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Zusammenfassung:

Sowohl Umwelteinfliisse als auch genetische Veranderungen sind daflir bekannt oxidativen
Stress und Alterungsprozesse zu verstarken. Mitochondriale und nukledre Dysfunktionen
tragen zu einem Einsetzen der Alterung bei. Einer der wichtigsten Regulatoren des Redoxstatus
in primaren humanen Endothelzellen ist Thioredoxin-1 (Trx-1), ein 12 kD grofRes Protein mit
zusatzlichen anti-apoptotischen Eigenschaften. Zelluldre Produzenten von reaktiven
Sauerstoffspezies (ROS) sind die NADPH Oxidasen (NOX), wovon NOX4 das hochste
Expressionslevel in Endothelzellen zeigt. Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist es die Regulation
von Trx-1 und NOX4 im Zellmodell der stressinduzierten vorzeitigen Seneszenz in
Endothelzellen zu untersuchen. Es wurden primdre humane Endothelzellen Uber einen
Zeitraum von zwei Wochen mit H,0, behandelt um in ihnen eine stressinduzierte vorzeitige
Seneszenz zu erzeugen. In diesem Zellmodell sind die Seneszenzmarker seneszenz-assoziierte
B-Galaktosidase und nukledres p21 erhoht. Zudem kommt es zu einer vermehrten Bildung
totaler und mitochondrialer reaktiver Sauerstoffspezies. Eine unausgeglichene Homoostase
des Redoxstatus zeigt sich durch erhéhte NOX4- und reduzierte Trx-1-Level. Durch eine
lentivirale Expression von Trx-1 kann dies ausgeglichen werden. Weiterhin ist die lysosomale
Protease Cathepsin D Uberaktiviert, was zu einer Reduktion der Trx-1 Proteinmenge fihrt. Eine
Inhibition der (beraktiven Cathepsin D Protease durch den spezifischen zellpermeablen
Inhibitor Pepstatin A kann den Anstieg des nukledren p21 Proteins, die Bildung reaktiver
Sauerstoffspezies und den Abbau des Proteins Trx-1 aufheben. Dies flhrt zu einer Blockade
der stressinduzierten vorzeitigen Seneszenz durch eine Stabilisierung der zelluldren
Redoxhomdostase. Weiterfihrend zeigt sich im Vergleich von NOX4 transgenen Mausen,
welche exklusiv NOX4 in Endothelzellen exprimieren, zu Wildtyp-Mausen eine reduzierte
Menge aortalen Trx-1 und eine erhohte Aktivitdt von Cathepsin D. Somit konnte gezeigt
werden, dass sowohl der Verlust an Trx-1, als auch die Hochregulation von NOX4 einen
wichtigen Beitrag zu einem unausgeglichenen Redoxstatus in seneszenten Endothelzellen - ex

vivo und in vivo - liefert.



Abstract:

Environmental stressors as well as genetic modifications are known to enhance oxidative
stress and aging processes. Mitochondrial and nuclear dysfunctions contribute to the onset of
aging. One of the most important redox regulators in primary human endothelial cells is
Thioredoxin-1 (Trx-1), a 12 kD protein with additional anti-apoptotic properties. Cellular
generators of reactive oxygen species are NADPH oxidases (NOXs), of which NOX4 shows
highest expression levels in endothelial cells. Therefore, the aim of the study was to investigate
how Trx-1 and NOX4 are regulated during stress-induced premature senescence in endothelial
cells. We treated primary human endothelial cells for two weeks with H202 to generate stress-
induced premature senescence in these cells. In this model senescence-associated PB-
Galactosidase and nuclear p21 as senescence markers are increased. Moreover, total and
mitochondrial reactive oxygen species formation is enhanced. An imbalanced redox
homeostasis is detected by elevated NOX4 and decreased Trx-1 levels. This can be rescued by
lentiviral expression of Trx-1. Moreover, the lysosomal protease Cathepsin D is over-activated,
which results in reduced Trx-1 protein levels. Inhibition of "over-active" Cathepsin D by the
specific, cell-permeable inhibitor pepstatin A abolishes the increase in nuclear p21 protein,
ROS formation and degradation of Trx-1 protein, thus leading to blockade of stress-induced
premature senescence by stabilizing the cellular redox homeostasis. Aortic Trx-1 levels are
decreased and Cathepsin D activity is increased in NOX4 transgenic mice exclusively expressing
NOX4 in the endothelium when compared to their wildtype littermates. Thus, loss of Trx-1 and
upregulation of NOX4 importantly contribute to the imbalance in the redox-status of

senescent endothelial cells ex vivo and in vivo.
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Einleitung

1 Einleitung

Alterung wird als einer der Hauptrisikofaktoren fir das Auftreten kardiovaskularer Erkrankungen
betrachtet (Strait & Lakatta, 2012). Da das gesamte vaskuldre System durch Endothel
ausgekleidet wird, welches eine Barriere zwischen Blut und Gewebe bildet, flir den Gastaustausch
in den Endorganen zustandig ist, an der Blutdruckregulation beteiligt ist und viele weitere
Aufgaben Ubernimmt, wird ihm eine exponierte Rolle im Zusammenhang mit dem Auftreten
kardiovaskuldrer Erkrankungen zugeschrieben (Godo & Shimokawa, 2017). In einer immer alter
werdenden Gesellschaft werden die Veranderungen des Endothels bzw. das Auftreten einer
endothelialen Dysfunktion umso bedeutsamer (Vanhoutte, 1997). Zum Verstdndnis dieses
Zusammenhangs ist es notwendig den Pathomechanismus der endothelialen Dysfunktion zu
untersuchen. Eine der Ursachen ist hierbei die Dysbalance der zellularen Redoxhomdostase im
Sinne eines Ungleichgewichts zwischen der Produktion reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) und
deren Elimination (Czypiorski, Rabanter, Altschmied, & Haendeler, 2013; Haendeler, Tischler,
Hoffmann, Zeiher, & Dimmeler, 2004b; Harman, 1956). Es wird vermutet, dass oxidativer Stress,
d.h. ein Uberschuss an ROS, ursichlich an der Entstehung einer endothelialen Dysfunktion
beteiligt ist (Lee & Griendling, 2008; Vita, 2011). Eine balancierte Redoxhomdostase ist folglich
fir die Zelle unverzichtbar(Goy et al., 2014). Die vorliegende Arbeit untersucht die Regulation
zweier Schlisselmolekiile pro- und antioxidativer Systeme im in vitro-Modell der
stressinduzierten vorzeitigen endothelialen Seneszenz und vergleicht die Ergebnisse mit

Untersuchungen im Tiermodell.

1.1 Der demographische Wandel und die Bedeutung kardiovaskulirer
Erkrankungen

Alterung wird umschrieben als ein fortschreitender Funktionsverlust des Organismus und eine
zunehmende Schwachung der Fahigkeit sich auf veranderte Umweltbedingungen einzustellen.
Dabei wird der Prozess des Alterns von vielen verschiedenen Faktoren beeinflusst wie z.B.
Erndhrung, physische Aktivitat, Nikotin- und Alkoholkonsum (Gaziano, Reddy, Paccaud, Horton,
& Chaturvedi, 2006). Die demographische Entwicklung der letzten Jahrzehnte, insbesondere in

Industrienationen der westlichen Welt, zeigt einen deutlichen Trend hin zu einer Uberalterung
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der Gesellschaft. Der demografische Wandel setzt sich dabei grundsatzlich aus drei
Grundbausteinen zusammen: Sterblichkeit, Geburtenrate und Migration. Fiir den Teilaspekt
Sterblichkeit lasst sich ein komplexes Zusammenspiel verschiedener Faktoren feststellen. Zu
nennen sind hier vor allem der steigende Wohlstand, eine insgesamt gesiindere Erndhrung,
verbesserte Arbeitsbedingungen im Sinne eines geringeren korperlichen Verschleiles,
verbesserte hygienische Zustdnde, die soziale Fiirsorge und die verbesserte medizinische
Versorgung in Pravention, Diagnose und Therapie.

So wird laut der 13. koordinierten Bevolkerungsvorausberechnung des statistischen Bundesamtes
(2015) fur das Jahr 2060 eine weitgehend vorgezeichnete Bevolkerungsentwicklung
prognostiziert. Insgesamt wird je nach zugrunde gelegter Nettozuwanderung eine
Gesamteinwohnerzahl in Deutschland zwischen 67,6 Millionen und 73,1 Millionen Menschen
(zum Vergleich 2013: 80,8 Millionen Menschen) kalkuliert. Hierbei wird eine deutliche
strukturelle Veranderung der Bevolkerungszusammensetzung erwartet. Der Anteil der Menschen
im Alter ab 65 Jahren wird insbesondere in den kommenden 20 Jahren deutlich steigen, da die
Jahrgdnge um 1960 vergleichsweise geburtenstark waren. So wird die Anzahl der Menschen ab
65 Jahren fir das Jahr 2060 auf 22-23 Millionen Menschen geschatzt. Der Anteil dieser
Bevolkerungsgruppe an der Gesamtbevolkerung wird dann ca. 30% betragen, wohingegen im Jahr
2013 nur ein Funftel der Bevolkerung zu dieser Gruppe (2013: 21%) zadhlte. Noch deutlicher wird
sich die demografische Entwicklung im Anteil der Hochbetagten an der Gesamtbevolkerung
widerspiegeln. Im Jahr 2013 lebten 4,4 Millionen 80 Jahrige und altere in Deutschland. Fir 2060
wird eine Zahl von 9 Millionen und damit eine Verdopplung vorhergesagt. Der Bevolkerungsanteil
der >80-Jdhrigen wiirde damit von 5% (Jahr 2013) auf zu erwartende 12% (Jahr 2060) steigen.
Abb. 1 veranschaulicht die Berechnungen des statistischen Bundesamtes. Gleichzeitig schrumpft
der Anteil der Bevolkerung im erwerbsfahigen Alter. Die Anzahl der 20-64 Jahrigen (2013: 49
Millionen) wird ab 2020 splirbar zurlickgehen und 2060, je nach tatsachlicher Nettozuwanderung,
etwa 34-38 Millionen Menschen betragen, dies entspricht einem Rickgang um rund 30%. Der
Anteil der Personen im erwerbsfahigen Alter wird von 61% im Jahr 2013 auf rund 51% im Jahr
2060 sinken. Dies stellt eine enorme Herausforderung fiir die sozialen Sicherungssysteme und

Gesundheitssysteme kiinftiger Generationen dar.
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Abb.1: Bevolkerungsentwicklung nach Altersgruppen fir die Jahre 2013, 2030 und 2060; Quelle: statistisches
Bundesamt aus der 13.koordinierten Bevdlkerungsvorausberechnung, 2015

In einer immer alter werdenden Gesellschaft nimmt die Bedeutung des Alters als Risikofaktor fir
kardiovaskulare Erkrankungen an Bedeutung zu. Schon jetzt sind kardiovaskulare Erkrankungen
weltweit die Todesursache Nummer eins. Deutlich wird dies durch Zahlen der
Weltgesundheitsorganisation (WHO), wonach jahrlich mehr Menschen an den Folgen einer
kardiovaskuldaren Erkrankung als an irgendeiner anderen Ursache sterben. Schatzungen der WHO
aus dem Mai 2017 gehen von 17,7 Millionen an kardiovaskuldren Erkrankungen verstorbenen
Menschen im Jahr 2015 aus, was einem Anteil von 31% an allen weltweiten Todesursachen
entspricht. Von diesen Todesfdllen sind wiederum 7,4 Millionen durch eine koronare
Herzerkrankung und 6,7 Millionen durch einen Schlaganfall bedingt. Seit dem Jahr 2010 sind
kardiovaskuldre Erkrankungen, laut Einschdatzung der WHO, die filhrende Todesursache sowohl
in Entwicklungslandern als auch in entwickelten Landern. In Europa stellen kardiovaskulare
Erkrankungen laut den Zahlen der WHO sogar mehr als die Halfte aller Todesursachen. Neben
dem unabhangigen Risikofaktor Alter, sind es vor allem vermeidbare Gewohnheiten wie
Nikotingebrauch, eine ungesunde Diat und korperliche Inaktivitat welche die Hauptrisikofaktoren
bilden. Dabei treten kardiovaskuladre Erkrankungen nahezu gleichverteilt bei Mannern und Frauen
auf.

Der Definition der WHO zufolge gehoren zur Gruppe der kardiovaskuldren Erkrankungen die
koronare Herzerkrankung, die cerebrovaskulare Erkrankung, die periphere arterielle Erkrankung,

die rheumatische Herzerkrankung, kongenitale Herzerkrankungen und die tiefe
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Beinvenenthrombose mit pulmonaler Embolisation. Im Vergleich zu den bedeutendsten
Infektionserkrankungen verursachen sie dabei in Europa 46mal mehr Todesfélle als durch HIV-
Infektionen und AIDS entstehen und 11mal mehr Todesfalle als durch Tuberkulose und Malaria

zusammen entstehen.

1.2 Das Endothel und die endotheliale Dysfunktion

Das Gefallsystem des Menschen folgt einem dreischichtigen Aufbau aus Intima, Media und
Adventitia. Die Intima wird aus Endothel, einem einschichtigen llickenlosen Belag aus
polygonalen Zellen, und der subendothelialen Schicht gebildet. Die Media besteht aus glatter
Muskulatur und elastischen Fasern. Die Adventitia ist eine Bindegewebsschicht mit den die
Blutgefalle versorgenden Blut- und LymphgefaRen sowie Nerven. Eine Ausnahme von diesem
Dreischicht-Prinzip bildet die Endstrombahn, deren Kapillaren und postkapillaren Venolen nur aus
Endothel und Basallamina sowie einzelnen Perizyten bestehen.

Zu den Funktionen des Endothels zdhlen unter anderem die Aufrechterhaltung einer
Diffusionsbarriere zwischen dem Intravasalraum und den tieferen Wandschichten, die Regulation
der Adhdsion von Thrombozyten und Leukozyten sowie die Beteiligung an der primaren
Hamostase. Zusatzlich beteiligt sich das Endothel durch Bildung von Stickstoffmonoxyd (NO) und
Endothelin an der Regulation der GefaBweite (Vita, 2011). Fir die Gefale ist die Integritat des
Endothels daher von essentieller Bedeutung (Shimokawa, 1999). Der Alterungsprozess korreliert

hierbei mit dem Vorhandensein bzw. der Entstehung einer endothelialen Dysfunktion.

Fiir die endotheliale Dysfunktion werden drei wesentliche Merkmale beschrieben: eine
verminderte Telomeraseaktivitdt bzw. eine verminderte Telomerase Reverse Transkriptase
(TERT)-Proteinmenge, eine reduzierte Bioverfligbarkeit von NO und eine Erhéhung bzw.

Uberschuss reaktiver Sauerstoffspezies (ROS).

Telomere bezeichnen die DNA-Sequenzen an den 3'-Enden linearer eukaryotischer
Chromosomen, diese zeichnen sich durch multiple, tandemartig angeordnete Oligonucleotid-
Sequenzabfolgen aus. Bei jedem vollstandigen Zellzyklus verkiirzen sich die Telomere und die

DNA-Polymerase ist nicht in der Lage das terminale Ende der Chromosomen zu replizieren. Es
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entsteht das so genannte Endreplikationsproblem. Ab einer kritischen Telomerlange kommt es in
der Folge zu einem Zellzyklusarrest, welcher als replikative Seneszenz bezeichnet wird (Hayflick &
Moorhead, 1961). Im Rahmen der endothelialen Dysfunktion wird eine verminderte
Telomeraseaktivitdit bzw. eine verminderte Telomerase Reverse Transkriptase (TERT)-
Proteinmenge als Ursache fiir die kiirzer werdenden Telomere beschrieben. TERT ist die
katalytische Untereinheit der Telomerase (Greider & Blackburn, 1989). Zu einer Reduktion der
TERT-Menge tragen intrazellulare ROS wund eine geringere NO-Bioverfligbarkeit bei.
Proliferierende Endothelzellen zeigen bei reduzierter TERT-Menge einen seneszenten Phanotyp
(Erusalimsky & Skene, 2009). Weitere Funktionen der katalytischen Untereinheit TERT sind z.B.
die Apoptoseinhibition unter anderem in Endothelzellen (Haendeler, Hoffmann, Rahman, Zeiher,
& Dimmeler, 2003). Weiterhin konnte TERT in den Mitochondrien von u.a. Endothelzellen
nachgewiesen werden und Gbernimmt hier eine schiitzende Funktion fiir die mtDNA (Czypiorski
et al., 2014; Haendeler et al., 2009).

Fir die Entdeckung von Stickstoffmonoxid (NO) und die Beschreibung seiner Bedeutung fir die
Blutversorgung von Organen (vasodilatative Wirkung) sowie die Untersuchung als Signalmolekiil
wurde 1998 der Nobelpreis fiir Physiologie und Medizin an die drei Wissenschaftler, Robert
Furchgott, Ferid Murad und Louis J. Ignarro verliehen. NO hat in mehrfacher Hinsicht eine hohe
Bedeutung fir das kardiovaskulare System.

Die der Endothelzelle eigene NO-Synthase (eNOS) katalysiert NO Uber die Reaktion von Arginin
und Sauerstoff zu Citrullin und NO. Seine Wirkung entfaltet NO nach Diffusion in die glatten
Muskelzellen tber die Aktivierung der NO-sensitiven, 16slichen Guanylatcyclase (GC). Trotz der
kurzen Halbwertszeit von 2-30 Sek erzielt NO hierdurch eine Relaxation der glatten
GefaBmuskulatur und damit eine Vasodilatation. Im Hinblick auf die vasodilatative Wirkung
konnte gezeigt werden, dass sich wadhrend des Alterungsprozesses die NO-Bioverfligbarkeit
reduziert (Muller-Delp, Gurovich, Christou, & Leeuwenburgh, 2012). Die vorherrschenden Daten
aus Tiermodellen zeigen so zum Beispiel, dass die altersabhingige endotheliale Dysfunktion
innerhalb der Mikrozirkulation durch eine reduzierte NO-Bioverfiigbarkeit bedingt ist (Muller-
Delp et al., 2012).

Hinsichtlich seiner Funktion als Signalmolekdl hat NO vielfache Funktionen. Zum einen spielt NO

eine Rolle im Zusammenhang mit der Migrationsfahigkeit von Endothelzellen (Hoffmann et al.,
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2001). Weiterhin verhindert es die Adhdsion von Leukozyten, inhibiert die Proliferation von
glatten Muskelzellen und die Anheftung von Thrombozyten (Ross, 1995). AuRerdem inhibiert NO
die Apoptose von Endothelzellen durch die Hemmung der pro-apoptotischen Signalwege (Hirst &
Robson, 2011). Insgesamt lasst sich feststellen, dass die Verfligbarkeit von NO als wichtigem
Schutzfaktor des Endothels im Alter abnimmt (Hoffmann et al., 2001; Muller-Delp et al., 2012).
Die verringerte NO-Bioverfligbarkeit ist einer der Griinde fir eine altersbedingte endotheliale

Dysfunktion.

Als drittes Merkmal der endothelialen Dysfunktion wurde in gealterten Endothelzellen ein Anstieg
der reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) beobachtet (Haendeler et al., 2004b). Schon Harman
postulierte 1956 eine Theorie der Alterung, in welcher es mit zunehmendem Alter der Zellen zu
einem Anstieg an reaktiven Sauerstoffspezies kommt (Harman, 1956).

Reaktive Sauerstoffspezies sind hoch reaktiv und in der Lage diverse zellulare Makromolekiile zu
schadigen. Dies geschieht z.B. durch die Oxidation von Proteinen und Lipiden oder die Schadigung
der DNA. Auch niedermolekulare Substanzen kénnen in ihrer Wirkungsweise verandert werden
(Sies & Cadenas, 1985). In der Zelle unterliegt die Produktion reaktiver Sauerstoffspezies und ihre
Elimination einem steten Prozess. Zur Regulation dieser sog. Redoxhomoostase existieren pro-

und antioxidative Systeme, die im Weiteren naher vorgestellt werden.

1.3 Pro- und antioxidative Systeme in Endothelzellen

Reaktive Sauerstoffspezies sind per definitionem Molekiile, die molekularen Sauerstoff oder
Sauerstoffradikale beinhalten. Sie werden von aeroben Organismen gebildet und abgebaut.
Wichtige Vertreter intrazelluldrer ROS sind Wasserstoffperoxid (H,0,), Superoxid (O,) und das
Hydroxylradikal (OH’). Es besteht seit langem eine Debatte darliber ob reaktive Sauerstoffspezies
(ROS) urséachlich beteiligt oder unbeteiligte Nebenprodukte im Prozess des Alterns sind. Sicher
anzunehmen ist, dass Anpassungsreaktionen in Zellen stattfinden und das physiologische
Konzentrationen an ROS, welche von Zelle zu Zelle unterschiedlich sind, zur intrazelluldren
Singnaltransduktion notwendig sind. Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe zeigen so z.B. die
Aktivierung und Deaktivierung von Kinasen und Phosphatasen, die Regulation von

Transkriptionsfaktoren und in der Folge die Verdnderung von Genexpressionsmustern (Lukosz et
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al., 2010). Somit ist eine balancierte Redoxhomdoostase fiir die Zelle unverzichtbar. Diese Tatsache
kann auch im Zusammenhang eines Therapieversagens bei der Applikation genereller
Antioxidantien gesehen werden. So konnte fir diesen Ansatz in mehrfachen klinischen Studien
kein Vorteil gezeigt werden (Otani, 2013).

Im Rahmen der Redoxhomdostase existieren oxidative und anti-oxidative Systeme in der Zelle.
Schlisselmolekiile in Endothelzellen zur Regulation der Redoxhomodostase sind die NADPH-
Oxidasen (NOXs), welche ausschliellich ROS produzieren, und das Thioredoxin-1 System,
bestehend aus Thioredoxin-1 (Trx-1) und Thioredoxin-1 Reduktase, welches das oxidierte Protein

reduziert.

1.3.1 Oxidative Systeme

Reaktive Sauerstoffspezies entstehen aus verschiedenen endogenen Quellen, wobei sie auf der
einen Seite physiologisch vorgesehen sind und auf der anderen Seite im Rahmen von
fehlgeleiteten Reaktionen entstehen. Hauptsachliche ROS-Quellen sind NADPH-Oxidasen (NOX),
die Xanthinoxidase (XO), die Elektronentransportkette der Mitochondrien und eine entkoppelte
endotheliale NO-Synthase.

Die Xanthinoxidase katalysiert die Oxidation von Xanthin und Hypoxanthin im Purinstoffwechsel.
Daritber hinaus ist es an der Entstehung von Superoxiden in Endothelzellen beteiligt (Phan,
Gannon, Varani, Ryan, & Ward, 1989; Zweier, Kuppusamy, & Lutty, 1988). Allerdings konnte
gezeigt werden, dass die quantitative Bedeutung der NADPH-Oxidase fiir die ROS Entstehung
deutlich groRer ist.

In Mitochondrien entstehen vor allem Superoxidanionen und Wasserstoffperoxid (Boveris &
Chance, 1973; Nohl & Hegner, 1978). Im Rahmen der Atmungskette wird in Mitochondrien
molekularer Sauerstoff durch Ubertragung von Elektronen zu Wasser reduziert. Hierbei wird ein
Teil des Sauerstoffs unvollstandig metabolisiert. Von einer Entkopplung der eNOS spricht man
wenn die enzymatische Reduktion des molekularen Sauerstoffs durch Oxidation des Kofaktors
von der katalytischen Reaktion mit L-Arginin entkoppelt. In der Folge zerfallt der stabilisierende
Komplex des Sauerstoffes und O, entsteht. Bei Knappheit des Substrates L-Argining kommt es
auch zu einem Zerfall des stabilisierenden Komplexes und die eNOS wird von einem NO

produzierenden Enzym zu einem O, produzierenden (Forstermann & Munzel, 2006).
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In der vorliegenden Arbeit richtet sich das Hauptaugenmerk auf die NADPH Oxidasen. Die Familie
der NADPH Oxidasen beinhaltet sieben Mitglieder: Die klassischen NADPH Oxidasen NOX1-NOX5
und die dual-Oxidasen Duox1l und Duox2 (Bedard & Krause, 2007). Diese Enzyme wurden
zunachst in weillen Blutzellen identifiziert, wo sie fir den “respiratory burst” wahrend der
Immunantwort verantwortlich sind (Babior, Kipnes, & Curnutte, 1973). Die Hauptaufgabe der
NOX ist die Produktion von Superoxid-Anionen bzw. H,0, (Takac, Schroder, & Brandes, 2012).
Unter physiologischen Bedingungen werden die NADPH Oxidasen als die Hauptquelle fiir ROS im
GefaRsystem aufgefasst (Takac et al., 2012).

NADPH-Oxidasen sind Proteinkomplexe, die sich in ihrer membrandurchspannenden
katalytischen Untereinheit (NOX) unterscheiden. NOX sind membrangebundene Enzyme, die
Elektronen Gber Membranen hinweg transportieren. Diese werden letztlich an Sauerstoff als
finalen Elektronenakzeptor libertragen und Superoxid wird generiert (Brieger, Schiavone, Miller,
& Krause, 2012). Dies gilt im Wesentlichen fir NOX 1,2 und 5. Im Gegensatz dazu produziert NOX4
hauptsachlich H,0, (Takac et al., 2012). Die katalytische Untereinheit aller NOX-Proteine besteht
aus einer C-terminalen Dehydrogenase-Domane mit einer NADPH-Bindungsstelle und einem
gebundenen FAD (Brieger et al., 2012). Die Isoformen unterscheiden sich aufgrund ihres
Vorkommens in verschiedenen Geweben, der Struktur ihrer Domanen, der Struktur der

katalytischen Untereinheit und ihrem Aktivierungsmechanismus.

NOX1

NOX1 unterliegt einem strengen Aktivierungsmechanismus durch dazu notwendige
Untereinheiten. Namentlich handelt es sich um Nox-organizing protein | (NOXO 1) und Nox-
activating protein | (NOXA 1), homologe Protein zu p47phox und p67phox. Fraglich sind zudem
p40phox und Rac. Erst nach deren Anlagerung ist NOX1 aktiv. NOX1 wird insbesondere im
Colonepithel exprimiert, findet sich aber auch in anderen Epithelzellen wie dem Alveolarepithel.
Im weiteren ist es in Endothel, glatten Muskelzellen, Fibroblasten und in der Mikroglia vorhanden

(Brieger et al., 2012) .
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NOX2

Der Prototyp der NADPH-Oxidasen, die NOX2, wurde urspriinglich in Phagozyten entdeckt und
beschrieben. Hier spielt sie eine wesentliche Rolle in der unspezifischen , host-defence” gegen
Bakterien. Sie generiert in Granulozyten den zur Abwehr notwendigen ,,oxidative burst”, d.h. nach
ihrer Aktivierung produziert sie groe Mengen an Superoxid (Ray & Shah, 2005). Zur Aktivierung
sind eine Reihe von Untereinheiten notwendig, die sich an die katalytische Untereinheit anlagern:
p67phox, p47phox, p40phox und Rac2 . Die Aktivierung findet in einem hoch regulierten Prozess
aus Translokation und Anlagerung der Untereinheiten an die katalytische Untereinheit statt (Ray
& Shah, 2005). Neben dem beschriebenen Vorkommen, wird NOX2 in kleineren Mengen auch in
anderen Geweben wie Kardiomyozyten, Endothelzellen, Fibroblasten, Neuronen und Beta-Zellen

des Pankreas exprimiert (Brieger et al., 2012).

NOX3
NOX3 kommt im auditiven und vestibularen Anteil des Innenohrs vor. Wie NOX1 und NOX2 ist die

NOX3 Aktivierung von der Anlagerung der Untereinheiten abhangig (Banfi et al., 2004).

NOX4

NOX 4 wird insbesondere in der Niere exprimiert. Daneben kommt es in allen Zellen des
GefalRsystems wie Fibroblasten der Adventitia, glatten Muskelzellen und Endothelzellen vor.
Weiterhin |asst es sich in Osteoklasten und Neuronen nachweisen (Brieger et al., 2012) (Takac et
al., 2012). Generell Ubertrifft NOX4 in der Expressionsmenge NOX1 und NOX2 (Ago et al., 2004).
Besonders in Endothelzellen wird NOX4 konstitutiv in hohen Mengen exprimiert (Takac et al.,
2012). NOX4 ist dabei an lokalen Adhasionen, im Nukleus und im endoplasmatischen Retikulum
lokalisiert (Hilenski, Clempus, Quinn, Lambeth, & Griendling, 2004). Eine Besonderheit von NOX4,
im Gegensatz zu den anderen Mitgliedern der Familie ist, dass es konstitutiv aktiv ist und die

Aktivitat primar Uber das Expressionslevel gesteuert wird (Brieger et al., 2012).

NOX5
NOX 5 wird in Schilddriisengewebe und Testikeln exprimiert. Es unterscheidet sich durch eine

zusatzliche zytosolische N-terminale regulatorische Domane. Die Aktivierung wird Uber eine
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Erhéhung der intrazelluldren Ca2+ Menge und durch Phosphorylierung gesteuert (Bedard &
Krause, 2007) (Brieger et al., 2012). NOX 5 ist bisher nur im Menschen gefunden worden (Takac
etal., 2012).

DUOX1 und DUOX2

Besondere Bedeutung haben diese Isoformen der NADPH-Oxidasen im Schilddriisengewebe.
Zusatzlich wurden sie im Epithel des Respirationstraktes und des digestiven-Traktes gefunden.
Ahnlich zu NOXS5 |4uft die Aktivierung iber Ca2+. Beide Isoformen haben sieben trans-membran-
Domanen und sind stark glykosyliert. Man nimmt an, dass sie hauptsachlich H,O, produzieren

(Brieger et al., 2012).

Die in Endothelzellen am haufigsten vorkommende NADPH-Oxidase ist die NOX4 (Ray & Shah,
2005). Die Rolle der NADPH-Oxidasen im Prozess der Alterung wurde lange unterschatzt, da die
Uberproduktion an ROS im Alter und im Rahmen von Erkrankungen auf eine Fehlfunktion in der
Atmungskette der Mitochondrien zurlickgefihrt wurde (Krause, 2007). Eine Studie von Lener et
al. zeigt jedoch, dass ein knock-out von NOX4 in humanen Endothelzellen zu einer verzégerten
replikativen Seneszenz fuhrt (Lener et al., 2009). Eine Hochregulation von NOX4 in gealterten

Endothelzellen ist somit vorstellbar, wurde aber bisher nicht untersucht.
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Abb.2: Schematische Darstellung der Struktur der NOX Komplexe; aus "Nitric Oxide, NADPH-Oxidase and
Atherosclerosis" von Gregor Muller und Henning Morawietz, 2009.

1.3.2 Antioxidative Systeme

Ein Gegengewicht zur Entstehung reaktiver Sauerstoffspezies bzw. zur Begrenzung auf ein
physiologisches Niveau stellen die antioxidativen Systeme der Zelle dar. Dieses Gleichgewicht
zwischen oxidativen und antioxidativen Systemen wird als Redoxhomdostase bezeichnet.
Oxidativer Stress beschreibt somit ein Uberwiegen von ROS, sei es durch eine iibermiRige
Produktion z.B. im Rahmen des Alterungsprozesses oder durch eine Reduktion der antioxidativen
Systeme der Zelle (Sies & Cadenas, 1985). Verschiedene Enzymsysteme bzw. Substanzen sind in
der Lage ROS zu reduzieren oder zu binden. Beispiele hierflir sind das Thioredoxinsystem, die
Superoxiddismutase, die Peroxireduktase, die Katalase, das Gluthation, die Glutathionperoxidase,

die Peroxidase und das Glutaredoxin.

So katalysiert z.B. die Superoxiddismutase die Reduktion von O, zu H,0,, welches dann durch die
Katalase zu H,O und molekularem Sauerstoff reagiert. Die Glutathionperoxidase ist zusammen
mit Glutathion ebenfalls in der Lage diese Reaktion zu katalysieren. Glutathion besteht aus den

drei Aminosduren Glutaminsdure, Cystein und Glycin und ist in vielen Zellen in hohen

11
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Konzentrationen vorhanden. Es liegt zum Uberwiegenden Teil in der reduzierten Form vor und
bildet somit einen reduktiven bzw. antioxidativen Puffer innerhalb der Zellen. Ebenfalls unter
Mitwirkung von Glutathion reduziert Glutaredoxin Proteine Uber ein eigenes aktives Zentrum,
welches durch Glutathion selbst wieder reduziert wird und das Enzym so wiederherstellt (Lillig,
Berndt, & Holmgren, 2008). Peroxiredoxine reduzieren unter Oxidation der Cysteine im
katalytischen Zentrum und werden enzymatisch durch das Thioredoxinsystem regeneriert (Chae,

Kim, Kang, & Rhee, 1999).

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sind mit Thioredoxin-1 als antioxidativem Gegenspieler zu
NOX4. Thioredoxin-1 wird in allen Sdugetierzellen exprimiert (Holmgren, 2000) und ist in
Endothelzellen eines der wichtigsten anti-oxidativen Enzyme (Haendeler, 2006). Die Bedeutung
dieses Enzyms wird durch die Tatsache hervorgehoben, dass ein Fehlen von Trx-1 in Mausen zu
einem frihen Tod fuhrt (Matsui et al., 1996). In Endothelzellen ist Trx-1 eines der wichtigsten anti-
oxidativen Enzyme (Haendeler, 2006). Neben der enzymatischen Aktivitdt als Oxidoreduktase,
interagiert Trx-1 auch direkt mit anderen Proteinen im Zytosol, Nukleus und Plasmamembran und
moduliert dadurch deren Funktion (Zschauer et al., 2013). Hierdurch spielt Trx-1 in verschiedenen
zelluldren Prozessen wie Differenzierung, Proliferation und Apoptose eine wichtige Rolle. Die
physiologischen Funktionen von Trx-1 in verschiedenen Organsystemen hat sich von der
fundamentalen Reaktion der Reduktion oxidierter Proteine zu einer Vielzahl an spezialisierten

Funktionen entwickelt.

Thioredoxin-1 ist ein 12kDa grolRes Protein. Urspriinglich wurde es 1964 erstmalig in Bakterien
beschrieben (Holmgren, 1968). Es zeigt eine Aminosauresequenz von 104 Aminosduren, die eine
konservierte redoxregulatorische Domane in Position 32-35 mit der Aminosduresequenz Cys32-
Gly-Pro-Cys35 aufweist (Holmgren, Soderberg, Eklund, & Branden, 1975). Trx-1 ist Uber die
Cysteine 32 und 35 in der Lage Disulfidbriicken anderer Proteine zu reduzieren. Es selbst wird
hierbei oxidiert, daher wird Trx-1 auch als Redox-Regulator angesehen. Eine Regeneration von
oxidiertem Trx-1 ist in Abhangigkeit von NADPH und durch die Anwesenheit von Thioredoxin-

Reduktase moglich. Zu 90% liegt Trx-1 intrazelluldar in reduzierter Form vor. Die

12
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Aminosduresequenz ist namensgebend fir die Thioredoxin-Proteinfamilie und essentiell fiir die
redox-regulatorische Funktion von Trx-1 (Holmgren, 1989).

Insgesamt sind drei Thioredoxine bekannt. Trx-1 ist im Zytosol und nukledr lokalisiert. Trx-2 wird
ubiquitdr exprimiert, ist aber in den Mitochondrien lokalisiert. Des Weiteren gibt es ein Testis-
spezifisches Thioredoxin (spTrx), welches in Spermatozoen exprimiert wird. Das Thioredoxin
System besteht aus zwei Oxidoreduktasen, Thioredoxin (Trx-1) und Thioredoxin Reduktase 1
(Holmgren, 1989; Nordberg & Arner, 2001). Prinzipiell wirkt Trx-1 anti-oxidativ, anti-apoptotisch
und promigratorisch. Trx-1 wird ubiquitdr in eukaryotischen Zellen exprimiert.

Es ist bekannt, dass eine Interaktion von Trx-1 mit TXNIP zu einer Inhibition der Trx-1 Aktivitat
flhrt. Des Weiteren ist bekannt, dass diese Bindung durch kardioprotektive Substanzen, wie z.B.
Stickstoffmonoxid (NO) verhindert wird. Die Aktivitat von Trx-1 kann also durch NO gesteigert
werden (Schulze et al., 2006). Letztlich kann eine Steigerung der Trx-1 Aktivitdt und eine
Reduktion der TxNIP Expression eine erhohte anti-oxdiative und anti-apoptotische Kapazitat von
Trx-1 bewirken (Haendeler et al., 2002; Haendeler et al., 2004b; Schulze et al., 2006; Yamawaki &
Berk, 2005). In vivo zeigte sich, dass dies zu einer gesteigerten Lebensspanne und zu einer
Protektion gegentber Erkrankungen wie z.B. Myokardinfarkt und Apoplex flihrte (Tao et al., 2004;
Yamamoto et al., 2003; Yoshida, Nakamura, Masutani, & Yodoi, 2005; Yoshioka et al., 2004).

Die Idee, dass Trx-1 eine Rolle im Alterungsprozess spielen konnte entstand durch die
Beobachtung, dass Trx-1 defiziente Caenorhabditis elegans (C. elegans) eine reduzierte
Lebenserwartung aufweisen (Fierro-Gonzalez, Gonzalez-Barrios, Miranda-Vizuete, & Swoboda,
2011). Fur menschliche Endothelzellen konnte bereits nachgewiesen werden, dass hohe
Konzentrationen von ROS eine Degradation von Trx-1 Protein bewirken (Haendeler et al., 2005).
Weiterhin zeigte sich im Alterungsmodell der replikativen Seneszenz ein reduziertes Vorkommen
von Trx-1, welches durch “re-introduction” von Trx-1 wieder erhéht werden konnte (Altschmied
& Haendeler, 2009). Folglich ist von einer wichtigen Rolle fir Trx-1 im Alterungsprozess
auszugehen und die Moglichkeit den Verlust im Alter zu verhindern kénnte von potentiell

wichtigem klinischen Interesse sein.
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1.3.3 Thioredoxin und Cathepsin D

In Vorversuchen der Arbeitsgruppe zeigte sich eine Regulation von Trx-1 unter hohen Dosen H,0,
(100-200 uM). Unter dieser hohen Konzentration kam es zu einem Verlust an Trx-1, der nicht auf
eine verdanderte Transkriptionsrate zuriickzufiihren war. Weiterhin wurde eine erhéhte Cathepsin
D Aktivitat gemessen. Es konnte dann in Endothelzelllysaten gezeigt werden, dass die Trx-1-
Proteinmenge nach Behandlung mit rekombinantem Cathepsin D abnahm. Die Inkubation von
Endothelzellen mit verschiedenen anderen Proteasen, z.B. Metalloproteasen (EDTA),
Cysteinproteasen (E64c), Caspasen (zVAD), Serinproteasen (PMSF) und Ubiquitin-
Proteasomenkomplex (MG132) zeigte dagegen keine Abnahme von Trx-1. Des Weiteren konnte
durch spezifische Inhibition von Cathepsin D durch Pepstatin A ein Verlust an Trx-1 verhindert
werden. Somit konnte durch Uberexpression von Cathepsin D in Endothelzellen ein Abbau von
Trx-1 nachgewiesen werden. Spezifischer konnte die Notwendigkeit der katalytischen
Untereinheit festgestellt werden, da eine katalytisch-inaktive Cathepsin D-Mutante keinen Effekt
auf die Trx-1-Proteinmenge hatte. Letztlich konnte sogar durch eine Reduktion der Cathepsin D-
Expression mit Hilfe von antisense-Oligonukleotiden gezeigt werden, dass sich die Trx-1
Proteinmenge selbst unter hohen Dosen H,0, stabilisierte und die durch H,0,-induzierte
Apoptose vollstandig unterbunden werden konnte. Ergdanzend wurde in
Immunfluoreszenzanalysen nachgewiesen, dass es unter diesen Bedingungen zu einer
Verschiebung von Trx-1 in die Lysosomen kommt. Cathepsin D verblieb hingegen in den
Lysosomen. Hieraus erschlieBt sich, dass es unter dem Einfluss von hohen Konzentrationen an
H,0, zundchst zu einer Translokation von Trx-1 in die Lysosomen kommt, wo es von Cathepsin D

gespalten wird. Letztlich induziert dies die Apoptose der Endothelzelle (Haendeler et al., 2005).

1.4 Ziele der Arbeit

Eines der wichtigsten redoxregulatorischen Enzyme in primaren humanen Endothelzellen ist
Thioredoxin-1 (Trx-1), ein 12 kD grof3es Protein mit zusatzlich anti-apoptotischen Eigenschaften.
Eine wichtige Quelle intrazellularer reaktiver Sauerstoffspezies sind die NADPH Oxidasen (NOX),
hierbei zeigt der Subtyp NOX4 die hochste Expression in Endothelzellen. Ziel dieser Arbeit war es
daher zunéachst eine mogliche Regulation des anti-oxidativen Proteins Trx-1 und des oxidativen

Proteins NOX4 im Alterungsmodell der vorzeitigen, stressinduzierten Seneszenz in primaren
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humanen Endothelzellen zu untersuchen. Die Endothelzellen wurden hierzu zwei Wochen lang
mit H,0, behandelt um diese vorzeitige, stressinduzierte Seneszenz zu erzeugen. In diesem
Modell konnte ein Anstieg der seneszenz-assoziierten [3-Galaktosidase und des nukledren p21 als
Seneszenzmarker gezeigt werden. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass sowohl die totale, als
auch die mitochondriale Menge an reaktiven Sauerstoffspezies erhéht war und dass es zu einer
“Uberaktivierung” von Cathepsin D kommt. Dieses Ungleichgewicht der intrazelluldren
Redoxhomobostase konnte auf erhdhte Level NOX4 und reduzierte Level Trx-1 zuriickgefihrt
werden. In einem weiterflihrenden Ansatz wurde versucht diesem Ungleichgewicht durch eine
lentivirale Expression von Trx-1 entgegenzuwirken. Zugleich sollte das Zusammenspiel von
Cathepsin D, einer lysosomalen Protease welche aus Vorversuchen fiir den Abbau von Trx-1
bekannt war, und Trx-1 untersucht werden. Ziel war es durch die Stabilisierung der intrazellularen
Redoxhomobostase dem  Auftreten einer vorzeitigen stressinduzierten Seneszenz
entgegenzuwirken. Hierzu sollte die “liberaktive” Protease Cathepsin D durch den spezifischen
und zellpermeablen Inhibitor Pepstatin A gehemmt werden um so der Degradation von Trx-1, den
erhohten ROS Leveln und dem Eintritt einer vorzeitigen stressinduzierten Seneszenz
entgegenzuwirken.

Letztlich war es Ziel dieser Arbeit die Ergebnisse dieser in vitro Untersuchungen mit einem
bestehenden Mausmodell, welches ausschlieBlich NOX4 in Endothelzellen (iberexprimiert, zu
vergleichen. Es zeigte sich eine Reduktion der aortalen Trx-1 Level der transgenen Mause und
eine gesteigerte Cathepsin D Aktivitat im Vergleich zu ihren Wildtyp-Geschwistern.

Mit diesen Versuchen sollte gezeigt werden, dass der Verlust an Trx-1 und die Hochregulation an
NOX4 einen wichtigen Beitrag zur imbalancierten RedoxhomoOostase in seneszenten

Endothelzellen, ex vivo und in vivo, liefert.
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2 Material und Methoden
2.1 Material
2.1.1 Chemikalien

Acrylamidmix
Agarose UltraPureTM
APS

Aprotinin

BSA

Cathepsin D

DMSO

DTT

EDTA

EGTA

Essigsaure

Ethanol
Ethidiumbromid

Gen ruler 1kb DNA Leiter
Glutaraldehyd
Glycerin

Glycin

GoTaqg Polymerase
HCl

Isopropanol

KCl

Leupeptin

Low Range Rainbow Molecular Weight Marker
Methanol
Milchpulver

NaCl

AppliChem
Invitrogen
Sigma
Sigma
Roth
Sigma

Roth
Sigma
Sigma
Sigma

Roth

Roth

Roth
Thermo Scientific
Sigma
Sigma

Roth
Promega
Roth

Roth

Roth
Sigma

GE Healthcare
Roth

Roth

Roth
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Paraformaldehyd

Pepstatin A

PMSF

Polybren

Prolong® Gold antifade reagent with DAPI
Precision Plus Protein Kaleidoscope Standards
Protease Inhibitor Cocktail Tablets

Protein Assay

Puromycin

RQ1 RNase-Free DNase Product-Kit
Saccharose

SDS

SuperScript TM Il First-Strand Synthesis System
TEMED

Tris Base

Triton X-100

TRIzol

Tween 20

X-Gal

2.1.2 Verbrauchsmaterialien
Deckglaser
Kulturflaschen fir die Zellkultur (Cellstar), 75 cm2
Kulturschalen fiir die Zellkultur, 100 mm
6 well-Platten fir die Zellkultur
96 well-Platten fir die Zellkultur
Zellschaber
Falconréhrchen (15, 50 ml)

Einmalkivetten

Roth
Sigma
Roth
Sigma
Invitrogen
Bio-Rad
Roche
Bio-Rad
Roth
Promega
Roth

Roth
Invitrogen
AppliChem
Roth
Sigma
Invitrogen
Sigma

Applichem

Roth
Greiner
TPP
Greiner
Greiner
TPP
TPP

Sarstedt
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UV Kivetten (UV Kivette mikro)

Hybond-P PVDF-Membran

HyperfilmTM ECL

Pipetten (0,5-10, 2-20, 10-100, 20-200, 100-1000 pl)
Stabpipetten (5, 10, 25 ml)

Spitzen (TipOne) (0,1-100, 1-100, 101-1000 pl)

Parafilm

2.1.3 Gerite:
Brutschrank (Hera cell 240)

Elektrophoreseapparaturen fiir SDS-PAGE und Proteintransfer

Elektrophoresekammern fiir DNA

FACS Calibur

FluorChem 8900

Fluoreszenzmikroskop Axio Observer D1
Fluorometer

Mikroskop (Zeiss Axiorot 25)

Mikroskop (Axio Oberserver Al)

pH-Meter (pH 211 Microprocessor pH Meter)
Proteintransferapparatur (Mini PROTEAN TetraCell)
Obrbitalschittler ( KS 260 basic)

Schiittler ( MKR 10/13)

Spektrometer Smart SpecTM Plus

Sterilbank (Hera safe)

Thermocycler GS482
Thermo-Schittelschrank

Thermomixer compact

Vortex-Genie 2

Wasserbad

Plastibrand
GE Healthcare
GE Healthcare
Eppendorf
Greiner

Starlab

Pechiney Plastic Packing

Heraeus

Bio-Rad

PEQ Lab

BD Biosciences
Alpha Innotech
Zeiss

TECAN i-control
Zeiss

Zeiss

HANNA instruments
Bio-Rad

IKA

HLC

Bio-Rad
Heraeus
G-Storm

Infors HAT
Eppendorf

Scientific Industries
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Zentrifugen (Micro 22R)

Bayer-Enders

Zentrifugen (Rotina 420R) Hettich
Hettich
2.1.4 Zellkulturmedien und Zusitze:
BBE Lonza
Dulbecco’s Modified Eagle Medium + GlutaMAX (DMEM) Invitrogen
Dulbecco’s Phosphate-Buffered Saline (PBS) Invitrogen
Endothelial Cell Basal Medium (EBM) Lonza
Fotales Kalberserum (FCS) Invitrogen
GA-1000 (50 mg/ml Gentamicin; 50 ug/ml Amphotericin B) Lonza
Geneticin (50 mg/ml) Invitrogen
Hydrocortison (1 mg/ml) Lonza
NEAA (10 mM) Invitrogen
PenStrep (5000 U/ml Penicillin; 5000 pg/ml Streptomycin) Invitrogen
rhEGF (10 pug/ml) Lonza
Trypsin/ EDTA 0,5% Invitrogen
2.1.5 Verwendete Primédrzelle und Komplettmedium:
Zellen Kulturmedium mit Zusdtzen

(Komplettmedium)

HUVEC (Human umbilical vein endothelial EBM mit 0,1% rhEGF recombinant human

cells) Hersteller: Lonza Epidermal Growth Factor, 0,1%

Hydrocortison, 0,1% GA-1000 und 0,4%

(v/v) Bovine Brain Extract (BBE), 10% (v/v)

FCS nicht hitzeinaktiviert
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2.1.6 Verwendete Primer:

Name

NOX4

Erk 1

Erk 2

forward/reverse
hNox4 for 1

hNox4 rev 1

hERK1 Ex 03 for 1

h ERK1 Ex04/05 rev 1
hERK2 Ex 08 for 1

hERK2 Ex 09 rev 1

Material und Methoden

Sequenz
5’AGTCAAACAGATGGGATA 3’

5 TGTCCCATATGAGTTGTT 3’

5 TCCAACCTGCTCATCAACAC 3’
5" TAGCCCTTGGAGTTCAGCAT 3’
5" TGCTAGATTCCAGCCAGGAT 3’

5" ACGGCTCAAAGGAGTCAAAG 3’
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2.2 Methoden
2.2.1 Zellkultur

2.2.1.1 Kultivierung von humanen venésen Nabelschnur Endothelzellen (Human umbilical
vain endothelial cells, HUVEC)

Primdre humane Endothelzellen wurden in Endothelzell-Basalmedium (EBM; Clonetics, Cell
Systems, St. Katharinen) mit folgenden Zusatzen (Fa. Clonetics): Hydrocortison (1 pg/ml),
epidermaler Wachstumsfaktor (10 ng/ml), Gentamicin (50 pg/ml), Amphotericin B (50 ng/ml) und
Rinderhirnextrakt (12 pg/ml) und 10% f6tales Kélberserum (FCS; Fa. GibcoBRL, Karlsruhe)
kultiviert. Die Kultivierung der Zellen erfolgte bei 37°C in einer 5% CO,-Atmosphare in einem CO,-
Inkubator. Die Zellen wurden fir die Versuche mittels Trypsinverdau passagiert. Die Zellen
wurden spatestens in Passage 3 fir Versuche genutzt. Samtliche Zellarbeiten wurden unter

sterilen Bedingungen unter einer Sicherheitswerkbank durchgefihrt.

2.2.1.2 Passagierungsmodel zur Seneszenzentwicklung

HUVEC wurden in 75 cm? Kulturflaschen in einer Dichte von 5x10° Zellen/Flasche ausgebracht.
Nach einigen Tagen Anzucht wuchsen die Zellen zu einem konfluenten Monolayer zusammen. Die
Zellen wurden mit Hilfe eines Trypsinverdaus passagiert und erneut mit einer Zellzahl von 5x10°
ausgebracht. Die Verdopplungsraten wurden wie folgt bestimmt:

Verdopplungsrate (population doubling, PDL):

PDL = (logyo F - logi 1)/0,301

F = Anzahl der Zellen am Ende der Passage

| = Anzahl der Zellen beim Aussdhen

In jeder Passage wurden Zellen zur Seneszenzbestimmung in Zellkulturschalen ausgebracht.

2.2.1.2 Modell der vorzeitigen, stressinduzierten Seneszenz

HUVEC wurden in 60mm Zellkulturschalen mit 1x10° ausgebracht. Nach 48 stiindiger Anzucht der
Zellen wurde die Behandlung begonnen. Das Behandlungsprotokoll unterteilte sich in vier
verschiedene Behandlungsgruppen. Vor jeder Behandlung wurde ein Mediumwechsel
durchgefuhrt. Die Zellen wurden mit 50uM H,0, oder mit 50 ng/ml (72,89 nM) Pepsatin A oder
koinkubiert mit H,0, (Fa. Merck KGaA, Darmstadt) und Pepstatin A (Fa. Sigma). Zur Kontrolle
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wurden Zellen ohne Behandlung kultiviert. Die Behandlung erfolgte alle 48 Stunden fiir insgesamt

zwei Wochen.

Behandlungsgruppe: Kontrolle H,0, PepA H,0,+PepA
Behandlung: Mediumwechsel 50 uM H,0, 50 ng/ml 50 uM H,0,+ 50
PepstatinA ng/ml PepstatinA

Tab. 1: Behandlungsschema des Modells der vorzeitigen, stressinduzierten Seneszenz

2.2.1.3 Proteinisolation aus Endothelzellen

Nach Abnahme des Mediums wurden die Zellen in PBS gewaschen und mit RIPA-Puffer
(Radioimmunoprecipitaion assay buffer; 0,5% (w/v) Desoxycholat, 150 mM NaCl, 1% (v/v)
NONIDET P-40, 0,1% (w/v) SDS, 50 mM Tris-HCI pH 8,0, additiv wurde auf 10 ml Puffer eine
Tablette Complete Mini Protease Inhibitor zugegeben) auf Eis 30 Min lysiert. Das entstandene
Zellhomogenat wurde bei 16.000 xg, 4 °C fir 10 Min zentrifugiert. Die Bestimmung der
Proteinkonzentration erfolgte im Uberstand nach der Methode von Bradford (siehe unten). Das

Zelllysat wurde bei -20°C gelagert.

2.2.1.4 Proteinisolation aus Tierorganen

Nach Vorlage von flissigem Stickstoff in einem Morser wurden die Organe von C57BL/6J Mdusen
bzw. Wildtyp-Mausen mit dem Pistill zu einem feinen Pulver zerrieben. In Abhangigkeit der
Organmasse wurden 200 bis 1000 ul RIPA-Puffer zur Lyse hinzugegeben. Ab dem Zeitpunkt des
Auftauens wurde fiir 30 Min lysiert. Nach dem Zentrifugieren (16.000 xg, 4 °C, 15 Min) wurde der
Uberstand wie unter 2.1.5 erliutert auf seinen Proteingehalt untersucht.
Tierversuchsgenehmigung:

Aktenzeichen des Landesamtes fur Natur, Umwelt und Verbraucherschutz Nordrhein-Westfalen

(LANUV): 84-02.05.20.12.237, Datum: 28.09.2012, Antragssteller: PD Dr. Klaus Unfried
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2.2.1.5 Proteinbestimmung nach Bradford

Die Bestimmung der Proteinkonzentration folgte dem Standardverfahren nach Bradford
(Bradford, 1976). Hierzu wurde das BioRad Protein Assay Reagenz (Fa.Bio-Rad, Miinchen)
verwendet. 800 ul dH,0, 200 ul Bradford Reagenz, 1 ul zu bestimmendes Proteinlysat bzw. RIPA-
Puffer (Referenz) wurden vermischt und 5 Min bei Raumtemperatur inkubiert. Die anschlieBende
Absorptionsmessung wurde in einem Spektralphotometer bei einer Wellenldnge von A= 595 nm
als Doppelbestimmung durchgefiihrt. Die Umrechnung in eine Proteinkonzentration (ug/ul)

erfolgte mit Hilfe einer Eichkurve. Diese wurde mit BSA (Rinderserumalbumin) erstellt.

2.2.1.6 Sodium-Dodecyl-Sulfat Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die SDS-PAGE ist eine diskontinuierliche gelelekrophoretische Auftrennung von komplexen
Proteingemischen in der Reihenfolge des Molekulargewichtes der Proteine (Laemmli, 1970). SDS
ist ein anionisches Detergenz, welches die hydrophoben Bereiche der Proteine mit negativer
Ladung Uberdeckt. Dadurch wandern die Proteine in der Gelmatrix in Abhdngigkeit ihrer GroRRe
mit unterschiedlicher Geschwindigkeit zur Anode. Die Auftrennung der Proteine findet im
Trenngel statt, diesem geht ein Sammelgel voraus, welches einen saureren pH-Wert als das
Trenngel hat. Hierdurch sammeln sich die Proteine am Ubergang zum Trenngel.

Innerhalb des Trenngels entscheidet der Anteil an Acrylamid/Bisacrylamid Uber die erreichte
Vernetzung innerhalb des Gels. Je hoher der Acrylamid/Bisacrylamid-Anteil ist, desto kleinere
Proteine kdnnen dargestellt werden.

Zwischen zwei Glasplatten der Gel-Apparatur wurde dem Pipettierschema (siehe unten) folgend
zundchst die Trenngellésung eingefiillt und mit 100% Ethanol Uberschichtet, nach dem
Polymerisieren des Trenngels wurde das Ethanol abgenommen und die Sammelgellosung (siehe
unten) eingefillt. Ein Probenkamm wurde eingesteckt. Zur Probenvorbereitung wurden die in
RIPA-Puffer lysierten Proteinproben mit 6x SDS-Ladepuffer (5% (v/v) beta-Mercaptoethanol,
0,05% (w/v) Bromphenolblau, 30% (v/v) Glyzerin, 10% (w/v) SDS, 350 mM Tris-HCl, pH 6,8) und
dH,0 auf einheitliches Endvolumen eingestellt. Die Proteine wurden durch im Ladepuffer
enthaltenes Mercaptoethanol und 5 minditiges Erhitzen auf 95°C denaturiert und anschlieRend 1
Min bei 13.000 xg zentrifugiert und auf das Gel aufgetragen. Die Konzentration des Trenngels lag

bei 14% (w/v), die des Sammelgels bei 5% (w/v). Als Proteinstandard bzw.
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Molekulargewichtsmarker wurde der Precision Plus Proteinstandard verwendet. Zur
Konzentration der Proben im Sammelgel wurde anfanglich eine Spannung von 80 V fiir ca. 15-20
Min angelegt, nach Eintritt der Proben in das Trenngel wurde diese auf 100 V erhoht und die
Proben fiir ca. 60-90 Min aufgetrennt. Die Auftrennung fand in einer mit Laemmli-Laufpuffer (192

mM Glycin, 1% (w/v) SDS, 25 mM Tris) beflllten Elektrophoresekammer statt.

Komponenten Sammelgel (5%) Trenngel (14%)
H,O0 3400 pl 2800 pl

30% (w/v) Acrylamid- 830 pl 4600 pl

Mix

1,5 M Tris-HCI (pH8,8) | - 2600 pl

1,0 M Tris-HCI (pH 6,8) | 630 pl -

10% APS 50 pl 100 pl
10% SDS 50 pl 100 pl
TEMED 5l 4pl

Tab.2: Pipettierschema fuir 5 ml Sammelgel und 10 ml Trenngel

2.2.1.7 Proteintransfer auf eine Polyvinyldifluorid-Membran (Western Blot)

Nach der SDS-PAGE wurden die Proteine aus dem Gel auf eine Polyvinyldifluorid-Membran
(PVDF) Ubertragen und fixiert. Hierzu wurde ein WET-Blot genutzt. Vor dem Blotten wurde die
PVDF-Membran flir 90 sec in Methanol aktiviert und anschliefend in Transferpuffer (193 mM

Glycin, 20% (v/v) Methanol, 24 mM Tris-Base) aquilibriert. Der Aufbau des Blotsandwiches
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erfolgte luftblasenfrei zwischen zwei “Scotch pads”: auf die Kathodenseite wurden Ubereinander,
ein Schwamm, drei Whatmann Filterpapiere, das Gel, die PVDF-Membran, drei Whatmann
Filterpapiere und ein Schwamm geschichtet. Wichtig ist ein luftblasenfreier Aufbau des
Blotsandwiches, da durch Luftblasen hindurch keine Proteinibertragung stattfinden kann. Das
Blotsandwich wurde in die Transferapparatur eingesetzt und mit Transferpuffer gefillt. Der
Transfer erfolgte bei 100 V fir eine Stunde. Zur Kihlung wahrend des Transfers wurden ein

Kihlakku und ein Wassereisbad genutzt.

2.2.1.8 Immundetektion membrangebundener Proteine

Nach erfolgreichem Proteintransfer wurde die PVDF-Membran kurz in TBS-T
(Trishydroxymethyl-aminomethan bufferd saline -Tween; 150 mM NaCl, 2,5 mM KCl, 50 mM Tris-
HCl, pH8,0, 0,1 % (v/v) Tween 20) gewaschen und danach fur eine Stunde, bei Raumtemperatur,
in 5% (w/v) Magermilchpulver, gelost in TBS-T, auf einem Orbitalschittler inkubiert. Dieser Schritt
diente der Absattigung unbesetzter Bindungsstellen auf der Membran. Danach folgte die
Inkubation des Primarantikorpers. Der Antikdrper wurde in 1% Milchpulver in TBS-T verdiinnt.
Die Inkubation fand liber Nacht bei 4°C statt. Hiernach wurde die Membran viermalig fiir 10 Min
in TBST-T auf einem Orbitalschiittler gewaschen. AnschlieBend folgte die Inkubation des
Sekundarantikorpers der wiederum in 1% Milchpulver in TBS-T verdiinnt wurde. Die
Inkubationszeit betrug 1 Std. bei Raumtemperatur. Danach wurde die Membran viermalig 10 Min
in TBS-T auf einem Orbitalschittler gewaschen.

Der Sekundarantikorper ist ein enzymgekoppelter Antikorper und bindet spezifisch an den
Primdrantikorper. Das an ihn gekoppelte Enzym ist die Meerrettich Peroxidase. Die Meerrettich
Peroxidase katalysiert durch Zugabe von ECL Reagenz die Oxidation von Luminol, welche durch
ein Chemolumineszenzsignal nachweisbar ist. Daflir wurde die Membran mit Enhanced-
Chemiluminescence-System (GE Healthcare, Muenchen, Germany) inkubiert. Zur Detektion des
spezifischen Chemolumineszenzsignals wurde die Membran getrocknet, in eine Filmkassette
eingelegt und in einer Dunkelkammer Uber einen Rontgenfilm gelegt. Nach der Entwicklung und
Fixierung des Films zeigten sich die Proteinbanden als Schwarzungen des Rontgenfilms. Es
erfolgte eine semi-quantitative Auswertung der eingescannten Immunoblots unter Verwendung

von Imagel (Abramoff, 2004).
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Erstantikorper:
NOX4 (1:500 (Anilkumar, Weber, Zhang, Brewer, & Shah, 2008), Thioredoxin-1, TIM23 (beide
1:500, BD Biosciences, Heidelberg, Germany), ERK1/2 und p21 (beide 1:500, Cell Signaling/NEB,

Frankfurt, Germany).

2.2.2 Klonierung eines lentiviralen Trx-1 Expressionsvektors, Produktion des

Lentivirus und Transduktion der Endothelzellen

Zur Herstellung eines lentiviralen Expressionsvektors wurde der menschliche U6 Promoter in
pLKO.1 puro (Moffat et al., 2006) durch einen Immediate-Early-Promotor des Zytomegalovirus
(CMV) ersetzt. Die codierende Sequenz der FLAG-Trx-1 Bindung wurde in diesen Vektor mit Hilfe
des Gibson-assembly-cloning-kit (New England Biolabs, Frankfurt, Germany) unter
Bericksichtigung der Herstellerangaben eingebracht um plLenti-FLAG-Trx-1 herzustellen. Virus-
Partikel wurden durch Kotransfektion von HEK293FT Zellen mit pMD2.G, pCMVAR8.91
(http://tronolab.epfl.ch/lentivectors) und pLenti-FLAG-Trx-1, in einem Verhéltnis von 3,5:6,5:10
hergestellt, hierbei wurde das Calcium-Phosphate-Transfection-Kit (Sigma, Deisenhofen,
Germany) benutzt. Der Vektor ohne die CMV/FLAG-Trx-1 Kassette wurde zur Herstellung von
Kontroll-Viruspartikeln genutzt. Der den Virus enthaltende Zelliberstand wurde fiir sechs Tage
mit Hilfe von einigen Mediumwechseln gesammelt. Dieser wurde hiernach durch eine 0,45 um
PVDF Membran gefiltert und mit Hilfe eines Centricon Plus-70 Zentrifugenfilters durch
Ultrafiltration konzentriert. Dieser hat einen Cut-off des molekularen Gewichtes von 100.000
(Merck Millipore, Schwalbach, Germany). Der Virustiter wurde mit Hilfe des QuickTiterTM
Lentivirus Titer Kit (Lentivirus- Associated HIV p24) (Cell Biolabs, San Diego, USA) bestimmt. Die
Transduktion der Endothelzellen erfolgte durch eine Vielzahl von Infektionen, circa 3 Stiick. Ein
Tag nach der Transduktion der Zellen wurden diese dreimal gewaschen und das Medium ersetzt.

Sechs Stunden spater begann die Behandlung mit H,0,.

2.2.3 Tierexperimente
C57BL/6) Mause exprimieren humanes NOX4 ausschlieRlich im Endothel, sie zeigen keine
Genmutation der nicotinamiden nucleotiden Transhydrogenase (Ronchi et al., 2013). Sie waren

ein Geschenk von Ajay Shah. Die Tiere wurden durch zervikale Dislokation unter Pentobarbital-
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Anasthesie getotet. Vor der Praparation der thorakalen Aorta und der Leber wurde der Kreislauf
mit PBS gespiilt, die Organe wurden in flissigem Stickstoff schockgefroren und bis zur weiteren
Untersuchung bei —80 °C gelagert. Alle Tierversuche wurden nach Erteilung aller notwendigen

Genehmigungen und unter Berlicksichtigung des deutschen Tierschutzgesetzes durchgefihrt.

2.2.4 Messung der reaktiven Sauerstoffspezies

Lebende Zellen wurden in 5 uM 6-carboxy-2’,7'-dichloro- dihydrofluorescein diacetate (DCFH2-
DA), 5 uM dihydroethidium (DHE) oder 5 uM MitoSox fiir 30 Min bei 37°C inkubiert (Invitrogen,
Karlsruhe, Germany). Die Zellen wurden einmalig mit PBS gespliilt und anschlieRend durch
Trypsinverdau geldst, das Reaktionsende erfolgte durch Zugabe von PBS mit 10% FCS. Die Zellen
wurden durch zentrifugieren (800 g, 4 °C, 5 Min) pelletiert und in PBS resuspendiert. Es erfolgte
eine durchflusszytometrische Messung mit Hilfe des FACSCalibur flow cytometer (BD Biosciences,

San Jose, CA, USA).

2.2.5 Mitochondrienpréparation

Zur Untersuchung der Regulation von NOX4 wurde die mitochondriale und cytosolische Fraktion
aus Endothelzellen isoliert und getrennt auf eine SDS-PAGE aufgetragen um die jeweiligen
Proteinlevel zu untersuchen.

Die mitochondriale und zytosolische Fraktion der Endothelzellen wurde hierbei durch
unterschiedliche zentrifugation isoliert. Die Zellen wurden geerntet und bei 600 g fiir 10 Min bei
4°C zentrifugiert. Die Zellpellets wurden einmalig in kaltem PBS gewaschen und in Puffer A
resuspendiert (20 mM Hepes-KOH, pH 7,5, 10 mM KCl, 1,5 mM MgCl2, 1 mM sodium EDTA, 1 mM
sodium EGTA, 1 mM dithiothreitol, und 0,1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride) dieser enthielt
250mM Saccharose. Die Zellen wurden durch die zehnmalige Verwendung eines
Teflonhomogenisators homogenisiert und zweimalig bei 750 g fiir 10 Min bei 4°C zentrifugiert.
Der Uberstand wurde bei 10.000 g fiir 15 Min bei 4°C zentrifugiert, das resultierende
mitochondriale Pellet wurde in Puffer A resuspendiert, aliquotiert und bei -80°C gelagert. Der
Uberstand nach der 10.000 g Zentrifugation wurde bei 100.000 g fiir 1 Std bei 4°C erneut
zentrifugiert. Der nun entstandene Uberstand wurde aliquotiert und bei -80°C gelagert.

Es erfolgte eine Immunprazipitation der zytosolischen und der mitochondrialen Fraktion mit 5 ug
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Trx-1 Antikorper, 5 pg TIM23 Antikorper und 5 pg NOX4 Antikoérper bei 4°C Uber Nacht im
Lysepuffer. Nach der Inkubation mit A/G Plus Agarose (Santa Cruz) fiir 2 Std. bei 4°C erfolgte das
dreimalige Waschen der enstandenen Beads im zuvor genannten Puffer und das Auftragen auf

die SDS-PAGE.

2.2.6 Analyse von Seneszenzparametern

Die Seneszenz der Endothelzellen wurde mit Hilfe von Fluoreszenzfarbungen auf
seneszenzassoziierte (SA)-B-Galactosidase Aktivitdt (pH = 6) und auf den Zellzyklusinhibitor p21
(Methode siehe 2.8) untersucht.

Die SA-B-Gal-Farbung bei einem definierten pH-Wert (pH6) ist eine Standardfarbung zum
Nachweis seneszenter Zellen (Itahana, Campisi, & Dimri, 2007). Die in seneszenten Zellen erhdhte
Expression der sauren lysosomalen beta-Galactosidase kann durch die Reaktion von X-Gal (5-
Brom-4-chlor-3-indoxyl-B-D-Galactopyranosid) zu Galactose und einem blauen zytosolischen
Prazipitat nachgewiesen werden. Die Zellen wurden zunédchst in einer Fixierlésung (0,2%
Glutaraldehyd, 2% Para-Formaledhyd (PFA)) 7 Min bei Raumtemperatur inkubiert und
anschlieBend dreimal eine Minute mit PBS gewaschen. Die Farbung mit X-Gal-Lésung (5 mM
K3Fe(CN)6, 5 mM K4Fe(CN)6, 150 mM NaCl, 2 mM MgCl2, 40 mM Citric Acid/ Na2HPO4 pH 6,0)
erfolgte durch Inkubation fir 24 Std bei 37°C. AnschlieRend wurden die Zellen fiinfmalig eine
Minute mit PBS gewaschen. Die Fluoreszenzbilder wurden mit einem AXIOVERT 200 M Mikroskop
(Zeiss, Jena, Germany) gemacht. Die Auswertung der Bilder erfolgte durch zwei unabhangige
Untersucher (Haendeler et al., 2004a). Die Quantifizierung der Gesamtintensitdt der Farbung auf

p21 wurde mit Hilfe von Image) (Abramoff, 2004) durchgefiihrt.

2.2.7 Immunfluoreszenzfarbungen

Die Zellen wurden in 4% Paraformaldehyd fixiert und mit einer Losung aus 0.3% Triton-X 100 und
3% BSA (bovine serum albumin) in PBS permeabilisiert. Die Zellen wurden mit Antikdrpern gegen
anti-p21 (1:50, NEB, Frankfurt, Germany), anti-NOX4 (1:100 (Anilkumar et al., 2008), und anti-
TIM23 (1:100, BD Biosciences, Heidel- berg, Germany) in PBS Uber Nacht bei 4 °C inkubiert. Die
Zellen wurden in PBS gewaschen und im Sekundarantikorper Alexa 488-coupled goat anti-mouse

IgG (H + L) (1:800) oder Alexa 594-coupled goat anti-rabbit IgG (H + L) (1:800) fiir 1Stunde bei 37
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°C inkubiert. Die Farbung von Actin erfolgte durch Inkubation in Alexa 350-coupled phalloidin fiir
30 Min bei Raumtemperatur (200 U/ml, Invitrogen, Karlsruhe, Germany). Die Anfarbung der
Zellkerne erfolgte mit 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI, 300 nM, Invitrogen, Karlsruhe,
Germany). Die Zellen wurden gewaschen und mit ProLong Gold antifade mounting medium
(Invitrogen, Karlsruhe, Germany) befestigt. Die Fluoreszenzbilder wurden mit einem AXIOVERT

200 M Mikroskop (Zeiss, Jena, Germany) gemacht.

2.2.8 Methoden zur Analyse der Genexpression

2.2.8.1 Isolierung zelluliirer Gesamt-RNA

Zur RNA Extraktion wurden generell RNAse/DNAse-freie Materialien und Reagenzien verwendet.
Die RNA wurde mit Trizol (Invitrogen, Karlsruhe, Germany) nach Herstellerangaben isoliert. Zur
Lyse wurden die Zellpellets zunachst auf Eis aufgetaut, anschlieend in 1 ml Trizol resuspendiert
und 15 Min bei Raumtemperatur inkubiert. Dann wurden 200 pl wassergesattigtes-Chloroform
hinzugegeben, 15 Sek auf einem Vortex-Mixer vermischt, fiir 3 Min bei Raumtemperatur inkubiert
und danach bei 12.000xg, 4°C fiir 15 Min zentrifugiert. Die obere, wassrige Phase wurde in ein
frisches Reaktionsgefall tbernommen. AnschlieBend wurden 500 pl Isopropanol (99% v/v) zur
Fallung der RNA hinzu pipettiert und die Losung fir 10 Min bei Raumtemperatur inkubiert und im
Anschluss erneut bei 12.000xg, 4°C fir 10 Min zentrifugiert. Das entstandene Pellet wurde in 1 ml
Ethanol (75% v/v) gewaschen und auf einem Vortex-Mixer gemischt. Im Anschluss wurde die RNA
erneut bei 7.500xg, 4°C fiir 5 Min zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und das
Reaktionsgefall mit dem Pellet bei gedffnetem Deckel zum Trocknen in einen Heizblock bei 37°C
gestellt. Das trockene RNA-Pellet wurde in 30 pl RNAse/DNAse-freiem Wasser gel6st. Zur
vollstandigen Losung der RNA wurde die Probe 10 Min bei 55°C erwarmt.

Die Konzentration wurde spektralphotometrisch bestimmt und die Integritdt der RNA wurde

gelelektrophoretisch Uiberprift. Die Lagerung erfolgte bei -80°C.

2.2.8.2 Quantifizierung und Reinheitsbestimmung von RNA
Zur photometrische Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren wurde die optische Dichte
(OD) bei einer Wellenldnge von A= 260 nm (OD260) und A= 280 nm (OD280) bestimmt. Die zu

untersuchenden Proben wurden in RNAse/DNAse-freiem Wasser verdiinnt und gegen Wasser als
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Referenz gemessen. Eine Absorption von 1 bei A= 260 nm (0D260) entspricht hierbei einer RNA-
Konzentration von 40 pg/ml.
Der Quotient der Absorption (OD260 / OD280) liegt bei sauberer Praparation zwischen 1,8 und

2,0. Bei Verunreinigung durch Proteine oder Phenol sinkt der Quotient.

2.2.8.3 Agarose-Checkgel

Zur Integritatskontrolle von RNA und zur Analyse von PCR-Produkten wurden Agarose-
Gelelektrophoresen verwendet. Fir diese Gelelektrophoresen wurden 1,5 % (w/v) Agarosegele
verwendet. Hierzu wurden 1,5 g Agarose in 100 ml 1x TAE Puffer (Tris-Acetat-EDTA-Puffer; 40 mM
Tris-Base, 20 mM Essigsdure, 2 mM EDTA) aufgekocht. Nach dem Abkihlen der Lésung auf unter
50°C wurde Ethidiumbromid in einer Konzentration von 0,2-0,4 pg/ul hinzugegeben. Im Anschluss
wurde die Lésung in einen gereinigten Geltrager gegossen und mit einem 1mm Probenkamm
versehen. Das Gel wurde nach dem Erstarren in seinem Geltrager in die
Gelelektrophoreseapparatur eingesetzt und diese mit 1x TAE-Laufpuffer befillt. Die
Elektrophorese erfolgte bei 80V (8V/cm). Die Gelelektrophorese wurde mit 0,5-1 ug RNA nach
Zugabe von 6x Probenpuffer (0,25 % (w/v) Bromphenolblau, 1 mM EDTA, 30% (v/v) Glyzerin, 10
mM Tris-HCl, pH 7,5) durchgefiihrt. Es wurde eine 1kb DNA-Leiter als GroRenstandard verwendet.
Zur Detektion der Banden wurde das Gel im durchscheinenden UV-Licht bei einer Wellenldnge
von A= 302 nm fotografiert. Hierbei zeigten sich nach erfolgreicher Praparation klar definierte

Banden fir die 28S und 18S ribosomale RNA.

2.2.8.4 DNase-Verdau von RNA

Der DNase-Verdau wurde eingesetzt um Reste genomischer DNA zu entfernen. Es wurden 5 ug
RNA mit RNAse/DNAse-freiem Wasser auf ein Volumen von 13 pl aufgefullt. Es wurden 2 pl 10x
Reaktionspuffer (RQ1 DNase Puffer) und 5 pl RNase freie DNase (RQ1 DNase, 1 U/ul) zugegeben.
Der Ansatz wurde fiir 30 Min bei 37°C inkubiert. Zur Inaktivierung der DNase wurden
anschlieBend 5 pl RQ1 DNase Stop Solution hinzugegeben und 10 Min bei 65°C inkubiert.

AnschlieRend konnte die Probe bei -80°C gelagert werden.
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2.2.8.5 Reverse Transkription zu cDNA

Aliquots der RNA wurden mit Hilfe von SuperScript TM Il First-Strand Synthesis System
(Invitrogen, Karlsru- he, Germany) revers transkribiert. Es wurden 2 pug zellulare gesamt RNA oder
1,4 ug DNAse verdaute RNA eingesetzt. Es wurde ein Theromocycler genutzt. Die Einzelschritte
der reversen Transkription wurden der Anleitung des Herstellers folgend durchgefiihrt.

Der erste Reaktionsansatz enthielt:

- 2 ug zellulare gesamt RNA oder 1,4 ug DNAse verdaute RNA

-1 pl Oligo dT20 (50uM)

-1 pl pdN6 (50 ng/ul)

-1 ul dNTP-Mix (10mM)

- dieser Ansatz wurde mit RNAse/DNAse-freiem Wasser auf 10 pl aufgefullt.

Dieser erste Reaktionsansatz wurde fiir 5 Min auf 65°C erhitzt und im Anschluss auf 4°C gekihlt.

Der zweite Reaktionsansatz wurde hinzugegeben und fiir 2 Min bei 37°C erwarmt.

Der zweite Reaktionsansatz enthielt:
- 2 pl 10x FirstStrand Puffer

-2 ul DTT (0,1M)

-1 ul RNaseOUT (40U/ul)

Als letzte Komponente wurde 1 pl Reverse Transkriptase (SuperScript 1, 200 U/ul) hinzugegeben.
Es folgten 10 Min bei 25°C, 50 Min bei 37°C und 15 Min bei 70°C Inkubation. Danach wurden die

Proben auf 4°C gekiihlt. Die Proben wurden bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert.
2.6.5 Polymerase-Ketten-Reaktion

Als Polymerase wurde die GoTaqg Polymerase eingesetzt. Die Amplifikation fand in 35-40 Zyklen

statt.
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Die Reaktionsansatze mit einem Endvolumen von 30ul setzten sich wie folgt zusammen:

Komponenten pl
Forward Primer (10uM) 1
Reverse Primer (10uM) 1
dNTP-Mix (10mM) 1
PCR-Puffer 5x 6
Template 1
goTaq 0,4
MgCl2 3,6 mM 3,6
dH20 11

Die PCR wurde in einem Thermocycler durchgefiihrt. Die Amplifikation wurde nach folgendem

Protokoll durchgefiihrt:

Protokollschritt Zeit (Sek) Temperatur (°C)
Initiale 300 94

Denaturierung

Denaturierung 30 94
Oligonukleotid- 30 55
Annealing

Elongation 45 Sek/kb 72
Finale Elongation 420 72
Kiihlung 00 4

Die Wahl der Temperatur wahrend des Annealing Schrittes war abhangig von den verwendeten
Primern, ebenso richtete sich die Dauer der Elongation nach der Lange des zu amplifizierenden

DNA-Fragments. Nach Ende der Reaktion wurden die Proben bei -20°C gelagert.
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2.2.8.6 Messung genspezifischer mRNA Level mit Hilfe semi-quantitativer real-time PCR
Messungen

Bei der quantitativen real-time RT-PCR ist es wie bei der herkémmlichen RT-PCR notig RNA mittels
reverser Transkriptase in cDNA umzuschreiben. Nach Zugabe spezifischer Primer kdnnen
bestimmte DNA-Produkte amplifiziert werden. Das LightCycler-System (Fa.Roche, Mannheim) ist
in der Lage die Amplifikation wahrend der Reaktion visuell darzustellen. Die PCR Reaktion wurde
mit Hilfe von SYBR® Green PCR Master Mix (Qiagen, Hilden, Germany) durchgefiihrt. Es wird die
Zunahme der Fluoreszenz des Farbstoffs, welcher sich in die DNA einlagert, gemessen. Aus der
entstehenden Reaktionskinetik kann im Vergleich zu einer Standardkurve auf die
Ausgangskonzentration der RNA geschlossen werden.

Folgende Primer-Parchen wurden verwendet:

NOX4 human/mouse: hmNOX4 for 5'-CCTCTTCTTT GTCTTCTACATGCTG-3', hmNOX4 rev 5'-
GGCACAAAGGTCCAGAAATCC- 3%

RPL32 human/mouse: RPL32 for 5- GTGAAGCCCAAGATCGTCAA-3', RPL32 rev 5'-
TTGTTGCACATCAGCAGCAC.-3'".

Es wurden in jede LightCycler-Kapillare (20 ul) hinzugegeben: Template 500 ng, 2x QuantiTect
SYBR Green RT-PCR Master Mix 10 pl, Primer A (finale Konzentration 0,3 uM) 1,2 pl, Primer B
(finale Konzentration 0,3 uM) 1,2 ul, QuantiTect RT Mix 0,2 ul, RNAse freies Wasser variabel.

Das Zytokin-Kontrollkit (Fa. Roche) wurde nach folgendem Pipettierschema gemischt:
Standardtemplate (3,15 pg/ul) 1 pl, 2x QuantiTect SYBR Green RT-PCR Master Mix 10 pl, Primer
Mix, Endkonzentration je 0,3 uM 1,2 ul, QuantiTect RT Mix 0,2 ul, RNAse freies Wasser 7,6 pl.

Die reverse Transkription und die Amplifikation der cDNA wurde nach folgendem Schema

durchgefihrt:

Programmtyp Dauer Temperatur
Reverse Transkription 20 Min | 50°C

Initiale Aktivierung 15 Min | 95°C
Denaturierung 15S 94 °C 45 Zyklen
Annealing 20S 55 °C 45 Zyklen
Elongation 10S 72 °C 45 Zyklen
Schmelzkurve variabel | 60 °C
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Die Schmelzkurvenanalyse dient dem Ausschluss unspezifischer Produkte wie z.B. Primer-Dimere.

2.2.9 Cathepsin D Aktivititsmessung

Die Aktivitdat von Cathepsin D wurde mit Hilfe eines Assays von Biocat (Heidelberg, Germany)
gemessen, die Bestimmung erfolgte streng nach Angaben des Herstellers.

Es wurde eine definierte Zellmenge zur Untersuchung eingesetzt. Die Zellen wurden fir die
Versuche mittels Trypsinverdau geerntet und in 200 ul CD Cell Lysis Buffer fir 10 Min auf Eis
inkubiert, anschlieRend wurde die Losung bei 16.000xg, 4°C fir 5 Min abzentrifugiert und der
Uberstand abgenommen. Das Zelllysat wurde 1:50 in den Assay eingesetzt. Eine Probe enthielt:
Zellysat und 0,1 pl DMSO. Negativkontrollen wurden hitzeinaktiviert (95°C, 5 min) oder in 1 pg/ml
Pepstatin A prainkubiert. Pepsatin A als spezifischer Inhibitor von Cathepsin D wurde eingesetzt
um die unspezifische Hintergrundaktivitat zu ermitteln. Die Cathepsin D Aktivitatsmessung wurde
dann um diese Hintergrundaktivitat bereinigt. Jeder Ansatz enthielt 52ul Master Mix. Dies ist eine
Losung aus 50ul CD Reaction Buffer und 2 pl des CD Substrates. Die Proben wurden fiir 1 Stunde
bei 37°C inkubiert. Cathepsin D spaltet das Substrat und setzt dabei einen fluoreszierenden
Farbstoff frei, der bei A= 328/460 nm gemessen werden kann. Die Aktivitat von Cathepsin D
driickte sich dabei in relativen Fluoreszenzeinheiten aus (relative fluorescence units, RFU) die pro
Mikrogramm Protein der eingesetzten Probe berechnet wurden. Die Cathepsin D Aktivitat wurde
auf den Proteingehalt normalisiert. Zur Positivkontrolle wurde rekombinantes menschliches

Cathepsin D (Sigma, Deisenhofen, Germany) genutzt.

2.2.10 Statistik

Die statistischen Analysen zur Signifikanzbestimmung wurden mit dem Student’s t-test mit Hilfe
von WiIinXLSTAT durchgefiihrt. Ein Wert wurde als signifikant bezeichnet, wenn p<0,05 betrug.
Alle Werte werden ausgedriickt als Mittelwerte mit Standardabweichung (SEM). Mit n wird die

Anzahl unabhéangiger Experimente bezeichnet.
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3 Ergebnisse

3.1 Priifung des in vitro-Modells der vorzeitigen, stressinduzierten Seneszenz

unter Behandlung mit H,O,
3.1.1 Behandlungsgruppen

Es wurden primare humane Endothelzellen in Passage 2-3 fiir zwei Wochen jeden zweiten Tag
mit 50uM H,0, behandelt. Die Kontrollgruppe blieb unbehandelt. Dieses Modell spiegelt die
physiologische Situation des Endothels in vivo deutlich besser wider als es das Modell der
replikativen Seneszenz kann. Die Seneszenz wurde durch den Nachweis von (SA)-pB-Galaktosidase

und die Zunahme des Zell-Zyklus-Inhibitor p21 in den Endothelzellen bestatigt.

3.1.2 Nachweis der Zunahme SA-B-Galaktosidase positiver Zellen mittels
Immunfluoreszenzfarbung

Wie erwartet und in Vorarbeiten der Arbeitsgruppe bereits publiziert (Haendeler et al., 2004a)
induziert die Behandlung mit H,0, Seneszenz. Diese ist mit einem Anstieg der (SA)-B-
Galaktosidase assoziiert. Die Uberprifung der Seneszenz erfolgte daher mittels einer (SA)-B-
Galaktosidase Farbung (Abb. 3). Der Versuch wurde fiinfmal durchgefihrt (n = 5) und von zwei
unabhangigen Untersuchern ausgezahlt. Es bestétigte sich ein signifikanter Anstieg (*p<0,05) des
prozentualen Anteils der SA-B-Galaktosidase positiven Zellen im Vergleich zur Kontrollgruppe. In
der Kontrollgruppe wurden insgesamt 4193 Zellen und in der H,0, Behandlungsgruppe insgesamt

3985 Zellen analysiert.
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Abb.3: Modell der stressinduzierten Seneszenz in primaren humanen Endothelzellen. Die Zellen wurden wie unter
3.1.1. beschrieben behandelt. Gezeigt sind Beispielbilder der (SA)-B-Galaktosidase Farbung, der Graph zeigt den
prozentualen Anteil der B-Galaktosidase postitiven Zellen (Mittelwerte + SEM, n=5, *p<0,05, insgesamt wurden 4193
(co) und 3985 (H,0,) Zellen analysiert)

3.1.3 Nachweis der Zunahme p21 positiver Zellkerne in der
Immunfluoreszenzfarbung

Als zweiter Marker der Seneszenz wurde der bekannte Zell-Zyklus-Inhibitor p21 in
Immunfluoreszenzfarbungen quantifiziert. Es wurde der prozentuale Anteil an p21-positiven
Zellkernen im Vergleich zur Basisintensitat der Farbung mittels ImagelJ-Software (Abramoff, 2004)
analysiert (Abb. 4). Dieser Versuch wurde viermal durchgefiihrt (n = 4). Es zeigte sich ein
signifikanter Anstieg (*p<0,05) des prozentualen Anteils der p21 positiven Zellkerne unter der
Behandlung mit H,O, im Vergleich zur Kontrollgruppe. Die Gesamtfluoreszenzintensitat stieg
signifikant (*p<0,05) auf 162 + 5% im Vergleich zur Kontrollgruppe. In der Kontrollgruppe wurden

insgesamt 2463 Zellen und in der H,0,-Behandlungsgruppe insgesamt 2242 Zellen analysiert.
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Abb.4: Modell der stressinduzierten Seneszenz in primaren humanen Endothelzellen. Die Zellen wurden wie unter
3.1.1. beschrieben behandelt. Gezeigt sind Beispielbilder der p21 Immunfluoreszenzfarbung, der Graph zeigt den
prozentualen Anteil p21 positiver Zellkerne (Mittelwerte + SEM, n=4, *p<0,05, insgesamt wurden 2463 (co) und 2242
(H,0,) Zellen analysiert)

3.1.4 Nachweis der Zunahme der Proteinmenge p21 unter Behandlung mit H,0,

Es wurden Immunoblots zur Quantifizierung von p21 und ERK1/2 durchgefiihrt. ERK1/2 dient zur
Normalisierung der semiquantitativen Analyse des p21 Levels. Dieser Versuch wurde finfmal
durchgefiihrt (n = 5). Es zeigte sich ein signifikanter Anstieg (*p<0,05) des p21-Proteinlevels im

Vergleich zur Kontrollgruppe (Abb. 5). Die Kontrollgruppe wurde auf 100% gesetzt.
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Abb.5: Modell der stressinduzierten Seneszenz in primdren humanen Endothelzellen. Die Zellen wurden wie unter
3.1.1. beschrieben behandelt. Gezeigt ist ein reprasentatives Beispiel der p21 Immunoblots. Der Graph zeigt eine
semiquantitative Analyse des p21 Levels im Verhaltnis zu ERK 1/2 (Mittelwerte + SEM, n=5, *p<0,05, co auf 100%
gesetzt)

3.2 Nachweis reaktiver Sauerstoffspezies mittels Durchflusszytometrie

Es wurde untersucht ob die Behandlung der Zellen mit H,0, im Alterungsmodell der
stressinduzierten Seneszenz zu einer Erhohung der totalen und der mitochondrialen ROS
Entwicklung fuhrt. Reaktive Sauerstoffspezies wurden durchflusszytometrisch durch Messung
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von Ethidium (n = 4) und DCF (n = 5) festgestellt. Es zeigte sich ein signifikanter Anstieg (*p<0,05)
der durchschnittlichen Fluoreszenzintensitat flir Ethidium und DCF unter der Behandlung mit
H,0,. Zusatzlich wurden die Zellen mithilfe von MitoSox Inkubation auf mitochondriale ROS
Produktion untersucht. Dieser Versuch wurde zehnmal wiederholt (n = 10) und zeigt einen
signifikanten Anstieg (*p<0,05) der durchschnittlichen Fluoreszenz von MitoSox.

Es zeigt sich, dass die Behandlung mit H,O, zu einer Zunahme der totalen ROS-Entwicklung und

der mitochondrialen ROS-Produktion fiihrt (Abb. 6 A-C).
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Abb.6: Modell der stressinduzierten Seneszenz in primdren humanen Endothelzellen. Die Zellen wurden wie unter
3.1.1. beschrieben behandelt. (A und B) Die Zellen wurden mittels Ethidium (A) und DCF (B) auf die Entstehung
reaktiver Sauerstoffspezies untersucht. Gezeigt sind Beispielbilder des durchflusszytometrischen Profils und
Mittelwerte der Fluoreszenzintensitat (Graph, Mittelwerte + SEM, n=4 (Ethidium), n=5 (DCF), *p<0,05). (C) Zusatzlich
wurden die Zellen mit Hilfe von MitoSox hinsichtlich der mitochondrialen ROS Produktion untersucht. Gezeigt ist ein
Beispielbild des durchflusszytometrischen Profils und der Mittelwerte der Fluoreszenzintensitat (Graph, Mittelwerte

£ SEM, n=10, *p<0,05).
3.3 Regulation der NOX4 im Modell der vorzeitigen, stressinduzierten
Seneszenz

Im Wissen, dass im Modell der stressinduzierten Seneszenz das ROS-Level erhéht ist wurde
folgend die Regulation von NOX4, der haufigsten NADPH-Oxidase in primdren humanen

Endothelzellen, untersucht.
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3.3.1 Anstieg der NOX4 mRNA-Level in der Real-time-PCR Untersuchung

Zur Bestimmung der NOX4 mRNA-Level wurden real-time PCR Untersuchungen durchgefiihrt.
Diese wurden im Vergleich zu RPL32 normalisiert. Der Versuch wurde viermal durchgefiihrt (n =
4). Es zeigte sich ein signifikanter Anstieg (*p<0,05) der NOX4 mRNA Level unter der Behandlung
mit H,0, im Vergleich zur Kontrollgruppe (Abb. 7A).

3.3.2. Zunahme der NOX4-Proteinmenge im Immunoblot

Zur Bestimmung der NOX4-Proteinmenge wurden Immunoblots durchgefiihrt. Es erfolgte die
semiquantitative Auswertung der NOX4 Proteinmenge normalisiert auf ERK1/2. Dieser Versuch
wurde sechsmal durchgefiihrt (n = 6). Es zeigte sich ein signifikanter Anstieg (*p<0,05) der NOX4-

Proteinmenge unter der Behandlung mit H,0, im Vergleich zur Kontrollgruppe (Abb. 7B).

3.3.3. Zunahme der mitochondrialen und zytosolischen NOX4-Proteinmenge im
fraktionierten Immunoblot

Die signifikante Hochregulation von NOX4 spiegelt die Zunahme der totalen ROS Entwicklung
wieder. Darliber hinaus gibt es bekannte Studien, welche ein Vorkommen der NOX4 auch im
Mitochondrium vorschlagen (Ago et al., 2010; Block, Gorin, & Abboud, 2009; Koziel et al., 2013).
Unter der Hypothese, dass der Anstieg der mitochondrialen ROS-Entwicklung im Modell der
vorzeitigen, stressinduzierten Seneszenzentwicklung in Endothelzellen durch eine Zunahme an
NOX4 im Mitochondrium bedingt ist, wurden fraktionierte Immunoblots fiir mitochondriale und
zytosolische NOX4 durchgefiihrt. TIM23 diente hierbei der Reinheitskontrolle der
mitochondrialen Fraktion und Trx-1 zur Reinheitskontrolle der zytosolischen Fraktion. Es zeigte
sich, dass NOX4 im Mitochondrium vorkommt. Weiterhin zeigte sich, dass die Proteinmenge von
NOX4 unter der Behandlung mit H,O, nicht nur im Zytosol sondern auch im Mitochondrium

zunimmt (Abb. 7C).
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3.3.4. Zunahme der Co-Lokalisation von NOX4 und TIM23 unter der Behandlung
mit H,O,

Ergdnzend zu der zuvor gemachten Beobachtung, der Zunahme der mitochondrialen und
zytosolischen NOX4 im Modell der vorzeitigen, stressinduzierten Seneszenz, zeigte sich eine
Zunahme der Co-Lokalisation von NOX4 und dem mitochondrialen Marker TIM23 unter der
Behandlung mit H,0,. Es wurde ein Co-Immunostaining auf NOX4 (rot), TIM23 (griin) und Actin
(blau) durchgefiihrt. Die Negativkontrolle wurde nur mit Alexa 350-coupled phalloidin und einem
Sekundarantikérper gefarbt um die Intaktheit der Zellen zu zeigen. Die Belichtungszeit der
Fluoreszenzkanale ist bei jedem Bild identisch gewahlt worden. Endothelzellen, die mit H,0,
behandelt wurden, zeigen eine starkere NOX4-Immunfluoreszenzintensitdt und eine gesteigerte

Co-Lokalisation zu TIM23 verglichen mit unbehandelten Zellen (Abb. 7D).
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Abb.7: Regulation von NOX4 im Modell der stressinduzierten Seneszenz. Primédren humanen Endothelzellen wurden
wie unter 3.1.1. beschrieben behandelt. (A) zeigt die Bestimmung der NOX4 mRNA Level mit Hilfe von real time PCR
Untersuchungen im Verhéltnis zu RPL32 (Mittelwerte + SEM, n=4, *p<0,05, co auf 100% gesetzt). (B) zeigt NOX4
Immunoblots. Gezeigt ist ein reprasentatives Beispiel. Der Graph zeigt eine semiquantitative Analyse des NOX4 Levels
im Verhaltnis zu ERK 1/2 (Mittelwerte + SEM, n=6, *p<0,05, co auf 100% gesetzt). (C) zeigt die getrennte
Untersuchung der zytosolischen (cyt) und mitochondrialen (mito) Fraktion im Immunoblot hinsichtlich NOX4. TIM23
dient zur Reinheitskontrolle der mitochondiralen Fraktion und Trx-1 zur Reinheitskontrolle der zytosolischen
Fraktion. Gezeigt sind reprdsentative Beispiele der Immunoblots. (D) zeigt ein Co-Immunostaining fir NOX4 (rot),
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TIM23 (griin) und Actin (blau). Die Negativkontrolle ist ausschlielich mit Alexa 350-gekoppeltem Phalloidin und den
Sekundarantikdrpern zur Darstellung der Zellintaktheit gefarbt. Die Belichtungszeit in allen Fluoreszenzkanalen war
fiir jedes aufgenommene Bild identisch. Rechts aufRen sind VergrofRerungen der Gberlagerten Bilder gezeigt.

3.4 Regulation von Trx-1 im Modell der vorzeitigen, stressinduzierten
Seneszenz

Bisher konnte im nicht-physiologischen Modell der replikativen Seneszenz von Endothelzellen
gezeigt werden, dass es zu einer Vermehrung der ROS-Entstehung und zu einer Abnahme des
anti-oxidativen Proteins Trx-1 kommt (Altschmied & Haendeler, 2009; Haendeler et al., 2004a).
Weiterhin stellte sich dar, dass eine Kurzzeit-Behandlung von primaren, humanen Endothelzellen
mit 200uM H,0, zu einer Verminderung der Trx-1-Proteinmenge ohne Veranderung des mRNA-
Levels fihrt (Haendeler et al., 2004b). Die daraus entwickelte Hypothese ist, dass Trx-1 auch im

Modell der vorzeitigen, stressinduzierten Seneszenz reguliert wird.

3.4.1 Abnahme der Trx-1 Proteinmenge im Immunoblot

Im Modell der vorzeitigen, stressinduzierten Seneszenz wurden Immunoblots zur
Semiquantifizierung von Trx-1 durchgefiihrt. Es erfolgte eine Auswertung in Relation zum
Proteinlevel von ERK1/2. Dieser Versuch wurde achtmal durchgefiihrt (n = 8). Es zeigte sich eine
signifikante Abnahme (*p<0,05) der Trx-1-Proteinmenge im Vergleich zur Kontrollgruppe (Abb. 8
A).

3.4.2 Konstitutive Expression von Trx-1 verhindert stressinduzierte Seneszenz in
Endothelzellen

Die Reduktion der Trx-1-Proteinmenge in seneszenten Endothelzellen kénnte den Anstieg an
reaktiven Sauerstoffspezies (Abb. 6 A und B) erkldren. Zur Untersuchung einer ursachlichen Rolle
in der Entstehung von Seneszenz in Endothelzellen wurde ein Experiment zur Rettung von Trx-1
durchgefiihrt. Hierzu wurde ein lentiviraler Trx-1 Expressionsvektor geklont. Vor Beginn des
zweiwdchigen Behandlungsschemas mit 50uM H,0, wurden die Zellen mit diesem Vektor oder
dem Kontrollvirus transduziert. Nach Beendigung der zweiwochigen Behandlung wurden

Immunoblots fir p21 durchgefiihrt und auf ERK1/2 bezogen. Dieser Versuch wurde dreimalig
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durchgefiihrt (n = 3). Es zeigte sich, dass eine konstitutive Expression von Trx-1 nicht zu einem

signifikanten Anstieg (*p<0,05) des Seneszenzmarkers p21 fiihrt (Abb. 8 B).
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Abb.8: Die Rolle von Trx-1 im Modell der stressinduzierten Seneszenz. Primaren humanen Endothelzellen wurden
wie unter 3.1.1. beschrieben behandelt. (A) zeigt Trx-1 Immunoblots. Gezeigt sind reprdsentative Beispiele. Der
Graph zeigt eine semiquantitative Analyse des Trx-1 Levels im Verhéltnis zu ERK 1/2 (Mittelwerte + SEM, n=8,
*p<0,05, co auf 100% gesetzt). (B) Primaren humanen Endothelzellen wurden mit einem Kontrollvirus oder einem
Trx-1 Expressionsvirus transduziert und anschliefend wie unter 3.1.1. beschrieben behandelt. Gezeigt sind die
Untersuchungen der p21 Level im Verhaltnis zu ERK1/2 (Mittelwerte + SEM, n=3, *p<0,05 vs Kontrollvirus
tranduzierten Zellen und unbehandelten Zellen (co), co auf 100% gesetzt).

3.5 Rolle von Cathepsin D im Modell der vorzeitigen, stressinduzierten

Seneszenz

Ein Kennzeichen des Alterns ist eine Regulationsstorung des Protein-Degradationssystems (Lopez-
Otin, Blasco, Partridge, Serrano, & Kroemer, 2013). Es ist bereits bekannt dass eine
Kurzzeitinkubation (18 Stunden) mit hohen Konzentrationen H,0,, welches Apoptose in
Endothelzellen induziert, den Abbau von Trx-1 durch aktiviertes lysosomales Cathepsin D
induziert (Haendeler et al., 2005). Um zu untersuchen ob eine erhdohte Cathepsin D-Aktivitat
ursachlich in die Seneszenzentwicklung und eine Trx-1 Degradation involviert ist, musste zundchst
eine geeignete Konzentration des zellpermeablen Pepstatin A gefunden werden. Pepstatin A ist
ein spezifischer Inhibitor von Cathepsin D. Eine vollstandige Hemmung von Cathepsin D fihrt zum
Zelltod (Follo et al.,, 2011) und dysfunktionaler Autophagie (Barnett & Brewer, 2011). Die

verwendete Pepstatin A-Konzentration von 50 ng/ml reduziert jedoch nicht die Lebensfahigkeit
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der Endothelzellen (99 + 2% der Kontrollzellen) und unterdriickt nicht die basale Cathepsin D

Aktivitat (105 + 4% der Kontrollzellen).

3.5.1 Messung der Cathepsin D-Aktivitdt unter H,O, und H,O,/PepA im ELISA

Es wurde die Aktivitdt von Cathepsin D im Modell der vorzeitigen, stressinduzierten Seneszenz
untersucht. Neben der vorbekannten Behandlung der Endothelzellen mit 50uM H,0, an jedem
zweiten Tag fir zwei Wochen, wurden die Zellen in einer weiteren Behandlungsgruppe zusatzlich
auch mit dem spezifischen Cathepsin D-Inhibitor Pepstatin A (50ng/ml) inkubiert. Die
Kontrollgruppe wurde unbehandelt belassen. Der Versuch wurde viermalig durchgefiihrt (n = 4).
Die Aktivitat von Cathepsin D wurde im ELISA gemessen und driickt sich als OD4gp pro pug Protein
aus. Es zeigte sich ein signifikanter Anstieg (*p<0,05) der Cathepsin D-Aktivitat unter der
Behandlung mit H,0,. Dies wird als Uberaktivitit des Cathepsin D angesehen. Eine zusitzliche
Inkubation mit Pepstatin A reduzierte signifikant den Aktivitdtsanstieg von Cathepsin D durch

H,0, (*p<0,05 VS HzOz) (Abb 9A)

3.5.2 Aufhebung der Zunahme von p21 positiven Zellen unter Inkubation mit

H,0,/PepA im Immunostaining

Primdre humane Endothelzellen wurden fiir zwei Wochen jeden zweiten Tag mit 50uM H,0,
(H20,) oder 50 ng/ml Pepstatin A (PepA) bzw. beiden Substanzen behandelt. Die Kontrollgruppe
(co) verblieb unbehandelt. Es erfolgte ein Immunostaining auf p21-positive Zellen. Der Versuch
wurde viermal durchgefiihrt (n = 4). Es zeigte sich ein signifikanter Anstieg (*p<0,05 vs co) der
p21-positiven Zellen im Vergleich zur Kontrollgruppe. Weiterhin zeigte sich eine Aufhebung des
Anstiegs p21-positiver Zellen unter gleichzeitiger Inkubation mit H,0, und Pepstatin A. Hierbei
zeigte die Behandlungsgruppe H,O,/PepA einen signifikanten Ruckgang (*p<0,05 vs H,0,)
gegeniber der Behandlung mit H,0,. Die Menge der p21 positiven Zellen zeigte sich vergleichbar
mit der in der Kontrollgruppe. Eine alleinige Behandlung mit Pepstatin A zeigte hingegen keinen

Unterschied zur unbehandelten Kontrollgruppe (Abb.9 B).
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Abb.9: Die Rolle von Cathepsin D im Modell der stressinduzierten Seneszenz. Primdren humanen Endothelzellen
wurden wie unter 3.5.2. beschrieben behandelt. (A) zeigt die die im ELISA gemessene Cathepsin D Aktivitat, der Wert
ist als ODg4g0/lg Protein angegeben (Mittelwerte + SEM, n=4, *p<0,05 vs co, #p<0,05 vs H,0,) (B) Immunostaining auf
p21. Gezeigt sind repradsentative Beispielbilder. Der Graph zeigt den prozentualen Anteil der p21 positiven Zellkerne
(Mittelwerte + SEM, n=4, *p<0,05 vs co, #p<0,05 vs H,0,, co auf 100% gesetzt)
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3.5.3 Nachweis der Reduktion reaktiver Sauerstoffspezies unter Inkubation mit

H,0,/PepA mittels Durchflusszytometrie (FACS-Analyse)

Primdre humane Endothelzellen wurden wie zuvor beschrieben behandelt. Es wurde untersucht
ob die Behandlung der Zellen mit H,0, und Pepstatin A zu einer Veranderung der totalen und der
mitochondrialen ROS-Entwicklung fihrt. Reaktive Sauerstoffspezies wurden mittels
Durchflusszytometrie durch die Fluoreszenzfarbung mit Ethidium (n = 4) und DCF (n = 6)
nachgewiesen. Es zeigte sich ein signifikanter Anstieg (*p<0,05 vs co) der Fluoreszenz von
Ethidium und DCF unter der Behandlung mit H,0,. Unter Koinkubation mit H,0, und Pepstatin A
zeigte sich eine Aufhebung dieses Anstiegs bzw. eine signifikante Reduktion der Fluoreszenz von

Ethidium und DCF gegeniiber der Behandlung mit H,0, (*p<0,05 vs H,0,).

Zusatzlich wurden die Zellen mithilfe von MitoSox-Inkubation auf mitochondriale ROS Produktion
untersucht. Dieser Versuch wurde viermal wiederholt (n = 4) und zeigt einen signifikanten Anstieg
(*p<0,05) der durchschnittlichen Fluoreszenz von MitoSox unter Behandlung mit H,0,. Unter
Koinkubation mit H,0, und Pepstatin A zeigte sich eine Aufhebung dieses Anstiegs bzw. eine
signifikante Reduktion der Fluoreszenz von MitoSox gegeniiber der Behandlung mit H,0, (*p<0,05

VS HzOz).

Es zeigt sich, dass die Behandlung mit H,0,/PepA zu einer Reduktion der totalen ROS-Entwicklung
und der mitochondrialen ROS-Produktion fuhrt (Abb. 9 C-E).
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Abb.9: Die Rolle von Cathepsin D im Modell der stressinduzierten Seneszenz. Primdren humanen Endothelzellen
wurden wie unter 3.5.2. beschrieben behandelt. (C und D) Die Zellen wurden mittels Ethidium (C) und DCF (D) auf
die Entstehung reaktiver Sauerstoffspezies untersucht. (Mittelwerte + SEM, n=4 Ethidium, n=6 DCF, *p<0,05 vs co,
#p<0,05 vs H,0,, co auf 100% gesetzt) (E) Zusatzlich wurden die Zellen mit Hilfe von MitoSox hinsichtlich der
mitochondrialen ROS Produktion untersucht. (Mittelwerte + SEM, n=4, *p<0,05 vs co, #p<0,05 vs H,0,, co auf 100%
gesetzt).

3.5.4 Aufhebung der Reduktion der Trx-1 Proteinmenge unter Koinkubation mit
H,0,/PepA im Immunoblot

Als Nachstes wurde untersucht ob die Inhibition von , Gberaktivem®” Cathepsin D durch Pepstatin
A und die Reduktion der Entstehung von reaktiven Sauerstoffspezies auch die Trx-1 Proteinmenge
beeinflusst. Im Modell der vorzeitigen, stressinduzierten Seneszenz wurden primadre humane
Endothelzellen fur zwei Wochen jeden zweiten Tag mit 50 uM H,0, (H,0;) oder 50 ng/ml
Pepstatin A (PepA) oder koinkubiert mit H,0, und Pepstatin A (H,0,/PepA) behandelt. Die
Kontrollgruppe (co) verblieb unbehandelt. Es wurden Immunoblots auf Trx-1 durchgefihrt. Es
erfolgte eine semiquantitative Auswertung mit einer Normalisierung auf ERK1/2. Dieser Versuch
wurde viermal durchgefiihrt (n = 4). Es zeigte sich eine signifikante Abnahme (*p<0,05 vs co) der
Trx-1 Proteinmenge unter Behandlung mit H,0, im Vergleich zur Kontrollgruppe. Weiterhin zeigte
sich, dass die Reduktion der Trx-1 Proteinmenge unter Koinkubation mit H,0,/PepA aufgehoben

ist (*p<0,05 vs H,0,) (Abb. 9F).

3.5.5 Aufthebung der Zunahme der NOX4 Proteinmenge unter Koinkubation mit
H,0,/PepA im Immunoblot

Weiterhin wurde der Einfluss der Inhibition von ,Giberaktivem® Cathepsin D durch Pepstatin A auf
die NOX4 Proteinmenge untersucht. Die Endothelzellen wurden wie zuvor beschrieben
behandelt. Es wurden Immunoblots auf NOX4 durchgefiihrt. Es erfolgte eine semiquantitative

Auswertung mit einer Normalisierung auf ERK1/2. Dieser Versuch wurde funfmal durchgefihrt (n
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= 5). Es zeigte sich ein signifikanter Anstieg (*p<0,05 vs co) der NOX4 Proteinmenge unter
Behandlung mit H,0, im Vergleich zur Kontrollgruppe. Weiterhin zeigte sich ein Ausbleiben dieses
Anstieges unter Koinkubation mit H,0,/PepA (p<0,05 vs H,0,) (Abb. 9 G). Dies zeigt sich in

Ubereinstimmung mit einem reduzierten totalen ROS Level (Abb. 9 C-E).
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Abb.9: Die Rolle von Cathepsin D im Modell der stressinduzierten Seneszenz. Primdaren humanen Endothelzellen
wurden wie unter 3.5.2. beschrieben behandelt. (F) Trx-1 Immunoblots. Gezeigt sind reprasentative Beispiele. Der
Graph zeigt eine semiquantitative Analyse des Trx-1 Levels im Verhéltnis zu ERK 1/2 (Mittelwerte + SEM, n=4, *p<0,05
VS co, #p<0,05 vs H,0,, co auf 100% gesetzt). (G) NOX4 Immunoblots. Gezeigt sind reprdsentative Beispiele. Der Graph
zeigt eine semiquantitative Analyse des NOX4 Levels im Verhéltnis zu ERK 1/2 (Mittelwerte + SEM, n=5, *p<0,05 vs
co, #p<0,05 vs H,0,, co auf 100% gesetzt).

3.6 Regulation von Trx-1 und Cathepsin D in Tie2-NOX4 transgenen Mausen

Nachdem in Endothelzellen gezeigt werden konnte, dass ein Anstieg an NOX4 und der Entstehung
reaktiver Sauerstoffspezies begleitet ist von einer Abnahme an Trx-1wurde nun untersucht ob die
Trx-1 Proteinmenge in Tie2-NOX4 transgenen Mausen beeinflusst ist. Diese Mause
Uberexprimieren ausschlielich in Endothelzellen humanes NOX4. Es wurde bereits
veroffentlicht, dass die ROS Entwicklung im Endothel dieser Mause gesteigert ist (Ray et al., 2011).
Es wurden die thorakalen Aorten von NOX4 transgenen Mausen (tg) und ihrer Wildtyp-
Geschwister (wt) im Alter von 4-7 Monaten préapariert, in flissigem Stickstoff gefroren und zu

Pulver zerkleinert. Hieraus erfolgte die RNA- und Proteinisolation.

3.6.1 Reduktion der Trx-1 Proteinmenge in Tie2-NOX4 transgenen Méusen
Es wurden Immunoblots auf Trx-1 durchgefiihrt. Es erfolgte eine semiquantitative Auswertung
mit einer Normalisierung der Proteinlevel auf ERK1/2. Dieser Versuch wurde siebenmal pro

Gruppe durchgefiihrt (n = 7). Es zeigte sich eine signifikante Abnahme (*p<0,05 vs wt) der Trx-1
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Proteinmenge in den transgenen Mausen im Vergleich zu ihren Wildtyp-Geschwistern (Abb. 10

A).

3.6.2 Korrelation des NOX4 mRNA und Trx-1 Protein Levels in Tie2-NOX4

transgenen Mdausen

Weiterhin wurde das kombinierte NOX4 Level in den Aorten der Tiere gemessen, endogenes
Mausgen und humanes Transgen, dieses wurde mit der Trx-1 Proteinmenge korreliert. Alle 14
Tiere wildtyp und transgen wurden in die Analyse eingeschlossen. Es zeigte sich, dass die relative
NOX4 Expression negativ mit der Trx-1 Proteinmenge korreliert (Pearson Korrelationskoeffizient:

-0,68) (Abb. 5B).

3.6.3 Cathepsin D Aktivitit in Tie2-NOX4 transgenen Mausen

Um eine mogliche Verbindung zu einem Anstieg der Cathepsin D Aktivitdt zu finden, wurde die
Aktivitat von Cathepsin D in der Leber, einem stark vaskularisierten Organ, der Tiere gemessen.
Die Leberprobengewinnung erfolgte analog zu den zuvor beschriebenen Aortenproben. Die
Aktivitat von Cathepsin D wurde im ELISA gemessen und driickt sich als ODggo pro pg Protein aus.
Dieser Versuch wurde siebenmal pro Gruppe durchgefiihrt (n = 7). Es zeigte sich, dass die
Cathepsin D Aktivitat in NOX4 transgenen Mausen signifikant gesteigert ist (*p<0,05 vs wt) (Abb.
10 C).

Zusammengenommen zeigen die Daten, dass eine gestorte Redox-Homdostase von einer

,Uberaktivitat” von Cathepsin D begleitet ist, dies zeigt sich auch in vivo.
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Abb.10: Regulation von Trx-1 und Cathepsin D in Tie-2-NOX4 transgenen Mausen. Es wurden die thorakalen Aorten
von Tie-2-NOX4 transgenen Mausen (tg) und ihren wildtyp Geschwistern (wt) auf Trx-1 Proteinlevel (Immunoblot)
und NOX4 RNA Level (real-time PCR) untersucht. (A) Gezeigt sind reprasentative Beispiele. Der Graph zeigt eine
semiquantitative Analyse des Trx-1 Levels im Verhéltnis zu ERK 1/2 (Mittelwerte £+ SEM, n=7 Mause pro Gruppe,
*p<0,05 vs wt, wt wurde auf 100% gesetzt). (B) Korrelation zwischen den NOX4 RNA Level und Trx-1 Proteinlevel aus
den thorakalen Aorten der Maduse. Alle 14 Tiere wurden in die Analyse eingeschlossen (Pearson’s
Korrelationskoeffizient: -0,68). (C) Gemessen wurde die Cathepsin D Aktivitdt mit Hilfe von ELISA, der Wert ist als
ODgs0/ug Protein angegeben (wt: wildtyp; tg: Tie-2-NOX4 transgene Maduse; Mittelwerte + SEM, n=7 pro
Mausegruppe, *p<0,05 vs wt).
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4 Diskussion

4.1 Die Regulation von NOX4 und Trx-1 im Modell der vorzeitigen,
stressinduzierten Seneszenz in priméiren, humanen Endothelzellen

Zur Untersuchung des oxidativen Proteins NOX4, dem am haufigsten vorkommende NADPH-
Oxidase-Subtyp in Endothelzellen, und Trx-1, einem der wichtigsten anti-oxidativen Proteine,
wurde das Modell der vorzeitigen, stressinduzierten Seneszenz gewahlt. Dieses Modell spiegelt
die physiologische in vivo-Situation des Endothels sehr viel deutlicher wider als das Modell der
replikativen Seneszenz.

Wie erwartet und bereits zuvor publiziert (Haendeler et al., 2004a) zeigte die Prifung des
Modells, dass unter der Behandlung mit H,0, Seneszenz induziert werden kann. Diese
Seneszenzentwicklung konnte durch zwei Immunfluoreszenzfarbungen mit Nachweis von
seneszenzassoziierter [-Galaktosidase und dem bekannten Seneszenzmarker p21 bestatigt
werden (Abb. 3 und 4). Weiterfihrend konnte auch ein erhdhtes Proteinlevel fiir p21
nachgewiesen werden (Abb. 5). Das nachgewiesenermallen erhohte Proteinlevel fiir p21
entspricht dem Anstieg der totalen Farbungsintensitat fiir p21 unter der Behandlung mit H,0,.
Nachfolgend galt es zu untersuchen ob die Behandlung der Endothelzellen mit H,0, zu einer
Steigerung der totalen bzw. mitochondrialen ROS-Entwicklung fihrt. In FACS-Analysen mit
Ethidium-, DCF- und MitoSox-Farbung konnte gezeigt werden, dass die Behandlung zu einer

solchen Steigerung der totalen und mitochondrialen ROS Entwicklung flihrt (Abb. 6).

Im Wissen, dass im Modell der stressinduzierten Seneszenz ein erhdhtes ROS-Level vorliegt,
wurde als nachstes die Regulation von NOX4, der haufigsten NADPH Oxidase in Endothelzellen,
untersucht. Es zeigte sich eine relativ erhohte NOX4-Expression (Abb. 7A) und -Proteinmenge
(Abb. 7B) unter der Behandlung mit H,0,. Die signifikante Hochregulation von NOX4 spiegelt
dabei den Anstieg der totalen ROS-Entstehung wider (Abb. 6 A-B). Dariiber hinaus wird ein
Vorkommen von NOX4 auch im Mitochondrium vermutet (Ago et al., 2010; Block et al., 2009;
Koziel et al., 2013). Es ist daher anzunehmen, dass der Anstieg des mitochondrialen ROS-Levels
im Modell der stress-induzierten Seneszenz (Abb. 6 C) im Zusammenhang mit einem erhdhten

Vorkommen von NOX4 im Mitochondrium steht. Bei Uberpriifung dieser Hypothese zeigen
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weitere Immunoblot-Untersuchungen von praparierten Mitochondrien aus H,0,-behandelten
Zellen im Vergleich zu den zugehorigen Kontrollgruppen, dass NOX4 im Mitochondrium
vorhanden ist und dass die Proteinmenge unter der Behandlung im Modell der vorzeitigen,
stressinduzierten Seneszenzentwicklung nicht nur im Zytosol sondern auch im Mitochondrium
steigt (Abb. 7C).

Weiterhin zeigte sich ein Anstieg der Kolokalisation des mitochondrialen Markers TIM23 mit

NOX4 unter der Behandlung mit H,0, (Abb. 7D).

Erganzend wurde Trx-1 im Modell der vorzeitigen, stressinduzierten Seneszenz untersucht. Im
Modell der replikativen Seneszenz von Endothelzellen konnte bereits ein Anstieg der ROS-Level
und eine Reduktion des anti-oxidativen Proteins Trx-1 gezeigt werden (Altschmied & Haendeler,
2009) (Haendeler et al., 2004a). Zudem zeigte eine Kurzzeitbehandlung von primaren humanen
Endothelzellen mit 200uM H,0, eine Degradation des Trx-1 Proteins ohne dass sich hierbei die
Menge der mRNA &dnderte (Haendeler et al., 2004b). Daher ist es naheliegend anzunehmen, dass
eine zweiwochige Behandlung mit H,0, sowohl in einem Anstieg der ROS-Entstehung als auch in
einer Abnahme der Menge von Trx-1 resultiert. Abb. 3a zeigt die Abnahme der Trx-1
Proteinmenge in humanen Endothelzellen im Modell der vorzeitigen, stressinduzierten
Seneszenz. Die Reduktion der Trx-1-Proteinmenge in seneszenten Endothelzellen kdnnte den
Anstieg in der totalen Menge ROS im Modell der vorzeitigen, stressinduzierten Seneszenz
erkldren (Abb. 6).

Um zu kldaren ob die Abnahme der Trx-1-Proteinmenge ursachlich mit der Entstehung von
Seneszenz in Endothelzellen verbunden ist wurde ein “Trx-1-Rettungsexperiment” gemacht.
Hierzu wurde ein lentiviraler Trx-1-Expressionsvektor geklont. Die Endothelzellen wurden
transduziert und nach einem Tag wurde mit dem Ublichen Behandlungsschema begonnen (50uM
H,0, jeden zweiten Tag fir zwei Wochen). Es zeigte sich, dass eine konstitutive Expression von
Trx-1 die Entstehung einer vorzeitigen, stressinduzierten Seneszenzentwicklung verhindert, was
sich durch die Aufhebung des Anstieges von p21 zeigt (Abb. 8B). Dieses Ergebnis stehen im
Einklang der in vivo-Erkenntnis, dass Mause und C. elegans welche Trx-1 liberexprimieren eine
verlangerte Lebensspanne im Vergleich zu ihren Wildtyp-Geschwistern haben (Fierro-Gonzalez et

al.,, 2011; Yoshida et al., 2005). Weiterhin reduziert eine Deletion von Trx-1 in C.elegans die
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Lebensspanne, kann aber durch eine Re-Expression von Trx-1 normalisiert werden (Fierro-

Gonzalez et al., 2011).

4.2 Die Rolle von Cathepsin D im Modell der vorzeitigen, stressinduzierten

Seneszenz

Eines der Kennzeichen des Alterns ist eine Regulationsstérung des Proteinabbausystems (Lopez-
Otin et al., 2013). Es finden sich Hinweise, dass Lysosomen im Zuge der Zellalterung einer
Dysregulation unterliegen. Terman et al. spricht von einer mitochondrialen-lysosomalen Achse
als eine Theorie des Alterns. Hierbei ist Altern und Seneszenz durch eine zunehmende Anhdufung
von makromolekuldaren Schdaden im Zusammenhang mit oxidativem Stress der Zellen
charakterisiert. Zellalterung wird hierbei durch eine langsame Insuffizienzentwicklung der
Lysosomen infolge einer ROS-induzierten Schadigung bedingt. Dies kann in einer lysosomalen
Ruptur und einer Freisetzung von lysosomalen Enzymen gipfeln (Terman, Gustafsson, & Brunk,
2006). Auch Repnik et. al vermutet im Zusammenhang mit Zellalterung und endogenen Faktoren
ein erhohtes ROS-Level, das zu einer Permeabilisierung der lysolomalen Membran fithren kann
(Repnik, Stoka, Turk, & Turk, 2012).

Wie zuvor beschrieben war durch Vorarbeiten der Arbeitsgruppe bekannt, dass eine
Kurzzeitinkubation (18 Stunden) mit hohen Konzentrationen H,0,, welche zu einer erh6hten
Apoptose in Endothelzellen fiihrt, die Degradation von Trx-1 durch aktiviertes lysosomales
Cathepsin D induziert (Haendeler et al., 2005). Daher wurde als nachstes die Aktivitat von
Cathepsin D im Modell der vorzeitigen, stressinduzierten Seneszenzentwicklung untersucht. Es
zeigte sich, dass die zweiwdéchige Behandlung mit H,0, eine “Uberaktivierung” von Cathepsin D
bewirkt (Abb. 4A). Dieses Ergebnis stimmt mit Erkenntnissen aus pyramidalen Neuronen von an
Morbus Alzheimer erkrankten Patienten Uberein, bei denen sich in mehr als 90% eine Anhaufung
von Cathepsin D zeigte (Cataldo et al., 1995).

Zur Klarung der Frage ob eine erhohte Cathepsin D-Aktivitdat ursachlich in die
Seneszenzentwicklung und eine Trx-1-Degradation involviert ist, musste zunachst eine geeignete
Konzentration von Pepstatin A gefunden werden. Pepstatin A ist ein spezifischer Inhibitor von
Cathepsin D, fir den die Zellmembran permeabel ist. Eine vollstdndige Hemmung oder ein

knockdown von Cathepsin D flihrt zum Zelltod (Follo et al., 2011) und dysfunktionaler Autophagie
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(Barnett & Brewer, 2011). Eine Pepstatin A-Konzentration von 50 ng/ml reduzierte nicht die
Lebensfahigkeit der Endothelzellen (99 + 2% der Kontrollzellen) und unterdriickte nicht die basale
Cathepsin D Aktivitat (105 + 4% der Kontrollzellen).

Im Modell der vorzeitigen, stressinduzierten Seneszenzentwicklung wurden die Endothelzellen
flr zwei Wochen jeden zweiten Tag mit H,0, in der zusatzlichen An- oder Abwesenheit von
Pepstatin A behandelt. Es zeigte sich, dass eine Koinkubation mit Pepstatin A den Aktivitatsanstieg
von Cathepsin D durch H,0; reduziert (Abb. 4A). Weiterhin zeigte sich, dass der Anstieg von p21
durch H,0; durch die Koinkubation mit Pepstatin A aufgehoben wird (Abb. 9B). Eine alleinige
Behandlung mit Pepstatin A zeigte hingegen keinen Unterschied zu unbehandelten Zellen.
Erganzende Untersuchungen zeigten, dass die totale und die mitochondriale ROS-Entstehung
ebenfalls durch die Koinkubation von Pepstatin A reduziert wird (Abb. 9 C-E).

Als Nachstes wurde untersucht ob die Inhibition von ,Giberaktivem®” Cathepsin D durch Pepstatin
A und die Reduktion der ROS-Menge auch die Menge an Trx-1-Protein beeinflusst. Es zeigte sich,
dass die Reduktion der Trx-1-Proteinmenge unter H,0, bei Koinkubation mit Pepstatin A
aufgehoben ist (Abb. 9F). Weiterhin zeigte sich, dass eine Koinkubation mit Pepstatin A und H,0,
die H,0,-induzierte Hochregulation von NOX4 rickgangig macht (Abb. 9G). Dies geht
entsprechend mit einem reduzierten totalen ROS-Level einher (Abb. 9 C-E).

Es zeigte sich somit, dass im Modell der vorzeitigen, stressinduzierten Seneszenzentwicklung in
Endothelzellen eine Dysbalance der Redox-Homoostase besteht. Diese wird von einer
,Uberaktivierung” von Cathepsin D begleitet, welche zu einer Degradation von Trx-1 fiihrt. Eine
Inhibition der Cathepsin D-Aktivitat in der Kontrollgruppe hebt die Zeichen der vorzeitigen,
stressinduzierten Seneszenzentwicklung und die Dysbalance der Redox-Homdostase vollstandig

auf.

4.3 Die Rolle der NOX4-Uberexpression fiir das Trx-1-Proteinlevel und der
Cathepsin D-Aktivitit in vivo

Nachdem in Endothelzellen gezeigt werden konnte, dass ein Anstieg von NOX4 und ROS mit einer
Abnahme von Trx-1 einhergeht, wurde nun untersucht ob sich die Trx-1-Proteinmenge in Tie2-
NOX4 transgenen Mausen ebenfalls verdandert. Diese Mause Uberexprimieren ausschlieRlich in

Endothelzellen humanes NOX4. Bereits bekannt ist, dass die ROS-Menge im Endothel dieser
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Mause gesteigert ist (Ray et al., 2011). Es wurden die thorakalen Aorten der NOX4 transgenen
Mause und ihrer Wildtyp-Geschwister im Alter von 4-7 Monaten prapariert. Es zeigte sich, dass
die Trx-1-Proteinmenge in transgenen NOX4-Mausen reduziert ist (Abb. 10A).

Weiterhin wurde die kombinierte NOX4-Menge aus endogenem Mausgen und humanem
Transgen in den Aorten gemessen und diese mit der Trx-1-Proteinmenge korreliert. Es zeigte sich,
dass die relative NOX4-Expression negativ mit der Trx-1-Proteinmenge korreliert (Pearson
Korrelationskoeffizient: -0,68) (Abb. 10B).

Um eine mogliche Verbindung zu einem Anstieg der Cathepsin D-Aktivitdt nachzuweisen, wurde
die Aktivitat von Cathepsin D in der Leber, als einem stark vaskularisierten Organ der Tiere,
gemessen. Es zeigte sich, dass die Cathepsin D-Aktivitat in NOX4 transgenen Mausen gesteigert
ist (Abb. 10C).

In der Zusammenschau der Ergebnisse zeigt sich, dass eine gestdrte Redox-Homdostase von einer
,Uberaktivitat” von CathepsinD begleitet ist. Dies zeigt sich sowohl in vitro als auch in vivo. Ob
diese gestorte Redox-Homdostase auch die Lebenspanne der transgenen NOX4-Mause verkdiirzt

werden weitere Untersuchungen zeigen.

oxidative oxidative PepA
stress stress |

ARV
% CatD

senescence

Abb. 11: Zeigt den Modellvorschlag einer unausgeglichenen Redoxhomdoostase in seneszenten Endothelzellen. Die
linke Seite zeigt die Zunahme von NOX4 unter standigem exogenen oxidativem Stress und fiihrt zu einer weiteren
Produktion von ROS. Zusatzlich ist Cathepsin D "liber-aktiv" und reduziert die Menge an Thioredoxin 1 (Trx-1). Der
Verlust des anti-oxidativen Enzyms zusammen mit erhdhten ROS Leveln flihrt zur Seneszenz der Zelle. Der Einfluss
von Pepstatin A auf diesen Ablauf zeigt die rechte Seite.
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Die erhobenen Daten weisen deutlich daraufhin, dass vorzeitige, stressinduzierte
Seneszenzentwicklung in primaren, humanen Endothelzellen NOX4 aktiviert, einen totale und
mitochondriale ROS-Anstieg induziert und zu einer ,Uberaktivierung” von lysosomalem
Cathepsin D fuhrt. Dies fuhrt zusammen mit einer begleitenden Downregulation der Trx-1-
Proteinmenge zu einer dysregulierten Redox-Homoostase. Der Verlust an Trx-1, einem anti-
oxidativem Enzym, und das gleichzeitig erhohte ROS-Level induzieren vorzeitige, stressinduzierte
Seneszenz. Eine vorzeitige, stressinduzierte Seneszenzentwicklung kann vollstdandig durch eine
Hemmung der ,Uberaktivitit” von Cathepsin D verhindert werden. Die Anwesenheit von
Pepstatin A, einem spezifischen Inhibitor von Cathepsin D, verhindert eine Degradation von Trx-
1, wodurch die Trx-1-Proteinmenge wiederhergestellt wird. Begleitend wird die Hochregulation
von NOX4 verhindert. Trx-1 regeneriert ROS-Verwertungssysteme, senkt hierdurch die ROS-Level
und verhindert somit eine Seneszenzinduktion.

Auch in transgenen NOX4-Mausen zeigt sich eine reduzierte Trx-1-Proteinmenge und eine
gesteigerte Cathepsin D-Aktivitat. Dies legt nahe, dass dieselben Prozesse auch in vivo stattfinden.
Abb. 6 zeigt ein Modell der dysbalacierten Redox-Homoostase in humanen Endothelzellen im
Uberblick.

Ein wichtiges Ziel moglicher Behandlungen, die auf eine gesunde Alterung zielen, wird es sein
einen Anstieg der NOX4-Expression und einen Riickgang der Trx-1-Proteinmenge im GefaRsystem

zu verhindern um somit ein funktionstiichtiges Endothel zu bewahren.
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