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Meinen Eltern
und

meinem Bruder Reinhard

Unser Verstandnis der Welt ist aus unzahligen Schichten errichtet.
Jede Schicht verdient erforscht zu werden,
solange wir nicht vergessen, dass es nur eine von vielen ist.
Wenn wir alles wiissten, was man von einer Schicht wissen kann
- ein hochst unwahrscheinlicher Fall -

so wirde uns das nicht viel Uber den Rest belehren.

Erwin Chargaff
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1 Einleitung

1.1 Apoptose

1.1.1 Allgemeine Grundlagen und Relevanz der Apoptose

Jede Sekunde sterben mehrere Millionen Uberzahlige, gealterte oder bescha-
digte Zellen des menschlichen Korpers durch Apoptose (Kroemer et al., 1998).
Der Begriff ,Apoptose” stammt aus dem Griechischen und beschreibt das Her-
abfallen der Blatter von den Baumen [Kerr et al, 1972]. Im zellbiologischen Sin-
ne bedeutet Apoptose ,programmierter Zelltod“, physiologischer Zelltod bzw.
,Suizid der Zelle®. Der Begriff ,Apoptose“ wurde von Kerr et al (1972) einge-
fuhrt, um die morphologischen Abbauvorgange in der Zelle zu beschreiben.
Hierzu gehoren blasige Veranderungen der Plasmamembran (membrane bleb-
bing) und eine starke Abnahme des Zellvolumens. Aufgrund dessen verlieren
die Zellen den Kontakt zu den Nachbarzellen und treten in die Phase der Zeio-
se ein, in der die Auflosung der Kernmembran, sowie die Kondensierung und
anschlielende Fragmentierung des Chromatins stattfindet. Die geschrumpften
apoptotischen Zellen werden entweder direkt phagozytiert, oder in kleinere a-
poptotische Korper aufgebrochen (apoptotic bodies) und von Nachbarzellen

absorbiert. Dabei kommt es zu keiner Entzindungsreaktion [Wyllie et al., 1980].

Im Gegensatz dazu steht eine andere Form des Zelltodes, die Nekrose, die in
Folge einer Zellschadigung auftritt, wie z.B. durch Toxine, Strahlung oder
schwere Hypoxie. Die Nekrose ist ein passiver, ATP-unabhangiger, Prozess,
bei dem es zu starker Schwellung des Zellkorpers kommt, die Organellen wer-
den geschadigt, das Chromatin verklumpt. Im Gegensatz zur Apoptose, bei der
die Integritat der Plasmamembran bis zur Phagozytose gewabhrt bleibt, resultiert
nekrotischer Zelltod in einem Zerfall der Zelle mit ZerreiRen der Plasma-
membran und damit einhergehend mit einer Entleerung des Zellinhaltes. Dies

fuhrt zu einer begleitenden Entzindungsreaktion [Wyllie, 1997].



Abb. 1: Apoptose versus Nekrose
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stellte Apoptose ist hingegen ein aktiver
(ATP verbrauchender) Prozess, der durch
Zellschrumpfung und Chromatinkondensa-
tion, Karyohexis, das Abschniren apoptoti-
scher Korperchen (apoptotic bodies) bei
andauernder Membranintegritdt und die
Phagozytose durch benachbarte Zellen

oder Makrophagen und somit ein Ausblei-

Nekrose Apoptose ben einer Entziindungsreaktion gekenn-

zeichnet ist.

Die Apoptose als physiologischer, einem strengen Regulationssystem unterlie-
gender, Zelltod, spielt eine wesentliche Rolle in der Embryogenese (beispiels-
weise bei der Eliminierung interdigitalen Gewebes des menschlichen Feten),
bei der Entwicklung des Gehirns sowie beim Altern. Apoptose ist essentiell fur
die Entwicklung und Regulation des Immun- und Nervensystems. Ferner ist der
programmierte Zelltod am Zellumsatz in der Haut, dem Darmepithel und dem
Endometrium beteiligt und hat damit wesentlichen Einfluss auf die Aufrechter-

haltung der Gewebehomeostase [Borgerson et al., 1999].

Dysregulation der Apoptose kann zu Erkrankungen flihren. Vermehrte Apopto-
se bedingt das Auftreten neurodegenerativer Erkrankungen wie z.B. Morbus
Alzheimer oder Morbus Parkinson und der Zerstorung von T-Lymphozyten bei
AIDS. Dagegen kann verminderte Apoptose-Aktivitat zu unkontrollierter Zellpro-
liferation in malignen Erkrankungen und zu Autoimmun-Erkrankungen flihren

[Borgerson et al., 1999].



Demzufolge sind bereits zahlreiche Medikamente entwickelt worden, welche
uber eine Beeinflussung der Apoptose wirken. Zytostatika und Radiotherapie
z.B. induzieren Apoptose in Tumorzellen. Die Grundlagenforschung auf dem
Gebiet der Apoptose ist also von groRer Bedeutung fur das Verstandnis der

Pathogenese und maoglicher Therapieansatze zahlreicher Erkrankungen.

1.2 Atherosklerose

1.2.1 Bedeutung der Atherosklerose

Die Atherosklerose ist die haufigste Systemerkrankung der Arterien und die
Haupttodesursache in den westlichen Industrielandern. Weltweit sind rund 33%,
in Deutschland 48%, der Todesfalle durch Atherosklerose und ihre Folgeer-
krankungen bedingt [Statistisches Bundesamt, 2002, s. Abb. 2].

Die WHO definiert Atherosklerose als eine ,komplexe Veranderung der ausklei-
denden inneren Zellschicht (Intima) von Arterien, die mit einer lokalen Anhau-
fung von Lipiden, Blut und Blutbestandteilen, schliellich mit der Bildung eines
fibrosen Gewebes mit Kalkablagerungen einhergeht®. Zu den wichtigsten Risi-
kofaktoren zahlen genetische Disposition, Alter, mannliches Geschlecht, Hyper-
tonie, Diabetes mellitus, Fettstoffwechsel-Storungen, Rauchen und Adipositas
[Ross, 1995]. Die Atherosklerose (griech.: athara = Gritze, skleros = hart) stellt
eine chronisch progrediente Veranderung der GefalRwand dar, welche von der
Intima ausgeht. Sie wird als eine Systemerkrankung bezeichnet, die den ge-
samten Korper befallt [Meyer R, 1999]. Die Pathogenese der Atherosklerose gilt
als multifaktoriell und ist bis dato nicht eindeutig geklart. Von zentraler Bedeu-
tung sind unter anderem reaktive Sauerstoffspezies (ROS), welche vermehrt
gebildet werden bei Patienten mit Risikofaktoren und klinisch manifester Athe-
rosklerose [Reilly et al. 1998, Kiowski 1999; Jones 2000; McNamara und Fitz-
Gerald 2001]. Initial werden Endothelzellen, welche die GefalRwand auskleiden

und eine dynamische Grenzschicht zwischen Blutstrom und GefalRwand bilden,



wiederholten bzw. kontinuierlichen Schadigungen ausgesetzt. Dies fihrt zur

Beeintrachtigung ihrer Homoéostase- und Schutzfunktion.
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Abb.: 2 Todesursachen in der Welt (Statistisches Bundesamt 2002)
(1) Atherosklerose (14,5 Mio.), (2) Infektionen (8,9 Mio.), (3) Lungen-Erkrankungen (7 Mio.),
(4) Malignome (6 Mio.), (5) Tod durch Gewalt (5,2 Mio.), (6) AIDS (2,4 Mio.).

1.2.2 Atherogenese

Die Atherogenese verlauft als ein Prozess der Interaktion zwischen Blut und
Gefallwand. Am Anfang der Atherogenese steht wahrscheinlich die endothelia-
le Dysfunktion, welche begunstigt wird durch Lipid- und Glukose-Stoffwechsel-
Stoérungen, Hypertonie und Nikotinabusus. Sie bedingt eine erhdéhte Permeabili-
tat fur Plasmabestandteile, besonders Lipoproteine. In einer fruhen Phase wer-
den Lipoproteinpartikel, insbesondere das LDL-Cholesterin, in den subintimalen
Raum aufgenommen. Dort sind sie anfallig fir chemische Modifikationen wie
die Oxidation. Oxidierte LDL-Partikel werden von eingewanderten Makrophagen

und Monozyten in erster Linie Uber Scavenger-Rezeptoren phagozytiert. Diese
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fettbeladenen Makrophagen werden dann als ,Schaumzellen“ bezeichnet und
sezernieren eine Vielzahl chemotaktischer Substanzen. Diese fUhren zu einer
Beschleunigung der Einwanderung von Leukozyten, Monozyten und inflamma-
torischer Lymphozyten in die Gefawand. Auf dem luminalen Deckendothel
werden Adhasionsmolekule exprimiert, die wiederum Leukozyten aus dem Blut
anlocken. Die Anhaufung der Schaumzellen fihrt zu einer frihen morphologi-
schen Veranderung der Gefallwand, dem sogenannten ,fatty streak® (s. Abb.
3). Schliellich bedingt der Untergang der Schaumzellen extrazellulare Ablage-
rungen von Lipiden (s. Abb. 3). Diese flieRen zusammen und bilden den Lipid-
kern der atherosklerotischen Plaque. Im weiteren Verlauf der Atherogenese
kommt es zur Einwanderung von glatten Muskelzellen aus der Media in die In-
tima des Gefales, wo sie proliferieren. Die in die Intima eingewanderten Ge-
faBmuskelzellen bilden eine kollagenreiche Bindegewebsmatrix und sezernie-
ren Zytokine und Chemokine. Auch aktivierte Fibroblasten proliferieren und de-
ponieren Kollagen in der Gefalwand. Die Vasodilatatoren NO und Prostazyklin
(PGl,) sind die wesentlichen Antagonisten. Bei endothelialer Dysfunktion ist ihre
Sekretion vermindert, ein Remodeling (strukturelle Veranderungen der Gefald-
wand durch Stimulation von glatten Muskelzellen und Fibroblasten) der Gefal3-
wand wird somit begunstigt. Bei endothelialer Dysfunktion werden weiterhin
Thrombozyten angelockt und aktiviert, welche Wachstumsfaktoren (platelet de-
rived growth factor, PDGF) freisetzten und somit den Prozess des Remodeling

verstarken.

Die Atherosklerose kann sich als stabile oder instabile Plaque manifestieren.
Zellbiologisch handelt es sich bei der instabilen Plaque um eine zellulare Infiltra-
tion, welche proteolytische Aktivitat begrindet. Dadurch kommt es zu einer nur
dinnen bindegewebigen Grenzlamelle zum flieRenden Blut. Es existiert ein be-
sonders grof3er Pool chemisch modifizierter Lipide, bezogen auf die Plaque-
GrolRe. Bei der stabilen Plaque hingegen herrscht ein relativ kleiner Lipidsee
vor. Es besteht eine relativ dicke bindegewebige Grenzlamelle zum flieRenden

Blut. Haufig herrschen Kalzifikationen vor.
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Abb. 3: Pathogenese der Atherosklerose.
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Abb. 4: Mechanismen der Einwanderung von Cholesterin und Monozyten in die GefaR-
wand und strukturelle Umbauprozesse.

Aufgrund endothelialer Dysfunktion (deformierte Endothelzelle) wandern Cholesterin (gelbe
Kugeln) und Monozyten aus dem Blut in die Gefallwand ein, werden zu Makrophagen und pha-
gozytieren eingewandertes, oxidiertes LDL (rote Kugeln). Glatte Muskelzellen wandern aus
der Media in die Intima ein und proliferieren. Thrombozyten werden angelockt und adharieren

am Endothel (griine Kugeln).
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1.2.3 Bedeutung der vaskuldaren Apoptose bei der Atherosklerose

Die Apoptose von Endothelzellen, glatten Muskelzellen und Makrophagen spielt
bei der Pathogenese und Progression der Atherosklerose eine wesentliche Rol-
le. Viele exogene und endogene Faktoren kdnnen die Apoptose Uber verschie-
dene Signaltransduktionswege oder Enzymsysteme beeinflussen. Zu den die
Gefalizell-Apoptose triggernden Faktoren wahrend der Entwicklung der Athe-
rosklerose zahlen modifizierte Lipide, proinflammtorische Zytokine, von aktivier-
ten Immunzellen produzierte Fas-Liganden, Zytokin-induzierte NO-Synthese,
Fas-vermittelte Caspase Aktivierung, Bcl 2/mitochondriale Dysfunktion und p53

Antionkogen-Expression [Geng, 2001].

Abnormale Expression und Dysfunktion dieser Apoptose regulierenden Gene
konnte die Gefalzell-Apoptose sowohl abschwachen als auch beschleunigen

und damit die Integritat und Stabilitat atherosklerotischer Plaques beeinflussen.

Apoptose von Gefalizellen ist die Basis fur das Entstehen von Mikropartikeln in
der Zirkulation, welche als potente prokoagulatorische Substrate agieren, so-
wohl lokal als auch systemisch [Mallat et al., 1999; Mallat et al., 2000]. Diese
Partikel sind bei Patienten mit instabiler KHK erhoht und sind mitverantwortlich
fur den grolden Anteil prokoagulatorischer Aktivitat in der Plaque [Trevor et al.,
2003]. Die Apoptose sowohl von Makrophagen, als auch von glatten Muskelzel-
len an der Schulterregion der Plaque soll mit verantwortlich sein fir eine Ruptur.
Es wird derzeit diskutiert, ob fur eine Plaque-Ruptur primar die Apoptose von
Makrophagen [Trevor et al., 2003; Kolodgie et al, 2000] oder die glatter Muskel-
zellen verantwortlich ist, oder aber ob die Apoptose beider Zelltypen gemein-

sam die Ursache darstellt [Trevor et al., 2003].

Auch Endothelzell-Apoptose wird in atherosklerotischen Lasionen beobachtet
und soll sowohl an der Atherogenese als auch an der Progression der Lasion
beteiligt sein. [Tricot et al, 2000]. Apoptose ist also sowohl bei der Atherogene-
se als auch bei der Progression atherosklerotischer Plaques und deren Ruptur
involviert. Ein verbessertes Wissen Uber die Regulation der Apoptose in den
GefaRen konnte also u. a. zu neuen Therapieansatzen fir eine Plaque-
Stabilisierung beitragen [Libby, Aikawa, 2002].
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1.2.3.1 Endothelzell-Apoptose

Endothelzell-Lasionen gelten als ein Schllsselereignis in der Pathogenese der
Atherosklerose [Dimmeler et al., 1998; Choy 2001]. Endothelzell-Apoptose wird
als initialer Schritt bei der Entwicklung atherosklerotischer Plaques diskutiert
[Dimmeler et al. 1998, Haunstetter et al., 1998]. Den ersten Hinweis, dass En-
dothelzellen dem programmierten Zelltod unterliegen kdnnen, erbrachten Ro-
baye et al. (1991). Apoptotische Endothelzellen sind sowohl in experimenteller,
als auch in humaner Atherosklerose nachgewiesen worden [Hasdai et al., 1999;
Alvarez et al., 1997]. Praktisch alle Risikofaktoren an Atherosklerose zu erkran-
ken, konnen Endothelzell-Apoptose in vitro vermehren oder die Anzahl zirkulie-
render Endothelzellen in vivo. Zu den Faktoren, welche zu Endothelzell-
Apoptose und damit zur Initiierung atherosklerotischer Lasionen fuhren, zahlen
Hyperglykamie [Baumgartner-Parzer, 1995], TNF a, oxidierte LDL-Partikel und
Angiotensin Il Uber die Aktivierung von Caspasen [Dimmeler et al, 1997] und
vermehrter oxidativer Stress [Hermann et al., 1997]. Atheroprotektive Faktoren
wie z.B. Oestrogen, NO, Antioxidantien und laminarer BlutfluR hingegen verhin-
dern Endothelzell-Apoptose [Dimmeler et al., 1998]. Viele Interventionen, die fir
die Pravention und die Therapie der Atherosklerose und ihrer Komplikationen
herangezogen werden, konnen die Apoptoserate des Endothels reduzieren:
Cholesterinsenkung reduziert das Substrat flr die Produktion von proapoptoti-
schem oxidiertem LDL von Endothelzellen [Mabile et al, 1997]; Statine kdénnen
die cNOS-Aktivitat vermindern [Laufs et al., 1998] was antiapoptotische Effekte
hat [Dimmeler et al., 1997]; Glukosekontrolle bei Diabetes mellitus verhindert
die proapoptotischen Effekte der Hyperglykamie [Stefanec et al, 2000]; Diureti-
ka reduzieren den proapoptotisch wirkenden natriuretischen Faktor [Anderson
et al., 1988]; ACE Inhibitoren reduzieren das proapoptotische Angiotensin I
[Stefanec, 2000]; Calciumkanal-Blocker, Estradiol und die Antioxidantien Vita-
min C und E besitzen ebenfalls antiapoptotische Effekte [Stefanec, 2000]. Wei-
terhin konnten Dimmeler und Zeiher zeigen, dass physiologische Schubspan-
nungen (shear stress) Uber das dadurch freigesetzte NO, welches die Caspa-

sen inaktiviert, die Apoptoseinduktion komplett inhibieren kdnnen (1996).
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1.2.3.2 Apoptose glatter GefaB-Muskelzellen

Apoptose glatter Muskelzellen von GefalRen ist in Atheroskleroseprozessen
nachgewiesen worden. Die Rolle der Apoptose glatter GefalRmuskelzellen wird
gegenwartig kontrovers diskutiert. Zu Beginn atherosklerotischer Lasionen
scheint die Apoptose glatter Muskelzellen protektiv zu sein, da sie der Prolifera-
tion entgegenwirkt [Bennett, 2000]. In fortgeschritteneren Stadien wird die
Apoptose glatter Gefallmuskelzellen an der fibrosen Kappe atherosklerotischer
Plaques beobachtet [Han et al., 1995; Geng & Libby, 1995; Isner et al., 1995;
Bennett et al, 1998; Geng, 2001; Trevor et al., 2003]. Die glatten GefalBmuskel-
zellen ,vergreisen” und sind unfahig zur effektiven Reparatur [Bennett 2000].
GefalRmuskelzellen aus fortgeschrittenen atherosklerotischen Plaques weisen
intrinsische Defekte in Proliferation und Uberlebenssignalen auf; Aktivierung der
Zellzyklus-Maschinerie zur Zellteilung induziert bei ihnen Apoptose, nicht eine
Zell-Proliferation [Bennett 1998]. Dies fuhrt zur Verdinnung der an glatten Ge-
falBmuskelzellen reichen fibrosen Kappe und damit zur Gefahr einer Plaque-
Ruptur. Aus einer stabilen Plaque kann sich somit eine instabile Plaque ent-
wickeln. Es ist nachgewiesen worden, dass in Lasionen, welche mit instabiler
Angina assoziiert sind, mehr Apoptose glatter GefaBmuskelzellen vorkommt als
in stabilen Lasionen [Bauriedel et al., 1998; Bauriedel et al., 1999]. Von den die
Gefallwand auskleidenden Endothelzellen sezerniertes NO und oxidierte Lipide
rufen Apoptose glatter Gefallmuskelzellen in der Plaque-Region hervor, nicht
jedoch der Ubrigen glatten Muskelzellen der Gefalwand. Dies flhrt zur weiteren
Schwachung der Plaque und pradisponiert zu einer Plaque-Ruptur [Bennett et
al. 1997]. Auch benachbarte Entziindungs-Zellen fuhren zum Zelltod der glatten
Muskelzellen [Boyle, 1997].

Cholesterinsenkende Medikamente sollen die Entziindungszellen in der Plaque
reduzieren und somit den Zelltod der glatten Muskelzellen und damit Plaque-
Rupturen vermindern kdnnen [Bennett, 2000] (s. Abb. 5).
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1.2.4 Plaquestabilisierung durch Statine

HMG-CoA-Reduktase-Inhibitoren, Statine, stellen zur Zeit die effektivste Me-
thode zur pharmakologischen Senkung des Plasmacholesterins dar. Grolde
multizentrische Studien haben gezeigt, dass durch die Gabe von Statinen Uber
mehrere Jahre die kardiovaskulare Morbiditat und Mortalitat signifikant gegen-

uber Placebos gesenkt werden.

Neben der bekannten LDL- und Gesamtcholesterin-senkenden Wirkung wurden
auch sogenannte pleiotrope, ,non-lipid“ bzw. gefallwandgerichtete Effekte pos-
tuliert, welche zu einer Plaque-Stabilisierung flihren (vgl. Abb. 5) und einen
gunstigen Einfluss auf die Gesamtmortalitat austuben [Libby, 2003]. Experimen-
telle Untersuchungen gaben deutliche Hinweise, dass Statine antientzindlich
[Crisby et al., 2001; Ortego et al., 1999; Strandberg et al., 1999], antiproliferativ
[Fukumoto et al., 2001; Laufs et al, 1999; Sindermann et al. 2000; Yasunari et
al., 2001] und antithrombotisch [Eto et al., 2002; Libby, 2003; Seljeflot et al.,
2002; Wiesbauer et al, 2002] wirken, die Endothelfunktion verbessern [Laufs et
al., 1998; Mueck et al., 2001] und die fibrése Deckplatte atherosklerotischer
Plaques stabilisieren [Bellosta et al., 1998; Crisby et al., 2001; Fukumoto et al.,
2001].

Statine

Instabile Plaque Stabile Plaque

Hohes Risiko einer Geringes Risiko einer

Plaque-Ruptur Plaque-Ruptur

LDL Senkung

Verbesserung der Dicke fibrése Kappe (SMC &

Dinne fibrose Kappe Endothelfunktion

GroRer Lipidkern extrazellullare Matrix 1)
Makrophagen/Schaumzellen 1 Kleiner Lipidkern

Erhdhte entziindliche Aktivitat Makrophagen/Schaumzelien |

im Randbereich der Plaques

Abb. 5: Plaquestabilisierung durch Statine.
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1.3 Freie Fettsauren und Freie-Fettsaure-induzierte Apoptose

Freie Fettsauren sind unveresterte Carbonsauren mit langer Kohlenwasser-
stoffkette und dienen im Organismus als Quelle fur Stoffwechselenergie, als
Substrate fur den Zellmembran-Aufbau (Glyko- und Phospholipide) und als Vor-
laufer fur viele intrazellulare Signalmolekuile wie z.B. Prostaglandine, Leukotrie-
ne, Thromboxane und ,Platelet-activating factor” [Bergstrom, 1967; Grimminger,
1997; McArthur, 1999]. Im Normalzustand reichen die Konzentrationen der frei-
en Fettsduren von 200 bis 600 umol/l [Mu et al, 2001]. Diese grol3e Variations-
breite kommt durch individuelle Ernahrungsgewohnheiten und Schwankungen
im Serum-Insulin-Spiegel zustande [Wolever et al., 1995; Singer et al, 1985;
Murphy et al. 1995]. In pathologischen Zustanden wie Insulinresistenz/Diabetes
[Artwohl, Roden 2003], Adipositas und malignen Erkrankungen sind die Ge-
samt-Freie-Fettsaure-Konzentrationen auf 400-2000 umol/l erhdht [Hall, 1979;
Reaven, 1988; Stolba 1993]. Die Erhdéhung freier Fettsduren im Plasma ist ein
wichtiger Faktor, der Adipositas, Insulinresistenz und Typ 2 Diabetes mellitus
verbindet und auch das Risiko kardiovaskularer Erkrankungen erhdht [Smith,
1999; Belfiore, 1998; Lewis, 1996]. Das Freie-Fettsaure-Muster unterscheidet
sich in schlanken und adipdsen Menschen: adipose haben einen niedrigen un-
gesattigten-zu-gesattigten Fettsdure Quotienten [Mitropoulos et al., 1997]. Neu-
ere Studien zeigen, dass erhohte Spiegel freier Fettsauren die T- Lymphozyten-
Funktion stéren [Stulnig, Waldhausl et al., 2000] und pankreatische (-
Zellapoptose induzieren [Eitel et al., 2003; Shimabukuro et al., 1998; Maedler K,
2001; Lupi et al., 2002]. Die bei Insulinresistenz und Adipositas erhdhten frei-
en Fettsduren beeintrachtigen die Endothelfunktion, wobei die zugrunde lie-
genden Mechanismen noch groftenteils unbekannt sind [Artwohl, Roden et al.,
2003].
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1.4 Die Proteinkinase C

1.4.1 Bedeutung und Einteilung der Proteinkinase C (PKC)

Die Proteinkinase C ist kein einzelnes Enzym, sondern eine Familie
von mindestens 11 verschiedenen Isoenzymen, welche andere Proteine an Se-
rin- und Threoninresten phosphorylieren und deshalb auch als Serin/Threonin-
Kinasen bezeichnet werden. [Berry N (1990); Dekker LV (1994); Nishizuka Y
(1988)]. Wie die meisten der Serin/Threonin-spezifischen Proteinkinasen weist
auch die Proteinkinase C eine aulderordentliche Heterogenitat auf. Bisher ist die
Proteinkinase C in Saugetieren anhand verschiedener Kriterien wie Sequenz,
Stimulierbarkeit und Regulation in die Isoenzyme alpha, beta-1, beta-2, gamma,
delta, epsilon, zeta, eta, theta und iota/lambda eingeteilt worden, wobei PKC-
lambda das Maus-Homolog von PKC-iota ist. [Krauss, 1997; a, B, y Parker et
al., 1986; Coussens et al. 1986; 0, €, ¢: Ono et al., 1987; n: Osada et al., 1990;
B: Osada et al., 1992; I/A: Selbie et al., 1993]. Die unterschiedlichen Isoformen
unterscheiden sich in ihrer zellularen Lokalisation, in ihrer Aktivierbarkeit durch
Cofaktoren und durch ihre Substratproteine. PKC-alpha, -delta, und -zeta sind
beispielsweise in nahezu allen Geweben weit verbreitet, wahrend die anderen
Subtypen nur in spezifischen Geweben vorkommen [Krauss, 1997]. Anhand
ihres Aktivierungsmoduses wird die Proteinkinase C in 3 Untergruppen einge-
teilt:
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1. Zu den klassischen oder konventionellen PKCs (cPKC) zahlen PKC-
alpha, -beta-1, -beta-2 und -gamma. Sie bendtigen Phosphatidylserin,
Diacylglycerin und Calcium zu ihrer Aktivierung [Takai et al., 1979].

Der Tumorpromotor PMA (bzw. TPA) ist dem naturlichen Aktivator Dia-

cylglyerin strukturverwandt und aktiviert die klassischen PKCs, indem er

sie bindet.
Isoform Vorkommen
Alpha () Ubiquitar
Betal (B1) Besonders in mesenchymalen Geweben
Betall (B II) Besonders in mesenchymalen Geweben
Gamma (y) Ausschlieldlich im Gehirn
2, Die neuen oder ,novel* PKCs (nPKC) bestehen aus den Isoenzymen

PKC-delta, -epsilon, -eta und -theta. Sie sind Ca2+-unabhangig, werden
jedoch ebenfalls durch Diacylglycerin oder Phorbolester in Gegenwart

von Phosphatidylserin aktiviert [Ono et al., 1988].

Isoform Vorkommen

Delta  (d) Ubiquitar, grofdte Expression im Pankreas
Epsilon () Besonders im Gehirn

Eta (n) Besonders in Haut, Herz und Lunge
Theta (0) Besonders im mesenchymalen Gewebe

3. die atypischen PKCs (aPKC) iota (bzw. lambda bei der Maus) und zeta
sind wie die nPKCs Ca?*-unabhangig. Sie bendtigen nur Phosphatidylse-
rin zu ihrer Aktivierung und reagieren im Gegensatz zu den klassischen

und neuen Isoformen nicht auf Diacylglycerin oder Phorbolester [Ono et

al., 1989].
Isoform Vorkommen
Zeta (Q) Ubiquitar
Lambda/iota (A1) Besonders in Keimdrisen
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Die PKC-Isoenzyme sind zentrale Signalproteine. Den einzelnen Subtypen der
Proteinkinase C kommen unterschiedliche, spezifische Funktionen im Organis-
mus zu [Dekker und Parker 1994]. Sie spielen beispielsweise eine zentrale Rol-
le bei der hormonellen Signaltransduktion, sowie bei der Regulation von Zell-
wachstum, Zelldifferenzierung und bei der Apoptose [Clemens et al., 1992;
Nishizuka, 1992; Livneh und Fishman, 1997; Musashi et al., 2000, Eitel et al.
2003]. Auch im Glucosestoffwechsel ist die Proteinkinase C von zentraler Be-
deutung. Die Aktivierung der PKC durch Phorbolester flihrt zu einer Serin-
Phosphorylierung am Insulinrezeptor und zur Hemmung der Tyrosinkinase [O-
bermaier, Haring, 1987; Takayama S., 1988]. Durch Aktivierung der PKC konn-
te weiterhin der Glukosetransport stimuliert werden [Muhlbacher, Haring 1988].
Bei der Entwicklung diabetischer Komplikationen an Retina, Aorta, Niere und
Herz kommt der PKC ebenfalls Bedeutung zu [Forst, 1998; Inoguchi 1992; Ishii
1996; Shiba T 1993].

1.4.2 Bedeutung der PKC bei der Apoptose generell und bei freier

Fettsaure-induzierter Apoptose

Der Prozess der Apoptose ist auf verschiedenen Ebenen durch Phosphorylie-
rung vieler verschiedener Proteinkinasen reguliert [Gutcher et al., 2003]. Die
Familie der Proteinkinase C (PKC) zeigt sowohl inhibitorische, als auch stimu-
lierende Effekte auf die Apoptose. Bis auf einige Ausnahmen sollen PKC-alpha,
-beta, -epsilon und die atypischen Isoformen PKC-iota und -zeta anti-
apoptotisch wirken und PKC-delta und -theta pro-apoptotisch [Gutcher et al.,
2003]. Eitel et al. fand, dass die freie Fettsaure induzierte Apoptose an Ratten-
insulinomazellen und an humanen [B-Zellen des Pancreas Uber die Protein-
kinase C-delta vermittelt wird [Eitel et al., 2003]. Auch bei der Apoptose an Ge-
falmuskelzellen ist die Proteinkinase C beteiligt. Hyperglykamie, beispielswei-
se, inhibiert die Apoptose glatter Gefalmuskelzellen Uber Proteinkinase C-
alpha und -beta-2 [Hall et al., 2000].
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1.5 Fragestellung

Aufgrund der oben geschilderten Zusammenhange zwischen erhohten Fett-
saure-Spiegeln und Insulinresistenz/Adipositas einerseits und der Apoptose-

induktion und Atherosklerose andererseits stellten sich folgende Fragen:

1. Induzieren Fettsauren an Endothel- und glatten Muskelzellen humaner
Koronararterien Apoptose? Gibt es Unterschiede in der Wirkung einzel-

ner Fettsauren?

2, Beeinflussen die gefaliprotektiven Statine die Lipo-Apoptose von Endo-

thel- und glatten Muskelzellen humaner Koronararterien?

3. Vermittelt die Proteinkinase C die Lipo-Apoptose an Endothel- und glat-

ten Muskelzellen humaner Koronararterien?

3.1 Was ist das Expressionsmuster der Proteinkinase C in En-
dothelzellen und glatten Muskelzellen humaner Koronar-

arterien?

3.2 Beeinflussen verschiedene PKC-Inhibitoren die Lipo-
Apoptose von Endothel- und glatten Muskelzellen humaner

Koronararterien?
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate und Hilfsmittel

ABI PRISM 310
Agarosegel 2 %
Brutschrank
Blockthermostat BT 200

Centri Sep Colums
(Sephadex)

Drehzahl Elektronic

FACS Calibur Zytometer
Falcon Culture Slides
Falcon Plastikrohrchen
Inkubationsschuttler
Konfokal Mikroskop
Light Cycler
Mikroskop
Mikrowellengerat
Nitrozellulose

PCR plates (96er)
Photometer

pH-Meter

Applied Biosystems

Invitrogen Agarose Elektrophoresis Grade
Heraeus Instruments, Hanau

Kleinfeld Labortechnik GmbH&Co, Gehrden

Applied Biosystems, Foster City, CA, USA

Ikamag Reo, IKA Labortechnik, Jahnke&Kunkel,
Staufen

Becton Dickinson, Erembodegem-Aalst, Belgien
Becton Dickinson Labware, Franklin Lakes,USA
Becton Dickinson Labware, Franklin Lakes, USA
Infors, Boltwingen, Schweiz

Leica, Bensheim

Roche, Mannheim, Deutschland

Carl Zeiss, Oberkochen, Deutschland
Bauknecht

Schleicher und Schuell, Kassel, Deutschland
Macherey Nagel GmbH, Duren, Deutschland
Spectronic Instruments, Milton Roy, USA

Beckman, Minchen, Deutschland

22



Pipetboy

Pipetten

Petrischalen

Stabiles Netzgerat
Sterilbank

Sterilfilter

Vortex Genie 2
Wasserbad GFL 1083
Whatman 3MM Papier
Zellkulturplatte

Zentrifugen

Integra Biosciences GmbH, Fernwald, Deutsch-

land

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Peske Laborbedarf, Aindling, Deutschland
Fisher, Canada

Heraeus Instruments, Hanau, Deutschland
Sartorius AG, Goettingen, Deutschland
Scientific Industries, Bohemia, USA

Bachofer, Reutlingen, Deutschland

Whatman International Ltd., Maidstone, England
TPP, Europe/Switzerland

Heraeus Instruments, Hanau, Deutschland

21.2 Software (Computerprogramme)

CELLQuest Programm

Sigma Stat

Sigma Plot

Becton Dickinson, Erembodegem-Aalst, Belgien
Jandel Scientific Software, San Rafael, Ca, USA

Jandel Scientific Software, San Rafael, Ca, USA
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2.1.3 Chemikalien/Substanzen:

Acrylamid

AMV Reverse Transkriptase

Annexin-V-Fluos

Aprotonin (Trasylol)
APS (Ammonium-Poly-Sulfat)

Atorvastatin (20 mM in DMSO)

Bis Indolyl Maleimid, 0,5 mM in H,O
Bradford-Reagenz

BSA (Bovines Serum Albumin),
fettsaurefrei

DMSO

ECL Kit (Western blotting Reagenz)

Entwickler G 150
Ethanol
Fettsauren, 200 mM in Ethanol

First strand cDNA kit

Fixierer Superfix
Gelatine

HEPES
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Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roche Diagnostics, Mannheim,

Deutschland

Roche Molecular Biochemicals,

Mannheim, Deutschland
Bayer, Leverkusen, Deutschland
Sigma, Minchen, Deutschland

Merck, Darmstadt (Calbiochem),
Deutschland

Sigma, Miunchen, Deutschland
BioRad, Muinchen, Deutschland

Sigma, Muinchen, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Amersham Buchler, Braunschweig,

Deutschland
AGFA-GEVAERT, Belgien
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma, Minchen, Deutschland

Roche Diagnostics, Mannheim,

Deutschland
Tetenal, Norderstedt, Deutschland
Sigma, Minchen, Deutschland

Boehringer Mannheim, Deutschland



Isopropanol

Methanol

Molekulargewichtsstandard fur SDS-

PAGE
PermaFluor

Ponceau S (0,2 % in 3 % TCA)

Propidiumiodid (Stocklosung 5 mg/ml

in PBS)

Proteinkinase C-Zeta Pseudosubstrat

RNAse A (Stocklésung 10 mg/ml in

PBS)

Rottlerin, 20 mM in DMSO
Sodiumdodecylsulfat (SDS)
Sphingosin, 5mM in Ethanol
TEMED

12-O-Tetradecanoylphorbol 13-Acetat

(TPA)
Tris-(hydroxymethyl-)aminomethan
Triton X-100

Trypsin/EDTA Losung 1:250
Zellkultur-Medien:

Endothelzellen: EGM-2 M

Glatte Muskelzellen: SmGm?2

Zellkulturmedien Zusatze “Singlequots”
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Sigma, Minchen, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland

BioRad, Munchen, Deutschland

Immunotech, Marseille, Frankreich
Sigma, Minchen, Deutschland

Sigma, Miunchen, Deutschland

Biosource, Camarillo, CA, USA

CarlRoth GmbH&Co, Karlsruhe

Merck, Darmstadt (Calbiochem)
Serva, Heidelberg, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

CarlRoth GmbH&Co, Karlsruhe

Deutschland

Sigma-Aldrich, Taufkirchen,

Deutschland

Serva, Heidelberg, Deutschland
Sigma, Miunchen, Deutschland
BioWhittaker, Walkersville, USA
Clonetics/ BioWhittaker,

Walkersville, USA

Clonetics/ BioWhittaker, USA



Primer

5-GTCTATGTCCAAGGAAGCTG-3’
5- AGGTGTTAGGACTGGTGGAT-3"

Primar-Antikorper

a-PKC-alpha:
a-PKC-beta 1:
a-PKC-beta 2:

o-PKC-gamma:

a-PKC-delta:
a-PKC-epsilon:

a-PKC-zeta:

a-PKC-eta:

o PKC-theta:

a-PKC-iota:

Kaninchen, polyklonal
Kaninchen, polyklonal
Kaninchen, polyklonal
Kaninchen, polyklonal

Maus, monoklonal

Kaninchen, polyklonal
Kaninchen, polyklonal
Ziege, polyklonal

Kaninchen, polyklonal
Kaninchen, polyklonal

Kaninchen, polyklonal

Maus, monoklonal

Kaninchen, polyklonal
Maus, monoklonal

Maus, monoklonal

Maus, monoklonal
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Invitrogen, Karlsruhe,

Deutschland

Santacruz (Santa Cruz, CA, USA)
Santacruz (Santa Cruz, CA, USA)
Santacruz (Santa Cruz, CA, USA)
Santacruz (Santa Cruz, CA, USA)

Transduction Laboratories,
Lexincton, USA

Santacruz (Santa Cruz, CA, USA)
Santacruz (Santa Cruz, CA, USA)
Santacruz (Santa Cruz, CA, USA)
Sigma (Munchen, Deutschland)
Biomol (Hamburg; Deutschland)
Santacruz (Santa Cruz, CA, USA)

Transduction Laboratories,
Lexincton, USA

Santacruz (Santa Cruz, CA, USA)
Santacruz (Santa Cruz, CA, USA)

Transduction Laboratories,
Lexincton, USA

Transduction Laboratories,
Lexincton, USA



Sekundar-Antikorper

a-Kaninchen, a-Maus, a-Ziege Sigma (Munchen, Deutschland)
a-Kaninchen, a-Maus, a-Ziege, Molecular Probes Inc.(Eugene, USA)
fluoreszensmarkiert
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur:

Endothelzellen CC-2585 und glatte Muskelzellen CS-2583 humaner Koronarar-
terien wurden von Clonetics/BioWhittaker bezogen. Die Zellen wurden durch
enzymatische Verdauung von Transplantaten gesunder Organspender gewon-
nen. Die Endothelzellen stammen von einem 21 jahrigen Mann, die glatten
Muskelzellen von einem 58-jahrigen Mann. Die Endothelzellen wurden auf von
Willebrand Faktor VIII und acetyliertes LDL positiv und auf glattes Muskelzellen
alpha-Aktin negativ getestet. Sie wurden nach der ersten Passage mit >500 000
Zellen pro Cup gefroren geliefert. Die glatten Muskelzellen wiesen positives
glattes Muskelzellen alpha-Aktin, glattes Muskelzellen Myosin, Calponin und
Caldesmin und einen negativen von Willebrand Faktor VIII auf. Sie wurden
nach der dritten Passage mit einer Zellzahl von 6,8 x 108 pro Cup gefroren ge-
liefert. Sowohl die Endothel- als auch die glatten Muskelzellen zeigten negative
Tests fur HIV-1, HBV, HCV, Mykoplasmen, Bakterien und Pilze. Dem basalen
Endothelzellmedium CC-3121 EBM von Clonetics/BioWhittaker (500 ml) wur-
den 35 ml FBS, 0,2 ml Hydrocortison, 2 ml hFGF, 0,5 ml VEGF, 0,5 ml R3-IGF,
0,5 ml ASS, 0,5 ml hEGF und 0,5 ml GA-1000 hinzugeflgt. Dem basalen glat-
ten Muskelzell-Medium CC-4149 SmBM von Clonetics/BioWhittaker (500ml)
wurden 25 ml FBS, 0,5 ml Insulin, 1,0 ml hFGF-B, 0,5 ml GA-1000 und 0,5 ml
hEGF hinzugefugt. Bei den basalen Medien handelt es sich jeweils um modifi-
zierte MCDB 131 Medien (Dr. Ham, University of Colorado) mit einer Konzent-
ration von FCS von 10% und 5 mM Glucose. Die Endothel- und glatten Muskel-
zellen wurden in 15 cm Gewebekulturschalen bis zu 80 % Konfluenz in wasser-
dampfgesattigter Atmosphare (37°C, 7% CO2) kultiviert. Zur Passagierung
wurden die adharenten Zellen nach einigen Tagen mit 1-2 facher Trypsin/ ED-
TA Loésung von dem Zellkulturschalenboden geldst. Anschlie3end wurden 10 ml
Zellkulturmedium zugefugt, um die Trypsinaktivitat zu stoppen und die Zellen
sodann zu resuspendieren. Die Zellsuspension wurde mit Medium je nach Be-

darf verdinnt und auf neue Zellkulturschalen verteilt. Nach einer Woche waren
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die Zellen zu ca. 80% konfluent und konnten so fur die Versuche eingesetzt

werden.

2.2.2 Behandlung der Zellen

2.2.2.1 Herstellung von Fettsaure-Losungen

Die Fettsaure Stammlosungen (200 mM in Ethanol) wurden an fettsaurefreies
BSA gekoppelt, indem sie 1:25 mit Krebs-Ringer-HEPES-Puffer (BSA Gehalt
20%) verdunnt wurden (Krebs-Ringer-HEPES-Puffer: 7,674 g/l NaCl, 0,351 g/|
KCl, 0,363 g/l CaCly, 0,363 g/l MgSO4 0,342 g/l NaH,PO4, 2,38 g/l HEPES, ad
250 ml Millipore Wasser, auf pH 7,4 einstellen und auf 1000 ml mit destillierten
Wasser auffiillen). Nach Uberleitung von Stickstoff wurden die Ldésungen ber
Nacht bei 37°C im Inkubationsschuttler belassen. Die Fettsduren wurden in Ep-
pendorf Cups aliquotiert, welche nach erneuter Stickstoff Uberleitung bei —20°C

verwahrt wurden.

2.2.2.2 Behandlung der Zellen mit Fettsauren und PKC-Inhibitoren

Nachdem die Zellen ca. 80% Konfluenz in den 15 cm Kulturschalen erreicht
hatten (s.2.2.1), wurden sie abtrypsiniert und auf 6-Loch-Zellkultur-Platten (,6
wells®) verteilt, in denen sie uber Nacht bei 37°C inkubierten. Am nachsten Tag
wurde dann das Medium durch fettsdaurehaltiges Medium ersetzt. Bei Einsatz
von Inhibitoren, inkubierten die Zellen 30 Minuten mit diesen bei 37°C, bevor
die Zugabe der Fettsauren erfolgte. Die Zellen inkubierten weitere 24 Stunden
im Brutschrank, um dann fur die Durchflusszytometrie (s. Kap. 2.2.3.) vorberei-

tet zu werden.
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2.2.3 Durchflusszytometrie
(FACS = Fluorescent Activated Cell Sorting)

2.2.3.1 Zellzyklusanalyse

Mit der Durchflusszytometrie kénnen die physikalischen Eigenschaften von Zel-
len gemessen werden. Das Verfahren findet Anwendung in Studien zur Zellpro-
liferation und zum Zelltod. Die Lichtstreuung der Zellen ist abhangig von GroRde,
Oberflachen- und Zytoplasma-Beschaffenheit. Wir verwendeten die Zellzyklus-
Analyse zur Messung der apoptotischen Zellen, indem der DNA Gehalt in der
Sub-G1-Fraktion gemessen wurde. Verwendet wurde der Fluoreszensfarbstoff
Propidiumiodid, welcher tote Zellen anfarbt. Propidiumiodid gelangt durch die
Zellmembran und lagert sich dort in die DNA ein. Propidiumiodid bindet an
Chromatin und gibt ein dem Chromatingehalt der Zellen proportionales Signal
ab. Die Zellen wurden wie oben aufgefuhrt behandelt, abtrypsiniert, in je ein
Rohrchen pipettiert und bei 4°C und 1200 Umdrehungen 7 Minuten abzentrifu-
giert. Danach wurde einmal mit kaltem PBS (10 x PBS: 100 mM Na2HPO4, 50
mM NaH2PO4, 54 mM KCI, 137 mM NaCl) gewaschen. Anschliel3end erfolgte
die Fixierung mit 1 ml eiskaltem 75-prozentigen Ethanol pro Rohrchen uber
Nacht oder mehrere Tage lang bei 4°C. Am Tag der Messung wurden die Pro-
ben zweimal mit je 2 ml kaltem PBS gewaschen. Es folgte die Farbung der Zel-
len. Dafir wurde eine Propidiumiodid/RNAse Losung hergestellt: 50 ug/ml Pro-
pidiumiodid (Stammldsung 1:1000 verdinnen) und 100 ug/ml RNAse (Stamm-
I6sung 1:100 verdinnen) wurden in PBS geldst. Je nach Grole des Zellpellets
wurden ca. 200-400 ul Farbeldsung in das Probenrdhrchen pipettiert, das Pellet
aufgenommen und in ein FACS Messrohrchen dberfihrt. Nach 20-minUtiger
lichtgeschutzter Inkubation erfolgte die Messung der apoptotischen Zellen mit-
tels durchflusszytometrischer Zellzyklusanalyse. Mit Histogrammen wurde der
prozentuale Anteil von Zellen in der Sub-G1-Zellzyklusphase mit Hilfe des Cell-
Quest Programms (Becton Dickinson) quantitativ bestimmt. Auf der x-Achse ist
die Intensitat der gemessenen Fluoreszenz, auf der y-Achse sind die gezahlten

Zellen (,Count®) aufgetragen.

30



A =R
Zellzahl
8] G1
*1sub G G2/M
<] Y
f I S .
° 0 200 400 600 800 1000
DNA Gehalt
B| Zelzahl ®

160
il

800 1000

DNA Gehalt

Abb. 6: Zellzyklusanalyse.

Durchflusszytometrische Bestimmung des DNA Gehaltes. Die Grolke des DNA-
Fluoreszenzsignals (x-Achse) wurde gegen die Anzahl der gemessenen Teilchen pro Intensi-
tatsklasse (Y-Achse) aufgetragen. Hier sichtbar das Verhaltnis zwischen Zellzyklus und DNA
Gehalt. Der DNA Gehalt verdoppelt sich in der S Phase. Daher haben die Zellen in der G2/M
Phase doppelt so viel DNA wie Zellen in der G1 Phase. Die Sub-G1-Phase reprasentiert die
apoptotischen Zellen. Wahrend der Apoptose geht eine Fraktion DNA von der Zelle verloren
durch DNA Fragmentierung. Die ,Sub-G1-Zellen“ sind also apoptotische Zellen mit fragmentier-
ter DNA Gehalt. Mit Hilfe von Computerprogrammen wird der prozentuelle Anteil der apoptoti-

schen Zellen angegeben. (A) Fast keine Apoptose, (B) deutliche Apoptose (Sub G1 Fraktion).
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2.2.3.2 Propidiumiodid/ Annexin Doppelfarbung

Die Doppelfarbung mit Propidiumiodid und Annexin ermdglicht die Differenzie-
rung zwischen apoptotischen und nekrotischen Zellen. Die Zellen wurden ge-
erntet und gewaschen (s. Durchflusszytometrie) und mit Propidiumiodid
(1pg/ml) und Annexin gefarbt. Dazu wurde zunachst ein Inkubationspuffer an-
gesetzt (10mM Hepes/NaOH, pH 7,4, 140 mM NaCl, 5 mM CaCl,). Dem Inku-
bationspuffer wurde anschlieRend die Annexin-V-Fluos Markierungslosung zu-
gefugt (Verdinnung von 20 pl Annexin-V-Fluos Stammlésung in 1000 pl Inku-
bations-Puffer und hinzufigen von 20 ul der 50 pg/ml Propidiumiodid Stamml6-
sung). Von der Annexin/Propidiumiodid Farbelésung wurden 100 ul pro Zellpel-
let verwendet. Die gefarbten Zellen wurden mittels FACS Calibur Zytometer
untersucht: Die Prozentanteile der nekrotischen, apoptotischen und lebenden

Zellen wurden mit Hilfe der CellQuest Software (Becton Dickinson) errechnet.

=

o

- necrotic —e-
O o @, @
E -
ks
=2

ol
§ %
ke
8- apoptotic
L] -—

[ ]

L= ]

100 10" 102 10% 104
Annexin V (FITC)

Abb. 7: Propidiumiodid/Annexin Doppelfarbung.

Auf der x-Achse wurde der Logarithmus des Annexin Signals, auf der Y-Achse logarithmisch die
PJ-Fluoreszenz dargestellt. Quadranten-Einteilung: linker unterer Q: unmarkierte Zellen = vitale
Zellen; rechter unterer Q: Annexin V positive Zellen = apoptotische Zellen; linker und rechter
oberer Q: Annexin V und PJ positive Zellen = nekrotische Zellen (PJ durchdringt nur die Zell-

membranen nekrotischer Zellen).
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2.2.4 Konfokale Laser-Mikroskopie

Die konfokale Laser Mikroskopie hat sich bei der Analyse zellularer Funktions-
mechanismen besonders bewahrt. Sie wurde als erstes von Minsky 1957 einge-

fuhrt und patentiert.

Zunachst wurden 0,5 ml kultivierter Zellen (s. 2.2.1) in jede der 8 Kammern der
Kammerobjekt-Trager (,Falcon Culture Slides®) ausgesat. Nach 24-stundiger
Inkubation im 37°C Brutschrank erfolgte ein zweimaliger Waschschritt mit PBS,
dann die Fixierung mit eisgekuhltem Methanol fir 20 Minuten bei -20°C und
anschliellend ein erneuter zweimaliger Waschschritt. Die unspezifische Bin-
dung von Antikorpern wurde mittels Inkubation mit PBG (0,045% Fischgelatine
in PBS) mit Zusatz von 5% Ziegenserum und 1% BSA blockiert. Danach wur-
den 100 pl des primaren Antikorpers - in PBG, 1% BSA und 5% Ziegenserum
verdunnt - pro Kammer sorgsam aufgetragen. Die Culture Slides inkubierten
uber Nacht bei 4°C. Am nachsten Tag wurden die Zellen zunachst viermal mit
PBG gewaschen. Nach sorgsamer Auftragung von 100 pl des in PBG verdinn-
ten fluoreszensmarkierten Sekundarantikdrpers pro Kammer inkubierten die
Slides fur 45 Minuten in einem dunklen Raum. Danach erfolgten weitere
Waschschritte mit PGB und PBS. Schliel3lich wurden die Kammerunterteiler
sorgfaltig abgetrennt und ein Deckglas mit PermaFluor auf den Objekttrager
geklebt. Mittels konfokaler Lasermikroskopie konnte nun die Lokalisation der

verschiedenen Proteinkinase C-lIsoformen in den Zellen betrachtet werden.

2.2.5 Immunoblot-Analyse

Die Methode der Immunoblot-Analyse wurde zur Detektion der Proteinkinase C-
Isoenzyme in Gesamtzell-Lysaten von Endothel- und glatten Muskelzellen hu-

maner Koronararterien herangezogen.
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2.2.5.1 Herstellung von Zell-Lysaten

Die kultivierten Zellen wurden mit PBS gewaschen und mit Hilfe von Triton-
haltigem Lysepuffer mit Phosphatase-Inhibitoren (50 mM HEPES pH 7,5, 150
mM NaCl, 1,5 mM MgCl,, 1 mM EGTA, 10 % (v/v) Glycerin, 1 % (w/v) Triton X-
100, 100 mM NaF, 1 mM Na3zVO4, 10 mM NasP,0; und frisch dazuzugeben 1
mM PMSF, 10 ug/ml Aprotinin) und Zellschaber vom Boden der Petrischalen
geldst, in Eppendorf Cups uberfuhrt und nach 5 Minuten Inkubation zur Ab-
trennung der Kernfraktion bei 1300 upm und 4°C 5 Minuten zentrifugiert. Der
Uberstand wurde in ein neues Eppendorf Cup pipettiert und bis zur Weiterver-

arbeitung bei —20°C verwahrt.

2.2.5.2 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford

Die Proteinkonzentration von Ganz-Zell-Lysaten wurde mit Hilfe des Protein
Microassays von BioRad bestimmt (Bradford, 1976), um zu gewahrleisten, dass
gleiche Proteinmengen in der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (s. Kap.

2.2.2.3) eingesetzt wurden.

Zunachst wurde der Triton-haltige Lysepuffer hergestellt und 1:10 verdunnt (I-
sopuffer). Dazu wurden 0,1 ml Lysepuffer (50 mM Hepes pH 7,5; 150 mM NaCl;
1,5 mM MgCly; 1 mM EGTA; 10 % Glycerin; 1 % Triton; 10 mM NaF; 10 mM
NasP207) 1 mM PMSF, 10 ug/ml Aprotinin und 400 uM Na3VO, frisch hinzuge-
fugt. Sodann wurde eine Verdunnungsreihe des Standard Bradford Proteins
BSA mit den Konzentrationen 0,25 mg/ml, 0,5 mg/ml, 0,75 mg/ml und 1 mg/mi
erstellt. Es folgte eine 1:10 Verdunnung der Proben der Lysate. Von der Ver-
dinnungsreihe und den Lysaten wurden je Doppelansatze angefertigt. Das
BioRad Reagenz wurde 1:5 verdinnt und den Proben zugefligt. Nach 5 Minu-
ten Farbentwicklung erfolgten die Messung der Proben am Photometer bei 595
nm und die Ermittlung der Mittelwerte der Doppelansatze. Es wurde eine Stan-
dardkurve erstellt und die Proteinkonzentration rechnerisch ermittelt. Von dieser
ausgehend konnte dann das Volumen der Probe errechnet werden, welches

einer Proteinmenge von 40 ug pro Geltasche entsprach.
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2.2.5.3 SDS-PAGE
(Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese)

Die Proteinlysate wurden elektrophoretisch unter reduzierenden und denaturie-
renden Bedingungen durch das SDS-PAGE Verfahren in einem Polyacrylamid-

Trenngel (,lower gel“) aufgetrennt, welches folgendermalden hergestellt wurde:

Poly-Acrylamid-Konzentration 10 %
Acrylamid-Stammldsung 13,30 ml
Lower Tris (1,5 M Tris/HCI, pH 8,8, 2 % SDS) 10,00 ml
Aqua dest. 16,70 ml
TEMED 66 pl
10% APS (Ammonium-Peroxid-Sulfat) 0,27 ml

Das Gel wurde unter Vermeidung von Luftblasen gegossen und die Polymerisa-

tion abgewartet. Anschlielliend wurde das obere Sammelgel (,upper gel“) her-

gestellt:

Poly-Acrylamid-Konzentration 4%
Acrylamid-Stammldsung 3,50 ml
Upper Tris (1,5 M Tris/HCI, pH 6,8, 2 % SDS) 9,40 mi
TEMED 15 ul
10 % APS (Ammonium-Peroxid-Sulfat) 0,15 ml

und Uber das Trenngel gegossen. Sogleich wurde ein Kamm zur Abtrennung
der Geltaschen eingefuhrt und die Polymerisation abgewartet. Anschliel3end
erfolgte die Einspannung der Gelplatten in die Elektrophoresekammer und das
Pipettieren von 40 ul Proteinlysat bzw. Molekulargewichtsmarker in die Ta-
schen. Die Proben wurden bei 80 V und 11 mA in einem Elektrophorese Puffer
(192 mM Gilycin, 25 mM Tris, 0,1 % SDS) uber Nacht elektrophoretisch aufge-

trennt.
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2.2.5.4 Transfer von Proteinen auf Membranen (Western Blot)

Die mit dem SDS-PAGE Verfahren aufgetrennten Proteine wurden auf eine Nit-
rozellulose-Membran (Polymerschicht) transferiert, indem das Gel und die Nit-
rozellulose Membran zwischen mehreren in Transfer Puffer getrankten What-
man Saugpapieren in eine halbtrockene (,semidry“) Elektrophorese-Kammer
eingebaut wurden (Transfer Puffer: 48 mM Tris/HCI, pH 7,5; 0,0004 % (w/v)
SDS; 39 mM Glycin; 20 % (v/v) Methanol) und 3 Stunden bei 4°C ein Strom von
0,13 Ampere angeschlossen wurde. Durch Schwenken der Nitrozellulose in
Ponseau Rot konnten die Banden und der Molekulargewichtsmarker sichtbar
gemacht und markiert werden. Zur Vermeidung unspezifischer Bindungen des
Antikorpers mit der Nitrozellulose-Membran, wurde diese mit H,O und an-
schliefend eine Stunde mit NET-G Puffer (50 mM Tris/HCI, pH 7,4; 150 mM
NaCl, 5 mM EDTA; 0,05 % (v/v); Triton X-100 und 0,25 % (w/v) Gelatine) ab-
gesattigt. Die Inkubation mit den entsprechenden Primar-Antikérpern erfolgte
uber Nacht bei 4°C. Anschlielend wurden die Membranen funf mal mit NET-
G-Puffer gewaschen, bevor sie fur 1,5 Stunden bei Raumtemperatur mit den
entsprechenden Peroxidase-gekoppelten Sekundar-Antikérpern inkubiert und

schliel3lich erneut finf mal mit NET-G gewaschen wurden.

2.2.5.5 Nachweis der Proteine mit Chemolumineszenz

Die durch den sekundaren Antikorper markierten Proteine wurden durch eine
Meerettichperoxidase-katalysierte Chemolumineszenzreaktion (enhanced che-
miluminescence = ECL) nachgewiesen. Dazu wurden die mit AntikGrpern be-
handelten Membranen ca. 3 Minuten in einem Chemolumineszenz-Reagenz
(1:1 Mischung einer Luminollosung und einer Wasserstoffperoxidlosung aus
dem ECL-Kit von Amersham) geschwenkt. Durch diese Chemolumineszenz-
Reaktion entstanden leuchtende Banden, welche durch Auflegen eines Ron-
tengenfilms mit unterschiedlich langen Expositionszeiten (10 sec, 30 sec, 1 min,

2 min, 5 min, 15 min) und sofortige Entwicklung sichtbar gemacht wurden.
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2.2.6 Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Mit der von MULLIS et al. (1986) entwickelten Methode der Polymerase-
Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) werden selektiv bestimmte
Abschnitte der DNA exponentiell amplifiziert. In dieser Reaktion dienen Oligo-
nukleotide (,Primer®) als Startmolekule. Der Abschnitt, den die Primer beidseitig
flankieren, wird in jedem Zyklus der Reaktion verdoppelt. Der Zyklus besteht

aus drei Schritten:

1. Hitzedenaturierung der doppelstrangigen DNA bei 94°C, wobei die DNA
in Einzelstrange aufgespalten wird.

2. Anlagerung der Primer (,Annealing“) an die DNA-Einzelstrange bei einer
primerspezifischen Temperatur.

3. Synthese des komplementaren DNA-Doppelstranges (Extension) bei der
optimalen Arbeitstemperatur der hitzestabilen DNA-Polymerase (72-
75°C).

2.2.6.1 RT-PCR mit dem Reverse Transkription System

Gesamt-RNA wurde aus Endothelzellen und glatten Muskelzellen humaner Ko-
ronararterien mit dem RNeasy Mini Kit von Quiagen (Hilden, Deutschland) iso-
liert. Da hier also RNA als Ausgangsmaterial fur die PCR diente, musste zu-
nachst eine Reverse Transkription (RT) durchgefuhrt werden. Dazu wurde mit
der RNA—-abhangigen DNA-Polymerase Reverse Transkriptase unter Zusatz
von Oligo-dT-Primern, welche sich an die Poly-(A)-Uberhénge der RNA anhef-
ten, RNA in eine zur eingesetzten RNA-Matrize komplementaren Einzelstrang-
DNA ,cDNA® (copied DNA bzw. complementary DNA) umgeschrieben. In der
anschlieRenden PCR erfolgte die Anlagerung der fur den gesuchten Gen-
abschnitt spezifischen Primer an die einzelstrangige cDNA, die dann zum Dop-
pelstrang erganzt und nachfolgend amplifiziert wurde. Als Reverse Transkripta-
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se wurde AMV Reverse Transkriptase (Avian Myeloblastosis Virus) eingesetzt
(Goodman und MacDonald 1979).

Als PCR-Primer dienten 5-GTCTATGTCCAAGGAAGCTG-3" als ,upstream®-
Primer und 5- AGGTGTTAGGACTGGTGGAT-3" als ,downstream®“-Primer,
welche von Invitrogen (Karlsruhe) bezogen wurden. Die quantitative PCR er-
folgte mithilfe des Kits ,Light Cycler DNA Master SYBR Green |“ und eines ,high
speed thermal cyclers with integrated microvolume fluorometer (Roche Di-

agnostics, Mannheim).

Die RT-PCR wurde unter folgenden Bedingungen durchgefihrt:

12,6 yl H0
2,0 ul MgCl, (4 mM End-Konzentration)
0,5 pl Primer 1, forward (0,5 uM End-Konzentration)
0,5 ul Primer 2, reverse (0,5 uM End-Konzentration)

2,0 pl Fast Start DNA Master SYBR Green (1x End-Konzentration)

PCR: denaturiert 95°C 10’

amplifiziert 95°C 15"
66°C 10"
72°C 11" einfache Messung
ca. 45 Zyklen

melt 95°C 5"
68°C 10"
98°C 0" Slope 0,1°C/sec mit kontinuierli-

cher Messung
cool 40°C 30"
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2.2.6.2 Elektrophoretische Trennung der PCR-Produkte

Die PCR-Produkte wurden elektrophoretisch in einem 2% Agarosegel (Invitro-
gen Agarose Elektrophoresis Grade) mit Ethidiumbromid aufgetrennt. Dazu
wurden 2 g Agarose in 100 ml 1x TAE-Puffer gelost und 4 pl Ethidiumbromid
zugegeben. 15 ul der Proben wurden mit 3 ul Ladepuffer besetzt, aufgetragen
und bei 120 V getrennt. Zur GréRenbestimmung der Fragmente wurde ein

DNA-GroRenmarker eingesetzt.

Die gewonnenen PCR-Produkte wurden sequenziert mit dem Applied Biosys-
tems ABI PRISM 310 und dem Sequenzierungskit DNA Sequencing KiT Big

Dye Terminatoren ebenfalls von Applied Biosystems.

Bedingungen: Template (PCR-Produkt) 3-10 ng
Big Dye Sequenzierungspuffer (5x) 2 ul
Primer ,upstream” 3,2 pmol
Ready Reaction Premix (2,5 x) 2 ul
H.O auf 10 pl

Reaktion: 96°C 1 min
96°C 10 sec
50°C 30 sec
60°C 4 min

Die Aufreinigung erfolgte Uber Seghadex mit Centri Sep Spin Columns von Ap-
plied Biosystems. Die Sequenzen sind im BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/,

Altschul et al., 1990) verglichen worden.
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2.2.7 Statistische Auswertung

Alle durchgefuhrten Versuche wurden mindestens zweimal unabhangig vonein-
ander wiederholt. Die Anzahl der Wiederholungen je Variante (n) wird bei den
entsprechenden Ergebnisdarstellungen angegeben. Es wurde eine Irrtums-
wahrscheinlichkeit 1. Art mit p < 0,05 zugelassen. Der paarweise Vergleich der
Messergebnisse erfolgte bei Vorliegen einer Normalverteilung mit dem t-Test
nach STUDENT, bei keiner Normalverteilung mit dem Rangsummentest nach
Whittney und Mann. Aus den umfangreichen Daten sind zur besseren Ubersicht
Mittelwerte gebildet worden und tabellarisch und graphisch dargestellt worden.
Um einen Eindruck von der Reproduzierbarkeit der Daten zu gewinnen, sind die
Standardfehler der Mittelwerte (standard error of the mean) berechnet und e-

benfalls tabellarisch und graphisch dargestellt worden.

Folgende Computerprogramme wurden zur Auswertung der vorliegenden Arbeit
verwendet: Excel 7.0 (Microsoft), CellQuest (Becton Dickinson), Sigma Stat
(Jandel) und SigmaPlot (Jandel).
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3 Ergebnisse

3.1 Effekte freier Fettsauren auf die Apoptose von Endothelzel-

len und glatten Muskelzellen humaner Koronararterien

Endothelzellen und glatte Muskelzellen humaner Koronararterien wurden mit
fettsaurehaltigem Medium (1mmol/l) fur 24 Stunden bei 37°C inkubiert und der
Anteil der apoptotischen Zellen in der untersuchten Zellfraktion mittels Zellzyk-
lus-Analyse ermittelt (s. Kap. 2.2.3). Zunachst wurde der Effekt von den gesat-
tigten Fettsauren Palmitat (16:0) und Stearat (18:0) und den ungesattigten Fett-
sauren Palmitoleat (16:1), Oleat (18:1) und Linoleat (18:2) auf die basale Apop-

toserate untersucht.

3.1.1 Effekte freier Fettsauren auf die Apoptose von Endothelzellen

humaner Koronararterien

Wie aus Tabelle 1 und Abbildung 8 a und b ersichtlich, erhéhten die gesattigten
Fettsauren Palmitat (n = 12, p = 0,02 im T-Test fur ungepaarte Stichproben)
und Stearat (n = 12, p < 0,0001 im T-Test fir ungepaarte Stichproben) die ba-
sale Apoptoserate von Endothelzellen humaner Koronararterien signifikant.

Die ungesattigten Fettsduren Palmitoleat, Oleat und Linoleat beeinflussten die

basale Apoptoserate hingegen nicht statistisch signifikant.
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Abb. 8a Effekte gesattigter und ungesattigter Fettsduren auf die Apoptose von Endothel-
zellen humaner Koronararterien

Die Zellen wurden 24 Stunden mit den Fettsauren inkubiert und der Zellzyklusanalyse zuge-
fuhrt. Mit Pfeilen markiert sind die apoptotischen Zellen in der Sub-G1-Fraktion (s. Material und

Methoden). ,basal“ = ohne Fettsdure Behandlung.

Tabelle 1: Lipoapoptotische Effekte gesittigter und ungesattigter Fettsauren auf Endo-
thelzellen humaner Koronararterien.

Die Zellen wurden mit verschiedenen Fettsauren behandelt (1 mM, 24 Stunden) und mittels
Durchflusszytometrie untersucht (s. Kap. 2.2.3). Dargestellt sind die Mittelwerte des gemesse-
nen Prozentanteils apoptotischer Zellen in der analysierten Zellfraktion + standard error of the

mean.n =12

Basal 6,70+ 1,04
Palmitat 12,46 + 0,91
Stearat 21,56 + 2,11
Palmitoleat 8,12+ 4,21
Oleat 10,33+ 5,49
Linoleat 14,07 + 6,12
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Abb. 8 b: Effekte von gesittigten und ungesittigten Fettsdauren auf die Apoptose von

Endothelzellen humaner Koronararterien
Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardfehler der mittels Durchflusszytometrie ermittelten

apoptotischen Zellen in Prozent der Gesamtzellzahl. Die Sterne kennzeichnen statistische Sig-
nifikanzen (p < 0,05). n = 12.

3.1.2 Effekte freier Fettsauren auf die Apoptose von glatten Muskel-

zellen humaner Koronararterien

Folgende Versuche wurden in Analogie zu den Endothelzellen ebenfalls an
glatten Muskelzellen humaner Koronararterien durchgefuhrt, um Unterschiede
und Gemeinsamkeiten dieser anatomisch eng benachbarten Zelltypen aufzu-

weisen.

Die gesattigten Fettsauren Palmitat (16:0) und Stearat (18:0) erhdhten die ba-
sale Apoptoserate glatter Muskelzellen humaner Koronararterien signifikant
(Palmitat: n = 4, p = 0,03; Stearat: n = 4, p = 0,03 im Rangsummentest). Die
einfach ungesattigten Fettsauren Palmitoleat (16:1) und Oleat (18:1) zeigten
keinen signifikanten Einfluss auf die Apoptose der glatten Muskelzellen, wah-

rend die mehrfach ungesattigte Fettsaure Linoleat (18:2) die Apoptoserate sta-
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tistisch signifikant erhéhte (n = 4, p = 0,01 im T-Test flr ungepaarte Stichpro-
ben; vgl. Tab. 2 und Abb. 9).

Tabelle 2: Effekte freier Fettsduren auf die Apoptose von glatten Muskelzellen humaner
Koronararterien.

Die Zellen wurden mit verschiedenen Fettsduren behandelt (1 mM, 24 Stunden) und mittels
Durchflusszytometrie untersucht. Dargestellt sind die Mittelwerte des mittels Zellzyklusanalyse
ermittelten Prozentanteils apoptotischer Zellen in der analysierten Zellfraktion + Standard error

of the mean.n=4

Basal Palmitat Stearat Palmitoleat | Oleat Linoleat

163+0,13 | 4,12+0,57 |1423+252 |366+202 |351+119 |3,03+0,29

o
*

16 - O basal
9 m Palmitat
c 14 - # Stearat
E: 12 - 01 Palmitoleat
% 10 - m Oleat
0 H Linoleat
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Abb. 9 Effekte von den gesittigten Fettsauren Palmitat und Stearat und den ungesattig-
ten Fettsduren Palmitoleat, Oleat und Linoleat auf die Apoptose von glatten Muskelzellen
humaner Koronararterien.

Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standard error of the mean der mittels Zellzyklusanalyse

ermittelten apoptotischen Zellen in Prozent der Gesamtzellzahl. n = 4. (* =p <0,05)
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3.1.3 Effekte freier Fettsauren auf das Zellliiberleben von glatten

Muskelzellen humaner Koronararterien

Glatte Muskelzellen humaner Koronararterien wurden 24 Stunden mit den ge-
sattigten Fettsdauren Palmitat und Stearat sowie der mehrfach ungesattigten
Fettsdure Linoleat (1mM) bei 37°C inkubiert. Mit Hilfe der Propidiumiodid-
Annexin-Doppelfarbung-Durchflusszytometrie (s. Kap. 2.2.3.2) wurden die Uber-

lebenden Zellen in Prozent ermittelt.

Tabelle 3: Effekte freier Fettsduren auf die Vitalitat von glatten Muskelzellen humaner
Koronararterien.

Die Zellen wurden 24 Stunden mit verschiedenen Fettsduren behandelt und der Prozentanteil
Uberlebender (vitaler) Zellen in der analysierten Zellfraktion mithilfe der Propidiumiodid/Annexin-
Durchflusszytometrie ermittelt. Dargestellt sind die Mittelwerte vitaler Zellen in Prozent der Ge-

samtzellzahl + Standard error of the mean.n=5

Basal Palmitat Stearat Linoleat

95,10 + 0,80 75,49 +5,78 40,55+ 4,14 90,44 + 0,41
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Abb. 10 Effekte von Palmitat, Stearat und Linoleat auf das Zelliiberleben von glatten
Muskelzellen humaner Koronararterien.
Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardfehler der mittels Propidiumiodid/Annexin-

Doppelfarbung-Durchflusszytometrie ermittelten vitalen Zellen in Prozent. n =5 (* p < 0,05)

Wie in Tabelle 3 und Abbildung 10 dargestellt, verringerten sowohl Palmitat
(n =5, p=0,008 im Rangsummentest), als auch Stearat (n = 5, p = 0,008 im
Rangsummentest) und Linoleat (n = 5, p = 0,0005) das Zelliberleben der HCA-
SM-Zellen hoch signifikant, wobei Stearat die starksten Effekte zeigte, gefolgt
von Palmitat und Linoleat.
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3.1.4 Effekte der kombinierten Behandlung mit ungesattigten und
gesattigten Fettsauren von Endothelzellen und glatten Mus-

kelzellen humaner Koronararterien

Anschlie®end sollte ermittelt werden, ob die ungesattigten Fettsauren einen
Einfluss auf die durch gesattigte Fettsauren hervorgerufene Lipoapoptose von
Endothel- und glatten Muskelzellen humaner Koronararterien haben. Dazu wur-
den die Zellen 30 Minuten mit den ungesattigten Fettsauren Palmitoleat, Oleat
und Linoleat (1mM) bzw. nur mit Medium (,Kontrolle®) inkubiert vor Zugabe der
gesattigten Fettsauren Palmitat und Stearat (1mM) bzw. von Medium (,basal®)
fur 24 Stunden.

3.1.4.1 Effekte der kombinierten Behandlung mit ungesattigten und gesat-
tigten Fettsduren auf die Apoptose von Endothelzellen humaner

Koronararterien

Wie in Tabelle 4 und Abbildung 11 dargestellt, verringerten alle drei eingesetz-
ten ungesattigten Fettsduren Palmitoleat, Oleat und Linoleat die durch Stearat
induzierte Apoptoserate von Endothelzellen humaner Koronararterien tenden-
ziell (n = 3, p (Palmitoleat) = 0,08, p (Oleat) = 0,09, p (Linoleat) = 0,08 im T-Test

fur ungepaarte Stichproben), nicht jedoch die durch Palmitat hervorgerufene.
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Tabelle 4: Effekt von gesittigten, ungesittigten Fettsduren und deren Kombination auf
die Apoptose von Endothelzellen humaner Koronararterien.

Die Zellen wurden 30 min mit den ungesattigten Fettsauren inkubiert vor Zugabe der gesattig-
ten Fettsauren fir weitere 24 Stunden. Dargestellt sind die Mittelwerte der mittels Durchflusszy-

tometrie ermittelten apoptotischen Zellen [%] in der analysierten Zellfraktion + Standard error of
the mean.n=3

Kontrolle + Palmitoleat | + Oleat + Linoleat
Basal 9,88 +4,00 8,12 + 4,21 10,33 + 5,49 14,07 £ 6,11
Palmitat 16,95 + 6,33 6,98 + 4,44 6,85+ 3,75 6,40 + 2,37
Stearat 40,92 + 12,35 | 9,36 + 5,61 9,86 + 6,10 9,65 + 5,21
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Abb. 11: Effekte freier Fettsduren auf die Apoptose von Endothelzellen humaner Koro-
nararterien.

Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardfehler der mittels Zellzyklusanalyse ermittelten a-
poptotischen Zellen. n = 3
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3.1.4.2 Effekte der kombinierten Behandlung mit ungesattigten und gesat-
tigten Fettsauren auf die Apoptose von glatten Muskelzellen hu-

maner Koronararterien

In Tabelle 5 und Abbildung 12 sind die Ergebnisse der kombinierten Behand-
lung von glatten Muskelzellen humaner Koronararterien mit gesattigten und un-

gesattigten Fettsauren dargestellt.

Die ungesattigten Fettsduren Palmitoleat und Oleat beeinflussten die basale

Apoptoserate nicht.

Palmitoleat erhdhte die durch Palmitat induzierte Apoptose tendenziell (n = 3, p
= 0,08 im T-Test fur ungepaarte Stichproben), Oleat statistisch signifikant (n =
3, p = 0,03 im T-Test fur ungepaarte Stichproben).

Palmitoleat, Oleat und Linoleat beeinflussten die durch Stearat induzierte Apop-

tose nicht.

Die mehrfach ungesattigte Fettsaure Linoleat erhohte die basale Apoptoserate
(n=3; p=0,01im T-Test fur ungepaarte Stichproben) und verstarkte die durch
Palmitat induzierte Apoptose (n = 3; p = 0,03 im T-Test fur ungepaarte Stich-
proben). Die durch Stearat induzierte Apoptose wurde hingegen nicht statistisch
signifikant beeinflusst (vgl. Tabelle 5 und Abbildung 12).

Tabelle 5: Effekte der kombinierten Behandlung mit gesattigten und ungesittigten Fett-
sauren auf die Apoptose von glatten Muskelzellen humaner Koronararterien.

Die Zellen wurden 30 min mit den ungesattigten Fettsduren inkubiert vor Zugabe der gesattig-
ten Fettsauren fur 24 Stunden. Dargestellt sind die Mittelwerte der mittels Zellzyklusanalyse
ermittelten apoptotischen Zellen [%] der Gesamtzellzahl in der analysierten Zellfraktion + Stan-

dard error of the mean. n = 3.

Kontrolle + Palmitoleat | + Oleat + Linoleat
Basal 1,63+0,13 3,66 + 2,02 3,561+1,19 3,03+0,29
Palmitat 4,12 + 0,57 10,70 + 2,87 10,90 +2,10 | 10,18 +1,84
Stearat 14,23 +2,52 | 15,15+ 4,61 14,43 + 3,68 | 15,55+ 3,93
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Abb. 12: Effekte von gesittigten und ungesattigten Fettsduren und deren Kombination
auf die Apoptose von glatten Muskelzellen humaner Koronararterien. Dargestellt sind die
Mittelwerte mit Standard error of the mean der mittels Zellzyklus-Analyse ermittelten apoptoti-

schen Zellen in Prozent der Gesamtizellzahl. n = 3. Signifikanzen sind mit Sternen gekenn-
zeichnet (p < 0,05).
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3.2 Effekte von Atorvastatin auf die (Lipo-) Apoptose
von Endothelzellen und glatten Muskelzellen humaner

Koronararterien

Es gibt zahlreiche Hinweise daflir, dass Statine nicht nur Uber eine Senkung
des LDL-Cholesterinspiegels gefaliprotektiv wirken, sondern auch Gber andere
Mechanismen wie ihre pleiotropen Effekte (s. Kap. 1.2.4). Um festzustellen, ob
Statine die Apoptose von Endothel- und glatten Muskelzellen humaner Koro-
nararterien beeinflussen, haben wir Atorvastatin in unseren Versuchen einge-
setzt.

Die Zellen wurden 30 Minuten mit Atorvastatin in den Konzentrationen 0,1
pgmol/l, 1 umol/l, 5 pmol/l, 10 pmol/l und 50 pmol/l bzw. nur mit Medium als
.Kontrolle“ behandelt, bevor sie mit Palmitat, Stearat bzw. mit Medium (,basal)
24 Stunden bei 37 °C inkubierten. Mit Hilfe der Zellzyklus-Analyse wurden im
Folgenden die apoptotischen Zellen ermittelt (s. Kap. 2.2.3).

3.2.1 Effekte von Atorvastatin auf die (Lipo-) Apoptose von Endo-

thelzellen humaner Koronararterien

Aus Tabelle 6 und Abbildung 13 ist zunachst erneut zu entnehmen, dass die
gesattigten Fettsduren Palmitat und Stearat Apoptose an Endothelzellen huma-
ner Koronararterien induzieren (n = 6; p = 0,03 im Rangsummentest flir sowohl

Palmitat als auch Stearat).

Ein statistisch signifikanter Effekt von Atorvastatin auf die Apoptose von HCA-E-
Zellen konnte in den Konzentrationen 0,1 pymol/l, 1 ymol/l, 5 pymol/l 10 umol/l

und 50 uymol/l jedoch nicht nachgewiesen werden.
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Tabelle 6: Effekte von Atorvastatin auf die Lipoapoptose von Endothelzellen humaner
Koronararterien.

Die Zellen wurden 30 Minuten mit Atorvastatin in den Konzentrationen 0,1 pymol/l; 1 pmol/l; 5
pmol/l; 10 ymol/l und 50 umol/l inkubiert vor Zugabe der Fettsauren fir weitere 24 Stunden.
Dargestellt sind die gemessenen apoptotischen Zellen in Prozent der Gesamtzellzahl in der
analysierten Zellfraktion £ Standard error of the mean. n =6

Kontrolle + Atorvastatin 0,1 yM | + Atorvastatin 1 uM
Basal 5,33+ 1,67 11,46 + 4,30 5,83+2,.24
Palmitat | 9,20 + 1,95 11,20 £ 0,92 8,53 + 0,96
Stearat | 16,93+2,52 15,35 + 5,34 16,58 + 1,54
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Kontrolle + Atorvastatin + Atorvastatin + Atorvastatin
5 uM 10 uM 50 uM
Basal 533+1,67 | 2,59+0,33 5,83+2,24 10,44 + 1,80
Palmitat | 9,20+1,95 | 8,08 +0,77 10,44 + 1,34 15,69+ 1,04
Stearat | 16,93 +2,52 | 15,17 +1,45 18,47 + 1,35 20,78 £ 2,39
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m Atorvastatin 0,1 pM

Atorvastatin 1 uM
20 b Atonastatin - 5 uM
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Abb. 13: Effekte von Atorvastatin 0,1 pmol/l, 1 pmol/l, 5 yM, 10 pmol/l und 50 pmol/l auf
die (Lipo-) Apoptose von Endothelzellen humaner Koronararterien.

Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardfehler der mittels Zellzyklusanalyse ermittelten a-
poptotischen Zellen in Prozent der Gesamtzellzahl. n = 6
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3.2.2 Effekte von Atorvastatin auf die (Lipo-) Apoptose von glatten

Muskelzellen humaner Koronararterien

Aus Abbildung 14 ist erneut ersichtlich, dass Palmitat und Stearat Apoptose an

glatten Muskelzellen humaner Koronararterien induzieren.

Die eingesetzten Konzentrationen des Atorvastatin zeigten keinen statistisch
signifikanten Effekt auf die (Lipo-) Apoptose von glatten Muskelzellen humaner

Koronararterien.

Es bestand ein Trend, dass Atorvastatin in einer Konzentration von 50 umol/l

die Palmitat-induzierte Apoptose erhohte (n = 4, p = 0,1 im Rangsummentest).

Tabelle 7: Effekte von Atorvastatin auf die (Lipo-) Apoptose von glatten Muskelzellen
humaner Koronararterien.

Die Zellen wurden 30 min mit Atorvastatin in den Konzentrationen 0,1 umol/l, 1 ymol/l, 10 umol/l
und 50 ymol/l inkubiert vor Zugabe von Palmitat bzw. Stearat fir weitere 24 Stunden. Darge-
stellt sind die Mittelwerte der mittels Zellzyklusanalyse ermittelten apoptotischen Zellen in Pro-

zent der Gesamtzellzahl in der analysierten Zellfraktion + Standard error of the mean. n =4

Kontrolle Atorvastatin | Atorvastatin | Atorvastatin | Atorvastatin
0,1 uM 1uM 10 uM 50 uM
Basal 1,13+0,26 [092+0,25 |168+058 |068+0,06 | 1,28+0,36
Palmitat | 3,17+0,60 | 3,06 +0,52 |3,33+0,40 |[3,35+0,80 | 545+1,62
Stearat | 10,47+2,34 [ 8,02+291 |7,77+386 |7,89+3,01 | 8,88+2,35
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Abb. 14: Effekte von Atorvastatin 0,1 yM, 1 ygM und 10 yM und 50 pM auf die (Lipo-) Apop-
tose von glatten Muskelzellen humaner Koronararterien.
Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardfehler der mittels Zellzyklusanalyse ermittelten

apoptotischen Zellen in Prozent der Gesamtzellzahl. n = 4

3.2.3 Effekte von Atorvastatin auf das Zelliiberleben glatter Muskel-

zellen humaner Koronararterien

Glatte Muskelzellen humaner Koronararterien wurden 30 Minuten mit Atorvasta-
tin in einer Konzentration von 50 pymol/l behandelt, bevor sie weitere 24 Stun-
den mit Fettsduren in einer Konzentration von 1 mmol/l bei 37°C inkubierten.
Die Uberlebenden Zellen wurden mit Hilfe von Propidiumiodid/ Annexin-
Doppelfarbung-Durchflusszytometrie ermittelt und die Mittelwerte finfer unab-

hangiger Stichproben in Tabelle 8 und Abbildung 15 dargestellt.
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Tabelle 8: Effekt von Atorvastatin 50 ymol/l auf die (Lipo-)Apoptose von glatten Muskel-
zellen humaner Koronararterien.

Die Zellen wurden 30 min mit Atorvastatin 50 umol/l inkubiert vor Zugabe von Palmitat, Stearat
bzw. Linoleat fur weitere 24 Stunden. Dargestellt sind die Mittelwerte der mittels Propidiumio-
did/Annexin-Doppelfarbung-Durchflusszytometrie ermittelten vitalen Zellen in Prozent der Ge-

samtzellzahl in der analysierten Zellfraktion + Standard error of the mean.n =5

Kontrolle + Atorvastatin 50 yM

Basal 95,10 £ 0,80 92,30 + 0,69
Palmitat 75,49 + 5,78 60,84 + 4,43
Stearat 4055+4.14 29,74 £ 5,90
Linoleat 90,44 £ 0,41 79,47 + 6,39
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Abb. 15: Effekte von Atorvastatin 50 pmol/l auf die Vitalitat von glatten Muskelzellen hu-
maner Koronararterien.
Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardfehler der mittels Propidiumiodid/Annexin Doppel-

farbung-Durchflusszytometrie ermittelten vitalen Zellen in Prozent. (Stern: p < 0,05). n=5
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Wie in Tabelle 8 und Abbildung 15 dargestellt, verringerte Atorvastatin in einer
Konzentration von 50 umol/l das basale Zelliberleben von glatten Muskelzellen
humaner Koronararterien signifikant (n = 5, p = 0,03 im T-Test fur unabhangige
Stichproben).

Weiterhin bestanden Trends, dass Atorvastatin 50 uM auch das Zelluberleben
nach Behandlung mit Palmitat (n = 5, p = 0,08 im T-Test fir ungepaarte Stich-
proben), mit Stearat (n= 5, p = 0,09 im T-Test fur ungepaarte Stichproben) und
Linoleat (n = 5, p = 0,16 im T-Test fur ungepaarte Stichproben) verringerte.
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3.3 Expressionsmuster der Proteinkinase C (PKC) in Endo-
thel-(EC) und glatten Muskelzellen (SMC) humaner Koronar-

arterien

Im Folgenden wurde erstmals das Expressionsmuster der Proteinkinase C in

Endothelzellen und glatten Muskelzellen humaner Koronararterien ermittelt.

3.2.4 Ermittlung des PKC-Expressionsmusters mithilfe der Western

Blot Analyse

Die Proteinkinase C kommt ubiquitar im Korper vor und ist an Apoptose-
prozessen beteiligt (s. Kapitel 1). Um zu determinieren, welche PKC-Isoformen
an der freien Fettsaure induzierten Apoptose von Endothel- und glatten Muskel-
zellen humaner Koronararterien eine Rolle spielen kénnten, sollte zunachst das
Proteinkinase C-Expressionsmuster in beiden Zelltypen mittels Western Blot
Analyse untersucht werden. Ein Molekulargewichtsmarker lief mit und wurde
markiert (s. Methoden), die Laufstrecken des Molekulargewichtsmarkers wur-
den ausgemessen und gegen das Molekulargewicht in kDa in einem Koordina-
tensystem aufgetragen. Anhand dessen wurde die Hohe ermittelt, auf der die

jeweilige PKC-Isoform laufen musste (In den Abbildungen mit Pfeilen markiert).

Von den klassischen PKCs (Einteilung der PKCs siehe Einleitung) konnten
PKC-alpha und -beta-1 im Western Blot sowohl in Endothelzellen als auch in
glatten Muskelzellen humaner Koronararterien nachgewiesen werden (s. Abb.
16). Von den neuen PKCs wurden PKC-delta und -epsilon in beiden Zelltypen
aufgezeigt (s. Abb. 17). Von den atypischen PKCs konnte PKC-iota, nicht je-
doch PKC-zeta in beiden Zelltypen gefunden werden (s. Abb. 18).

EC = Endothelzellen humaner Koronararterien (,Endothelial Cells)

SMC = glatte Muskelzellen humaner Koronararterien (,smooth muscle cells®)
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Abb. 16: Klassische PKCs in der Western Blot Analyse.
Nachweis von PKC-alpha (80 kDa) und -beta-1 (80 kDa).
Kein Nachweis von PKC-beta-2 (80 kDa) und -gamma (80 kDa).

Die Pfeile deuten an, auf welcher Héhe das jeweilige Isoenzym laufen sollte.

delta epsilon eta theta

116 kDa—

97 kDa —
T — —

-
2
—> —> T
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Abb. 17: Novel PKCs in der Western Blot Analyse.

Nachweis von PKC-delta (78 kDa) und PKC- epsilon (90 kDa).

Kein Nachweis von: PKC-eta (82 kDa) und PKC-theta (79 kDa).

Die Pfeile deuten an, auf welcher Hohe die jeweilige Isoform laufen sollte. Bei den bei PKC-

theta sichtbaren Banden handelt es sich um unspezifische Signale.

zeta iota
- 116 kDa
E— . = 97kDa
— e —
0 . . — 66 kDa
EC SMC EC SMC

Abb. 18: Atypische PKCs in der Western Blot Analyse.

Nachweis von PKC-iota (74 kDa).

Kein Nachweis von PKC-zeta (72kDa).

Der Pfeil deutet an, auf welcher Hohe die Isoform etwa laufen sollte. Bei der etwa auf der

Hoéhe von 97 kDalton laufenden Bande handelt es sich um ein unspezifisches Signal.
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3.2.5 Nachweis von PKC-beta-2 in der RT- PCR

Im Gegensatz zum Western Blot konnte PKC-beta-2 in der PCR-Analyse so-
wohl in glatten Muskelzellen (Probe A) als auch in Endothelzellen (Probe B)

humaner Koronararterien nachgewiesen werden.

Abb. 19: Darstellung der PKC-beta-2 in Endothel (B) und glatten Muskelzellen (A) huma-
ner Koronararterien im 2% Agarosegel

Sequenzvergleich mittels BLAST (s. Material und Methoden) ergab, dass die
Sequenz des erhaltenen PCR Produktes identisch mit der in der Datenbank

verzeichneten PKC-beta-2 cDNA Sequenz ist.
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Herabregulierung der PKC durch Langzeitinkubation mit TPA

Anschlieend wurde eine Langzeitinkubation mit TPA 100 nM und 500 nM (20
Stunden) durchgefuhrt. TPA ist ein Phorbolester, welcher Diacylglycerol, einem
naturlichen Liganden und Aktivator der PKC, strukturverwandt ist. TPA aktiviert
zunachst die PKC, Langzeitinkubation (> 12 Stunden) fUhrt hingegen zu einer
Herabregulierung der klassischen (PKC-alpha, -beta und -gamma) und neuen
PKC-Isoformen (PKC-delta, -epsilon, -eta und -theta), nicht jedoch der atypi-
schen (PKC-zeta und -iota). Die Herabregulierung der jeweiligen PKC-
Isoformen diente als Nachweis der Spezifitat der Banden.

Wie aus Abbildung 20 und 21 ersichtlich, fuhrte die Inkubation der Endothel-
und glatten Muskelzellen humaner Koronararterien fur 20 Stunden sowohl in
einer Konzentration von 100 nM als auch von 500 nM zu der Herabregulierung
der nachgewiesenen klassischen PKC-Isoformen PKC-alpha und -beta-1, als
auch der neuen PKC-Isoformen PKC-delta und -epsilon (s. Abb. 22 und 23).
Die nachgewiesene atypische PKC-Isoform PKC-iota konnte wie erwartet durch
Langzeitbehandlung der Zellen mit TPA nicht herabreguliert werden (vgl. Abb.
24).
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EC = ,Endothelial Cells*“ = Endothelzellen humaner Koronararterien

SMC = ,,Smooth Muscle Cells“ = glatte Muskelzellen humaner Koronar-
Arterien

= basal (ohne Behandlung)
=TPA 100 nM, 20 Stunden Inkubation
=TPA 500 nM, 20 Stunden Inkubation

WN =

EC1 EC2 EC3 SMC1 SMC2 SMC3

116 KDA  wmms - ' W —

96kDa  wa®
0 —p
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Abb. 20: PKC alpha (80 kDa) Herabregulierung, dargestellt in der Western Blot Analyse.
Langzeitbehandlung (20 Stunden) Endothel- (EC) und glatter Muskelzellen (SMC) humaner
Koronararterien mit Medium als Kontrolle (1), TPA 100 nM (2) und TPA 500 nM (3).

EC1 EC2 EC3SMC1SMC2 SMC3
wwesm 116 kDa
e 96 kDa
B1—» | | e
i _ L g 66 kDa

Abb. 21: PKC beta-1 (80 kDa) Herabregulierung, dargestellt in der Western Blot Analyse.
Langzeitbehandlung (20 Stunden) der Endothel (EC)- und glatten Muskelzellen (SMC) humaner
Koronararterien mit TPA 100 nM (2) und TPA 500 nM (3). Medium (1) als Kontrolle.
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EC1 EC 2 EC3 SMC1 SMC2 SMC3

Abb. 22: PKC delta (80 kDa) Herabregulierung.

Dargestellt in der Western Blot Analyse. Langzeitbehandlung (20 Stunden) der Endothel-(EC)

und glatten Muskelzellen (SMC) humaner Koronararterien mit Medium (1), TPA 100 nM (2) und
TPA 500 nM (3).

EC1 EC2 EC3 SMC1 SMC2 SMC3
—-— 116 kDa
— 97 kDa
& =P i frove
—-— 66 kDa

Abb. 23: PKC epsilon (90 kDa) Herabregulierung.

Dargestellt in der Western Blot Analyse. Langzeitbehandlung (20 Stunden) der Endothel (EC) —

und glatten Muskelzellen (SMC) humaner Koronararterien mit Medium (1), TPA 100 nM (2) und
TPA 500 nM (3).
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Abb. 24: PKC iota (74 kDa) Herabregulations-Versuch, dargestellt in der Western Blot
Analyse.

Langzeitbehandlung (20 Stunden) Endothel- (EC) und glatter Muskelzellen (SMC) humaner
Koronararterien mit Medium (1), TPA 100 nM (2) und TPA 500 nM (3).

3.2.6 Darstellung von PKC-lsoformen mittels konfokaler Laser-

Mikroskopie

Um die Proteinkinase C-Isoformen in der Zelle zu visualisieren und zu lokalisie-

ren, wurde die konfokale Laser-Mikroskopie angewandt.

Mit Antikdrpern gegen Proteinkinase C-lIsoformen wurden Immunreaktionen an
Endothelzellen humaner Koronararterien durchgefuhrt. Als Kontrollreaktionen
wurden die Zellen in gleicher Weise behandelt, jedoch mit dem Unterschied,
dass (1) keine Inkubation mit Primarantikérpern stattfand und (2) eine Inkubati-
on mit TPA in einer Konzentration von 500 nM uber 20 Stunden (Herabregu-
lation der PKC) durchgefuhrt wurde.

Abbildung 25 zeigt die Verteilung der Proteinkinase C-alpha - als Vertreter der
klassischen PKCs - im Zytoplasma der HCA-E-Zellen. In der Negativkontrolle
blieb eine Immunreaktion aus. Langzeitinkubation (s. Abb. 26) zeigte die Spezi-
fitat des Antikorpers, denn durch die Langzeitinkubation der Zellen mit TPA wird
die PKC vermindert in der Zelle synthetisiert, so dass sie durch den Antikorper

nicht mehr anfarbbar ist.

64




Abb. 25:PKC-alpha in HCA-E-Zellen. Abb. 26: Langzeitinkubation (20 Std) von
Dargestellt mittels konfokaler Laser-Mikros- HCA-E-Zellen mit TPA 500 nM
kopie. Dargestellt mittels konfokaler Laser-Mikros-

kopie

Abb. 27: PKC delta in Endothelzellen humaner Koronararterien, dargestellt mittels konfo-

kaler Laser-Mikroskopie.
Die Immunreaktion befindet sich hauptsachlich perinuklear und im Zytoplasma der HCA-E-

Zellen.
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Abb. 28: Langzeitinkubation (20
Std.) von HCA-E-Zellen mit TPA
500nM. Dargestellt mittels konfoka-
ler Laser-Mikroskopie.

Keine Immunreaktion von PKC-delta

mehr nachweisbar.

PKC-delta — als Vertreter der neuen PKCs - ist wie in Abbildung 27 sichtbar,
hauptsachlich perinuklear lokalisiert. Bei der Kontrolle nur mit Sekundarantikor-
per blieb die Immunreaktion aus. Die fehlende Immunreaktion nach der Herab-
regulierung der PKC-delta-Synthese durch Langzeitinkubation mit TPA 500 nM
sprach fir die Spezifitat des Antikdrpers (s. Abb. 28).

3.3 Effekte von verschiedenen Inhibitoren auf die Apoptose
von Endothelzellen und glatten Muskelzellen humaner Ko-

ronararterien
Um festzustellen, ob die Proteinkinase C an der (Lipo-) Apoptose von Endothel-

zellen und glatten Muskelzellen humaner Koronararterien beteiligt sein kdnnte,

wurden verschiedene PKC-Inhibitoren eingesetzt.
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3.3.1 Effekte von Rottlerin ( - - L CzHy0g) auf die Lipo-
Apoptose von Endothel- und glatten Muskelzellen humaner

Koronararterien

Zunachst wurde Rottlerin eingesetzt, ein PKC-Inhibitor, welcher die Aktivitat von
PKC-delta mehr als die von PKC-alpha, -beta, -epsilon, -zeta und -eta blockiert.
Die Zellen wurden 30 Minuten mit Rottlerin in den Konzentrationen 1 pumol/l,
5 pmol/l, 7,5 pmol/l und 15 ymol/l bzw. mit Medium (,Kontrolle“) behandelt, be-
vor sie dann 24 Stunden bei 37°C mit den gesattigten Fettsauren Palmitat und
Stearat bzw. mit Medium als Kontrolle (,basal®) inkubierten. Die apoptotischen
Zellen wurden nach Behandlung mit Fettsauren und Rottlerin mithilfe der Zell-

zyklus-Analyse (s. Kap. 2.2.3) ermittelt.

3.3.1.1 Effekte von Rottlerin auf die Lipo-Apoptose von Endothelzellen

humaner Koronararterien

Wie in Tabelle 9 und Abbildung 29 dargestellt, bestand ein Trend, dass Rottlerin
in einer Konzentration von 1 pymol/l und in einer Konzentration von 5 pmol/l die
basale Apoptoserate der Endothelzellen humaner Koronararterien verringert
(Rottlerin 1 ymol/l: n = 4 und p = 0,11 im Rangsummentest; Rottlerin 5 ymol/l:
n=4,p=0,19 im t-Test fur ungepaarte Stichproben). Rottlerin 7,5 ymol/l und
15 umol/l beeinflussten die basale Apoptoserate der Endothelzellen hingegen
nicht signifikant. Rottlerin nahm in keiner der eingesetzten Konzentrationen ei-
nen statistisch signifikanten Einfluss auf die Lipo-Apoptose von Endothelzellen

humaner Koronararterien.
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Tabelle 9: Effekte von Rottlerin auf die Lipoapoptose von Endothelzellen humaner
Koronararterien.

Die Zellen wurden 30 min mit Rottlerin 1 pymol/l, 5 ymol/l, 7,5 ymol/l und 15 pmol/l inkubiert vor
Zugabe der gesattigten Fettsauren Palmitat und Stearat flr weitere 24 Stunden. Dargestellt sind
die Mittelwerte des mittels Durchflusszytometrie ermittelten Prozentanteils apoptotischer Zellen

in der analysierten Zellfraktion £ dem Standard error of the mean. n = 3

Kontrolle + Rottlerin 1 + Rottlerin 5 + Rottlerin7,5 +Rottlerin 15
Basal 9,88 +4,00 4,02+1,19 4,37 £ 0,99 7,61 + 3,40 13,47 + 3,76
Palmitat 16,95 + 6,33 15,73+4,84 | 14,16 + 5,12 9,91 +2,69 13,43 +4,73
Stearat 40,92+ 12,35 | 42,13 £11,44 | 36,72 + 10,06 42,10+ 10,71 43,39 +12,75
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Abb. 29: Effekte von Rottlerin auf die (Lipo-) Apoptose von Endothelzellen humaner Ko-
ronararterien.
Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardfehler der mittels Durchflulzytometrie ermittelten

apoptotischen Zellen in Prozent der Gesamtzellzahl. n = 3
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3.3.1.2 Effekte von Rottlerin auf die Lipo- Apoptose von glatten Muskel-

zellen humaner Koronararterien

Die basale Apoptose von glatten Muskelzellen humaner Koronararterien wurde
durch Rottlerin 1 pmol/l signifikant erniedrigt (n = 3, p = 0,03 im T-Test fur un-
gepaarte Stichproben). Rottlerin 5 umol/l, 7,5 ymol/l und 15 umol/l beeinflussten

die basale Apoptoserate jedoch nicht statistisch signifikant.

Die durch Palmitat induzierte Apoptose wurde von Rottlerin in den Konzentrati-
onen 7,5 ymol/ und 15 ymol/l signifikant erhéht (n = 3, p = 0,03 und p = 0,02 im
T-Test fur ungepaarte Stichproben), nicht jedoch in den Konzentrationen 1

pgmol/l und 5 pmol/I.

Die durch Stearat induzierte Apoptose wurde durch Rottlerin in keiner der ein-

gesetzten Konzentrationen statistisch signifikant beeinflusst.

Tabelle 10: Effekt von Rottlerin auf die Apoptose von glatten Muskelzellen humaner Ko-
ronararterien.

Die Zellen wurden 30 min mit Rottlerin 1 pymol/l, 5 ymol/l, 7,5 ymol/l und 15 pmol/l inkubiert vor
Zugabe von Palmitat bzw. Stearat fiir weitere 24 Stunden. Dargestellt sind die Mittelwerte der
mittels Zellzyklusanalyse ermittelten apoptotischen Zellen in Prozent der Gesamtzellzahl +

Standard error of the mean. n =3

Kontrolle + Rottlerin 1 | + Rottlerin 5 | +Rottlerin 7,5 | +Rottlerin 15
Basal 1,63+0,13 0,88 £0,19 1,53+0,21 1,61 +0,48 2,65+0,79
Palmitat | 4,12 £ 0,57 467+0,51 6,31+0,78 7,92 £ 0,99 8,98 +1,17
Stearat 14,23 + 2,52 13,01+232 |14,71+105 |1569+1,14 20,98 + 5,43
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Abb. 30: Effekte von Rottlerin auf die (Lipo-) Apoptose von glatten Muskelzellen humaner
Koronararterien.

Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardfehler der mittels Zellzyklus-Analyse ermittelten
apoptotischen Zellen in Prozent der Gesamtzellzahl. n = 3. Signifikanzen sind mit Sternen ge-

kennzeichnet (*p<0,05)

3.3.2 Effekte von Bis-Indolyl-Maleimid auf die Lipo-Apoptose von

Endothel- und glatten Muskelzellen humaner Koronararterien

Bis-Indolyl-Maleimid ist ein hochspezifischer, zellpermeabler Proteinkinase C-
Inhibitor mit hoher Affinitat zu PKC-alpha, -beta, -gamma, -delta, und -epsilon.
Die Zellen wurden 30 Minuten mit Bis-Indolyl-Maleimid in den Konzentrationen
100 nmol/l, 500 nmol/l und 1000 nmol/l bzw. mit Medium (,Kontrolle®) behan-
delt, bevor sie 24 Stunden bei 37°C mit den gesattigten Fettsauren Palmitat und
Stearat bzw. nur mit Medium (,basal“) inkubierten. AnschlieRend wurde der
Prozentanteil apoptotischer Zellen in der analysierten Zellfraktion mittels Durch-

flusszytometrie (s. Kap. 2.2.3) ermittelt.
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3.3.2.1 Effekte von Bis-Indolyl-Maleimid auf die Lipo-Apoptose von Endo-

thelzellen humaner Koronararterien

Es zeigte sich ein Trend, dass Bis-Indolyl-Maleimid in einer Konzentration von
100 nmol/l vor der basalen Apoptose von Endothelzellen humaner Koronar-
Arterien schitzt (n = 4, p = 0,08 im T-Test flr ungepaarte Stichproben). Es be-
standen jedoch keine statistisch signifikanten Effekte von Bis-Indolyl-Maleimid
in den eingesetzten Konzentrationen 100 nmol/l, 500 nmol/l und 1000 nmol/l auf
die basale Apoptose und die Lipoapoptose von HCA-ECs (vgl. Tabelle 11 und
Abb. 31)

Tabelle 11: Effekte von Bis-Indolyl-Maleimid auf die Lipoapoptose von Endothelzellen
humaner Koronararterien.

Die Zellen wurden 30 Minuten mit Bis-Indolyl-Maleimid (,BIS*) in den Konzentrationen 100 nM,
500 nM und 1000 nM inkubiert vor Zugabe der gesattigten Fettsauren Palmitat und Stearat fir
weitere 24 Stunden. Dargestellt sind die Mittelwerte der mittels Durchflusszytometrie ermittelten
apoptotischen Zellen in Prozent der Gesamtzellzahl in der analysierten Zellfraktion + standard

error of the mean. n = 4.

Kontrolle +BIS 100 nM | + BIS 500 nM | + BIS 1000 nM

Basal 2,92 +0,20 2,28 +0,22 2,51 +0,55 247 +0,34

Palmitat 6,33 + 0,50 7,58 £ 1,65 6,49 £ 0,48 7,07 £ 1,01

Stearat 1541+1,40 |16,18+1,52 |15,76+1,32 |1571+1,44
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Abb. 31: Effekte von Bis-Indolyl-Maleimid auf die (Lipo-) Apoptose von Endothelzellen
humaner Koronararterien.
Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardfehler der mittels Zellzyklusanalyse ermittelten

apoptotischen Zellen in Prozent der Gesamtzellzahl. n = 4

3.3.2.2 Effekte von Bis-Indolyl-Maleimid auf die Lipo-Apoptose von glat-

ten Muskelzellen humaner Koronararterien

Weder die basale, noch die durch Palmitat und Stearat induzierte Apoptose
glatter Muskelzellen humaner Koronararterien wurde durch Bis-Indolyl-Maleimid
in den Konzentrationen 100 nmol/l und 500 nmol/l statistisch signifikant beein-
flusst (vgl. Tabelle 12 und Abb. 32).
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Tabelle 12: Effekte von Bis-Indolyl-Maleimid auf die (Lipo-) Apoptose von glatten Muskel-
zellen humaner Koronararterien.

Die Zellen wurden 30 min mit Bis-Indolyl-Maleimid (,BIS*) in den Konzentrationen 100 nM, 500
nM und 1000 nM inkubiert vor Zugabe der Fettsauren (1mM) fiir weitere 24 Stunden. Darge-
stellt sind die mittels Zellzyklusanalyse ermittelten apoptotischen Zellen in Prozent der Gesamt-

zellzahl in der analysierten Zellfraktion + standard error of the mean. n =4

Kontrolle + BIS 100 nM + BIS 500 nM
Basal 1,13+ 0,26 0,94 £ 0,05 0,87 +0,19
Palmitat 3,17 + 0,60 2,93 +0,29 4,04 +1,68
Stearat 10,47 + 2,34 8,40 + 2,11 9,38 + 2,05
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Abb. 32: Effekte von Bis Indolyl Maleimid (,,BIS*) auf die Lipoapoptose von Muskelzellen
humaner Koronararterien.
Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardfehler der mittels Zellzyklus-Analyse ermittelten

apoptotischen Zellen in Prozent der Gesamtzellzahl. n = 4
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3.3.3 Effekte einer Langzeitinkubation mit Tetra-Decanoyl-Phorbol-
13-Acetat (TPA) auf die Lipo-Apoptose von Endothel- und glat-

ten Muskelzellen humaner Koronararterien

12-o-Tetra-Decanoyl-Phorbol-13-Acetat (TPA) ist ein Phorbolester, welcher
Diacylglycerol (DAG), einem naturlichen Liganden und Aktivator der PKC, struk-
turverwandt ist. TPA aktiviert die klassischen und neuen PKC Isoenzyme.
Langzeitinkubation (> 12 Stunden) fuhrt hingegen zur Herabregulierung der
klassischen (PKC-alpha, -beta und -gamma) und neuen (PKC-delta, -epsilon, -

eta und -theta) PKC-Isoformen.

Die Zellen wurden 20 Stunden mit TPA in einer Konzentration von 500 nmol/l
bzw. mit Medium (,Kontrolle*) bei 37°C inkubiert. AnschlieRend wurden die ge-
sattigten Fettsduren Palmitat und Stearat bzw. als Kontrolle Medium (,basal®)

hinzugefugt und fur weitere 24 Stunden bei 37°C inkubiert.

In Tabelle 13 und Abbildung 33 sind die Mittelwerte der mittels Zellzyklus-
Analyse ermittelten apoptotischen Zellen in der analysierten Endothel-
Zellfraktion vierer Stichproben dargestellt, in Tabelle 14 und Abbildung 34 in der

analysierten glatten Muskel-Zellfraktion.

3.3.3.1 Effekte einer Langzeitinkubation mit Tetra-Decanoyl-Phorbol- Ace-
tat (TPA) auf die Lipo-Apoptose von Endothelzellen humaner Ko-

ronararterien

Langzeitbehandlung (20 Stunden) der Endothelzellen mit TPA in einer Konzent-
ration von 500 nmol/l verringerte sowohl die basale (n = 4, p = 0,003 im T-Test
fur ungepaarte Stichproben) als auch die durch Palmitat induzierte Apoptosera-
te signifikant (n = 4, p = 0,03 im T-Test flr ungepaarte Stichproben). Auf die
durch Stearat induzierte Apoptose bestand kein statistisch signifikanter Effekt
(vgl. Tabelle 13 und Abbildung 33 und 34).
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Tabelle 13: Effekte einer Langzeitinkubation mit Tetra-Decanoyl-Phorbol-Acetat (TPA) auf
die Lipoapoptose von Endothelzellen humaner Koronararterien.

Die Zellen wurden 20 Stunden mit TPA 500 nM inkubiert vor Zugabe der Fettsauren flr weitere
24 Stunden. Dargestellt sind die Mittelwerte der mittels Zellzyklusanalyse ermittelten apoptoti-
schen Zellen in Prozent der Gesamtzellzahl in der analysierten Zellfraktion + Standard error of

the mean.n=4

Kontrolle + TPA 500 nM
Basal 7,44 + 0,71 1,25+ 0,35
Palmitat 12,14 £ 0,33 7,70+ 1,42
Stearat 26,65 + 0,71 25,26 £ 3,42
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Abb. 33: Effekt einer Langzeitinkubation mit TPA 500 nM auf die Apoptose von Endothel-
zellen humaner Koronararterien.

Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardfehler der mittels Durchflusszytometrie ermittelten

apoptotischen Zellen in Prozent der Gesamtzellzahl. n = 4 (* p < 0,05)
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Abb. 34: Analyse des Zellzyklus von Endothelzellen humaner Koronararterien nach Be-
handlung mit Fettsauren (1 mM, 24 Stunden) und zusatzlicher Langzeitinkubation mit
TPA (500 nM, 20 Stunden).

Die Pfeile markieren die Sub-G1-Fraktion. (s. Kap. 2.2.3)

3.3.3.2 Effekte einer Langzeitinkubation mit Tetra-Decanoyl-Acetat (TPA)
auf die Lipo-Apoptose von glatten Muskelzellen humaner Koronar-

arterien

Weder die basale, noch die durch Palmitat und Stearat induzierte Apoptose
glatter Muskelzellen humaner Koronararterien wurden durch Langzeit-
Behandlung mit TPA 500 nM statistisch signifikant beeinflusst (vgl. Tabelle 14
und Abbildung 35).
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Tabelle 14: Effekte einer Langzeitbehandlung mit Tetra-Decanoyl-Phorbol-Acetat (TPA)
auf die Lipo-Apoptose von glatten Muskelzellen humaner Koronararterien.

Die Zellen wurden 20 Stunden mit TPA 500 nM inkubiert vor Zugabe der Fettsauren (1mM) fiir
weitere 24 Stunden. Dargestellt sind die Mittelwerte des mittels Durchflusszytometrie gemesse-

nen Prozentanteiles apoptotischer Zellen in der analysierten Zellfraktion + Standard error of the
mean.n =5

Kontrolle + TPA 500 nM
Basal 6,06 + 2,42 3,40 £ 1,63
Palmitat 9,01 + 3,66 8,18 + 3,96
Stearat 21,09 + 3,77 16,90 £ 4,42

w
o
|

O Kontrolle
m TPA 500 nM

N
(&)
|

N
o
!

-
o
|

apoptotische Zellen [%]
o

()]
|

basal Palmitat Stearat

Abb. 35: Effekte einer Langzeitbehandlung (20 Stunden) mit TPA 500 nM auf die Apopto-
se von glatten Muskelzellen humaner Koronararterien.

Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardfehler der mittels Zellzyklusanalyse ermittelten a-
poptotischen Zellen in Prozent der Gesamtzellzahl. n = 5
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3.3.3.3 Effekte einer Langzeitinkubation mit Tetra-Decanoyl-Phorbol-
Acetat (TPA) auf das Zelluberleben von glatten Muskelzellen hu-

maner Koronararterien

Glatte Muskelzellen humaner Koronararterien wurden 20 Stunden mit TPA 100
nmol/l und TPA 500 nmol/l bzw. nur mit Medium als ,Kontrolle* bei 37°C inku-
biert. AnschlieBend inkubierten die vorbehandelten Zellen weitere 24 Stunden
bei 37°C mit den gesattigten Fettsauren Palmitat und Stearat, der ungesattigten
Fettsaure Linoleat bzw. nur mit Medium (,basal®). Die vitalen Zellen wurden mit-
tels Propidiumiodid/Annexin-Doppelfarbung-Durchfluss-Zytometrie ermittelt und
in Tabelle 15 und Abbildung 36 dargestellt.

Tabelle 15: Effekt einer Langzeitinkubation mit Tetra-Decanoyl-Phorbol-Acetat (TPA) auf
die Vitalitat von glatten Muskelzellen humaner Koronararterien.

Die Zellen wurden 20 Stunden mit TPA 100 nmol/l bzw. 500 nmol/l inkubiert vor Zugabe von
Palmitat, Stearat oder Linoleat fiir weitere 24 Stunden. Dargestellt sind die Mittelwerte des mit-
tels Propidiumiodid/Annexin-Doppelfarbung-Durchflusszytometrie ermittelten Prozentanteiles

vitaler Zellen in der analysierten Zellfraktion + Standard error of the mean.n =3

Kontrolle TPA 100 nM TPA 500 nM
Basal 96,51 £ 0,55 96,51 £ 0,75 94,93 £ 0,77
Palmitat 87,12 + 1,30 81,90+ 0,73 81,01 +2,27
Stearat 47,76 + 8,06 33,12 £ 0,98 44,75 + 3,71
Linoleat 90,38 £ 0,71 76,73 £ 3,28 85,87 £ 3,06
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Abb. 36: Effekt einer Langzeitbehandlung glatter Muskelzellen humaner Koronararterien
mit Tetra-Decanoyl-Phorbol-Acetat (TPA) 100 nM und 500 nM auf das Zelliiberleben ohne
(,,basal®) und mit Fettsaurebehandlung.

Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardfehler des mittels Propidiumiodid/Annexin-
Durchflusszytometrie ermittelten Prozentanteiles vitaler Zellen in der analysierten Zellfraktion.
n=3

Es zeigte sich kein statistisch signifikanter Unterschied im Zelliberleben mit und
ohne Vorbehandlung mit TPA 100 nmol/l und TPA 500 nmol/l (vgl. Tabelle 15
und Abbildung 36).

Diese Ergebnisse korrelieren mit der oben dargestellten Analyse der apoptoti-

schen Zellen nach Langzeitinkubation mit TPA (vgl. Kap. 3.3.3.2).
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3.3.4 Effekte von Proteinkinase C-Zeta-Pseudosubstrat auf die Lipo-

Apoptose von Endothelzellen humaner Koronararterien

Um zu determinieren, ob die Proteinkinase C-iota an der Lipo-Apoptose von
Endothelzellen humaner Koronararterien beteiligt sein kdonnte, wurde ein my-
ristoyliertes Proteinkinase C-Zeta-Pseudosubstrat eingesetzt, dessen Amino-
sauresequenz  (Myr-Ser-lle-Tyr-Arb-Arg-Gly-Ala-Arg-Arg-Trp-Arg-Lys-Leu-OH)
sowohl in der Proteinkinase C-Zeta als auch -iota vorkommt und also beide Iso-

formen blockiert.

Die Zellen wurden 45 Minuten mit 1,5 mM Proteinkinase C-Zeta- Pseudosub-
strat inkubiert, vor Zugabe der Fettsauren fur weitere 24 Stunden. Anschliel3end
wurden die Zellen der Zellzyklusanalyse zugefuhrt und der Anteil apoptotischer
Zellen [%] der analysierten Zellfraktion ermittelt. Die Mittelwerte mit Standard
error of the mean funfer unabhangiger Versuche wurden in Tabelle 13 und Ab-

bildung 37 dargestellt.

Tabelle 13: Effekte von Proteinkinase C-Zeta-Pseudosubstrat auf die (Lipo-) Apoptose
von Endothelzellen humaner Koronararterien.

Die Zellen wurden mit PKC-Zeta-Pseudosubstrat 45 min inkubiert vor Zugabe der Fettsauren fir
weitere 24 Stunden. Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardabweichung der mittels Zell-
zyklusanalyse ermittelten apoptotischen Zellen in Prozent der Gesamtzellzahl in der analysier-

ten Zellfraktion. n = 5.

Kontrolle PKC-Zeta-Pseudosubstrat
Basal 11,46 £ 5,17 9,70 + 2,86
Palmitat 29,77 £ 8,22 8,86 + 0,85
Stearat 38,57 + 4,67 14,14 + 2,51
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Abb. 37: Effekte von PKC-Zeta-Pseudosubstrat auf die Lipo-Apoptose von Endothelzellen

humaner Koronararterien.

Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standard error of the mean der mittels Zellzyklusanalyse
ermittelten apoptotischen Zellen in Prozent der Gesamtzellzahl in der analysierten Zellfraktion.
(* = p<0,05) n =5.

PKC-Zeta-Pseudosubstrat verringerte sowohl die durch Palmitat als auch die
durch Stearat induzierte Apoptoserate signifikant (n = 5; p (Palmitat) = 0,0005; p
(Stearat) = 0,000007).
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4 Diskussion

4.1 Apoptose, Dyslipidamie und Atherosklerose

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss freier Fettsauren auf die Apoptose
von Endothel- und glatten Muskelzellen humaner Koronararterien untersucht,
das Expressionsmuster der Proteinkinase C in diesen Zelltypen zum ersten Mal
aufgeklart und die Rolle der PKC bei der Lipoapoptose analysiert. Da Statinen
pleiotrope, gefaliprotektive Wirkungen wie eine Plaque-Stabilisierung zuge-
schrieben werden, wurde zusatzlich der Effekt eines Statins, Atorvastatin, auf

die Lipoapoptose dieser Zellen untersucht.

Der programmierte Zelltod spielt bei der Pathogenese der Atherosklerose eine
wichtige Rolle. Apoptose der die Gefallwand auskleidenden Endothelzellen ist
ein wesentlicher Faktor bei der Entstehung atherosklerotischer Lasionen [Dim-
meler et al., 1998, Haunstetter et al., 1998]. In fortgeschrittenen Lasionen fuhrt
die Apoptose glatter Muskelzellen an der Schulterregion der Plaque zu einer

Instabilisierung und begunstigt damit eine mogliche Plaque-Ruptur.

Die freien Fettsaurespiegel sind erhoht bei den Komponenten des meta-
bolischen Syndroms wie der Insulin-Resistenz [Artwohl et al., 2003], der Hyper-
tonie [Fagot-Campagna et al., 1998], der Adipositas [Opie et al., 1963] und dem
Diabetes mellitus [Reaven et al., 1988]. Die Insulinresistenz gilt als Bindeglied
zwischen den Facetten des metabolischen Syndroms [DeFronzo et al., 1991;
Modan et al.]. Erhohte freie Fettsduren werden als eine Ursache der Insulinre-
sistenz im peripheren Zielgewebe und der Leber angesehen [Randle et al.,
1963; McGarry, 1992; Littman et al., 2000]. Erhdhte freie Fettsauren und Insu-
linresistenz wiederum sind mit kardiovaskularen Erkrankungen wie der Athe-

rosklerose assoziiert.
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4.2 Freie Fettsaure-induzierte Apoptose an Endothelzellen

und glatten Muskelzellen humaner Koronararterien

Freie Fettsauren sind bekannt fir ihre toxische Wirkung auf lebende Zellen.
Es wurden unterschiedliche Effekte verschiedener freier, d.h. unveresterter,
Fettsauren auf die Apoptose von Endothelzellen und glatten Muskelzellen

humaner Koronararterien festgestellt.

An Endothelzellen humaner Koronararterien induzierten die gesattigten Fett-
sauren Palmitat und Stearat die Apoptose. Die ungesattigten Fettsauren Palmi-
toleat, Oleat und Linoleat wiesen hingegen keine pro-apoptotischen Effekte auf.
Die Apoptose wird in diesem Zelltyp also spezifisch durch gesattigte Fettsauren
hervorgerufen, wahrend ungesattigte Fettsduren keine pro-apoptotischen Effek-

te zeigten.

Auch an glatten Muskelzellen induzierten die gesattigten Fettsduren Palmitat
und Stearat die Apoptose.

Die mehrfach ungesattigte Fettsdure Linoleat wirkte jedoch im Gegensatz zu
den Resultaten bei Endothelzellen ebenfalls proapoptotisch. Dies bestatigte
sich durch eine zusatzliche Messung des Prozentanteils Uberlebender Zellen
nach Linoleat-Behandlung. Die vitalen Zellen nahmen nach 24-stiindiger Inku-
bation mit Linoleat signifikant ab.

Ebenso wie bei den Endothelzellen, stimulierten die einfach ungesattigten Fett-
sauren Palmitoleat und Oleat die basale Apoptoserate glatter Muskelzellen hu-
maner Koronararterien nicht. Die Einfliusse verschiedener gesattigter und unge-
sattigter Fettsduren auf die basale Apoptoserate sind mit Ausnahme des Lino-
leats bei Endothel- und glatten Muskelzellen somit deckungsgleich. Die Ursa-
che fur den lipoapoptotischen Effekt von Linoleat an glatten Muskelzellen ist
ungeklart. Es bleibt deshalb spekulativ, ob Linoleat bestimmte Signalwege, wie
beispielsweise reaktive Sauerstoffspezies (ROS) oder mitochondriale Effekte,

spezifisch in diesem Zelltyp auslost.
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In zahlreichen experimentellen Systemen variieren die Effekte verschiedener
gesattigter und ungesattigter Fettsauren auf die Apoptose von verschiedenen
Zellsystemen stark. Studien an Ovarialzellen chinesischer Hamster [Listenber-
ger L, 2001], kardialen Myozyten [deVries et al., 1997], pankreatischen 3-Zellen
[Eitel et al., 2003; Lupi et al., 2002; Maedler et al., 2001; Cnop et al., 2001;
Shimabukuro et al., 1998], Brustkrebszellen [Hardy et al., 2000] und hamato-
poetischen Vorlauferzellen [Paumen et al., 1997] deuten darauf hin, dass die
Lipotoxizitat durch Akkumulation von freien Fettsauren spezifisch flr gesattigte
Fettsauren ist. Dies stimmt mit den oben aufgeflhrten Ergebnissen an mensch-

lichen Endothel- und glatten Muskelzellen weitgehend Uberein.

Diese Selektivitat wird der Bildung spezifischer proapoptotischer Signal-
molekule zugeschrieben, welche als Antwort auf gesattigte, nicht jedoch unge-
sattigte Fettsauren, generiert werden. Die Beschaffenheit solcher proapoptoti-
scher Signale variiert von Zellsystem zu Zellsystem und schlie3t folgende Wege
ein: die Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) [Listenberger et al.,
2001], de novo Synthese von Ceramid [Shimabukuro et al., 1998], Bildung von
NO [Shimabukuro et al., 1997] und primare Effekte auf mitochondriale Struktur
und Funktion [Ostrander et al., 2001], sowie die Unterdriickung anti-

apoptotischer Faktoren wie Bclll [Shimabukuro et al, 1998].

Bei kombinierter Behandlung mit gesattigten und ungesattigten Fettsau-
ren ist mehrfach gezeigt worden, dass ungesattigte Fettsauren vor der von ge-
sattigten Fettsauren hervorgerufenen Lipoapoptose zu schitzen vermogen
[Welters et al., 2004; Eitel et al., 2003; deVries et al., 2001; Maedler et al.,
2001; Hardy et al., 2000]. Der zugrunde liegende Mechanismus ist noch nicht
aufgeklart.

In der vorliegenden Arbeit wurde daher der Effekt von der kombinierten Be-
handlung mit gesattigten und ungesattigten Fettsduren auf Endothel- und glatte

Muskelzellen humaner Koronararterien studiert.

Die einfach ungesattigten Fettsauren Palmitoleat (C 16:1) und Oleat (C 18:1)

sowie die mehrfach ungesattigte Fettsaure Linoleat (C 18:2) verringerten zwar
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die durch Stearat induzierte Apoptose der Endothelzellen, die durch Palmitat
induzierte Apoptose wurde jedoch durch keine der eingesetzten ungesattigten
Fettsduren beeinflusst.

Anders als bei den Endothelzellen erhdhte Palmitoleat die Palmitat-induzierte
Apoptose der glatten Muskelzellen tendenziell, Oleat und Linoleat erhdhten
sie signifikant. Keine der eingesetzten ungesattigten Fettsauren beeinflusste die

durch Stearat induzierte Apoptose.

Auch ungesattigte Fettsauren scheinen also glatte Muskelzellen humaner Koro-
nararterien zu schadigen, da sie die Apoptoserate weiter erhdhen. Dies steht im
Gegensatz zu den oben dargestellten Ergebnissen an Endothelzellen, nach
denen ungesattigte Fettsauren die basale Apoptose nicht beeinflussen und vor
der Stearat-induzierten Apoptose schutzen. In Analogie dazu demonstrierten
Eitel et al. anti-apoptotische Eigenschaften der ungesattigten Fettsauren Palmi-
toleat, Oleat und Linoleat an Ratteninsulinomazellen und humanen B-Zellen des
Pancreas [Eitel et al., 2002]. Eine andere Studie zeigte hingegen, dass auch
ungesattigte Fettsauren Apoptose induzieren kdnnen: Artwohl et al. wiesen eine
vermehrte Apoptoserate nach bei 24-stiindiger Inkubation von Endothelzellen
humaner Umbilicalvenen mit den mehrfach ungesattigten Fettsauren Linoleat
und Arachidonsaure und nach 48-stindiger Inkubation dieser Zellen mit der
einfach ungesattigten Fettsaure Oleat [Artwohl et al., 2003].

Mehrere Studien in jungster Zeit haben sich mit dem Zusammenhang zwischen
der Fettsdure-Zusammensetzung im Plasma, der Insulin-Sensitivitat und ande-
ren Storungen des metabolischen Syndroms befasst. Pelikanova fand eine ne-
gative Korrelation zwischen gesattigten Fettsauren im Plasma und Insulin-
Sensitivitat und eine positive Assoziation zwischen ungesattigten Fettsauren
und Insulin-Sensitivitat [Pelikanova, 2001]. Die endotheliale Dysfunktion als Teil
des metabolischen Syndromes soll in einem Zusammenhang mit der Fettsaure-
Zusammensetzung des Plasmas stehen und stellt moglicherweise ein Binde-
glied zwischen Ernahrung, Fettsaure-Profil des Plasmas, Hypertonie und links-
ventrikularer Hypertrophie dar [Vessby, 2003]. Ein typisches Fettsaure-Muster
von Individuen mit metabolischem Syndrom ist charakterisiert durch erhohte

Proportionen gesattigter Fettsauren, v.a. von Palmitat, und reduzierten Anteilen
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von Linoleat [Vessby, 2003]. Vor diesem Hintergrund sind die oben dar-
gestellten Effekte der gesattigten Fettsauren Palmitat und Stearat auf den pro-
grammierten Zelltod von Endothel- und glatten Muskelzellen humaner Koronar-
arterien von besonderem Interesse. Vermehrte Zufuhr von gesattigten Fettsau-
ren mit der Nahrung, aber auch eine erhéhte endogene Produktion bei Insulin-
resistenz, kdnnen also zu Apoptose in Koronarien fihren und somit die Entste-
hung und Progression einer Atherosklerose begunstigen (vgl. auch Kap. 1.2.3
und 1.3).

Die Hemmung der Stearat-induzierten Apoptose an Endothelzellen durch die
einfach ungesattigten Fettsauren Palmitoleat und Oleat kénnte zumindest teil-
weise erklaren, weshalb dietare ungesattigte Fettsauren eine gefal3protektive

Wirkung zeigen.

4.3 Effekt von Atorvastatin auf die Apoptose von Endothel-

und glatten Muskelzellen humaner Koronararterien

GrolRe klinische Interventionsstudien haben gezeigt, dass Cholesterin-
synthesehemmer, Statine, kardiovaskulare Komplikationen/Mortalitat und Ge-
samtsterblichkeit signifikant senken konnen [MIRACL-Studie, WOSCOPS Stu-
die, AFCAPS/TexCAPS Studie, 4 S-Studie, LIPID Studie, CARE Studie]. Die
klinische Prognose wird nicht allein durch den Stenosegrad, sondern auch
durch Zahl, Struktur und Vulnerabilitat der Plaques bestimmt.

Statine gelten als gefalRprotektiv, nicht nur durch eine LDL-Senkung, sondern
auch unabhangig davon durch ihre pleiotropen Effekte [Heart Protection Study
2002; ASCOT Studie 2003; Werner et al. 2002; Laufs 2003; Vaughan 1996;
Lefer 2001; Laufs 2000] wie u.a. einer Verbesserung der endothelialen Dys-
funktion [Corsini 1996; O Driscoll 1997; Perticone 2000]. Sie sollen die Entzin-
dungsprozesse in den Atheromen reduzieren, mit einer Plaque- stabilisierung
assoziiert sein, die Thromboseneigung deutlich reduzieren [Ballantyne 1999;
Muller-Wieland 1997 und 1999; Rosenson 1998; Farema 2000; Laufs 2001;
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Sukhova 2002; Libby 2003] und so u.a. das Risiko einer Plaqueruptur vermin-

dern.

Es wird diskutiert, dass Statine Zeit- und Dosis-abhangige biphasische lipid-
unabhangige Effekte auf Endothelzellen hervorrufen [Urbich 2002; Weis 2002];
sie kdnnen sowohl pro- als auch anti-apoptotisch wirken. Um in diesem Zu-
sammenhang zu klaren, ob Statine die Lipoapoptose von Endothel- und glatten
Muskelzellen humaner Koronararterien beeinflussen, wurde der HMG-CoA-
Reduktase-Hemmer Atorvastatin eingesetzt.

Atorvastatin zeigte in der Konzentrationsreihe 0,1 uM, 1 uyM, 5 uM, 10 uM und
50 uM und einer Inkubationszeit von 30 min/24 Stunden jedoch keine statistisch
signifikanten Effekte auf die basale Apoptose und die Lipoapoptose von Endo-
thel- und glatten Muskel-Zellen humaner Koronararterien. Damit ist jedoch eine
Wirkung von Atorvastatin auf die Apoptoserate der beiden Zelltypen nicht voll-
kommen ausgeschlossen. In anderen Konzentrationen oder Inkubationszeiten
waren Effekte eventuell moglich, denn die Wirkung von Statinen ist Zeit-, Dosis-
, und Zelltyp-abhangig [Urbich et al., 2002; Weis et al., 2002].

4.4 Expressionsmuster der Proteinkinase C in Endothelzellen

und glatten Muskelzellen humaner Koronararterien

PKC-Signaltransduktionswege spielen bei der Apoptose, der Entwicklung von
Atherosklerose und diabetischer vaskularer Erkrankungen eine entscheidende
Rolle [Kawakami et al., 2003; Way et al., 2001; Li et al., 2000; Natarajan et al.,
1995].

Um in diesem Zusammenhang zu ermitteln, ob die Proteinkinase C bei der Li-
poapoptose von Endothel- und glatten Muskelzellen humaner Koronararterien
beteiligt ist, wurde erstmals das PKC-Expressionsmuster in beiden Zelltypen
analysiert [Schatz et al., 2003]. Sowohl in Endothel- als auch glatten Muskel-
zellen humaner Koronararterien konnten die Isoenzyme PKC-alpha, -beta-1
(klassische PKCs, cPKCs), -delta, -epsilon (neue PKCs, nPKCs) und
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-iota (atypische PKC, aPKC) detektiert werden. Nicht nachweisen liessen sich
hingegen die Isoformen PKC-gamma (klassische PKC), -eta, -theta (neue
PKCs) und -zeta (atypische PKC). PKC-beta-2 konnte im Immunoblot nicht
nachgewiesen werden, wohl aber in der Light-Cycler-PCR. PKC-beta-2 wurde
also nur auf RNA-Ebene, nicht jedoch auf Proteinebene gefunden. Dies ist ent-
weder dadurch zu erklaren, dass (1) die Affinitat des Antikérpers zu gering war,
(2) zu wenig Protein exprimiert wird oder (3) dass PKC-beta-2-mRNA zu schnell
abgebaut wird, um zu einer im Immunoblot detektierbaren Proteinmenge zu

fuhren.

Das PKC-Expressionsmuster humaner Koronarien unterscheidet sich von dem
tierischer. In bovinen Koronararterien wurden z.B. PKC-alpha, -epsilon, -iota,
-gamma, -lambda, -my und -zeta auf Proteinebene nachgewiesen, nicht jedoch
PKC-beta, -delta und -theta [Skaletz-Rorowski et al., 1999]. Weiterhin unter-
scheidet sich das Expressionsmuster in humanen Koronararterien von dem
humaner Venen: In Endothelzellen humaner Umbilicalvenen konnte PKC-alpha,
-delta, -epsilon, -theta und -zeta sowohl auf Protein- als auch auf mMRNA-Ebene
nachgewiesen werden [Haller et al., 1999]. In humanen glatten Muskelzellen
der Vena saphena wiesen Itoh et al. sowohl auf Protein- als auch auf mRNA-
Ebene PKC-alpha, -beta-1, -beta-2, delta, -epsilon, -my, -iota und -zeta nach
[ltoh et al., 2001].

Interessanterweise war in den in dieser Arbeit durchgeflhrten Untersuchungen
das Expressionsmuster in Endothelzellen und glatten Muskelzellen humaner
Koronararterien identisch. Dies konnte auf eine ahnliche Regulation PKC-
abhangiger zellularer Signalwege in diesen anatomisch eng benachbarten Zell-
typen hinweisen. PKC-Inhibitoren, wie der in jungster Zeit entwickelte potentiell
gefalprotektive PKC-beta-Inhibitor, sollten also in beiden Zelltypen gleicherma-

Ren wirken.
Als nachstes wurden die bekanntermal3en proapoptotisch wirkenden PKC-

Isoformen alpha und delta in der Zelle visualisiert und die PKC-Aktivitat in Form

einer Translokation mit Hilfe der konfokalen Laser-Mikroskopie untersucht.
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PKC-alpha fand sich in den HCA-E-Zellen diffus im Zytoplasma verteilt. PKC-
delta war perinuklear lokalisiert.

Eitel et al. zeigten, dass in humanen B-Zellen des Pancreas PKC-delta eben-
falls im Zytoplasma lokalisiert ist. Nach Behandlung mit den gesattigten Fett-
sauren Palmitat bzw. Stearat translozierte PKC-delta in diesen Zellen zum Zell-
kern [Eitel et al., 2003].

Bei Zugabe der gesattigen Fettsauren Palmitat und Stearat und der kombinier-
ten Behandlung mit gesattigten Fettsduren und den ungesattigten Fettsauren
Palmitoleat, Linoleat und Oleat fanden sich in den Untersuchungen mit Endo-
thel- und glatten Muskelzellen allerdings keine Hinweise einer PKC-
Translokation. Damit ist eine Aktivierung der dargestellten PKC-Isoformen nach
Zusatz der Zellen mit Fettsauren zwar unwahrscheinlich, jedoch nicht sicher
auszuschliel3en, da Aktivierungsprozesse auch ohne messbare Translokation in

der konfokalen Laser-Mikroskopie moglich sind.

4.5 Einfluss verschiedener PKC-Inhibitoren auf die Apoptose-
rate von Endothel- und glatten Muskelzellen humaner Ko-

ronararterien

Verschiedene PKC-Inhibitoren wurden eingesetzt, um weiter zu prifen, ob die
Proteinkinase C an der durch freie Fettsauren induzierten Apoptose von Endo-
thel- und glatten Muskelzellen humaner Koronararterien beteiligt ist.

Aufgrund des Ergebnisses der Analyse des Expressionsmusters (s.0.) kdnnen
nur PKC-alpha, -beta, -delta, -epsilon und -iota bei der Apoptose in diesen bei-

den Zelltypen potentiell eine Rolle spielen.

Heute ist es ein Hauptanliegen der PKC-Forschung die spezifischen zellularen
Funktionen der einzelnen Isoenzyme aufzuklaren. Die Erforschung individueller
PKC-Funktionen, wie hier der (Lipo-) Apoptose, wird dadurch erschwert, dass
keine Isoform-spezifischen Inhibitoren erhaltlich sind und es weder ein Gewebe

noch einen Zelltyp gibt, in dem nur eine PKC-Isoform exprimiert wird.
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Der Kinasemodulator Rottlerin (Mallotoxin), ein Extrakt aus der Fruchtschale
der Mallotus philippinensis, hemmt PKC-delta spezifischer als PKC-alpha,
-beta, -epsilon, -eta und -zeta. Teilweise ist Rottlerin in der Literatur sogar als
PKC-delta spezifischer Inhibitor beschrieben [Gschwendt et al., 1994].

Bis-Indolyl-Maleimid ist ein hochspezifischer zellpermeabler PKC-Inhibitor mit

hoher Affinitat zu PKC-alpha, -beta, -delta, -gamma und -epsilon.

Langzeitinkubation (20 Stunden) mit TPA bewirkt eine Herabregulierung der
klassischen (PKC-alpha, -beta, -gamma) und neuen (PKC-delta, -epsilon, -theta

und -eta) Proteinkinase C-lsoformen.

An glatten Muskelzellen humaner Koronararterien senkte Rottlerin in einer
Konzentration von 1 yM die basale und in den Konzentrationen 7,5 yM und
15 uM die durch Palmitat induzierte Apoptoserate signifikant.
Bis-Indolyl-Maleimid und Langzeitinkubation (20 Stunden) mit TPA be-
einflussten weder die basale noch die durch Fettsauren induzierte Apoptose.
Die Verminderung der Apoptoserate nach Rottlerin-Behandlung ist demnach
hdchstwahrscheinlich nicht auf seine PKC-Inhibition, sondern vielmehr auf sei-
ne unspezifischen Effekte [Soltoff et al., 2001] zurtckzufihren.

An der (Lipo-) Apoptose glatter Muskelzellen humaner Koronararterien ist dem-

zufolge eine Rolle der Proteinkinase C unwahrscheinlich.

An Endothelzellen humaner Koronararterien verringerten Rottlerin (1uM und
5 uM) und Bis-Indolyl-Maleimid (100 nM) die basale Apoptoserate nicht signifi-

kant.

Langzeitinkubation (20 h) der Zellen mit TPA (500 nM) senkte die basale Apop-
toserate und die durch Palmitat induzierte Apoptoserate signifikant, nicht jedoch
die durch Stearat induzierte Apoptose.

Da die beiden PKC-Inhibitoren Rottlerin und Bis-Indolyl-Maleimid keine signifi-
kante Wirkung zeigten, ist eine Beteiligung der klassischen und neuen Protein-

kinase C-Isoformen an der Lipo-Apoptose unwahrscheinlich.

Folglich wurde Uberprift, ob die ebenfalls in Endothelzellen nachgewiesene

atypische Isoform PKC-iota an der Apoptose beteiligt sein kdnnte.
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PKC-zeta/iota-Pseudosubstrat, dessen Aminosauresequenz sowohl in PKC-
zeta als auch -iota vorkommt und welches folglich beide Isoformen blockiert,
verringerte sowohl die durch Palmitat als auch durch Stearat induzierte Apopto-
se hoch signifikant. Da PKC-zeta in den Zellen nicht nachgewiesen wurde,
spricht dieses Ergebnis dafur, dass in Endothelzellen humaner Koronarien die

Fettsaure-induzierte Apoptose uber PKC-iota vermittelt wird.

Die meisten Untersuchungen sprechen dafur, dass PKC-iota anti-apoptotisch
wirkt [Song et al, 2004; Gutcher et al., 2003]. Xie et al zeigten, dass PKC-iota
Neuronen vor der Amyloid beta-Peptid-induzierten Apoptose schuitzt [Xie et al.,
2000]. Weiterhin reduzierte sie die Medikamenten-induzierte Apoptose von hu-
manen Leukamie-Zellen [Murray et al, 1997]. Regala et al. demonstrierten, dass
PKC-iota in humanen Bronchialkarzinom-Zellen antiapoptotisch wirkt und daher
ein interessantes molekulares Ziel fir Mechanismus-basierte Therapie des
Lungenkrebses sei [Regala et al., 2005].

Somit scheint die pro-apoptotische Funktion der Proteinkinase C-iota spezifisch
fur Endothelzellen humaner Koronararterien zu sein. Ihre Blockierung durch
einen spezifischen Inhibitor kdnnte demzufolge zu einem neuen Therapieansatz

bei Atherosklerose fiinren.

In den letzten zwei Jahrzehnten haben PKC-Inhibitoren grof3es Interesse er-
weckt, da sie neue Therapieoptionen darstellen. In der Diabetologie existiert
bereits ein PKC-beta spezifischer Inhibitor (Ruboxistaurin-Mesylat, LY333531),
welcher im Tiermodell zu einer reduzierten Entwicklung diabetischer vaskularer
Komplikationen wie diabetischer Retinopathie, Nephropathie und Neuropathie
gefuhrt hat [Ishii 1996; Aiello 1997; Danis 1998; Nakamura 1999] und bei ge-
sunden Personen die Hyperglykdmie-induzierte Strérung der Endothel-
abhangigen Vasodilatation verhinderte [Shen, 2003]. Er befindet sich zur Zeit in
der Phase lll der klinischen Erprobungsphase. In der Onkologie ist ein PKC-
alpha-spezifischer Inhibitor (ISIS-3521, Ly 900003) entwickelt worden, welcher
das Wachstum und die Metastasierung solider Tumoren reduzieren soll
[.Hanauske 2004]. Auch dieser befindet sich bereits in der klinischen Erpro-
bungsphase [Shen 2003].
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Da die Proteinkinase C ein multifunktionales Enzym ist, welches in fast allen
Zellen und Geweben des menschlichen Korpers vorkommt, ist allerdings auch
mit verschiedenen Wirkungen zur rechnen, denn die PKC-vermittelten zellula-
ren Prozesse sind Isoform- und Gewebs-spezifisch [Shen, 2003]. Verschiedene
PKC-Isoformen wie PKC-beta, -delta und -iota inhibieren in unterschiedlichen
Karzinomzellen (z.B. Leukamiezellen, Bronchialkarzinom-zellen) Apoptose [Re-
gala et al, 2005; Alkan et al., 2005; Goekjian et al, 2001], wahrend sie, wie oben
dargestellt in vaskularen Zellen unter den hier gewahlten experimentellen Be-
dingungen pro-apoptotische Effekte zeigen.

Diese gegensatzlichen Wirkungen konnten jedoch sogar wunschenswert sein,
denn in vaskularen Zellen kdonnte mit einer antiapoptotischen Wirkung ein va-
soprotektives Ergebnis erzielt werden, wahrend in Karzinomzellen die Apopto-
seférderung Therapieziel ist.

Hieraus konnten in nachster Zeit interessante neue Therapiemoglichkeiten ent-

stehen.
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5 Zusammenfassung

Apoptose von vaskularen Endothel- und glatten Muskelzellen spielt bei der Pa-
thogenese der Atherosklerose eine entscheidende Rolle. Freie Fettsauren sind
in Stadien des metabolischen Syndroms im Plasma erhdht und kénnen Apopto-
se von verschiedenen Zellen wie z.B. 3-Zellen des Pancreas hervorrufen.

In der vorliegenden Arbeit wurden die Effekte verschiedener gesattigter und
ungesattigter Fettsauren auf die Apoptose von Endothel- und glatten Muskelzel-
len humaner Koronararterien untersucht. In beiden Zelltypen induzierten die
gesattigten Fettsauren Palmitat (16:0) und Stearat (18:0) Apoptose, wahrend
die einfach ungesattigten Fettsduren Palmitoleat (16:1) und Linoleat (18:1) kei-
nen Effekt zeigten. Die mehrfach ungesattigte Fettsaure Linoleat (18:2) stimu-
lierte die Apoptose in glatten Muskelzellen, nicht jedoch in Endothelzellen.

Bei kombinierter Behandlung mit gesattigten und ungesattigten Fettsauren ver-
ringerten Palmitoleat, Oleat und Linoleat in Endothelzellen die Apoptose-

fordernde Wirkung von Palmitat, erhdhten sie jedoch in glatten Muskelzellen.

Statine entfalten pleiotrope, cholesterinunabhangige, gefalprotektive Wirkun-
gen und konnen die Apoptose von Gefal3zellen sowohl erh6hen als auch er-
niedrigen. Das lipophile Statin Atorvastatin zeigte jedoch keine Wirkung auf die
(Lipo-) Apoptose von Endothel- und glatten Muskelzellen humaner Koronararte-

rien.

Um zu klaren, ob die multifunktionale Proteinkinase C (PKC) an der (Lipo-)
Apoptose von Endothel- und glatten Muskelzellen humaner Koronararterien
beteiligt ist, wurde zunachst das PKC-Expressionsmuster analysiert. Es war fur
beide Zelltypen identisch: PKC-alpha, -beta, -delta, -epsilon und -iota konnten
nachgewiesen werden, nicht zeigen lielen sich hingegen PKC-gamma, -eta,

-theta und -zeta.

Experimente mit den PKC-Inhibitoren Rottlerin, Bis-Indolyl-Maleimid, dem
Phorbolester Tetra-Decanoyl-Phorbol-Acetat und PKC-zeta/iota-Pseudosubstrat

deuten daraufhin, dass bei der Lipoapoptose von Endothelzellen PKC-iota eine
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Schlisselrolle spielt, wahrend bei den glatten Muskelzellen humaner Korona-
rien die Proteinkinase C an der Apoptose nicht beteiligt zu sein scheint.

PKC-Inhibitoren stellen interessante neue Therapieoptionen dar. In der Onkolo-
gie wird ein PKC-alpha-Inhibitor eingesetzt, welcher durch Apoptose-Fdrderung
Wachstum und Metastasierung solider Tumoren reduzieren soll. Ein PKC-beta
spezifischer Inhibitor (Ruboxystaurin) hat im Tiermodell zu einer verminderten
Entwicklung diabetischer vaskularer Komplikationen gefuhrt und befindet sich
bereits in der klinischen Erprobungsphase. In nachster Zeit ist mit weiteren An-
satzen solcher PKC-Inhibitoren zu rechnen, die viel versprechende neue The-

rapieoptionen — mdglicherweise auch bei der Koronarsklerose — eréffnen.
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V' | |\
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8 Abkiurzungs-Verzeichnis

ACE Angiotensin-converting enzyme
AFCAPS Air Force Coronary Atherosclerosis Prevention Study
APS Ammonium Peroxid Sulfat
AMV-RT Avian Myeloblastosis Virus Reverse Transkriptase
bes. besonders
BLAST Basic local alignment search tool
Bp Basenpaare
BSA Bovines Serum Albumin (Rinderserumalbumin)
BIS Bis-Indolyl-Maleimid
CARE Cholesterol And Recurrent Events Study
cNOS constitutive nitric oxide synthase
(konstitutive NO-Synthase)
DAG Diacyl-Glycerol
DMSO Dimethylsulfoxid
dest. Destilliert
dT Desoxy-Thymidin
ECL Enhanced chemi-luminsescence
EDTA Ethylendiamintetraacetat
EGTA Ethylendioxy-bis-(ethylennitril-) tetra-Acetat
FACS Fluorescent Activated Cell Sorting
FBS fetal bovine serum
FCS Fetal Calf Serum (Serum von Kalberfoten)
FACS Fluorescent Activated Cell Sorting (DurchfluRzytometrie)
FFA Free Fatty Acids = freie Fettsauren
FS Fettsauren
GA Gentamycin sulphate Amphotericin B
HCA-ECs Human coronary artery endothelial cells
HCA-SMCs Human coronary artery smooth muscle cells
hEGF Human epidermal growth factor
hFGF Human fibroblast growth factor
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Long Term Intervention with Pravastatin in Ischaemic
Disease

molar, mol/l

Multicenter insyne Randomized Clinical Evaluation
Anzahl der Versuche
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Platelet derived growth factor

Prostaglandin 2
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Palmitoleat
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