PARP zu bestimmen. Diese
Inkubationen wurden mit unterschiedlichen VEGF-Konzentrationen von 100
pg/ml bis 1 pg/ml (5 x 10 2 M - 5 x 10 ® M) durchgefiihrt. Nach Bestimmung
der optimalen VEGF-Konzentration fur die RNA- und Proteinproduktion bei
einmaliger VEGF-Stimulation, wurden die Inkubationsprotokolle weiter variiert.
Dazu wurden Stimulationen mit VEGF 100 pg/ml bis 1 pug/ml (5 x 10 2 M - 5 x
10 ® M) ein-, zwei- oder dreifach wiederholt in Abstanden von 16, 24 und 48
Stunden in serumfreiem Medium durchgefihrt. Dies ermdglichte den Vergleich
des Effekts einer einzigen Stimulation mit dem Resultat mehrerer VEGF-
Stimulationen.

Negativkontrollen wurden ohne Zusatz von VEGF in serumfreien Medium auf
Vitronektin inkubiert. Fur die Positivkontrollen wurden Zellen in Wells mit dem
anti-adhésiven BSA ausgesat, welches lber Adhasionshemmung Apoptose
induziert (siehe 1.2).

3.2.2 Protokoll fir Apoptosehemmung durch VEGF

EC wurden mit VEGF in serumfreien Medium und mit dem avp3-
Integrininhibitor cRGDfV (cyclo-[Arg-Gly-Asp-D-Phe-Val]) laut nachfolgend
beschriebenen Versuchsprotokollen inkubiert. cRGDfV ist ein spezifischer
Integrininhibitor, der die Adhasion von Endothelzellen an Vitronektin via Integrin

avp3 hemmt und so Apoptose induziert (Al-Fakhri et al. 2003).
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EC wurden fiir 48 Stunden mit VEGF 100 pg/ml - 100 ng/ml (5 x 10 *?-5x 10
M) inkubiert, darauf folgte die Inkubation mit dem pro-apoptotischen cRGDfV 5
pg/ml far 24 Stunden. Dieses Experiment wurde ebenfalls variiert durch zwei-
oder dreimalige VEGF-Stimulationen (in Intervallen von 16, 24 und 48 Stunden)
und nachfolgender cRGDfV-Inkubation Uber 24 Stunden. Zusatzlich wurden
Zellen auch simultan mit VEGF 100 pg/ml - 100 ng/ml (5 x 10 ** - 5 x 10 ° M)
und cRGDfV 5 pg/mL Uber 24 Stunden inkubiert. Um sicherzugehen, dass der
Effekt von VEGF kein genereller Effekt von Wachstumsfaktoren ist, wurden
Zellen in @hnlicher Weise wie oben beschrieben mit bFGF und TGF-B in den
Konzentrationen 10 ng/ml bis 1 ng/ml (5 x 10 — 5 x 10™ M) inkubiert und
anschlieend mit cRGDfV inkubiert.

Negativkontrollen wurden ohne Zusatz von VEGF in serumfreien Medium
inkubiert. Positivkontrollen wurden nur mit cRGDfV in serum-freiem Medium auf
Vitronektin-Substrat inkubiert, zusatzliche Positivkontrollen wurden auf anti-
adhasivem BSA-Substrat in serumfreien Medium inkubiert.

3.2.3 Protokoll far Signaltransduktionsinduktion von VEGF

Die zur Hochregulierung von PARP filhrende Signaltransduktion wurde
folgendermalBRen analysiert: EC wurden mit unterschiedlichen VEGF-
Konzentrationen von 100 pg/ml bis 100 ng/ml (5 x 10 2 - 5 x 10 ® M) in
serumfreien Medium Uber kurze Zeitintervalle von 15 bis 120 Minuten (15-30-
60-120 Minuten) inkubiert. Negativkontrollen ohne VEGF-Stimulation wurden

gleichermalRen mitgefihrt.

3.2.4 Protokoll fur Inkubationen mit AD und CHX

EC wurden mit VEGF 1 ng/ml bis 100 ng/ml (5 x 10 ** - 5 x 10 ° M) und mit
oder ohne Zugabe der Inhibitoren Actinomycin D (AD) 1 pg/ml
(Transkriptionshemmer) oder Cycloheximid (CHX) 2 pug/mil
(Translationshemmer) Uber 24 Stunden in serumfreien Medium auf Vitronektin-
Substrat inkubiert. Dadurch sollte ermittelt werden, ob die durch VEGF
induzierte Produktion von PARP auf transkriptionaler (AD) oder translationaler

(CHX) Ebene reguliert wird. Parallel wurden Inhibitorkontrollen mitgeflhrt,
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indem Zellen entweder nur mit 1 pug/ml AD bzw. nur mit 2 pg/ml CHX inkubiert
wurden. Negativkontrollen wurden sowohl ohne VEGF als auch ohne
Inhibitoren in serumfreien Medium auf Vitronektin-Substrat inkubiert.

3.2.5 Protokoll fur Inkubationen mit VEGF-Rezeptorinhibitor

Der spezifische VEGFR-2-Inhibitor SU5416 wurde eingesetzt, um zu
verifizieren, dass die Interaktion zwischen VEGF und VEGFR-2 an der
Hochregulation von PARP beteiligt ist. EC wurden nach einmaliger Gabe von
VEGF 1 ng/ml bis 100 ng/ml (5 x 10 ** - 5 x 10 ° M) in serumfreien Medium auf
Vitronektin-Substrat Uber 24 Stunden inkubiert, mit oder ohne Zusatz von
SU5416 in den in der Literatur beschriebenen Konzentrationen von 1-5 pM
(Bocci et al. 2004; Bischof et al. 2004), sowie zusatzlich 10 pM.
Inhibitorkontrollen wurden nur mit SU5416 durchgefuhrt und Negativkontrollen

ohne Zugabe von VEGF oder Inhibitoren.

3.2.6 Inkubationen mit siRNA

Short interfering RNA (siRNA) von PARP wurde genutzt, um den anti-
apoptotischen Wirkmechanismus von VEGF uber die Regulation von PARP zu
beweisen und quantitativ abschatzen zu kénnen. Die anti-apoptotische Wirkung
von VEGF miusste sich bei Vermittlung Gber PARP durch Blockade der PARP-
Produktion mithilfe von siRNA ganz oder teilweise aufheben lassen. In
Vorversuchen wurde der Zeitpunkt der maximalen RNA- und Protein-Reduktion
durch Analyse 24, 48 und 72 Stunden sowie 5 und 7 Tage nach Inkubation mit
PARP siRNA bestimmt. EC wurden dabei mit oder ohne VEGF 10 ng/ml

(5 x 10 *° M) inkubiert. In den Hauptversuchen wurden EC zun&chst mit
Transfektionsansatzen (siehe 3.3.2) inkubiert. Nach 24 Stunden erfolgte die ein-
bis dreimalige Stimulation der Zellen mit VEGF 1 ng/ml bis 100 ng/ml (5 x 10 **
- 5 x 10 ° M). Die Mehrfachstimulationen erfolgten in 48-stiindigen Abstanden.
Anschlie3end wurde mit cRGDfV 5 pg/ml Apoptose induziert. Wiederum 20-24
Stunden spater erfolgten das Ernten der Zellen und die weitergehenden

Analysen.
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3.3 Molekularbiologische Nachweismethoden
3.3.1 mRNA-Nachweis und —Quantifizierung

3.3.1.1 RNA-Aufreinigung aus Einzelzellsuspension

Die Technik der RNA-Isolierung mit dem AllPrep RNA/Protein Kit (Qiagen)
kombiniert das selektive Binden von RNA an eine Silica-Gel-Membran mit der
gleichzeitigen Aufreinigung von Proteinen (siehe 3.3.6.1). Ein Puffersystem mit
hohem Salzgehalt ermdglicht die Bindung von RNA, die langer als 200 Basen
lang ist, an eine Silica-Gel-Membran. Dadurch ist diese Technik relativ
spezifisch fur mRNA, denn nur diese ist grol3er als 200 Nukleotide. Die Proben
werden mit einem denaturierenden Guanidine-Isothiocyanate Puffer (RLT-
Puffer mit 3-Mercaptoethanol) versetzt, welcher sofort RNAsen inaktiviert und
die Zellen lysiert.

Die Zellen wurden wie in 2.1 beschrieben gewonnen, zentrifugiert und der
Uberstand abgenommen. Maximal 1 x 10’ Zellen aus dem Pellet wurden in 700
ul RLT-Puffer aufgenommen und durch mehrmaliges Pipettieren homogenisiert
und lysiert. Die homogenisierten Proben wurden mit 700 pl 70%igem Ethanol
gemischt und jeweils auf eine Spin Saule gegeben. Mit drei
aufeinanderfolgenden Waschschritten in RW1- bzw RPE-Puffer wurden
Zellreste und Kontaminationen entfernt. Mit einem letzten Zentrifugationsschritt
wurden alle noch vorhandenen Pufferreste entfernt und die aufgereinigte RNA
konnte in 30 pl RNAse-freiem Wasser von der Sdule gelost werden.

3.3.1.2 RNA-Konzentrationsbestimmung

Die Konzentration der mRNA wurde photometrisch bestimmt. Die RNA wurde
1:50 mit RNAse-freiem Wasser verdinnt und tber Messung der Absorption der
Probe bei 260 nm wurde der RNA-Gehalt ermittelt. Durch gleichzeitige
Messung der Absorption bei 280 nm und Ermittlung des Quotienten aus der

Absorption bei 260 nm und 280 nm konnte zudem eine Aussage uber die
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Reinheit der RNA-Probe gemacht werden. Bei Proben mit hohem Reinheitsgrad

liegt dieser Quotient zwischen 1,8 bis 2,0.

3.3.1.3 Verdau der DNA

Um die gegebenenfalls vorhandene DNA aus der RNA-Probe zu entfernen,
fuhrte man einen DNase-Verdau durch. Hierzu wurde das Enzym
Desoxyribonuclease | (DNase ) verwendet. Die RNA (1 pg/ul in RNase-freiem
Wasser) wurde mit 1 U DNase | und 1 pl Reaktionspuffer vermischt (zu
insgesamt 10 ul Reaktionsvolumen) und bei Raumtemperatur inkubiert. Die
Reaktion des DNA-Abbaus wurde nach 15 Minuten durch Zugabe von 1 ul
EDTA (25 mmol/l) und Inkubation bei 65°C gestoppt. Die DNA-freie RNA wurde
bei -80°C gelagert.

3.3.1.4 Reverse Transkription

Fur die weitere Analyse wurde die mRNA mithilfe von Reverser Transkription in
cDNA umgeschrieben. Die Technik der Reversen Transkription basiert auf der
Verwendung von retroviraler Reverser Transkriptase und einem Oligonukleotid
(Oligo-dT i1g), das zum 3’Ende eukaryotischer mRNAs komplementar ist,
welches zahlreiche Adeninreste besitzt (,Poly-A-Schwanz®).

Die Reverse Transkription wurde mithilfe des Omniscript Kits (Qiagen)
durchgefuhrt. Dazu wurden zu jedem Ansatz (20 pl Reaktionsvolumen mit
MRNA 1 pg/pl) 0.5 mmol/l dNTP Mix, 1 pmol/l Oligo-dT.g Primer, 4 U der
Reversen Transkriptase, 10 U RNase-Inhibitor und Rnase-freies Wasser
pipettiert. Fur die cDNA-Synthese wurden die Reaktionsansatze zunéchst fiir 60
Minuten bei 37°C inkubiert. Durch Hitzeinaktivierung der Reversen
Transkriptase bei 93°C fur 5 Minuten wurde die Reaktion beendet. Die
entstandene cDNA konnte bis zur Weiterverarbeitung bei -20°C gelagert

werden.
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3.3.1.5 Qualitative Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) zur

Herstellung der externen Standards

In der Polymerase-Ketten-Reaktion kann man beliebige DNA-Abschnitte
amplifizieren und diese anschlieRend in einer Gelelektrophorese sichtbar
machen (Coen 1999). Sie wurde zur Herstellung der externen PCR-Standards
fur die Real-time PCR genutzt.

Das Ziel der PCR ist die Amplifikation eines DNA-Abschnittes zwischen zwei
Primern. Die Temperatur wird dabei so gewahlt, dass eine spezifische
Anlagerung der Primer an die DNA-Matritze stattfinden kann. Die Primer dienen
als Ansatzpunkt fir die DNA-Polymerase, die die komplementdren DNA-
Sequenzen synthetisiert. Anschlie3end erfolgt ein Denaturierungsschritt, um die
neu entstandenen DNA-Stiicke von der Matritze bzw. im weiteren Verlauf die
Doppelstrange voneinander zu trennen. Es folgen weitere Zyklen mit der
Hybridisierung von Primern (Annealing), der DNA-Strang-Synthese (Extension)

und Denaturierung.
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PCR-Programm

Aktivierung 15 min 95°C
Denaturierung 1 min 94°C
Annealing 40 s PARP: 59°C |30

GAPH: 62°C | Zyklen

Extension 1 min 72°C
Finale 10 min 72°C
Extension

Die qualitative PCR wurde mithilfe des HotStarTaq Master Mix (Qiagen)
durchgefuhrt. Die hierbei verwendete Tag-Polymerase wird erst durch einen
Inkubationsschritt von 15 Minuten bei 95°C aktiviert.

PCR-Ansatz pl
HotStarTaq 25
Primer sense 1
(25 pmol/pul)

Primer antisense 1
(25 pmol/ul)

H>O 22
cDNA (10 ng/ul) 1
Gesamt 50

Die korrekte Annealingtemperatur war abhangig von der Sequenz der
verwendeten Primer und wurde in Vorversuchen ausgetestet. Die Primer sind in

Tabelle 3.1 gelistet.
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Zum Nachweis des PCR-Produkts wurde eine Gelelektrophorese durchgefinhrt.
Hierfur versetzte man 5 pl des PCR-Produktes mit 1 ul Gel-Loading-Solution 1
(0,25% Bromphenolblau, 0,25% Xylene Cyanol FF und 40% Saccharose) und
trug diesen Ansatz und parallel einen entsprechenden DNA-Gewichtsmarker
auf ein 1,5 % iges Agarosegel (1,5 g Agarose in 100 ml TBE-Puffer) auf. Dem
Gel wurden 5 pl Ethidiumbromid zugesetzt, welches in die doppelstrangige DNA
interkaliert und sie dadurch anfarbt. Als Laufpuffer wurde TBE-Puffer
verwendet. Die Durchfihrung der Elektrophorese erfolgte bei 100 Volt fur 1
Stunde. Visualisiert wurde das Ergebnis mit der Gel-Dokumentationsstation
unter UV-Licht. Zur Herstellung der externen Standards wurden die
spezifischen Produkte aus dem Gel herausgeschnitten und mithilfe des Quiaex
Il Agarose Gel Extraction Kit (Qiagen) extrahiert. Die Konzentrationen der DNA-

Standards wurden auf 5 x 10° Produkte/ul in Aqua dest. eingestellt.

3.3.1.6 Quantitative Polymerase-Ketten-Reaktion

Die zur Quantifizierung der PARP-1-mRNA verwendete Methode, die sog. Real-
time PCR, wurde in dem Gerat Light-Cycler 1.2 (Roche) durchgefuhrt, einer
Kombination aus PCR-Gerat und Fluoreszenzdetektor. Die PCR wurde mithilfe
von QuantiTect SYBR Green-Kit (Qiagen) durchgefihrt, der Tag-Polymerase,
dNTP Mix, PCR-Puffer und den Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green 1 enthélt.
Dieser Farbstoff ist fluoreszierend und interkaliert in doppelstrangige DNA. Die
real-time detektierte Fluoreszenzintensitat der Probe, die kontinuierlich vom
Light-Cycler gemessen wird, entspricht der Menge an erzeugtem PCR-Produkt
und damit der Kopienzahl. Nach einer festgelegten Anzahl von Zyklen wurde
eine Schmelzkurvenanalyse durchgefuhrt, dabei wurde die Temperatur in
Intervallen von 0,1°C pro Sekunde erhtht und die Fluoreszensintensitat
kontinuierlich gemessen. Jede doppelstrangige DNA hat eine spezifische
Schmelztemperatur, die definiert ist als die Temperatur bei der 50% der DNA
einzelstrangig vorliegen. Daher kann man aus dem Verlauf der Schmelzkurve
erkennen, dass nur das spezifische PCR-Produkt und keine Nebenprodukte
entstanden sind. Zur Durchfiihrung wurden 10 pl QuantiTect SYBR Green PCR
Master Mix, 0,4 ul sense Primer (50 pmol/ pl), 0,4 pl antisense Primer (50 pmol/
pl), 1 pl cDNA (20 ng) aus der Reversen Transkription und 8,2 ul Aqua dest.
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gemischt und in eine Light-Cycler-Kapillare pipettiert. Danach wurde die
Kapillare kurz anzentrifugiert und in das Gerat gestellt. Negativkontrollen
wurden ohne Zugabe von cDNA durchgefuhrt. Parallel zu den individuellen
Laufen, wurden ebenso PCR-Reaktionen fir externe Standards mit der
identischen Zielsequenz in definierter 1:5 Verdiinnungsserie von 5 x 10° bis 1 x
10° durchgefiihrt. Die externen Standards ergaben korrespondierende
Standardkurven zum Abgleich der PARP- und GAPDH-Kurven. Der Ablauf der

PCR im Light-Cycler war vom analysierten Gen abhéngig:

PARP:
Aktivierung 15 min 95°C
Denaturierung 15s 94°C
Annealing 25s 55°C 45
_ Zyklen
Extension 20s 72 °C
Finale Extension | 120 s 72°C
GAPDH:
Aktivierung 15 min 95°C
Denaturierung 15s 94°C
Annealing 30s 58°C 55
_ Zyklen
Extension 15s 72°C
Finale Extension | 120 s 72°C

Direkt im Anschluss folgte die kontinuierliche Fluoreszenzmessung wahrend
schnellen Hochheizens auf 95°C und Abkihlen auf 65°C in Intervallen von
0,1°C pro Sekunde. Wahrenddessen wurden die entstandenen PCR-Produkte
mittels Analyse ihrer Schmelzkurve charakterisiert. Elektrophorese auf einem
2,5 % Agarosegel diente dem Nachweis der Korrelation von Schmelzkurven
und Produktlangen zum Ausschluss unspezifischer Produkte. Die LC-Daten
wurden mit der LC-Software, Version 5.32, ausgewertet. Dabei wurde die
Menge der initialen Zielsequenzkopien/ul mit Hilfe der durchschnittlichen

Zykluswerte und entsprechend der externen Standardkurve in jedem Real-time
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PCR-Lauf berechnet. Die endgiltige Menge an mMRNA-Kopien pro ul
berechnete sich als Duplikation der Werte fur die cDNA-Kopien pro pl, um sie
an die unterschiedlichen Mengen von DNA-Strdngen der cDNA-Proben
(ssDNA) und der Standards (dsDNA) zu Beginn der Real-time PCR
anzupassen. Die Ergebnisse in Kopien/pl wurden zu den Ergebnissen der
GAPDH-mRNA normalisiert und als Mittelwerte des Quotienten mRNA-Kopien /
GAPDH-mRNA-Kopien angegeben. Unterschiede zwischen den Inkubationen
mit oder ohne VEGF, cRGDfV oder Inhibitoren wurden mithilfe des Student’s t-

Test auf Signifikanz getestet und bei einem p< 0.05 als signifikant angesehen.

Tabelle 3.1: Primer zur Herstellung der externen Standards und zur
Durchfuhrung der Real-time PCR:

Gen Primer sense Primer antisense Produkt-

grofiie

GAPDH | Standard: Standard:
CGT CTT CACCACGGAGA |CGGCCATCACGCCACAGTTT 300 bp
Real-time PCR: Real-time PCR:

TCT CTG CCC CCT CTG CTG |AGT GAT GGC ATG GAC TGT GGT [ 185 bp

PARP-1 | Standard: Standard:

GCA GAG TAT GCC AAG TCC | GAA AGA GAA AAG GCG ATG AGG | 300 bp
AAC AG TGG ATG

Real-time PCR: Real-time PCR:

AAG TAC GTG CAA GGG GTG |GGT ACC AGC GGT CAATCAT

110 bp
TAT

Die Primersequenzen wurden von humanen mRNA- Sequenzen in
Ubereinstimmung mit der GenBank hergeleitet, Oligo 5.0 Software (National
Biosciences) wurde verwendet, um falsche Primersites auszuschliel3en, sowie

die Dimerformation und Sekundarstrukturen zu Uberprufen.
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3.3.2 RNA-Interferenz (RNAI)

Mithilfe der RNA-Interferenz kann durch Einbringen von doppelstrangiger RNA
(dsRNA) in eine Zelle die Expression von Genen gezielt ausgeschaltet werden.
Dabei nutzt man doppelstrangige sog. ,Short-interfering“—RNA (SiRNA), ein 21-
nt RNA-Paar mit symmetrischen 2-nt 3’Enden. Die siRNA wird durch
Transfektion in die Zelle eingebracht und die mMRNA mit der gleichen Sequenz
abgebaut. Als Folge kann im Idealfall das entsprechende Protein nicht mehr
exprimiert werden. Eine effizient wirkende siRNA sollte eine ausgepréagte
Verminderung der Genexpression (um >80%) erreichen. Vor Durchfiihrung der
Experimente muss die generelle Transfizierbarkeit der Zellen gepruft werden.
EC wurden mit Transfektionsansatzen aus Fluoreszenz-markierter siRNA in
aufsteigenden Konzentrationen von 1 nM — 25 nM und dem Lipofektions-
Reagenz HiPerFect (Qiagen) Uber 24 Stunden bei 37°C inkubiert, anschlielRend
zweimal mit PBS gewaschen und der Transfektionserfolg mittels
Fluoreszenzmikroskopie (siehe 3.3.5) uberpruft. Um eine mdoglichst hohe
Transfektionseffizienz zu erreichen, wurden in Vorversuchen verschiedene
siRNAs, verschiedene siRNA-Konzentrationen (1 nM-25 nM) und verschiedene
Transfektionsreagenz-Mengen (3 pl - 9 pl/Ansatz) ausgetestet. Es wurde die
Versuchskonstellation ausgewahlt, die die héchste Repression auf mRNA- und
Protein-Ebene erzielte. Fir den Hauptversuch wurde PARP 1-5 siRNA mit der
Zielsequenz: 5’'CCGAGAAATCTCTTACCTCAA, und einer Knockdown-Effizienz
von 96% bei 10nM verwendet.

In den Hauptversuchen wurden aus Medium, PARP 1-5 siRNA und dem
HiPerFect-Reagenz  (Qiagen) die  Transfektionsansatze mit  einer
Endkonzentration der siRNA von 10 nM hergestellt. Zur Ausbildung der
Transfektionskomplexe wurden diese Ansatze bei RT fir 10 Minuten inkubiert
und anschlieBend 110 pl pro Well einer 12-Well-Platte zu den Zellen
hinzupipettiert. Nach 24-stindiger Inkubation wurde das Medium gewechselt
und das entsprechende Inkubationsprotokoll angeschlossen.
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3.3.3 Flowzytometrische Bestimmung der Apoptoserate

Die Methode der flowzytometrischen Bestimmung von apoptotischen Zellen
beruht auf der Tatsache, dass Membranbestandteile der Zellen angefarbt und
im Flowzytometer detektiert werden konnen. In einer frGhen Phase der
Apoptose verlieren die betroffenen Zellen die charakteristische Asymmetrie
ihrer Membranphospholipide, so dass das negativ geladene Phosphatidylserin
(PS) von innen an die Aul3enseite der Zellmembran gelangt. Das im Detection-
Kit enthaltene Protein Annexin V bindet mit hoher Affinitdt an PS, so dass die
sterbende Zelle angefarbt wird, noch bevor sich ihre Morphologie weiter
verandert und die DNA hydrolysiert. Die Unterscheidung zwischen Nekrose und
Apoptose als Ursache des Zelltodes gelingt mit Hilfe von Propidium-lodid (PI),
welches Zellen anféarbt, die ihre Integritat verloren haben, also entweder primar
nekrotisch geworden sind (diese Zellen sind dann nur mit Pl angefarbt), oder
zunachst die Apoptose eingeleitet haben und sekundar nekrotisch geworden
sind (diese Zellen zeigen dann sowohl ein hohes Signal fir Annexin V, als auch
fur PI). Zunachst wurden die Uberstande der Zellen gesammelt. Dann wurden
die Zellen geerntet, und bei 220 x g fur 4 Minuten zentrifugiert. Das Zellpellet
wurde dann in 500 pl PBS resuspendiert, mit dem Uberstand (enthalt tote
Zellen) zusammengefuhrt, und erneut fur 4 Minuten bei 500 x g zentrifugiert.
Die Zellen wurden in 200 pl 1 x Binding Buffer resuspendiert. Nach Abnahme
von 100 ul, wurden die tbrigen 100 pl mit je 5 pl P1 (2 pg/ml Endkonzentration)
und 1 pl Annexin-V-FITC (0.5 pg/ml Endkonzentration) fur 15 Minuten bei
Raumtemperatur in Dunkelheit inkubiert, da die Farbstoffe sehr lichtempfindlich
sind. Zu jeder Probe wurden 200 ul 1 x Binding Buffer hinzugegeben und die
Zellen wurden bei 500 x g fur 4 Minuten sedimentiert. Dieser Waschschritt
wurde einmal wiederholt, dann die Zellen in 1000 pl 1 x Binding-Puffer
resuspendiert und anschlieRend die Proben im Durchflusszytometer gemaf
Standardprotokollen gemessen.

Die Analyse erfolgte aufgrund definierter Kriterien mithilfe von mitgefuhrten
Farbekontrollen. Die Ergebnisse wurden als Mittelwerte aus drei Experimenten
im Duplikat oder Triplikat berechnet und beziffern die relative Anzahl
apoptotischer Zellen an der Anzahl aller Zellen (%) bei 20 000 gezahlten Zellen

pro Messung.
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3.3.4 Vitalitatstest mittels Trypanblaufarbung

Die Anfarbung von Zellen mit Trypanblau dient der Unterscheidung vitaler von
nicht vitalen Zellen. Nach dem Ablésen der EC durch Trypsinierung fir ca. 5
Minuten wurde durch Zugabe von TNS die Trypsin-Wirkung gestoppt. Die
Zellsuspension wurde in ein Zentrifugenrdhrchen Uberfihrt, bei 200 x g 5
Minuten abzentrifugiert, der Uberstand verworfen und die EC in PBS (pH 7,4)
resuspendiert. Die Zellzahl wurde automatisiert ermittelt mithilfe des Casy Cell
Counters und die Zellzahl auf 1 x 10° Zellen / ml eingestellt. 100 pl
Zellsuspension wurden mit 20 pl Trypanblau (0,4 %, Sigma) vermischt, nach 30
Sekunden Farbezeit je 20 ul gefarbte Zellsuspension in eine Neubauer-Kammer
geflullt und die Zellen bei wenig gedffneter Blende gezahlt. Dabei wurden in
allen grof3en Eckquadrate die positiven (dunkelblau) und negativen (ungefarbt)
Zellen ausgezahlt. In der Regel wurden 200 Zellen bei Versuchsdurchfiihrung
im Duplikat gezahlt. Nach Ermitteln der Mittelwerte konnte der prozentuale
Anteil vitaler Zellen berechnet werden.

3.3.5 PARP-Aktivitatsassay

Das PARP-Aktivitditsassay misst die Aufnahme von biotinyliertem ADP in
Histone nach Zugabe von biotinyliertem NAD+. Das aufgenommene Biotin wird
mittels Streptavidin-Peroxidase und einem Peroxidase-Substrat detektiert
(Bakondi et al. 2002).

Zur Herstellung der Zellextrakte werden nach dem Ernten der Zellen diese
zweimal in PBS gewaschen, das Pellet in 100 ul Zellextrakt-PARP-Puffer (0,4
mM Protease-Inhibitor, 0,4 M NaCl, 1% Triton-X-100) resuspendiert und 30
Minuten auf Eis inkubiert. Zur Lysierung der Zellmembranen werden die Zellen
wahrend dessen alle finf Minuten mit dem Vortexer gemischt. Dann folgt ein
15-minitiger Zentrifugationsschritt bei 10000 x g und die Uberstande werden in
neue Eppendorfgefalie tberfihrt.

Fur die folgende Ribosylierungsreaktion mussen  zunachst die
Proteinkonzentrationen der Proben bestimmt werden (siehe 3.3.6.2). Dann wird
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der PARP-Cocktail (20 pl 1 x PARP-Puffer + 2,5 pl 10 x aktivierte DNA + 2,5 pl
10 x PARP-Cocktail pro Well) hergestellt, der das fur die Messung der PARP-
Aktivitat essentielle biotinylierte NAD+ enthalt (Bakondi et al. 2002).

Davon werden 25 pl in jedes Well pipettiert. Dann pipettiert man zur Ermittlung
einer Standardkurve PARP-HSA-Enzym in 1 x PARP-Puffer in absteigenden
Konzentrationen (1 U bis 0,01 U) in 10 Wells. Zur Probenanalyse werden 20 ug
Protein pro Well pipettiert. Fur die Inhibitorkontrollen gibt man zu ausgewahlten
Proben 2 mmol/l 3-Aminobenzamid dazu. Als Negativkontrollen dienen Wells
mit 1 x PARP-Puffer. Dann wird fir 60 Minuten bei RT inkubiert.

Fir die Detektion wird die Elisa-Platte zunachst grindlich mit 1 x PBS
gewaschen. Dann wird Strep-HRP 1:500 mit 1 x Strep-Diluent verdinnt und zu
jedem Well dazugegeben und die Platte 20 Minuten bei RT inkubiert. Nach
erneut grindlichem Waschen der Platte mit 1 x PBS werden pro Well 50 pl des
blauen Farbstoffes TACS-Sapphire hinzugegeben und nach 30 Minuten
Inkubation im Dunkeln die Absorption bei 630 nm am Elisa-Reader gemessen.

3.3.6 Immunfluoreszenzmikroskopie

Die VEGF-Rezeptoren VEGFR-2 und NP-1 wurden mittels
Immunfluoreszenzmikroskopie nachgewiesen auf HUVEC und EA.hy926
kultiviert auf 12-Well-Platten mit oder ohne VEGF 10 ng/ml (5 x 10 ™*° Mol/l)
Uber 24 Stunden. Zunachst wurden die Zellen mit 5% igem Formaldehyd in
PBS fixiert, mit 5% Ziegenserum prainkubiert und dann inkubiert mit
polyklonalen Antikdrpern gegen VEGFR-2 (Biosource, 1:1000) und NP-1
(Zymed / Invitrogen, 1:100) fur 2 Stunden. In vorangehenden Experimenten
waren die optimalen Verdiunnungen fur die Antikorper in Verdlinnungsserien
getestet worden. Fur die Negativkontrollen wurden die spezifischen Antikérper
durch einen irrelevanten Antikdrper ersetzt. Die darauffolgenden Inkubationen
wurden Uber eine Stunde mit entsprechenden fluoreszenzmarkierten
Sekundarantikdrpern durchgefuhrt, markiert mit dem fluoreszierenden Farbstoff
Cy2 (Carbocyanin 2). Alle Inkubationen wurden in Doppelbestimmung

durchgefiuhrt, jedes zweite Well wurde mit dem nukledren Farbstoff DAPI (4',6-
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Diamidino-2'-phenylindol) 2 pg/ml far 20 Minuten inkubiert. Im Anschluss

wurden die Platten mit Hilfe des Inversmikroskops Olympus IX81 untersucht.
3.3.7 Proteinbiochemische Methoden

3.3.7.1 Aufreinigung von Proteinen aus Einzelzellsuspensionen

Die Proteinaufreinigung wurde mithilfe des All Prep RNA/Protein Kits (Qiagen)
durchgefuhrt (siehe 3.3.1.1). Nach Binden der RNA an der AllPrep-Saule wird
das Eluat mit der Proteinfraktion auf die Proteinsdule pipettiert und bei 240 x g 3
Minuten zentrifugiert. Dadurch erhalt man im Eluat das aufgereinigte Protein,
welches man nach Zugabe von Proteinase-Inhibitor-Cocktail weiterverarbeiten

kann.

3.3.7.2 Proteinkonzentrationsbestimmung

Die Konzentration der aus EC aufgereinigten Proteine wurde photometrisch
bestimmt. Hierzu wurde das BCA Protein Assay Kit (Pierce) verwendet.

Dieses Assay kombiniert die Reduktion von Cu2* zu Cu® durch Protein in einer
alkalischen Losung mit der sensitiven und selektiven Detektion von Cu® durch
Bicinchoninsaure (BCA). In einem ersten Schritt wird dabei das Prinzip der
Biuret-Reaktion genutzt: in alkalischer Lésung verbinden sich Peptide mit
mindestens drei Aminsosauren mit Kupferionen zu einem farbigen Chelat. Die
Intensitat der entstehenden Farbe ist proportional zur Anzahl der beteiligten
Peptidbindungen. Im zweiten Schritt reagiert dann BCA mit den im ersten
Schritt entstandenen Kupfer-Kationen. Durch Chelatierung eines Kupferkations
mit zwei Molekilen BCA entsteht das lilafarbene Reaktionsprodukt. Dieses
zeigt mit zunehmender Proteinkonzentration eine streng lineare
Absorptionszunahme bei 562 nm.

Zur Durchfihrung wurden eine Standardreihe, zwei Leerproben (H,O dest.),
sowie 25 ul der zu untersuchenden Proben in eine 96-Well-Platte pipettiert und
diese nach Zugabe von 200 ul des hergestellten Arbeitsreagenz ftr 30 Minuten
bei 37°C inkubiert. Nach Abkuhlen der Platte wurde die Absorption der Proben
bei 562 nm gemessen und die Proteinkonzentrationen der einzelnen Proben

berechnet.
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3.3.7.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) ist eine analytische Methode zur
Auftrennung von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht (Laemmli 1970). Dafur
wurden ein 7,5%-iges Trenngel (2,5 ml Rotiphorese Gel 30, 2,5 ml
Trenngelpuffer, 5,0 ml Wasser, 50ul 10% APS, 5 pyl TEMED) und ein
Sammelgel (360 pl Rotiphorese Gel 30, 600 pl Sammelgelpuffer, 1,4 ml
Wasser, 10 pl 10% APS, 3 pl TEMED) hergestellt, in deren Taschen jeweils 30
pg der zuvor mit Probenpuffer versetzten und bei 95°C denaturierten
Proteinprobe pipettiert wurden (20 upl Gesamtvolumen pro Tasche). Die
Elektrophorese erfolgte bei 40 mA, 200 V, fir ca. 1 Stunde.

3.3.7.4 Membrantransfer von Proteinen (Western-Blot)

Die in einem SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennten Proteine wurden durch einen
Elektrotransfer auf eine PVDF-Membran (Milipore) dbertragen, um daran
anschlieBend die Detektion der untersuchten Proteine durchzufihren (Towbin
1979). Zunachst wurden sechs Filterpapiere (Whatmanfilter), das Gel, sowie
eine zurechtgeschnittene PVDF-Membran fir 10 Minuten in Semidry Puffer (48
mM TrisBase, 39 mM Glycin, 0,04 % SDS, 20 % Ethanol absolut, H,O dest)
aquilibriert. Auf die Kathodenplatte der Semidryapparatur wurden drei
Filterpapiere, die PVDF-Membran, das Gel und wiederum drei Filterpapiere
aufeinandergeschichtet, so dass die Membran unter dem Gel lag. Dann wurde
bei 12 V fur ca. 15 Minuten geblottet, d.h. die Proteine von dem Gel auf die
Membran Ubertragen, so dass sie anschlieBend weiter analysiert werden
konnten.

Um den Erfolg des Proteintransfers vom Gel auf die Membran zu kontrollieren,
wurde die Membran anschlie3end kurz in Ponceauldsung (0,1 % Ponceau S in
5% Essigsaure) angefarbt, um die Proteinbanden sichtbar zu machen und den
Bloterfolg zu kontrollieren. Die Membran wurde mit Aqua dest. entfarbt und fur
mindestens 30 Minuten in 5 % igem Milchpulver inkubiert, um unspezifische

Bindungsstellen abzuséattigen.
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3.3.7.5 Detektionsverfahren Western-Blot

FiUr die Detektion der auf die Membran transferierten Proteine nutzt man die
Immunfarbung mit spezifischen mono- oder polyklonalen Antikdrpern. Zunéchst
bindet der antigenspezifische Priméarantikbrper an das antigene Protein.
Danach erfolgt die Detektion durch einen mit Meerrettich-Peroxidase-
markierten, gegen den Primarantikdrper gerichteten Sekundarantikorper. Das
Protein kann daraufhin durch eine peroxidasevermittelte Lumineszenzreaktion
nachgewiesen werden.

Nach Inkubation (monoklonaler AK: 16 Stunden bei 4°C, Polyklonaler AK:
1Stunde bei RT) mit einem der unter 2.15.3. genannten Antikdrper in der
entsprechenden Verdinnung wurde die Membran sorgfaltig mit 1 x TTBS
gespult, mit dem entsprechenden Zweitantikorper (siehe 2.15.4) inkubiert, dann
zweimal mit 1 x TTBS gesplilt, abschlieBend mit 1 x PBS gewaschen. Nach 5-
mindtiger Inkubation der Membran in verstarkter Chemilumineszenz-Lésung
(Luminol, Santa Cruz), wurde die Membran auf Fotopapier in eine
Rontgenkassette gelegt, das Fotopapier belichtet und in der Dunkelkammer

entwickelt. Dadurch konnten die spezifischen Banden visualisiert werden.

3.3.7.6 Densitometrische Auswertung

Die Proteinkonzentrationen von PARP, der PARP-Spaltprodukte sowie aller
Signaltransduktionsmolekiile (gesamt und phosphoryliert) wurden
semiquantitativ.  bestimmt. Dazu wurden die Western-Blots einer
densitometrischen Analyse der spezifischen Banden mithilfe der Programme
GelDoc 2000 Imaging System (BioRad) und Quantity One Software, Version
4.5 (BioRad), sowie vergleichend TINA Quant Software, Version 2.09c
(Raytest) unterzogen. Diese Programme messen nach Abzug des
Hintergrundes die optische Dichte der Banden und geben diese als absolute
Zahlenwerte an. Unterschiede zwischen den einzelnen Banden wurden mithilfe
des Student’s t-Test auf Signifikanz getestet und bei einem p< 0.05 als

signifikant angesehen (siehe 3.4).
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3.4 Statistische Auswertung der Ergebnisse

Die Ergebnisse der Experimente wurden mithilfe von Microsoft Office Excel
2003 statistisch ausgewertet. Zunachst wurden alle Ergebnisse auf
Normalverteilung gepruft. Dann erfolgte die Prifung auf Signifikanz mithilfe des
Student’s t-Test. Dieser Test setzt Normalverteilung einer Wertemenge voraus,
vergleicht die Mittelwerte zweier normalverteilter Wertemengen und pruft die
Differenz der Mittelwerte auf Signifikanz. Bei einer Fehlerwahrscheinlichkeit von

p< 0.05 wurden Ergebnisdifferenzen als signifikant angesehen.
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4 Ergebnisse

4.1 VEGF hat keinen Einfluss auf ruhende Endothelzellen

Um die Wirkung von VEGF auf die Apoptoserate von ruhenden Endothelzellen
zu evaluieren, wurden EA.hy926, HUVEC und hCMEC/D3, im Folgenden
vereinfachend als Endothelzellen (EC) bezeichnet, auf mit Vitronektin
beschichteten Platten ausgesét und lUber 24 Stunden mit VEGF 100 pg/ml - 1
pg/ml (5 x 10 M — 5 x 10 ® M) stimuliert. In der statistischen Auswertung
mithilfe des Student's t-Test zeigte sich kein signifikanter Unterschied in dem
prozentualen Anteil apoptotischer Zellen zwischen der unbehandelten
Negativkontrolle und den mit VEGF in den obengenannten Konzentrationen
stimulierten EC, sowie zwischen den unterschiedlichen Konzentrationen von
VEGF (Tab. 4.1.1., Abb. 4.1.1.). Demnach hatte VEGF allein keinen Einfluss
auf die basale Apoptoserate von kultivierten EC. EC, die ohne VEGF-
Stimulation auf dem anti-adh&siven Substrat BSA ausgesat wurden
(Positivkontrolle), unterlagen einer signifikanten Steigerung der Apoptoserate.
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Abbildung 4.1.1: Einfluss von VEGF auf die basale Apoptoserate von Endothelzellen. EC
wurden auf Vitronektin-Substrat kultiviert und tber 24 Stunden mit VEGF 100 pg/ml - 1 yg/ml (5
x 10™ M — 5 x 10 ® M) inkubiert (blaue Balken rechts). Die Negativkontrolle wurde ohne VEGF
auf Vitronektin-Substrat kultiviert (hellblauer Balken), die Positivkontrolle wurde ohne VEGF-
Stimulus auf dem anti-adh&siven Substrat BSA ausgeséat (grauer Balken). Anschlieend
erfolgten die Farbung der Zellen mit Annexin-V-FITC und PI und die Messung der
apoptotischen Zellen. Dargestellt sind die prozentualen Anteile der apoptotischen EC an einer
Gesamtzellzahl von 20000 (y-Achse) als Mittelwerte aus zwei Experimenten mit identischen
Protokollen und jeweils Doppelbestimmungen der unterschiedlichen Inkubationen. Bei
Inkubation mit VEGF zeigt sich kein signifikanter Unterschied in der Anzahl der apoptotischen
Zellen im Vergleich zur Negativkontrolle. Kultivierung der Zellen auf dem anti-adh&siven BSA

induziert Apoptose.
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t-Test t-Test

Apoptoserate +- SA (Vergleich zu | (Vergleich zu
Inkubation (MW. in %) Neg.kontr.) Pos.kontr.)
Neg.kontr. 7,68 2,89 s (p<0,05)
Pos.kontr. (BSA) 44,9 0,48 s (p<0,05)
VEGF 100 pg/ml 12,95 2,22 s (p<0,05) s (p<0,05)
VEGF 1 ng/ml 11,08 6,58 ns s (p<0,05)
VEGF 10 ng/ml 8,85 3,81 ns s (p<0,05)
VEGF 100 ng/ml 11,36 0,78 ns s (p<0,05)
VEGF 1 pg/ml 9,09 4,29 ns s (p<0,05)

Tabelle 4.1.1: Einfluss von VEGF auf die basale Apoptoserate von EC. EC wurden auf
Vitronektin-Substrat kultiviert und tiber 24 Stunden mit VEGF 100 pg/ml - 1 pg/ml (5 x 10™ M —
5x107° M) inkubiert. Anschlie3end erfolgten die Farbung der Zellen mit Annexin-V-FITC und PI
und die Messung der apoptotischen Zellen. Die Negativkontrolle wurde ohne VEGF auf
Vitronektin-Substrat kultiviert, die Positivkontrolle wurde ohne VEGF-Stimulus auf dem anti-
adhasiven Substrat BSA ausgesat. Aufgefihrt sind die Mittelwerte (MW) des prozentualen
Anteils von apoptotischen EC an 20000 Zellen, die dazugehérigen Standardabweichungen (+/-
SA) aus zwei Experimenten mit identischen Protokollen und jeweils Doppelbestimmungen der
unterschiedlichen Inkubationen und die Ergebnisse des Student’s t-test. Es zeigte sich keine
signifikante Anderung der Apoptoserate ruhender EC (d.h. ohne Induktion von Apoptose) nach
einmaliger Inkubation mit VEGF in den Konzentrationen 100 pg/ml - 1 ug/ml (5 x 10 M =5 x
10 °® M). ns: keine Signifikanz im t-Test (p > 0,05); s (p<0,05): Signifikanz im t-Test erreicht.

4.2 VEGF wirkt protektiv auf Endothelzellen nach Induktion
von Apoptose

Zur Quantifizierung der anti-apoptotischen Wirkung wurden EC auf Vitronektin-
Substrat ausgesat, einmal bzw. dreimal mit VEGF 100 pg/ml — 100 ng/ml (5 %10
-12 M = 5 x 10- 9 M) stimuliert und mithilfe des avp3-Integrininhibitors cRGDfV
5 ug/ml, der Uber Aktivierung der Effektorcaspasen 3 und 7 Apoptose in
Endothelzellen induziert (Al-Fakhri et al.2003), Apoptose induziert. 24 Stunden
nach Apoptoseinduktion wurde der Anteil der apoptotischen Zellen an der
Gesamtzellzahl gemessen. Bei Apoptoseinduktion durch den avp3-
Integrininhibitor cRGDfV flihrte VEGF-Inkubation der Zellen zu einer
signifikanten Reduktion des Anteils apoptotischer Zellen im Vergleich zur
Positivkontrolle, fur die EC ohne VEGF-Inkubation mit cRGDfV behandelt

wurden (Tab. 4.2.1, Tab. 4.2.2; Abb. 4.2.1, Abb. 4.2.2). Bei dreimaliger
~52 ~



Prainkubation waren geringere VEGF-Konzentrationen ausreichend, um einen
statistisch signifikanten, protektiven Effekt zu erzielen. Die flowzytomterischen
Ergebnisse wurden durch die Ergebnisse der Trypanblau-Farbung
unterstrichen: Bei Apoptoseinduktion mit cRGDfV zeigte sich eine signifikante
Verminderung nicht-vitaler, Trypanblau-positiver Zellen bei EC mit VEGF-

Inkubation im Vergleich zu nicht vorbehandelten EC.
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+ cRGD +cRGD + cRGD + cRGD

Abbildung 4.2.1: Einfluss von VEGF auf die Apoptoserate von EC nach Induktion von
Apoptose. EC wurden auf Vitronektin-Substrat in serumarmen Medium ausgesét, einmal mit
VEGF 100 pg/ml — 100 ng/ml (5 x10 -12 M — 5 x 10- 9 M) lber 24 Stunden stimuliert und
mithilfe des avp3-Integrininhibitors cRGDfV 5 pg/ml Apoptose induziert (blaue Balken rechts).
Fir die Negativkontrolle wurden Zellen ohne VEGF-Inkubation und Apoptoseinduktion auf
Vitronektin-Substrat kultiviert (hellblauer Balken), die Positivkontrolle wurde in serumarmen
Medium auf Vitronektin nur mit cRGDfV inkubiert. 24 Stunden nach Apoptoseinduktion wurden
die Zellen mit Annexin-V-FITC und PI angefarbt und im Durchflusszytometer der prozentuale
Anteil der apoptotischen Zellen an einer Gesamtzellzahl von 20000 gemessen (y-Achse).
Angegeben sind Mittelwerte aus drei Experimenten mit identischen Protokollen und
Bestimmungen der unterschiedlichen Inkubationen jeweils im Duplikat. Signifikante Reduktion
der Anzahl apoptotischer Zellen in der Annexin-V-FITC-Analyse nach VEGF-Stimulation und
nachfolgender Apoptoseinduktion durch cRGDFfV 5 pug/ml.
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t-Test t-Test
Apoptotische , ,
(Vergleich zu | (Vergleich zu
Inkubation Zellen [%] +/- SA Neg.kontr) |Pos.kontr.)
Neg.kontr. 6,07 5,28 s (p<0,05)
Pos.kontr. (cRGD, s (p<0,05)
Apoptose) 19,63 53
VEGF 100 pg/ml + ns s (p<0,05)
cRGD 7,43 3,92
VEGF 1 ng/ml + s (p<0,05) |s (p<0,05)
cRGD 9,02 5,2
VEGF 10 ng/ml + ns s (p<0,05)
cRGD 6,87 0,96
VEGF 100 ng/ml + ns s (p<0,05)
cRGD 6,2 3

Tabelle 4.2.1: Einfluss von VEGF auf die Apoptoserate von EC nach Induktion von
Apoptose durch cRGDfV bei einmaliger VEGF-Zufuhr. Uberblick tber die Werte zu
Abbildung 4.2.1. Angegeben sind Mittelwerte (MW) des prozentualen Anteils von apoptotischen
Zellen an einer Gesamtzellzahl von 20000 aus drei Experimenten mit identischen Protokollen
und Bestimmungen der unterschiedlichen Inkubationen jeweils im Duplikat. Unter +/- SA sind
die jeweiligen Standardabweichungen aufgefiihrt, ganz rechts die Ergebnisse des Student’s t-

test. ns: keine Signifikanz im t-Test (p > 0,05); s (p<0,05): Signifikanz im t-Test erreicht.

~ 54 ~



25 -

20 1

15 1

10 1

apoptotische Zellen %

- cRGD 100 pg/ml 1 ng/ml 10 ng/ml 100 ng/mi
+ cRGD + cRGD + cRGD + cRGD
Abbildung 4.2.2: Einfluss von VEGF auf die Apoptoserate von EC nach Induktion von
Apoptose durch cRGDfV bei dreimaliger VEGF-Stimulation. EC wurden auf Vitronektin-
Substrat in serumarmen Medium ausgesat, dreimal fur jeweils 24 Stunden mit VEGF 100 pg/ml
— 100 ng/ml (5 x10 -12 M — 5 x 10- 9 M) stimuliert und mithilfe des avp3-Integrininhibitors
cRGDfV 5 pg/ml Apoptose induziert (blaue Balken rechts). Fiur die Negativkontrolle wurden
Zellen ohne VEGF-Inkubation und Apoptoseinduktion auf Vitronektin-Substrat kultiviert
(hellblauer Balken), die Positivkontrolle wurde in serumarmen Medium auf Vitronektin nur mit
cRGDfV inkubiert. 24 Stunden nach Apoptoseinduktion wurden die Zellen mit Annexin-V-FITC
und Pl angefarbt und der prozentuale Anteil der apoptotischen Zellen an einer Gesamtzellzahl
von 20000 im Durchflusszytometer gemessen (y-Achse). Angegeben sind Mittelwerte aus drei
Experimenten mit identischen Protokollen und Bestimmungen der unterschiedlichen
Inkubationen jeweils im Duplikat. Signifikante Reduktion der Anzahl apoptotischer Zellen in der
Annexin-V-FITC-Analyse nach dreimaliger VEGF-Prainkubation und nachfolgender
Apoptoseinduktion durch cRGDFfV 5 pa/mi.
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t-Test t-Test
Apoptotische , ,
(Vergleich zu (Vergleich Zu
Inkubation Zellen [%] +/- SA Neg.kontr.) Pos.kontr.)
Neg.kontr. 3,55 1,68 s (p<0,05)
Pos.kontr. (cRGD, s (p<0,05)
Apoptose) 16,86 5,12
VEGF 100 pg/ml + s (p<0,05) s (p<0,05)
cRGD 8,12 3
VEGF 1 ng/ml + s (p<0,05) s (p<0,05)
cRGD 9,03 4,4
VEGF 10 ng/mi + S (p<0,05) s (p<0,05)
cRGD 10,6 5,53
VEGF 100 ng/ml + ns s (p<0,05)
cRGD 5,17 2,96

Tabelle 4.2.2: Einfluss von VEGF auf die Apoptoserate von EC nach Induktion von
Apoptose durch cRGDfV bei dreimaliger VEGF-Stimulation. Uberblick iiber die Werte zu
Abbildung 4.2.2. Angegeben sind Mittelwerte des prozentualen Anteils von apoptotischen Zellen
an einer Gesamtzellzahl von 20000 aus drei Experimenten mit identischen Protokollen und
Bestimmungen der unterschiedlichen Inkubationen jeweils im Duplikat. Unter +/- SA sind die
jeweiligen Standardabweichungen aufgefiihrt, ganz rechts die Ergebnisse des Student’s t-Test.
ns: keine Signifikanz im t-Test (p > 0,05); s (p<0,05): Signifikanz im t-Test erreicht.

4.3 Regulation der PARP-mRNA-Produktion durch VEGF

PARP ist ein wichtiges Ziel der Caspasenkaskade, die wahrend der durch
Adhasionshemmung induzierten Endothelapoptose aktiviert wird. Die
Hochregulation von PARP konnte in pulmonalen Epithelzellen die Schwelle zur
Apoptose erhdhen (Tesfaigzi et al. 1998). Daher wurde die Wirkung des anti-
apoptotischen VEGF auf die PARP-Regulation untersucht. Zunachst wurden
EC auf Vitronektin-Substrat tber 18 Stunden mit VEGF in den Konzentrationen
von 100 pg/ml bis 1 pg/ml (5 x 10-12 M — 5 x 10 -8 M) inkubiert. Nach
Aufreinigung der mRNA erfolgte die Real-time RT-PCR auf PARP-1 mRNA. Die
Ergebnisse zeigten, dass VEGF in enger Dosis-Wirkung-Beziehung zu einer
signifikant erhéhten mMRNA-Produktion von PARP-1 mRNA fihrt (Abb. 4.3.1).
bFGF und TGF-3 haben keinen Einfluss auf die PARP-1 mRNA (ohne Abb.).
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Abbildung 4.3.1: VEGF induziert die Produktion von PARP mRNA in enger Dosis-
Wirkungs-Beziehung. EC wurden auf Vitronektin-Substrat in serumarmen Medium Uber 48
Stunden mit VEGF in den Konzentrationen von 100 pg/ml bis 1 pg/ml (5 x 10-12 M — 5 x 10 -8
M) inkubiert. Nach Aufreinigung der mRNA erfolgte die Real-time RT-PCR auf PARP-1 mRNA.
Fur die Negativkontrolle wurden EC auf Vitronektin ohne VEGF kultiviert, fir die Positivkontrolle
wurde in EC ohne VEGF-Inkubation mithilfe von cRGDfV 5 pg/ml Apoptose induziert.
Angegeben ist die Anzahl von PARP-1 mRNA-Kopien normalisiert zu der Anzahl der GAPDH
mRNA-Kopien (y-Achse) als Mittelwerte aus zwei unabhéangigen Experimenten mit gleichem

Versuchsprotokoll und jeweils Bestimmungen im Duplikat.

4.4 PARP-Proteinexpression unter VEGF-Einfluss

Analog zur Analyse der VEGF-Wirkung auf die PARP-1 mRNA erfolgte die
Analyse der PARP-Proteinexpression unter Einfluss von VEGF.

Im Anschluss an einmalige Inkubation von EC mit VEGF 100 pg/ml bis 1 ug/mli
(5 x 10-12 M -5 x 10 -8 M) Uber 48 Stunden wurden die Proteine aufgereinigt,
elektrophoretisch getrennt und mittels automatisierter Densitometrie des
Western-Blots analysiert. Korrespondierend zu der vermehrten Produktion von

PARP-1 mRNA, zeigte sich auf Proteinebene eine dosisabhangige
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Hochregulation von PARP unter VEGF-Stimulation. PARP-Protein wurde
quantifiziert durch automatisierte densitometrische Analyse (GelDoc, 2000
Quantity One, Bio Rad; TINA quant, Raytest) und die Ergebnisse mit dem
Student’s t-Test auf Signifikanz getestet (Tab. 4.4.1, Abb. 4.4.1).

Ebenso wurde die Proteinexpression von PARP nach einmaliger bzw.
dreimaliger Inkubation mit VEGF in den Konzentrationen von 100 pg/ml bis 100
ng/ml (5 x10 -12 M — 5 x 10- 9 M) und anschlie3ender Inkubation mit cRGDfV
Uber 48 Stunden analysiert. VEGF fiuhrte demnach auch bei Induktion von
Apoptose zu einer signifikanten Steigerung der Expression des
Apoptoseschutzproteins PARP (Tab.4.4.2, Abb.4.4.2). Inkubationen mit bFGF
und TGF-B hatten keinen Einfluss auf die Proteinproduktion von PARP (ohne
Abbildung).
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Relative optische Dichte

Abbildung 4.4.1: VEGF fuhrt dosisabhangig zu einer Mehrexpression von PARP-Protein.
Nach einmaliger Inkubation von EC auf Vitronektin-Substrat in serumarmen Medium mit VEGF
100 pg/ml bis 1 pg/ml (5 x 10-12 M — 5 x 10 -8 M) (blaue Balken rechts), wurden die Proteine
aufgereinigt und elektrophoretisch getrennt. Als Negativkontrolle dienten EC auf Vitronektin-
Substrat ohne VEGF-Inkubation (hellblauer Balken). Angegeben sind die Mittelwerte der
relativen optischen Dichte (y-Achse) zweier identischer Experimente mit Doppelbestimmungen
aus der automatisierten densitometrischen Analyse des Western-Blots als relative Angaben zu
der Negativkontrolle (=1) (Tabelle 4.4.1).

~ 50 ~



t-Test
(Vergleich
zZur
Inkubation MW ROD |+/- SA Neg.kontr.).
Neg.kontr. 1 0
VEGF 100 pg/ml 1,221 0,083 ns
VEGF 1 ng/ml 1,498 0,118 s (p<0,05)
VEGF 10 ng/ml 1,433 0,0898 S (p<0,05)
VEGF 100 ng/ml 1,634 0,146 s (p<0,05)
VEGF 1 pg/ml 1,191 0,1 ns

Tabelle 4.4.1: VEGF fuhrt dosisabhangig zu einer Mehrexpression von PARP-Protein.
Nach einmaliger Inkubation von EC auf Vitronektin-Substrat in serumarmen Medium mit VEGF
100 pg/ml bis 1 pg/ml (5 x 10-12 M — 5 x 10 -8 M), wurden die Proteine aufgereinigt und
elektrophoretisch getrennt. Als Negativkontrolle dienten EC auf Vitronektin-Substrat ohne
VEGF-Inkubation. Angegeben sind die Mittelwerte aus zwei identischen Experimenten mit
Doppelbestimmungen der relativen optischen Dichte aus der automatisierten densitometrischen
Analyse des Western-Blots als relative Angaben zu der Negativkontrolle (=1). Unter +/- SA sind
die Standardabweichungen aufgefiihrt, ganz rechts die Ergebnisse des Student’s t-test. ns:
keine Signifikanz im t-Test (p > 0,05); s (p<0,05): Signifikanz im t-Test erreicht.
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t-Test t-Test
(Vergleich | (Vergleich
Inkubation MW ROD +- SA iIL:eg.kontr.) IZL:)s.kontr.)
Neg.kontr. 1,000 0,00 ns
Pos.kontr. (cRGD, 0,08 ns
Apoptose) 0,856
1x VEGF 100 pg/ml +cRGD 1,201 0,16 s (p<0,05) |s (p<0,05)
1x VEGF 1ng/ml  +cRGD 1,239 0,51 S (p<0,05) |s (p<0,05)
1x VEGF 10 ng/ml +cRGD 1,535 0,55 S (p<0,05) |s (p<0,05)

Tabelle 4.4.2: VEGF fuhrt nach Induktion von Apoptose in EC zu einer dosisabhangigen

Hochregulierung der PARP-Proteinexpression. Im Anschluss an einmalige Inkubation von

EC auf Vitronektin in serumarmem Medium mit VEGF in den Konzentrationen von 100 pg/ml bis
100 ng/ml (5 x10 -12 M — 5 x 10- 9 M) und Apoptoseinduktion mit cRGDfV Uber 48 Stunden,
wurde die Proteinexpression mithilfe von automatisierter densitometrischer Analyse des

Western-Blots analysiert. Als Negativkontrolle wurden EC auf Vitronektin in serumarmen

Medium ohne Zusatz von VEGF und cRGDfV kultiviert, als Positivkontrollen dienten EC mit

ausschlieBlicher Inkubation mit cRGDfV. Angegeben sind die Mittelwerte (MW) der relativen

optischen Dichte (ROD) aus der automatisierten densitometrischen Analyse des Western-Blots

als relative Angaben zu der Negativkontrolle (=1). VEGF fuhrte demnach auch bei Induktion von

Apoptose zu einer signifikanten Steigerung der Expression des Apoptoseschutzproteins PARP.
ns: keine Signifikanz im t-Test (p > 0,05); s (p<0,05): Signifikanz im t-Test erreicht.
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Abbildung 4.4.2: VEGF fuhrt nach Induktion von Apoptose in EC zu einer
dosisabhangigen Hochregulierung der PARP-Proteinexpression. Im Anschluss an
einmalige Inkubation von EC auf Vitronektin in serumarmem Medium mit VEGF in den
Konzentrationen von 100 pg/ml bis 100 ng/ml (5 x10 -12 M — 5 x 10- 9 M) (blaue Balken rechts)
und Apoptoseinduktion mit cRGDfV Uber 48 Stunden wurde die Proteinexpression mithilfe von
automatisierter densitometrischer Analyse des Western-Blots analysiert. Als Negativkontrolle
wurden EC auf Vitronektin in serumarmen Medium ohne Zusatz von VEGF und cRGDfV
kultiviert (hellblauer Balken), als Positivkontrollen dienten EC mit ausschlie3licher Inkubation mit
cRGDfV (hellgrauer Balken). Abgebildet sind die Mittelwerte der relativen optischen Dichte (y-
Achse) zweier Experimente mit Doppelbestimmungen aus der automatisierten
densitometrischen Analyse des Western-Blots als relative Angaben zu der Negativkontrolle
(=1). VEGF fihrte demnach auch bei Induktion von Apoptose zu einer signifikanten Steigerung

der Expression des Apoptoseschutzproteins PARP.
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t-Test t-Test
+/- | (Vergleich | (Vergleich
ZUu ZUu
Inkubation MW ROD SA Neg.kontr.) | Pos.kontr.)
Neg.kontr. 1,000 0,00 ns
Pos.kontr. (cRGD, 0,05|ns
Apoptose) 0,853
3x VEGF 1ng/ml  +cRGD 1,924 0,6 |s (p<0,05) |s (p<0,05)
3x VEGF 10 ng/ml +cRGD 1,759 0,4 |s (p<0,05) |s (p<0,05)
3XVEGF 100 ng/ml +cRGD 1,801 0,7 |s (p<0,05) |s (p<0,05)

Tabelle 4.4.3: VEGF fuhrt nach Induktion von Apoptose in EC zu einer dosisabhangigen
Hochregulierung der PARP-Proteinexpression. Im Anschluss an dreimalige Inkubation von
EC auf Vitronektin in serumarmem Medium mit VEGF in den Konzentrationen von 100 pg/ml bis
100 ng/ml (5 x10 -12 M — 5 x 10- 9 M) Uber jeweils 24 Stunden und Apoptoseinduktion mit
cRGDfV, wurde die Proteinexpression mithilfe von automatisierter densitometrischer Analyse
des Western-Blots analysiert. Fir die Negativkontrolle wurden EC auf Vitronektin in
serumarmen Medium ohne Zusatz von VEGF und cRGDfV kultiviert, als Positivkontrollen
dienten EC mit ausschlieZlicher Inkubation mit cRGDfV. Angegeben sind die Werte der
relativen optischen Dichte aus der automatisierten densitometrischen Analyse des Western-
Blots als relative Angaben zu der Negativkontrolle (=1). VEGF fuhrte demnach auch bei
Induktion von Apoptose zu einer signifikanten Steigerung der Expression des
Apoptoseschutzproteins PARP. ns: keine Signifikanz im t-Test (p > 0,05); s (p<0,05):

Signifikanz im t-Test erreicht
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Abbildung 4.4.3: VEGF fuhrt nach Induktion von Apoptose in EC zu einer
dosisabhangigen Hochregulierung der PARP-Proteinexpression. Im Anschluss an
dreimalige Inkubation von EC auf Vitronektin in serumarmem Medium mit VEGF in den
Konzentrationen von 100 pg/ml bis 100 ng/ml (5 x10 -12 M — 5 x 10- 9 M) (blaue Balken rechts)
und Apoptoseinduktion mit cRGDfV Uber 48 Stunden wurde die Proteinexpression mithilfe von
automatisierter densitometrischer Analyse des Western-Blots analysiert. Als Negativkontrolle
wurden EC auf Vitronektin in serumarmen Medium ohne Zusatz von VEGF und cRGDfV
kultiviert, als Positivkontrollen dienten EC mit ausschlieRlicher Inkubation mit cRGDfV
(hellgrauer Balken). Abgebildet sind die Werte der relativen optischen Dichte (y-Achse) aus der
automatisierten densitometrischen Analyse des Western-Blots als Mittelwerte zweier
Experimente mit Doppelbestimmungen als relative Angaben zu der Negativkontrolle (=1). VEGF
fihrte demnach auch bei Induktion von Apoptose zu einer signifikanten Steigerung der

Expression des Apoptoseschutzproteins PARP.

4.5 VEGF steigert die PARP-Aktivitat in Endothelzellen

Zur Bestatigung der Ergebnisse aus Real-time RT-PCR und Western-Blot,
welche zeigten, dass VEGF die PARP-1 mRNA-Produktion und die
Proteinexpression von PARP hochreguliert, erfolgte die Messung der PARP-
Aktivitat unter VEGF-Einfluss. Das verwendete PARP-Aktivitatsassay (R&D
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Systems) misst die Aufnahme von biotinyliertem ADP in Histone nach Zugabe
von biotinyliertem NAD+. Die einmalige Inkubation von EC mit VEGF in den
Konzentrationen 100 pg/ml bis 100 ng/ml (5 x10 -12 M — 5 x 10- 9 M) Uber 48
Stunden ergab eine signifikante Steigerung der PARP-Aktivitdt unter dem
Einfluss von VEGF. Die Ergebnisse des PARP-Aktivitdtsassays unterstreichen

daher die Zunahme der PARP-Proteinexpression durch VEGF.

2,00 -

1,50 4

1,00 -

0,50 -

Enzymatische PARP- Activitat (U/l)

0,00 .
Neg.Kontr. VEGF 100 pg/ml VEGF 1 ng/ml VEGF 10 ng/ml VEGF 100 ng/ml

Abbildung 4.5.1: Zunahme der enzymatischen Aktivitdt des PARP-Proteins nach
Inkubation mit VEGF. Im Anschluss an einmalige Inkubation von EC mit VEGF in den
Konzentrationen 100 pg/ml bis 100 ng/ml (5 x10 -12 M — 5 x 10- 9 M) (blaue Balken rechts)
wurde ein PARP-Aktivitdtsassay durchgefihrt. Fur die Negativkontrolle wurden EC ohne VEGF
auf Vitronektin-Substrat kultiviert (hellblauer Balken). Angegeben sind die Mittelwerte der
enzymatischen Aktivitat von PARP in U/l (y-Achse) aus zwei Experimenten mit

Doppelbestimmungen fir jede Inkubation.
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Inkubation MW PARP- | +/- SA t-test
Aktivitat [U/L] _

(Vergleich zZu
Neg.kontr.)

Neg.kontr. 1064 140

VEGF 100 pg/ml 1346 120 s (p< 0,05)

VEGF 1 ng/ml 1393 220 s (p< 0,05)

VEGF 10 ng/ml 1724 190 s (p< 0,05)

VEGF 100 ng/ml 1888 100 s (p< 0,05)

Tabelle 4.5.1: Zunahme der enzymatischen Aktivitdt des PARP-Proteins nach Inkubation
mit VEGF. Aufgefihrt sind die Werte zu Abbildung 4.5.1: die Mittelwerte (MW) der
enzymatischen Aktivitat von PARP in [U/l] aus zwei Experimenten und Bestimmungen im
Duplikat, die dazugehorigen Standardabweichungen (+/- SA), sowie die Ergebnisse des
Student’s t-tests. ns: keine Signifikanz im t-Test (p > 0,05); s (p<0,05): Signifikanz im t-Test

erreicht

4.6 Intrazellulare Regulation der VEGF-induzierten PARP-
Expression

Zur Klarung der Frage, auf welcher intrazellularen Ebene die durch VEGF
induzierte Mehrproduktion von PARP reguliert wird, wurden EC auf Vitronektin-
Substrat ausgesat, einmal mit VEGF in den Konzentrationen von 1 ng/ml bis
100 ng/ml (5 x 10 -11 M = 5 x 10-9 M) inkubiert und gleichzeitig mit 1 pg/ml
Actinomycin D (AD), einem Transkriptionshemmer, bzw. mit Cycloheximid
(CHX), einem Translationshemmer, in der Konzentration 2 ug/ml Uber 24
Stunden inkubiert. Zur Analyse wurden die mRNA und Proteine der Zellen
aufgereinigt. Die mRNA-Produktion von PARP-1 mRNA wurde mithilfe von
Real-time RT-PCR quantifiziert, die PARP-Proteinexpression wurde im
Western-Blot analysiert.

In der Real-time RT-PCR ergab sich eine signifikante Reduktion der PARP-1
MRNA-Produktion unter VEGF-Einfluss nach Inkubation mit AD, wahrend die
Inkubation mit CHX keine Auswirkungen auf die mRNA-Produktion von PARP-1
hatte (ohne Abbildung).
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Die densitometrische Auswertung von Western-Blots zur Analyse der PARP-
Proteinexpression zeigte eine signifikante Reduktion der Proteinmenge von
PARP nach VEGF-Stimulation und Inkubation mit AD (Tab. 4.6.1, Abb. 4.6.1).
Die Inkubation mit CHX hatte nur geringfligig reduzierende Wirkung auf die
PARP-Proteinexpression ohne Signifikanz in der statistischen Auswertung
mithilfe des Student's t-Tests (Tab. 4.6.1, Abb. 4.6.1).

t-test t-test
(Vergleich (Vergleich
MW ROD zZu zZu Kontr.
Neg.kontr.) |nur AD bzw.
Inkubation PARP CHX)
Neg.kontr. 1,000 s (p<0,05)
VEGF 1 ng/ml 1,752 s (p<0,05) [s (p<0,05)
VEGF 10 ng/ml 1,481 s (p<0,05) [s (p<0,05)
VEGF 100 ng/ml 1,893 s (p<0,05) [s (p<0,05)
VEGF 1 ng/mi + AD 0,457 s (p<0,05) |ns
VEGF 10 ng/ml + AD 0,608 s (p<0,05) |ns
VEGF 100 ng/ml + AD 0,394 s (p<0,05) [ns
VEGF 1 ng/ml + CHX 1,069 ns ns
VEGF 10 ng/ml + CHX 1,097 ns ns
VEGF 100 ng/ml + CHX 1,289 ns ns
nur AD s (p<0,05)
(Pos.kontr.) 0,612
nur CHX ns
(Pos.kontr.) 0,986

Tabelle 4.6.1: Hemmung der VEGF-induzierten Mehrexpression von PARP-Protein durch
Inkubation mit AD. CHX hat keinen signifikanten Einfluss auf die VEGF-induzierte
Proteinexpression. Angegeben sind die Werte der relativen optischen Dichte aus der
automatisierten densitometrischen Analyse des Western-Blots als relative Angaben zu der
Negativkontrolle (=1) und als Mittelwerte (MW) aus vier identischen Experimenten mit
Doppelbestimmungen, wie in Abbildung 4.6.1 zu sehen. ns: keine Signifikanz im t-Test (p >
0,05); s (p<0,05): Signifikanz im t-Test erreicht
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Abbildung 4.6.1: Hemmung der VEGF-induzierten Mehrexpression von PARP-Protein
durch Inkubation mit AD. CHX hat keinen signifikanten Einfluss auf die VEGF-induzierte
Proteinexpression. EC wurden auf Vitronektin-Substrat ausgesat, einmal mit VEGF in den
Konzentrationen von 1 ng/ml bis 100 ng/ml (5 x 10 -11 M — 5 x 10-9 M) inkubiert (mittelblaue
Balken) und gleichzeitig mit 1 pg/ml Actinomycin D (AD) (dunkelblaue Balken), einem
Transkriptionshemmer, bzw. mit Cycloheximid (CHX) (blau-grine Balken), einem
Translationshemmer, in der Konzentration 2 pg/ml Gber 24 Stunden inkubiert. FUr die
Negativkontrolle wurden EC ohne Zugabe von VEGF und AD bzw. CHX Kkultiviert (hellblauer
Balken), als Inhibitorkontrollen dienten EC, denen nur AD bzw. nur CHX zugesetzt wurden
(graue Balken). Abgebildet sind die Werte der relativen optischen Dichte (y-Achse) aus der
automatisierten densitometrischen Analyse des Western-Blots als relative Angaben zu der
Negativkontrolle (=1) und als Mittelwerte aus vier identischen Experimenten mit

Doppelbestimmungen der Inkubationen.
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4.7 Aufhebung der anti-apoptotischen VEGF-Wirkung durch
PARP-Knock-down

Um nachzuweisen, dass die anti-apoptotische Wirkung von VEGF auf EC Uber
PARP vermittelt wird, wurde die Technik der RNA-Interferenz zum Ausschalten
der PARP-Genexpression genutzt. Dabei nutzt man doppelstrangige sog.
,ohort-interfering“—~RNA (siRNA), ein 21-nt RNA-Paar mit symmetrischen 2-nt
3’Enden, welche durch Transfektion in die Zelle eingebracht wird, die mMRNA mit
der gleichen Sequenz abbaut. Die Effektivitdit des PARP-Knock-downs wurde
mittels Western-Blot-Analyse der PARP-Protein-Expression von EC nach
Inkubation mit PARP-siRNA vor Durchfuhrung der weiteren Analysen
nachgewiesen (ohne Abbildung). Dann wurden EC auf Vitronektin-Substrat mit
10 nM PARP 1-5 siRNA im Transfektionsansatz fir 24 Stunden inkubiert,
anschlieend dreimal mit VEGF in den Konzentrationen 1 ng /ml bis 100 ng/ml
(5% 10 -11 M -5 x 10 -9 M) stimuliert, danach tUber 24 Stunden mit cRGDfV
Apoptose induziert. Im Anschluss erfolgte die Analyse der apoptotischen
Zellzahl im Durchflusszytometer. Es zeigte sich eine signifikante Steigerung des
Anteils von EC, die trotz VEGF-Stimulation in Apoptose gingen, im Vergleich zu
den nicht mit PARP 1-5 siRNA behandelten EC. Daraus folgt, dass die VEGF-

Wirkung uber die Hochregulation von PARP vermittelt wird.
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Abbildung 4.7.1: Reduktion der anti-apoptotischen VEGF-Wirkung auf EC nach
Minderung der PARP-Genexpression mithilfe von PARP-siRNA. Es wurde die Technik der
RNA-Interferenz zum Ausschalten der PARP-Genexpression durchgefuhrt. EC auf Vitronektin-
Substrat wurden mit 10 nM PARP 1-5 siRNA im Transfektionsansatz fir 24 Stunden inkubiert,
dreimal mit VEGF in den Konzentrationen 1 ng /ml bis 100 ng/ml (5 x 10 -11 M -5 x 10 -9 M)
stimuliert und 24 Stunden spater mit cRGDf Apoptose induziert (blaue Balken rechts). Ein
anderer Teil der Zellen wurde ohne Transfektion mit siRNA auf gleiche Weise inkubiert
(hellgraue Balken), als Negativkontrolle dienten EC auf Vitronektin ohne Transfektion und
Zugabe von VEGF oder cRGDfV (hellblauer Balken). Fir die Positivkontrolle wurden Zellen auf
Vitronektin nur mit cRGDfV inkubiert (schwarzer Balken). Nach weiteren 24 Stunden erfolgten
die Farbung mit Annexin-V-FITC und Pl und die Analyse der apoptotischen Zellzahl im
Durchflusszytometer. Abgebildet ist der prozentuale Anteil der apoptotischen Zellen an einer
Gesamtzellzahl von 20000 (y-Achse) als Mittelwerte aus drei identischen Experimenten mit

Doppelbestimmungen der Inkubationen.
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t-test t-test
) " (Vergleich zu | (Vergleich zu

Inkubation siRNA |siRNA Neg.kontr) |Pos.kontr.)
Neg.kontr. 5,37 s (p<0,05)
Pos.kontr. 16,95 S (p<0,05)

VEGF 1 ng/ml + cRGD 14,43 s (p<0,05) ns

VEGF 10 ng/ml  + cRGD 14,7 s (p<0,05) ns

VEGF 100 ng/ml  + cRGD 14,56 s (p<0,05) ns

VEGF 1 ng/ml +cRGD | 8,61 s (p<0,05) s (p<0,05)
VEGF 10 ng/ml  +cRGD | 7,03 ns S (p<0,05)
VEGF 100 ng/ml  +cRGD | 7,71 ns S (p<0,05)

Tabelle 4.7.1: Reduktion der anti-apoptotischen VEGF-Wirkung auf EC nach Minderung
der PARP-Genexpression mithilfe von PARP-siRNA. Angegeben ist der prozentuale Anteil
der apoptotischen Zellen an einer Gesamtzellzahl von 20000 (y-Achse) als Mittelwerte aus drei
identischen Experimenten mit Doppelbestimmungen der Inkubationen, wie in Abbildung 4.7.1

zu sehen. ns: keine Signifikanz im t-Test (p > 0,05); s (p<0,05): Signifikanz im t-Test erreicht

4.8 Rezeptoren der VEGF-Wirkung

Die an der VEGF-Wirkung beteiligten VEGF-Rezeptoren wurden durch direkte
Antikorper-vermittelte Detektion und mithilfe eines Rezeptorinhibitor-Assays
nachgewiesen: Immunfluoreszenzmikroskopie diente dem Nachweis der auf EC
exprimierten VEGF-Rezeptoren VEGFR-2 und NP-1. Dafir wurden EC auf
Vitronektin-Substrat tGber 24 Stunden mit VEGF 10 ng/ml (5 x 10 -10 M)
inkubiert, anschlie3end folgte der Nachweis mit spezifischen Antikérpern gegen
VEGFR-2 und NP-1. Mikroskopisch zeigte sich eine deutliche Expression des
VEGF-Rezeptors VEGFR-2, sowie eine etwas schwachere Expression des

VEGF-Rezeptors NP-1, welche durch VEGF-Inkubation gesteigert wurde.
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c d
Abbildung 4.8.1: Induktion der VEGF-Rezeptoren VEGFR-2 und NP-1 durch VEGF.
Immunfluoreszenzmikroskopisch vermehrter Nachweis der VEGF-Rezeptoren VEGFR-2 (a) und
NP-1 (c) auf HUVEC nach Inkubation mit VEGF 10 ng/ml. EC wurden auf Vitronektin-Substrat
Uber 24 Stunden mit VEGF 10 ng/ml (5 x 10 -10 M) inkubiert, dann folgte die Inkubation mit
Antikdérpern gegen VEGFR-2 und NP-1 fur 2 Stunden und anschlieBend mit

fluoreszenzmarkierten Sekundarantikdrpern Uber eine Stunde. Mikroskopisch zeigte sich eine
deutliche Expression des VEGF-Rezeptors VEGFR-2, sowie eine etwas schwachere
Expression des VEGF-Rezeptors NP-1. Rechts die Bilder der Immunfluoreszenzmikroskopie
von EC ohne Inkubation mit VEGF (b+d).

Die Beteiligung von VEGFR-2 an der Signalvermittlung durch VEGF wurde
durch Inkubation mit einem spezifischen Rezeptorantagonisten analysiert: EC
wurden mit VEGF 1 ng/ml bis 100 ng/ml ( 5x10 — 11 M - 5x10 — 9 M) auf
Vitronektin-Substrat inkubiert, und bei einem Teil der Zellen erfolgte gleichzeitig
die Inkubation mit dem Rezeptorinhibitor SU5416 in den in der Literatur
beschriebenen Konzentrationen von 1-5 pyM (Bocci et al. 2004; Bischof et al.
2004) sowie zusatzlich 10 pM. SU5416 inhibiert spezifisch den VEGFR-2, der
hauptsachlich die Wirkung von VEGF in arteriellen und vendsen Gefal3en

vermittelt (Petrova et al. 1999, Neufeld et al. 1999). Inhibitorkontrollen wurden
~ 72 ~



nur mit SU5416 1-5 uM durchgefiihrt und Negativkontrollen ohne Zugabe von
VEGF oder Inhibitoren.

Die Blockade von VEGFR-2 resultierte in einer signifikanten Reduktion der
VEGF-induzierten Mehrexpression von PARP auf das Niveau der PARP-
Expression der Negativkontrolle, so dass sich die VEGF-Wirkung durch
VEGFR-2-Blockade aufheben lie3. SU5416 alleine beeinflusste die PARP-
Expression nicht, verglichen mit der Negativkontrolle. VEGFR-2 war somit in die

VEGF-induzierte Expression von PARP involviert.

+/- SA |t-test t-test
(Vergleich zu | (Vergleich
Neg.kontr.) zZu
Inhib.Kontr
Inkubation MW ROD: )
Neg.-Kontr. 1,000 0 ns
VEGF 1 ng/ml 1,458 0,4 s (p<0,05) | s (p<0,05)
VEGF 10 ng/ml 1,330 0,29 s (p<0,05) | s (p<0,05)
VEGF 100 ng/ml 1,495 0,16 s (p<0,05) | s (p<0,05)
VEGF 1 ng/ml + SU5416 0,903 0,02 ns ns
VEGF 10 ng/ml + SU5416 1,085 0,35 ns ns
VEGF 100 ng/ml + SU5416 0,900 0,11 ns ns
0,06 ns
Inhib.-Kontr.
(nur SU5416) 1,041

Tabelle 4.8.1: Reduktion der durch VEGF induzierten Mehrproduktion von PARP-Protein
bei Inhibition des VEGFR-2 mithilfe von SU5416. Angegeben sind die Mittelwerte der
relativen optischen Dichte (MW ROD) aus der automatisierten densitometrischen Analyse des
Western-Blots als relative Angaben zu der Negativkontrolle (=1), dargestellt in Abbildung 4.8.2,
die Standardabweichungen (+/- SA), sowie die Ergebnisse des Student’s t-Test. ns: keine

Signifikanz im t-Test (p > 0,05); s (p<0,05): Signifikanz im t-Test erreicht.
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Abbildung 4.8.2: Reduktion der durch VEGF induzierten Mehrproduktion von PARP-
Protein bei Inhibition des VEGFR-2 mithilfe von SU5416. EC wurden mit VEGF 1 ng/ml bis
100 ng/ml (5x10 — 11 M - 5x10 — 9 M) auf Vitronektin-Substrat inkubiert (mittleblaue Balken),
und bei einem Teil der Zellen erfolgte gleichzeitig die Inkubation mit dem Rezeptorinhibitor
SU5416 (dunkelblaue Balken) in den in der Literatur beschriebenen wirksamen Konzentrationen
von 1-5 uM (Bocci et al. 2004; Bischof et al. 2004) und dartberhinaus mit 10 uM. SU5416
inhibiert spezifisch den VEGFR-2, der hauptséchlich die Wirkung von VEGF in arteriellen und
vendsen Gefallen vermittelt (Petrova et al. 1999, Neufeld et al. 1999). Inhibitorkontrollen
(grauer Balken) wurden nur mit SU5416 1-5 uM durchgefiihrt und Negativkontrollen (hellblauer
Balken) ohne Zugabe von VEGF oder Inhibitoren. Angegeben sind die Werte der relativen
optischen Dichte (y-Achse) aus der automatisierten densitometrischen Analyse des Western-

Blots als relative Angaben zu der Negativkontrolle (=1).

4.9 Signaltransduktionswege der VEGF-Wirkung

Zur Klarung der Frage, welche Signaltransduktionsmolekllle downstream des
Rezeptors aktiviert werden, wurden EC uber 15, 30, 60 und 120 Minuten mit
VEGF 10 ng/ml (5 x 10 -10 M) bzw. VEGF 100 ng/ml inkubiert und die
anschlieBend aufgereinigten Proteine mithilfe von Western-Blot analysiert.
Untersucht wurden die MAP-Kinasen JNK, p38 MAPK, Erk-1/ -2 und Akt,
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welche wichtige Funktionen im Hinblick auf Uberleben und Apoptose von Zellen
haben (Davis 2000; Chang, Karin 2001; Johnson, Lapdat 2002; Werlen et al.
2003). Die vermehrte Phosphorylierung von diesen
Signaltransduktionsmolekilen bzw. Kinasen ist ein Hinweis auf ihre Aktivierung.
Daher erfolgten die  Western-Blot-Analysen  jeweils  mithilfe  von
Primarantikdrpern gegen das gesamte Protein und gegen die phosphorylierte
Form des entsprechenden Molekdls.

Die automatisierte densitometrischen Auswertung der Western-Blots zeigte
keine Veranderungen durch VEGF-Stimulation bei den phosphorylierten
Anteilen von p38 und Erk -1/ -2. Bei JNK und Akt war eine signifikante
Zunahme des Anteils der phosphorylierten Formen zu verzeichnen. Daraus
folgt eine Signalibermittiung der VEGF-Wirkung an EC tber JNK und Akt.
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Abbildung  4.9.1: Einfluss von VEGF auf die Phosphorylierung der
Signaltranduktionsmolektle JNK (oben) und Akt (unten) in EC. Die vermehrte
Phosphorylierung von diesen Signaltransduktionsmolekilen bzw. Kinasen ist ein Hinweis auf
ihre Aktivierung. EC auf Vitronektin-Substrat wurden tber 15, 30, 60 und 120 Minuten mit VEGF
10 ng/ml (5 x 10 -10 M) (hellblaue Balken) bzw. VEGF 100 ng/ml (dunkelblaue Balken) inkubiert
und die anschlieBend aufgereinigten Proteine mithilfe von Western-Blot analysiert. Die
Negativkontrolle wurde ohne VEGF-Inkubation auf Vitronektin kultiviert (hellgriine Balken).

Abgebildet sind die Quotienten der Werte fur die relative optische Dichte der phosphorylierten

~T76 ~



Form des Molekiils zu der fur das Gesamtmolekil aus der automatisierten densitometrischen
Analyse der Banden im Western-Blot (y-Achse). Signifikante Zunahme der phosphorylierten
Formen von JNK (oben) und Akt (unten) unter VEGF-Stimulus.

Abbildung 4.9.2: Nachweis im Western Blot von A: Phospho-JNK (obere Reihe) zu Gesamt-
JNK (untere Bande) und B: Phospho-Akt zu Gesamt-Akt nach 15, 30, 60 und 120 Minuten unter
Inkubation mit VEGF 100 ng/ml; vermehrte Phosphorylierung und damit Aktivierung von JNK
und Akt nach 15 Minuten (Bande links auf3en) bzw. 30 Minuten ( zweite Bande von links).
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Ph/Ges- |Ph/Ges- |Ph/Ges- |Ph/Ges-
Inkubation Akt JNK ERK p38
Negativkontr. 15 Min. 1 1 1 1
30 Min. 1 1 1 1
60 Min. 1 1 1 1
120 Min. 1 1 1 1
VEGF 10 ng/ml | 15 Min. 2,762 8,99 0,212 0,481
30 Min. 5,648 1,183 0,568 0,77
60 Min. 2,806 1,443 0,362 0,86
120 Min. 1,201 1,091 0,844 1,032
VEGF 100
ng/ml 15 Min. 4,682 12 0,199 1,041
30 Min. 6,726 9,16 0,378 0,814
60 Min. 2,723 9,316 0,356 0,642
120 Min. 1,382 4,022 0,159 0,683

Tabelle 4.9.1: VEGF induziert die Phosphorylierung von JNK und Akt in Endothelzellen.
Die vermehrte Phosphorylierung von diesen Signaltransduktionsmolekilen ist ein Hinweis auf
ihre Aktivierung. EC auf Vitronektin-Substrat wurden tber 15, 30, 60 und 120 Minuten mit VEGF
10 ng/ml (5 x 10 -10 M) bzw. VEGF 100 ng/ml) inkubiert und die anschlieRend aufgereinigten
Proteine mithilfe von Western-Blot analysiert. Die Negativkontrolle wurde ohne VEGF-
Inkubation auf Vitronektin kultiviert. Angegeben sind die Quotienten der Werte fur die relative
optische Dichte der phosphorylierten Form des Molekils zu der fir das Gesamtmolekil aus der
automatisierten densitometrischen Analyse der Banden im Western-Blot. Die Werte der
Inkubationen sind relative Angaben zu der Negativkontrolle (=1). Signifikante Zunahme der
phosphorylierten Form von JNK und Akt unter VEGF-Stimulus. Die Werte fur JNK und Akt sind
in Abbildung 4.9.1 dargestellt.
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5 Diskussion und Schlussfolgerungen

VEGF ist der starkste Wachstumsfaktor fur Endothelzellen. Er treibt die
embryonale Vaskulogenese voran, im postnatalen Organismus schitzt er die
Integritat des Endothels (Zachary 2001). VEGF induziert Differenzierung,
genauso wie Migration und Uberleben von Endothelzellen (Petrova et al. 1999).
AulRerdem regt er das Wachstum neuer Kapillaren an, reguliert vaskulare
Permeabilitdt (Neufeld et al. 1999) und rekrutiert zirkulierende endotheliale
Vorlauferzellen (Moreira et al. 2007).

Es sind verschiedene Mechanismen beschrieben worden, tber die VEGF seine
Effekte auf Endothelzellen des Gefal3systems ausibt, wie die Hochregulierung
der endothelialen und induzierbaren Stickoxidsynthase oder die verstarkte
Expression von al- und o2- Integrinen (Neufeld et al. 1999). Im letzten
Jahrzehnt konzentrierte sich die VEGF-Forschung auf die Untersuchung
proangiogener Mechanismen. Der anti-apoptotische Effekt war bisher weniger
stark im Zentrum des Interesses.

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit dem anti-apoptotischen Effekt von
VEGF. Dieser tragt groRenteils zum Erhalt der endothelialen Integritat in
Situationen von vaskularem Stress bei. Aber die Apoptosehemmung hilft auch,
Neoangiogenese voranzutreiben. Uber die Wirkmechanismen der anti-
apoptotischen Wirkung von VEGF gibt es nur wenige Studien: Gerber und
Mitarbeiter (1998 a) beschreiben, dass VEGF seine anti-apoptotische Funktion
Uber die Hochregulierung der intrazellularen Proteine PI3K und Akt ausubt.
Auch Fujio und Mitarbeiter (1999) beschreiben einen zytoprotektiven Effekt der
VEGF-Wirkung Uber Akt. Weiterhin wurde eine durch VEGF induzierte
Expression der anti-apoptotischen Proteine Bcl-2 und A1l demonstriert (Gerber
et al. 1998b). Demnach fihrt die Stimulation von HUVEC mit VEGF zu einer
vermehrten mRNA-Produktion und einer dazu korrelierten gesteigerten
Proteinexpression von Bcl-2 und Al. Die Signifikanz der erhdhten Expression
dieser Signalmolekile und Proteine blieb aber ungeklart. In der vorliegenden
Arbeit wird ein neuer anti-apoptotischer Mechanismus von VEGF demonstriert,
der Uber die Hochregulation des Caspasensubstrates PARP seine Wirkung
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ausubt. Es konnte gezeigt werden, dass dieser Mechanismus fir den

Hauptanteil der anti-apoptotischen VEGF-Wirkung verantwortlich ist.

5.1 Bedeutung von PARP fur Apoptose und Zelliberleben

Das Caspasensubstrat PARP kann als Mediator der Caspasen bezeichnet
werden: Es stellt die Verbindung zwischen der wéahrend der Apoptose
ablaufenden Caspasenkaskade und den irreversiblen Prozessen, die durch
Apoptose induziert werden, dar. PARP ist ein DNA-reparierendes Enzym und
muss von der Caspasenkaskade inaktiviert werden, damit Apoptose ablaufen
kann. Das heil3t, PARP ist ein wichtiges Substrat der Caspasen. Andererseits
kann seine Regulation auch den Apoptose-Ablauf modulieren, indem es der
apoptotischen Wirkung der Caspasen entgegenwirkt, daher ist PARP auch
Caspasen-Mediator. Persistierende und starke Stimulation von Proliferation
oder Zellreplikation erhéht PARP-Protein in der Zelle und schiitzt so vor dem
apoptotischen Zelltod (Tesfaigzi et al. 1998). Eine Regulation von PARP durch
bakterielle Toxine wurde in pulmonalen Epithelzellen gezeigt (Tesfaigzi et al.
1998), die Bedeutung der Endotoxin-induzierten Hochregulation von PARP
konnte jedoch nicht aufgeklart werden. Die Induktion der Expression des
Caspasenmediators PARP vermag die apoptotische Schwelle von
Endothelzellen anzuheben und so Strukturen des Zellkerns vor dem

apoptotischen Zelltod zu schitzen (Aguilar-Quesada et al. 2007).

5.2 Validitat des experimentellen Settings

Die Beteiligung der Caspasenkaskade im Rahmen der Apoptose von
adharenten Endothelzellen durch Adh&sionshemmung war in vorangehenden
Arbeiten demonstriert worden (Al-Fakhri et al. 2003). Ebenso war die
Beteiligung der Spaltung von PARP im Rahmen der Apoptoseinduktion durch
Adhéasionshemmung in Endothelzellen demonstriert worden: Nach Aktivierung
der Caspasen 3 und 7 durch Inkubation von Endothelzellen mit cRGDfV waren
vermehrt Spaltprodukte von PARP nachgewiesen und PARP als

Caspasensubstrat identifiziert worden (Al-Fakhri et al. 2008). Apoptoseinduktion
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durch inhibierte Integrinbindung wurde als ein nattrlich vorkommender Prozess
identifiziert, da die humanen anti-adhasiven Faktoren PAI-1 und Hka ebenfalls
Adhésion hemmen und &ahnlich wie cRGDfV Apoptose induzieren (Al-Fakhri et
al. 2003). Die Demonstration dieser Mechanismen in humanen
arteriosklerotischen Arterien unterstitzte die Hypothese der physiologischen
Relevanz von Adhasionshemmung und Apoptose (Al-Fakhri et al. 2003). In den
Experimenten der vorliegenden Arbeit wurde daher Apoptose induziert durch
Blockade der Bindung von Integrin avB3 an Vitronektin durch den spezifischen
av-Inhibitor cRGDfV. Die Konzentration von cRGDfV wurde in vorangehenden
Arbeiten ermittelt (Al-Fakhri et al. 2003).

Um die Wirkung von VEGF auf die Endothelapoptose und auf die Regulation
von PARP zu untersuchen, wurden VEGF-Konzentrationen von 100 pg/ml bis 1
ng/ml (5 x 10 2 M - 5 x 10 ® M) eingesetzt. Diese VEGF-Konzentrationen
wurden in Anlehnung an Publikationen gewahlt, in denen Konzentrationen von
1 ng/ml bis 10 ng/ml (5 x 10 ™ M - 5 x 10 *° M) die Migration, Proliferation und
das Uberleben von Endothelzellen stimuliert hatten (Kim et al. 2003; Cai et al.
2003). Zusatzlich wurden Studien bertcksichtigt, in denen von VEGF-
Konzentrationen von 100 pg/ml bis 5 ng/ml (5 x 10 ** M - 1 x 10 ™ M) in
Patienten und gesunden Menschen berichtet wurde (Kraft et al. 1999; Proczka
et al. 2006; Futami et al. 2007). Konzentrationen bis zu 1 pg/ml (5 x 10 ® M), die
oberhalb der bei Patienten nachweisbaren Plasmakonzentrationen lagen,
wurden eingesetzt, um das gesamte Spektrum der VEGF-Effekte auszutesten.
Allerdings bestatigte sich in unseren Experimenten die schon zuvor gemachte
Beobachtung (Gerber et al. 1998a), dass Konzentrationen von VEGF > 100
ng/ml zu keiner weiteren Reduktion der Apoptoserate von Endothelzellen fihren
konnten. Mdglicherweise fihrt ein ausgepragter Uberschuss an VEGF zu
verminderter Effektivitdt der Rezeptordimerisierung und Signalweiterleitung, so
dass mit zunehmendem Uberschuss von VEGF eine zunehmende Anzahl von
VEGFR2 nach Bindung seines Liganden in der monomeren Form verbleibt
(Gerber et al. 1998a).
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5.3 Anti-apoptotische  Wirkungsweise von VEGF an
Endothelzellen

Um zu verifizieren, ob die durch VEGF induzierte vermehrte Expression von
PARP tatsachlich der Apoptose von Endothelzellen entgegenwirken kann,
wurden HUVEC mit VEGF 100 pg/ml - 100 ng/ml (5 x 10 ** - 5 x 10 ®° M)
inkubiert, mit cRGDfV 5 pg/ml Apoptose induziert und die Anzahl der
apoptotischen Zellen gemessen. Zunachst haben wir VEGF gleichzeitig mit
cRGDfV gegeben und konnten lediglich nur eine Apoptosehemmung um
weniger als 10 % beobachten. Das passt zu den Beobachtungen von Fujikawa
und Mitarbeitern (1999), die zeigen konnten, dass der anti-apoptotische Effekt
von VEGF auf adhéarente Zellen verschwindet, sobald die Zellen ihre Adharenz
verloren hatten. Aus diesem Grund wurden die Zellen dann noch vor
Apoptoseinduktion mit cRGDfV mit VEGF prainkubiert. Zunachst wurde VEGF
einmal Uber 48 Stunden gegeben (Abb. 4.2.1, Tab. 4.2.1), dann dreimal Uber
jeweils 24 Stunden (Abb.4.2.2, Tab. 4.2.2). Wir fanden eine Apoptosehemmung
von 60 % bei einmaliger Prainkubation und von 90 % bei dreimaliger VEGF-
Gabe. Es lag aufgrund der beobachteten Induzierbarkeit der anti-apoptotischen
Wirkung nahe, dass es nicht ein Signalweg war, der akut aktiviert wurde,
sondern ein induzierbares anti-apoptotisches Protein sein musste, das durch
VEGF reguliert wurde. Aufgrund der nachgewiesenen Caspasen-Aktivierung bei
Adhasionshemmung in Endothelzellen (Al-Fakhri et al. 2003), musste dieses
Protein in Verbindung mit der Caspasenkaskade stehen. Auf3erdem zeigten
diverse pharmakologische PARP-1-Inhibitoren antiangiogene Effekte in HUVEC
Uber Senkung der VEGF-getriggerten Proliferation, Migration und Formation der
EC (Pacher, Szabé 2008). Daher wurde PARP als moglicher intrazellularer
Vermittler der VEGF-Wirkung untersucht. VEGF kann der apoptotischen
Wirkung der Caspasenkaskade wirksam entgegenwirken, indem es das

Caspasensubstrat PARP hochreguliert.

5.4 Einfluss von VEGF auf die PARP-Proteinexpression

Eine einzige Applikation von VEGF induzierte die Hochregulation der intakten

Form von PARP in enger Dosis-Wirkungs-Beziehung von 100 pg/ml bis 1 pg/mi
~ 82 ~



(5x10 > M -5x10 ® M) (Abb. 4.4.1, Tab. 4.4.1). Wiederholte Inkubationen mit
VEGF induzierten eine Zunahme von nochmals 25 % des intakten PARP-
Proteins verglichen mit der einzelnen Inkubation. Die Produktion der mRNA von
PARP zeigte einen mit der Proteinexpression korrelierten Anstieg in der Real-
Time-RT-PCR (Abb. 4.3.1). Diese Dosis- und Zeitintervall-abhangige
Induzierbarkeit von PARP stimmte Uberein mit der bei mehrfacher VEFG-
Applikation  beobachteten verstarkten anti-apoptotische  Wirkung im
Flowzytometrie-Assay, die ebenfalls eine Dosisanhangigkeit zeigte.

VEGF bewirkte daher in Endothelzellen eine Hochregulation von PARP, die auf
MRNA- und Proteinebene nachweisbar war. Mdglich ware zusatzlich zu der
erhohten mRNA-Produktion durch VEGF und konsekutiv gesteigerter
Proteinexpression auch eine RNA-stabilisierende Wirkung von VEGF. An
Alveolarzellen, die mit bakteriellen Toxinen behandelt wurden, konnte eine
reduzierte Sensitivitat von Endothelzellen fir die Induktion von Apoptose sowie
eine PARP-Hochregulierung gezeigt werden (Tesfaigzi et al. 1998). Die
vorliegenden Ergebnisse belegen, dass VEGF uber die Hochregulierung von
PARP die Empfindlichkeit von Endothelzellen flr apoptotische Stimuli senkt.
Dieser Effekt von VEGF ist fur diesen Wachstumsfaktor spezifisch, da die
Wachstumsfaktoren bFGF und TGF-B keinen Einfluss auf die PARP-Produktion
von EC haben. Ein Uberschuss an intaktem PARP-Protein kann apoptotischen
Stimuli entgegenwirken, indem es die Schwelle zur Induktion von Apoptose in
Endothelzellen anhebt.

Fur die vollstandige Ausfihrung der Apoptose muss PARP inaktiviert werden,
indem es durch Caspasen gespalten wird. Erhohte Level an PARP-Protein
fuhren im Umkehrschluss also zu reduzierter Apoptose, indem sie der
Caspasenkaskade entgegenwirken. Von PARP sind bis zu 18 Isoformen
bekannt (Burkle 2001, Virag et al. 2002). In der vorliegenden Arbeit wurde
PARP-1 untersucht, da diese Isoform fur Uber 90% der Poly(ADP-
ribosyl)ationskapazitat im Menschen und im Saugetier verantwortlich ist. Ein
bekannter Aktivierungsmechanismus fir PARP-1 sind DNA-Bruche (Virag 2005;
Virag, Szab6 2002). Kommt es in einer Zelle durch genotoxische Stimuli
(Ultraviolette-Strahlung, ionisierende Strahlung, freie Radikale) zu DNA-

Strangbriichen, bindet PARP-1 an die entstandenen Strangbruchstellen und
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wird so aktiviert. Dann spaltet es NAD+ in ADP-Ribose und Nicotinamid. In der
Folge polymerisiert PARP ADP-Ribose, welches kovalent an PARP und Histone
gebunden ist, und fuhrt so zur Rekrutierung verschiedener Reparatur- und
Effektorproteine. Die Chromatinstruktur wird durch Poly(ADP-ribosyl)ation der
Histone aufgelockert, so dass die Reparaturmaschinerie an den beschadigten
DNA-Abschnitten angreifen kann. Das automodifizierte PARP 10st sich wieder
von der DNA und diese wird repariert (Virag 2005). Die Poly(ADP-ribosyl)ation
ist wichtiger Teil vieler physiologischer und pathologischer zelluléarer
Funktionen, wie Reparatur von DNA, Transkription von Genen, Zellzyklus-
Progression, Zelltod, Chromatinfunktionen und genomische Stabilitat (Pacher,
Szab6 2007; Szabo et al. 2006, Virag 2005; Virag, Szab6 2002).

Seit einiger Zeit mehren sich die Beweise, dass die PARP-1-Aktivitat durch
verschiedene endogene und exogene Faktoren moduliert werden kann,
darunter diverse Kinasen, Ostrogen, Schilddriisenhormone, Vitamin D und
Metabolite des Koffeins (Pacher, Szab6 2007, Szabd et al. 2006). Kurzlich sind
wiederum andere Aspekte der PARP-Aktivierung diskutiert worden: PARP ist
neben seiner DNA-reparierenden Funktion mit der durch AIF induzierten
Apoptose in Verbindung gebracht worden. Die Signifikanz der In vitro-
Beobachtung, dass p53 durch PARP aktiviert werden kann, ist nicht vollstandig
geklart, und die Daten sind widersprichlich, aber es scheint keinen
Zusammenhang dieses Mechanismus mit Apoptose in vivo zu geben (Pacher,
Szab6 2007; Virag 2005). AuRerdem fiuhrt starker DNA-Schaden
moglicherweise zu einer suizidalen Reaktion der Zellen durch Uberaktivierung
von PARP, welche zur Erschopfung der zellularen Energievorrate wie ATP
fuhrt. Daher wurde die Hypothese formuliert, dass eine tibermaldige Aktivierung
von PARP das Programm der Zelle von Apoptose auf Nekrose umschaltet
(Virag 2005).

Eine Uberméafige Aktivierung von PARP beobachtet man in Krankheiten, die
sich durch extensiven Zellschaden und Zelltod durch oxidativen Stress
auszeichnen, wie Myokardinfarkt und ischamischer Schlaganfall. Diskutiert wird
in diesem Zusammenhang eine Bedeutung von PARP-1 in der Regulierung
verschiedener proinflammatorischer Proteine (Pacher, Szab6 2007). Therapien

mit PARP-Inhibitoren sind erfolgreich im Tiermodell solcher Erkrankungen
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getestet worden (Virag 2005). PARP-Inhibitoren konnten begleitend zu Chemo-
oder Radiotherapie die apoptotische Schwelle von Krebszellen senken (Ame et
al. 2004). Zahlreiche Studien beschaftigen sich mit der Hemmung oder Gen-
Ausschaltung von PARP-1, um die Signifikanz von PARP-1 fir den
apoptotischen Zelltod zu klaren. In vitro-Studien mit pharmakologischen PARP-
Inhibitoren oder PARP-1"" Zellen sowie Studien, die Wildtyp- (PARP-1*"*) und
PARP-1 Knockout (PARP-17)- Mause verglichen, kamen zu unterschiedlichen
Ergebnissen. Etliche Studien demonstrierten die Wichtigkeit von PARP-1 fur die
Hemmung von Apoptose (Virag 2005). Die Bedeutung des suizidalen
Signalweges Uber PARP im Menschen wird daher noch kontrovers diskutiert.
PARP hat moglicherweise eine regulatorische Rolle in der Koordination der
verschiedenen apoptotischen Signalwege (Virag 2005). Im Rahmen der
Endothelzellapoptose, die nicht mit ausgepragtem Organschaden und damit
auch nicht mit PARP-Uberaktivierung einhergeht, muss PARP deshalb als ein
schitzendes Enzym angesehen werden, welches apoptotischen Stimuli durch
seine DNA-reparierende Wirkung entgegenwirkt (Virag 2005). PARP hat daher
eine Apoptose-inhibierende und zellprotektive Wirkung im Rahmen des
apoptotischen Endothelschadens im Initial- und Adaptions-Stadium der
Arteriosklerose.

Deshalb wollten wir den Einfluss von VEGF auf PARP auch wahrend der
Induktion von Endothelzellapoptose durch cRGDfV untersuchen, da die
Apoptose durch Adhasionshemmung bei Arteriosklerose der in vivo
bedeutsame Weg der Apoptose-Induktion ist (Al-Fakhri et al. 2003). Dafur
wurden HUVEC mit VEGF 100 pg/ml - 100 ng/ml (5 x 10 *? - 5 x 10 ° M)
vorinkubiert und dann mit cRGDfV 5 pg/ml Apoptose induziert. Auch hier
zeigten sich eine gesteigerter mRNA-Produktion und eine erhohte
Proteinexpression von PARP in enger Dosis-Wirkungs-Beziehung zu VEGF
(Abb. 4.4.2, Tab. 4.4.2, Abb. 4.4.3, Tab.4.4.3). VEGF-Inkuabtion fiihrte auch bei
zeitgleicher Inkubation mit cRGDfV zur Induktion von Apoptose dosisabhangig
zu einer vermehrten Gen- und Proteinexpression des anti-apoptotischen
Proteins PARP in Endothelzellen. Trotz Aktivierung der Caspasenkaskade
durch cRGDfV war bei VEGF-Inkubation vermehrt PARP-Protein nachweisbar

gegeniber nur mit cRGDfV-inkubierten oder unbehandelten Zellen, was fur eine
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Anhebung der apoptotischen Schwelle spricht. Bei dreimaliger Prainkubation
mit VEGF betrug die Steigerung der PARP-Proteinexpression nach
Apoptoseinduktion durchschnittlich 56 %. Uber diesen Mechanismus kann

VEGF moglicherweise der bereits eingeleiteten Apoptose entgegenwirken.

5.5 Zusammenhang zwischen Anti-Apoptose und PARP-
Regulation durch VEGF

Der Zusammenhang zwischen der anti-apoptotischen VEGF-Wirkung und der
Regulation des Schutzproteins PARP durch VEGF wurde durch mRNA-
Knockdown-Versuche analysiert. In Vorversuchen wurde zunéchst die
Wirksamkeit der PARP-siRNA sichergestellt. Nach Transfektion der EC mit
PARP-siRNA zeigte sich eine Verminderung der Genexpression von PARP-1
um > 80 %. Die Aufhebung der anti-apoptotischen VEGF-Wirkung durch PARP-
1 mRNA-Knockdown kann eine urséachliche Wirkungsbeziehung zwischen
beiden Mechanismen nachweisen. Dazu wurden HUVEC nach Transfektion mit
PARP-siRNA mit VEGF 1 ng/ml — 100 ng/ml (5 x 10 - 5 x 10 ° M) inkubiert,
mit cRGDfV 5 pg/ml Apoptose induziert und im Anschluss erneut die
Apoptoserate gemessen (Abb. 4.7.1, Tab. 4.7.1). In den unbehandelten Zellen
ergab sich eine Hemmung der Apoptoserate durch VEGF um durchschnittlich
60 %, wahrend in den transfizierten Zellen trotz VEGF-Stimulus eine stark
erhdhte Apoptoserate nach Adhasionshemmung durch cRGDfV im Vergleich zu
den nicht-transfizierten Zellen nachweisbar war. Die Apoptosehemmung durch
VEGF betrug weniger als 15 % (Tabelle 4.7.1). Als Folge der Transfektion
kbnnen die Zellen nur noch unwirksame Mengen des DNA-Schutzproteins
PARP exprimieren. Gibt man diesen Zellen nun VEGF zur Hemmung von
Apoptose, fehlt der Vermittler der schitzenden VEGF-Wirkung und die Zellen
gehen dennoch in Apoptose bei Adhédsionshemmung mit cRGDfV. Indem man
die PARP-Expression verhindert, kann man also den anti-apoptotischen Effekt
von VEGF auf Endothelzellen nahezu aufheben. Das heif3t, dass VEGF den
Hauptanteil seiner anti-apoptotischen Wirkung Uber das DNA-Schutzprotein
PARP austbt. Es induziert die mRNA-Produktion und die Proteinexpression
von PARP-1. PARP-1 wirkt der durch Adhasionshemmung aktivierten
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Caspasenkaskade entgegen und schiitzt vor dem apoptotischen Zelltod. In den
Zellen, die wegen der Behandlung mit PARP siRNA unfahig waren, als
Reaktion auf den VEGF-Stimulus intaktes PARP-Protein zu exprimieren, blieb

VEGF ohne schitzenden Effekt auf die Apoptoserate.

5.6 Einfluss von VEGF auf die PARP-Aktivitat

Die enzymatische Aktivitat von PARP ist fur vielfaltige Zellfunktionen wichtig.
Neben seiner verstarkenden Wirkung auf die Exzisionsreparatur von DNA-
Basen, ist PARP an der Instandhaltung der genetischen Integritat beteiligt und
wirkt aul3erdem auf den Ebenen von Replikation, Transkription und
Proteindegradation. Wird PARP aktiviert, spaltet es NAD+ in ADP-Ribose und
Nicotinamid und polymerisiert die ADP-Ribose (Virag, Szabd 2002; Virag 2005;
Pacher, Szab6 2007). Fur die Analyse der Enzymaktivitait von PARP unter
VEGF-Stimulus wurden HUVEC mit VEGF 100 pg/ml - 100 ng/ml (5 x 10 *?- 5
x 10 ° M) inkubiert und im Anschluss die PARP-Aktivitat gemessen (Abb. 4.5.1,
Tab. 4.5.1). Dieser Versuch sollte die PARP-Regulation durch VEGF
bestétigen: Da die Inkubation von Endothelzellen mit VEGF tUber PARP einen
endothelprotektiven Effekt erzeugt, muss dieser Effekt auch mit einer
gesteigerten Aktivitdt von PARP in der Zelle zusammenhangen. Erhohte Level
an PARP-Protein in der Zelle ohne gleichzeitig ehdhte enzymatische Aktivitat
haben keinen zytoprotektiven Effekt (Burkle 2001; Virag 2005). VEGF kann die
Zelle vor der apoptotischen Caspasenkaskade schitzen, indem es die
enzymatische Aktivitat von PARP in der Zelle steigert. Je hoher die PARP-
Aktivitat, desto effektiver kann PARP der Apoptose entgegenwirken. Als Folge
der gesteigerten Enzymaktivitat hat die Zelle also eine verminderte Sensitivitat
gegeniber Apoptose (Tesfaigzi 1998). Tatsachlich zeigte sich eine um
durchschnittlich 60 % gesteigerte Enzymaktivitdit von PARP in Endothelzellen
unter Einfluss von VEGF als weiterer Beweis fur die These, dass der
schitzende Effekt von VEGF tUber PARP vermittelt wird.
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5.7 Signalvermittlung der VEGF-Wirkung

Es existieren drei Rezeptoren fur VEGF, von denen zwei als Rezeptoren fur
VEGF-A dienen, VEGFR-1 und VEGFR-2. In Endothelzellen wird die Wirkung
von VEGF hauptsachlich tber den VEGFR-2 sowie zusatzlich Uber den
VEGFR-2- Korezeptor NP-1 vermittelt (Petrova et al. 1999). In der
Immunfluoreszenzmikroskopie konnte sowohl bei VEGF-inkubierten als auch
bei unbehandelten EC eine deutliche Expression von VEGFR-2 auf der
Oberflache der Zellen nachgewiesen werden (Abb. 4.8.1). Zusatzlich konnte
auch der Korezeptor NP-1 gezeigt werden. Diese Ergebnisse legen nahe, dass
die Signale der schutzenden Wirkung von VEGF auf das Endothel Uber den
VEGFR-2 vermittelt werden.

In Studien anderer Autoren war bereits die Wirkungsvermittlung von VEGF Uber
VEGFR-2 nachgewiesen worden, wobei die Phosphorylierung von PI-3/Akt
induziert wurde (Gerber et al. 1998a). Die Beteiligung von VEGFR-2 an der
PARP-Regulation konnte durch Inkubation von EC mit VEGF 100 pg/ml - 100
ng/ml (5 x 10 2 - 5 x 10 ° M) und dem Inhibitor des VEGFR-2, SU 5416 (Bocci
et al. 2004, Bischof et al. 2004) nachgewiesen werden (Abb. 4.8.1, Tab. 4.8.1).
Die verwendete Konzentration von SU 5416, einem spezifischen VEGFR-2-
Antagonisten an Endothelzellen, entsprach Literaturangaben (Bocci et al. 2004,
Bischof et al. 2004). In der Western-Blot-Analyse zeigte sich, dass die Wirkung
von VEGF auf die PARP-Proteinexpression durch VEGFR-2-Inhibition
aufgehoben wurde. Daraus folgt, dass die Induktion der PARP-
Proteinexpression durch VEGF tber den VEGFR-2 vermittelt wird. Die mogliche
Beteiligung und Bedeutung des Korezeptors NP-1 soll in zuklnftigen Studien
unserer Arbeitsgruppe untersucht werden. Bisherige Daten lassen vermuten,
dass NP-1 fir die vollstdndige Wirkung von VEGF unerlasslich ist. Bei
Koexpression beider Rezeptoren auf der Membran von Endothelzellen ist die
VEGF-Wirkung viermal starker als bei alleiniger Vermittlung der Signale tber
VEGFR-2 (Petrova et al. 1999). Unsere Ergebnisse zeigen, dass die anti-
apoptotische Wirkung von VEGF Uber den VEGFR-2 vermittelt wird. Auch NP-1
war nachweisbar, eine Verstarkung des anti-apoptotischen Signals Uber
VEGFR-2 durch NP-1 ist denkbar. Zur Klarung der Frage, welche Molekile in

die Signalweiterleitung der Wirkung von VEGF involviert sind, wurden HUVEC



mit VEGF 10 ng /ml oder VEGF 100 ng/ml inkubiert und nach 15, 30, 60 und
120 Minuten im Western-Blot die Signaltransduktionsmolekile JNK, p 38
MAPK, Erk-1/Erk-2 und Akt und ihre phosphorylierten Formen analysiert (Abb.
4.9.1, 4.9.2, Tab. 4.9.1). Alle untersuchten Signaltransduktionsmolekiile werden
in Zusammenhang mit anti-, teilweise auch pro-apoptotischen Signalwegen
gebracht (Davis 2000; Johnson, Lapdat 2002). In der vorliegenden Arbeit
konnte eine vermehrte Aktivierung (also Phosphorylierung) von JNK und Akt
nachgewiesen werden. Die Rolle von JNK im Zusammenhang mit Apoptose
und Zelliberleben wird noch kontrovers diskutiert: Einerseits ist eine JNK-
Betieligung im Rahmen pro-apoptotischer Signalwege nachgewiesen worden,
andererseits gibt es auch Arbeiten, die seine Beteiligung an anti-apoptotischen
Kaskaden beschreiben (Davis 2000). Diese Kinase tragt bei zur Regulation von
Wachstum, Differenzierung, Proliferation, aber auch von Apoptose und wird
aktiviert durch Zytokine (TNFa, IL-1) und Stress (durch UV- und y-Strahlung,
Toxine, Hyperosmolaritat, Ischamie, und Hitze). Sicher ist, dass JNK-
Aktivierung den intrinsischen Weg der Apoptose auslost, indem die
mitochondriale Freisetzung von Cytochrom C induziert wird. Der genaue
Mechanismus ist unklar. Als ebenfalls gesichert gilt, dass viele JNK-
aktivierenden Stimuli keine apoptotische Wirkung auf die Zelle austiben (Davis
2000). Zum Einen, weil Uberlebenssignale von NFkB, Akt und ERK den
apoptotischen Weg blockieren, zum Anderen, weil die Zeitspanne der
Aktivierung eine wichtige Rolle zu spielen scheint (Chen, Tan 2000). Demnach
ist eine voribergehende JNK-Aktivierung nicht mit Apoptose assoziiert, da die
Zellen diese im Kontext mit anderen Aktivierungsstadien innerhalb der Zelle als
Uberlebenssignal interpretieren (Davis, 2000). AuRerdem gibt es Hinweise,
dass uber Integrine vermittelte Uberlebenssignale ebenfalls den Signalweg tiber
JNK nutzen (Almeida et al. 2000). Die JNK-Wirkung ist also von verschiedenen
Faktoren abhangig. Neben Zelltyp, Unterschieden in Entwicklung und
Differenzierung der Zelle und der Starke des aktivierenden Signals, spielen
auch Passagenummer der Zellkultur und der Status im Zellzyklus eine
determinierende Rolle fiur die Entscheidung zwischen Uberleben und Apoptose

(Wada, Penninger 2004). Die vorliegenden Ergebnisse legen eine Beteiligung
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von JNK an anti-apoptotischen Signalwegen im Rahmen der inhibierten
Endothelzellapoptose durch VEGF nahe.

Die von uns ebenfalls untersuchte Kinase Akt ist eindeutig als eine anti-
apoptotisch wirkende Proteinkinase charakterisiert (Downward 1998; Gerber et
al. 1998a). Akt ist eine PI3K nachgeschaltete Kinase und vornehmlich im
Zytoplasma lokalisiert, ist aber nach Stimulation auch im Nucleus nachweisbar
(Ahmed et al. 1993; Neri 1994; Meier 1997; Kim 1998; Lu 1998; Marchisio
1998). Die Aktivierung von Akt tber PI3K tragt zu den protektiven Effekten von
VEGF-induziertem Wachstum und Uberleben in Endothelzellen bei (Gerber et
al. 1998a; Irani 2000). Daruberhinaus konnte gezeigt werden, dass diese
Wirkung von VEGF uber den VEGFR-2 vermittelt wird, und dass sowohl die
Blockade dieses Rezeptors, als auch die Hemmung der PI3K den tber VEGF
vermittelten Apoptoseschutz drastisch vermindern (Gerber et al. 1998a). Die
anti-apoptotische Funktion von Akt wird zum Einen Uber Inaktivierung pro-
apoptotischer Molekile wie BAD, Caspase 9 und Raf ausgelbt, zum Anderen
Uber die Aktivierung von anti-apoptotischen eNOS und Transkriptionsfaktoren
(Choy et al. 2001; Datta et al. 1999; Dimmeler, Zeiher 2000).

Die Aktivierung von Akt ist im Kontext der vorliegenden Arbeit auch als anti-
apoptotischer Wirkmechanismus von VEGF anzusehen, jedoch konnte anhand
der PARP-mRNA Knockdown-Versuche die Induktion der PARP-Expression als
wichtigster anti-apoptotischer Wirkmechanismus von VEGF identifiziert werden.
Im Rahmen der anti-apoptotischen Wirkung von VEGF auf Endothelzellen
konnten wir keine Beteiligung der p38 MAPK nachweisen. p38 MAPK wurden
untersucht, da diese sowohl den Zelltod férdern (Sarkar et al. 2002; Porras et
al. 2004), aber auch Uberleben, Wachstum und Differenzierung der Zelle
unterstutzen (Liu et al. 2001; Park et al. 2002; Juretic et al. 2001; Yosimichi et
al. 2001). Von p38 MAPK sind mindestens vier Isoformen bekannt: p38 MAPK
a, B, y und & (Kyriakis, Avruch 2001). P38 MAPKSs kontrollieren die Funktion
von diversen Transkriptionsfaktoren, Kinasen und Phosphatasen (Davis 2000;
Bulavin et al. 2001, Chang, Karin 2001). p38 MAPK-Signalkaskaden, ahnlich
denen der JNKs, koénnen je nach Zelltyp und Aktivierungsstatus der Zelle
sowohl Uberlebens-, als auch apoptotische Signale vermitteln (Wada,
Penninger 2004).
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Die Kinasen ERK-1 und ERK-2 werden synonym auch als p44 (ERK-1) und p42
(ERK-2) bezeichnet. Sie werden aktiviert tber Phorphorylierung eines Threonin-
und eines Tyrosinrestes durch die MAPK-Kinasen MEK-1 und MEK-2, die
wiederum Ras- und Raf-Signale an die ERKs weiterleiten (Crews et al. 1992;
Alessi et al. 1994). Nach ihrer Aktivierung translozieren die ERKs in den
Nukleus und phosphorylieren eine Vielfalt an Substraten, darunter
Phospholipasen und verschiedene Transkriptionsfaktoren (Davis 1993;
Janknecht et al. 1993; Marais et al. 1993; Kowentz-Leutz et al. 1994; Wadman
et al. 1994, Gille et al. 1995; Treisman 1996). Andere Autoren haben eine
Aktivierung von ERK-1 und ERK-2 durch Wachstumsfaktoren wie VEGF und
NGF gezeigt und eine Bedeutung fur Proliferation, Differenzierung,
Zellmigration und Zytoskellet-Reorganisation nachgewiesen. Auch eine
Beteiligung an Stressreaktionen und Zelltod wurde beschrieben (Davis 2000;
Chang, Karin 2001; Johnson, Lapdat 2002; Werlen et al. 2003). Unsere
Ergebnisse konnten die Aktivierung von ERK-1 und ERK-2 durch VEGF in

Endothelzellen nicht bestatigen.

5.8 Regulationsebene der VEGF-induzierten PARP-
Expression

Nach der Aufklarung der Signalweiterleitung von VEGF in Endothelzellen, die
fur die Apoptosehemmung durch Regulation der PARP-Expression
verantwortlich ist, wurde untersucht, auf welcher Ebene der Proteinexpression
diese Induktion reguliert wird. Dafur wurden HUVEC mit VEGF in den
Konzentrationen von 1 ng/ml bis 100 ng/ml (5 x 10 **- 5 x 10 ° M) und 2 mg/ml
Actinomycin D oder aber 1 mg/ml Cycloheximid inhibiert. In der Literatur war
nach VEGF-Stimulus eine Regulierung auf Ebene der Transkription bei der
Induktion von Bcl-2 und Al in Endothelzellen beschrieben worden (Gerber et al.
1998b). In der vorliegenden Arbeit zeigte sich bei gleichzeitiger Inkubation mit
Actinomycin D und VEGF eine deutliche Reduktion der mRNA-Produktion (Tab.
4.6.1) und der Proteinexpression von PARP (Tab. 4.6.2, Abb. 4.6.1) noch unter
das Expressions-Niveau der Negativkontrolle. Die Inkubation mit Cycloheximid
und VEGF wirkte sich lediglich geringflgig auf die Proteinexpression von PARP
aus. Dieser Effekt ist hochstwahrscheinlich eher auf die unspezifische
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zytotoxische Wirkung des Cycloheximids zurtickzufihren, als auf eine
spezifische Hemmung der PARP-Expression. Cycloheximid ist ein potenter
Inhibitor der Proteinsynthese auf Ebene der Translation, indem es die 60S-
Untereinheit des Ribosomens blockiert (Abou Elela, Nazar 1997). Actinomycin
D hat hemmende Wirkungen auf die RNA- und auf die DNA-Synthese von
Organismen. Es wirkt Uber Bindung an DNA, Hemmung der RNA-Polymerase
und Hemmung der DNA-Polymerase (Bacchetti, Whitmore, 1969). Unsere
Daten zeigen, dass die Induktion der Expression von PARP in Endothelzellen
durch den Wachstumsfaktor VEGF auf Ebene der Transkription reguliert wird,

da sie durch Actinomycin D um 80 % hemmbar ist.

5.9 Klinische Bedeutung der Studienergebnisse

VEGF wird im Zusammenhang mit einer ganzen Reihe von Krankheiten eine
grolle Bedeutung zugesprochen. Krankheiten wie Arteriosklerose oder
Vaskulitis gehoren unter anderem dazu. Der Fortschritt dieser Erkrankungen
wird moglicherweise durch VEGF gehemmt, wobei es zu Vaskulitiden
widersprichliche Ergebnisse gibt (Zachary 2001; Thornton 2006). Bei
Arteriosklerose wirkt VEGF nach der Mehrzahl der Autoren Gefal3-protektiv
(Howell et al. 2005; Zachary 2001).

Andererseits fordert VEGF bei verschiedenen malignen Tumorarten Wachstum
und Metatstasierung der Tumoren (Eccles, Welch 2007). Bei Brustkrebs ist der
Gennachweis von VEGF und seinem Rezeptor VEGFR-1 sowie der Matrix-
Metalloproteinasen MMP1 und MMP9 (Van’t Veer et al. 2002) mit einer
schlechten Prognose assoziiert. Die klassischen Therapien der mit VEGF
assoziierten Erkrankungen wirken zum Grol3teil auf Ebene der Organstrukturen,
weniger auf molekularer Ebene. Beispielsweise seien hier Operation,
Radiotherapie und Chemotherapie im Kampf gegen maligne Tumore genannt.
Es werden aber zunehmend Bemihungen unternommen, neue therapeutische
Ansatze auf Ebene der molekularen Signalwege VEGF-assoziierter Krankheiten
zu entwickeln. Im Falle der durch VEGF unterstitzten Tumorentitdten wurden
antiangiogenetische Wirkstoffe wie der VEGF-Antikérper Bevacizumab
(Panares, Garcia 2007), oder der die GefalRentwicklung unterbrechende
Wirkstoff Combretastatin A4 (Salmon, Siemann 2007) in klinischen Studien
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getestet und befinden sich zum Teil bereits in der klinischen Anwendung. In der
Arteriosklerosetherapie und -diagnostik Uberwiegen die Untersuchung und
Behandlung der klassischen Risikofaktoren sowie invasive Therapien. VEGF ist
im Hinblick auf Arteriosklerose im Rahmen der Gentherapie als ein Wirkstoff
eingesetzt worden, der die Neovaskularisation verbessern sollte.
Experimentelle und klinische Studien an kleinen Patientenzahlen konnten eine
Verbesserung von Symptomen und Durchblutung durch lokale VEGF-
Gentherapie bei peripherer arterieller Verschlusskrankheit zeigen (Mikroulis et
al. 2007). Dennoch sind sowohl die Sicherheit als auch die Effizienz der VEGF-
Applikation nicht langfristig sichergestellt. Mdgliche Nebenwirkungen wie die
Induktion von Tumorwachstum oder entstehende Plaqueinstabilitdten durch
induzierte Angiogenese im Plaque (Mikroulis et al., 2007) miussen bedacht
werden. Weiterhin ist die genaue Rolle von VEGF in der Arteriosklerose-
Entstehung und —Progredienz sowie seine klinische Bedeutung noch immer
nicht ganz klar. Die vorliegende Arbeit kbnnte dazu beitragen, die Bedeutung
von VEGF als anti-apoptotischer Faktor fur Endothelzellen und als

vasoprotektiver Faktor bei Arteriosklerose zu untermauern.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass ein besseres Verstandnis der
Mechanismen der VEGF-Wirkung auf das Endothel zu neuen Einblicken in das
komplexe Netzwerk fihrt, das die kardiovaskulare Funktion reguliert. Diese
wiederum konnen fur die Entwicklung neuer therapeutischer Ansatze genutzt
werden. Die vorliegenden Daten geben Hinweise auf eine neuartige Wirkung
des Wachstumsfaktors VEGF, die zu einer Induktion eines Apoptose-
Schutzproteins fihrt. Es ist zu erwarten, dass daraus eine langer anhaltende
Resistenz der Endothelzellen gegeniber Apoptosestimuli resultiert, was in
weiteren  Untersuchungen belegt werden soll. Der nachgewiesene
Mechanismus konnte zu einer erhdhten Resistenz des Endothels gegenuber
Apoptosestimuli fuhren, da eine Verstarkung der PARP-Funktion die Wirkung
aktivierter Caspasen hemmt und damit die Apoptose-Exekution aufhalten kann.
Denkbar ware in diesem Zusammenhang die Nutzung von PARP als

prognostischer Marker bei Patienten mit Arteriosklerose.
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Die physiologische Relevanz der Induktion anti-apoptotischer Proteine wie
PARP durch VEGF konnte in einem autoprotektiven Mechanismus des
Endothels bestehen, welcher die Progression von Neointima-Lasionen hemmt.
Da die endothelprotektive Wirkung von VEGF mdglicherweise einen
therapeutischen Ansatzpunkt bei Arteriosklerose darstellt, ware eine starkere
Fokussierung auf die Endothelapoptose bei der Aufklarung der
Arterioskleroseentstehung winschenswert. Die therapeutische Modulation der
Endothelapoptose durch VEGF kénnte die Folgen einer Endothelschadigung
reduzieren und dadurch die Progression arteriosklerotischer Plaques verhindern
bzw. die postinterventionelle Neointima-Entwicklung hemmen. Fur die
Entwicklung erfolgreicher und nebenwirkungsarmer VEGF-Therapien ist ein

genaues Verstandnis der Wirkmechanismen von VEGF unverzichtbar.
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6 Zusammenfassung

Der vaskulare endotheliale Wachstumsfaktor (VEGF) ist der starkste
Uberlebensfaktor fiir Endothelzellen. Der anti-apoptotische Effekt von VEGF auf
das Endothel ist allgemein bekannt, jedoch sind die Mechanismen, die zu der
Apoptosehemmung fuhren, weitgehend unbekannt. Daher wurde die Hypothese
untersucht, dass VEGF Uber die Regulation eines Caspasen-Mediators, wie
Poly(ADP-ribose)-Polymerase (PARP), wirkt. In der vorliegenden Arbeit wird ein
neuartiger Wirkmechanismus von VEGF Uber die Hochregulation des
intrazellularen anti-apoptotischen Proteins PARP aufgezeigt.

Endothelzellen, HUVEC sowie die Zelllinien EA.hy926 und hCMEC/D3, wurden
mit VEGF in unterschiedlichen Konzentrationen (100 pg/ml - 1 pg/ml) inkubiert.
VEGF induzierte in Endothelzellen dosisabhéngig die Proteinexpression von
PARP, wie mittels automatisierter Densitometrie von Western-Blots gezeigt
wurde. Die mRNA -Produktion von PARP war ebenfalls erhdht, wie in der Real-
time RT-PCR demonstriert. VEGF induzierte auch eine erh6hte PARP-AKktivitat,
wie mithilfe des colorimetrischen PARP-Aktivitatsassays gezeigt.

Wiederholte Zugabe von VEGF zu Endothelzellen alle 48 Stunden uber eine
Inkubationszeit von 6 Tagen flihrte zu einem starkeren Anstieg der PARP-
Protein- und mRNA-Produktion. Durch durchflusszytometrische Annexin V-FITC
| Propidium-Jodid-Messung konnte gezeigt werden, dass VEGF in den
untersuchten Konzentrationen die Sensitivitdt der Endothelzellen fur Apoptose,
induziert durch Adhasions-Hemmung mithilfe des av-Integrinantagonisten
cRGDfV, um 60 % bei einmaliger Applikation und um 90 % bei dreimaliger
Applikation von VEGF reduzieren konnte, im Vergleich zu Zellen, die nicht mit
VEGF vorbehandelt worden waren. Die Induktion von PARP durch VEGF wurde
auf der Ebene der Transkription reguliert, gezeigt durch Co-Inkubation mit
Actinomycin D, ein potenter Inhibitor der Transkription. Inkubation mit
Cycloheximid, einem Translationsinhibitor, hatte keinen Einfluss auf das PARP-

Protein. Demzufolge erh6ht VEGF die Genexpression von PARP.
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bFGF oder TGFB hatten keinen Einfluss auf die PARP-Produktion, der
beobachtete Effekt war daher VEGF-spezifisch.

Der VEGF-Rezeptor-2 (VEGFR-2) wurde mittels Immunfluoreszenz auf
Endothelzellen nachgewiesen. Ebenfalls konnte der VEGFR-2 Ko-Rezeptor
Neuropilin-1 (NP-1) auf Endothelzellen nachgewiesen werden. In die
Signaltransduktion von VEGF war VEGFR-2 involviert, wie Ko-Inkubationen mit
dem VEGFR-2 Inhibitor SU5416 zeigen konnten. Downstream des Rezeptors
wiesen wir die Beteiligung von SAPK/JNK und Akt nach.

Um den direkten Zusammenhang zwischen VEGF und der Hochregulation von
PARP nachzuweisen, wurden Endothelzellen mit PARP-siRNA behandelt und
mit VEGF 100 pg/ml — 1 ng/ml prainkubiert. Transfektion mit PARP-siRNA fiuhrt
zu einer fast vollstandigen Reduktion der Expression von PARP-Protein in
Endothelzellen. Mit PARP-siRNA transfizierte Endothelzellen zeigten keine
Reduktion der im Durchflusszytometer gemessene Apoptoserate durch
Prainkubation mit VEGF im Vergleich zu nicht-transfizierten Zellen, der PARP

MRNA-Knockdown konnte also die Apoptosehemmung durch VEGF aufheben.

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass VEGF einen Hauptteil seines anti-
apoptotischen Effekts auf Endothelzellen Uber die Regulation der PARP-
Expression austbt. Die Hochregulierung des intrazellularen Proteins PARP
durch VEGF konnte einen auto-protektiven Mechanismus der Gefal3e zur
Neutralisation der pro-apoptotischen Caspasen-Aktivitdt darstellen, um die
endotheliale Empfindlichkeit gegentber apoptotischen Stimuli zu reduzieren.
Dieser Mechanismus konnte Einfluss haben auf die Angiogenese und die
Entstehung von Arteriosklerose. Das Verstandnis der schitzenden Wirkungen
von VEGF auf Endothelzellen ist der Schlissel fir die Entwicklung neuer
Therapien der Arteriosklerose und anderer mit VEGF assoziierter

Erkrankungen.
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