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Kardiovaskuldre Erkrankungen sind die hdufigste Todesursache weltweit. Bei deren
Entstehung spielt endotheliale Dysfunktion, die durch eine verminderte NO-Produktion und
Migrationsfahigkeit von Endothelzellen (EZ) gekennzeichnet ist, eine wichtige Rolle. Bei
der endothelialen Dysfunktion, die mit einer chronischen Entziindung einhergeht, kommt es
auch zum Auftreten von Stress-induzierter Seneszenz der EZ. Seneszente Zellen haben einen
verdnderten Metabolismus und sind in ihrer urspriinglichen Funktion eingeschrinkt. Der
Pflanzeninhaltsstoff Curcumin wird seit Jahrtausenden in der traditionellen asiatischen
Medizin eingesetzt. Zahlreiche Studien zeigen, dass Curcumin die Endothelfunktion
verbessert. Kaffeekonsum ist in groBen epidemiologischen Studien mit einer reduzierten
kardiovaskuldren Mortalitit assoziiert. Koffein, der Hauptwirkstoff von Kaffee, erhohte in
Studien die NO-Produktion von EZ. Der Transkriptionsfaktor Grainyhead-like 3 (GRHL3)
ist essenziell fiir die Funktion der EZ, indem er die endotheliale NO-Synthase (eNOS)
aktiviert und so die NO-Produktion und Migration verstirkt. In dieser Arbeit wurde
untersucht, ob Curcumin und/oder Koffein den Transkriptionsfaktor GRHL3 in EZ
regulieren. Zudem sollte untersucht werden, ob GRHL3 in Stress-induzierter Seneszenz in
EZ reguliert ist und ob Koffein einen Einfluss auf Stress-induzierte Seneszenz in EZ hat.
Hierfiir wurden humane EZ mit Curcumin oder Koffein fiir 24 h inkubiert. Sowohl die
Behandlung mit Curcumin als auch mit Koffein fiihrte zu einer Zunahme der GRHL3-Menge
im Immunoblot verglichen mit den Kontrollen. Die Koffein-Behandlung fiihrte auch zu einer
Zunahme der grh/3 Expression in der semiquantitativen real-time PCR. Um Stress-
induzierte Seneszenz zu erzeugen, wurden EZ zwei Wochen lang mit H>O; behandelt. Der
Nachweis der Seneszenz-Induktion durch H>O» wurde durch die Hochregulation von
nukledrem p21 und die Herunterregulation von eNOS nachgewiesen. Gleichzeitig zeigte sich
ein Verlust der GRHL3-Proteinmenge im Immunoblot. Bei gleichzeitiger Behandlung mit
Koffein wurde weder die p21 Proteinmengen hochreguliert, noch kam es zu einer
Verdnderung von GRHL3 und eNOS im Vergleich zur Kontrolle. Aus den Ergebnissen ldsst
sich folgern: Erstens regulieren Curcumin und Koffein den vasoprotektiven
Transkriptionsfaktor GRHL3 in EZ hoch. Zweitens ist GRHL3 in Stress-induzierter
Seneszenz herunterreguliert. Drittens verhindert Koffein Stress-induzierte Seneszenz in EZ
durch Erhaltung der Proteinmengen von GRHL3 und eNOS. Die Pflanzeninhaltsstoffe
Curcumin und Koffein konnten langfristig neue Optionen in der Priavention und Therapie

von kardiovaskuldren Erkrankungen darstellen.



Cardiovascular diseases (CVDs) are the leading cause of death across the globe. Endothelial
dysfunction, which is characterized by reduced NO production and migratory capacity of
endothelial cells (EC), plays an important role in their development. Endothelial
dysfunction, that goes along with chronic inflammation, also encompasses the occurrence of
stress-induced senescence of EC. Senescent cells have an altered metabolism and are
impaired in their original functions. The plant compound curcumin has been used in
traditional Asian medicine for thousands of years. In many studies curcumin has been shown
to improve endothelial function. Coffee consumption has been associated with reduced
cardiovascular mortality in large epidemiological studies. Studies have shown that caffeine,
the main active ingredient in coffee, increases NO production of EC. The transcription factor
Grainyhead-like 3 (GRHL3) is essential for EC function as it activates endothelial NO
synthase (eNOS), thereby enhancing NO production and migration. In this study it was
investigated whether curcumin and/or caffeine regulate the transcription factor GRHL3 in
EC. In addition, it was investigated if GRHL3 is regulated in stress-induced senescence in
EC and if caffeine has an influence on stress-induced endothelial cell senescence. Therefore,
human EC were incubated for 24 h with curcumin or caffeine, respectively. Curcumin and
caffeine treatment both lead to an increase of GRHL3 protein level compared to controls in
immunoblot analysis. Caffeine treatment also led to an increase of grhl3 expression in
semiquantitative real-time PCR. To induce stress-induced senescence, EC were treated with
H>O: for two weeks. Senescence induction by H.O, was proven by upregulation of nuclear
p21 and downregulation of eNOS. Concomitantly, GRHL3 protein levels were reduced as
shown by immunoblot. Simultaneous treatment with caffeine did not lead to upregulation of
p21 protein levels compared to controls, and, moreover, GRHL3 and eNOS protein levels
were unaltered. From these results the following conclusions can be drawn: Firstly, curcumin
and caffeine both upregulate the vasoprotective transcription factor GRHL3 in EC.
Secondly, GRHL3 is downregulated in stress-induced EC senescence. Thirdly, caffeine
prevents stress-induced senescence in EC by sustaining GRHL3 and eNOS protein levels.
In the long run, the plant compounds curcumin and caffeine could therefore offer new

options in the prevention and therapy of CVDs.
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1. Einleitung

1.1 Die Bedeutung kardiovaskularer Erkrankungen

Kardiovaskuldre Erkrankungen sind die haufigste Todesursache weltweit und gehen mit
einer grofen soziodkonomischen Belastung einher. Im Jahr 2019 starben laut World Health
Organisation (WHO) beinahe 18 Millionen Menschen an kardiovaskuldren Erkrankungen,
entsprechend 32 % der weltweiten Todesfdlle [1]. Mehr als drei Viertel der Todestfille
aufgrund kardiovaskuldrer Erkrankungen finden in Lindern mit niedrigem oder mittlerem
Einkommen statt [1]. In einigen Lindern mit hohem Einkommen geht durch bessere
medizinische Versorgung die Mortalitdt kardiovaskuldrer Erkrankungen zuriick, jedoch

nimmt dadurch die Anzahl erkrankter Personen zu [2].

Die hohe Krankheitslast in der Bevolkerung fiihrt zu einer grof3en 6konomischen Belastung:
Laut den European Cardiovascular Disease Statistics von 2017 [3] kosten kardiovaskulére
Erkrankungen die EU schétzungsweise 210 Milliarden Euro pro Jahr, wovon 53 % auf
direkte Gesundheitskosten, 26 % auf Produktivitdtsausfille und 21 % auf informelle Pflege

entfallen.

Durch den demographischen Wandel wird sich die durch kardiovaskuldre Erkrankungen
verursachte soziodkonomische Belastung noch verstirken. Laut Statistischem Bundesamt
[4] wird der Anteil der Personen ab 67 Jahre in Deutschland zwischen 2020 und 2035
voraussichtlich um 22 % von 16 Millionen auf 20 Millionen zunehmen. Da hohes Alter der
Hauptrisikofaktor fiir die Entstehung kardiovaskuldrer Erkrankungen ist [5], wird die
Priavalenz kardiovaskuldrer Erkrankungen in den nichsten Jahren mit der alternden
Bevolkerung ansteigen. Daher ist die groBflichige Prévention kardiovaskulérer

Erkrankungen von entscheidender Bedeutung.

Neben dem Alter sind weitere, beeinflussbare Risikofaktoren fiir die Entstehung
kardiovaskuldrer Erkrankungen bekannt: Erhéhter Blutdruck, hohes low density lipoprotein-
(LDL)-Cholesterin, Ubergewicht und Diabetes mellitus, aber auch Verhaltensweisen wie
Rauchen, physische Inaktivitit, ungesunde Erndhrung und Alkoholkonsum tragen

nachweislich zur Entstehung kardiovaskuldrer Erkrankungen bei [2].

Die Atherosklerose ist sehr hdufig fiir das Auftreten kardiovaskuldrer Erkrankungen
verantwortlich. Hierbei werden die Wénde arterieller Blutgefdf3e fibrotisch umgebaut, was

zu einem verminderten Blutfluss bis hin zu einem akuten Verschluss des Gefidlles mit
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darauffolgender Ischdmie des Versorgungsgebiets fiihren kann. Bei der Entstehung
atherosklerotischer Plaques ist eine Lipideinlagerung in die GefaBwand mit darauffolgender
Entziindungsreaktion von groBer Bedeutung [6], aber auch eine endotheliale Dysfunktion
spielt eine wichtige Rolle [7]. Der Plaque wird fibrotisch umgebaut und kann das
Gefdllumen einengen. Reifit ein atherosklerotischer Plaque auf, thrombosiert das

Gefafllumen und es kommt zu einem akuten kardiovaskuldren Ereignis [6].

Zu den kardiovaskuldren Erkrankungen zéhlen laut WHO [1] koronare Herzkrankheit
(KHK), zerebrovaskuldre Erkrankung, periphere arterielle Verschlusskrankheit (pAVK),
rheumatische Herzerkrankungen, kongenitale Herzfehler und tiefe Venenthrombosen. Die
drei erstgenannten Erkrankungen beruhen u.a. auf dem atherosklerotischen Umbau von
Arterien. Dies kann je nach Lokalisation zu verschiedenen Manifestationen fiihren: Die
KHK kann zu einem Myokardinfarkt und zur ischdmischen Kardiomyopathie mit
konsekutiver Herzinsuffizienz fiihren, die zerebrovaskuldre FErkrankung zu einem

Schlaganfall und die pAVK zu einer Ischdmie der Extremitéten [6].

Die derzeitige Behandlung kardiovaskuldrer Erkrankungen konzentriert sich, neben der
Revaskularisierung im Falle eines akuten kardiovaskuldren Ereignisses, hauptsdchlich auf
die primédre und sekundidre Pravention dieser Ereignisse. Etablierte Medikamente sind
hierbei Statine zur Senkung des LDL-Cholesterins, Acetylsalicylsdure (ASS) zur
Thrombozytenaggregationshemmung und Blutdrucksenker [8]. Des Weiteren empfiehlt die
American Heart Association eine ausgewogene Erndhrung zur Verbesserung der

kardiovaskuldren Gesundheit [9].

1.2 Endothelzellfunktionen und die endotheliale NO-
Synthase

Endothelzellen (EZ) bilden die innerste Schicht von Blutgefa3en. GefaBwénde sind aus drei
Schichten aufgebaut: AuBlen befindet sich die aus Bindegewebe bestehende Adventitia.
Darunter liegt die Media, die aus glatten Muskelzellen besteht und den GefaBitonus durch
Kontraktion oder Entspannung reguliert. Ganz innen befindet sich die Intima, eine einzelne
Schicht aus EZ, die mit dem Blutstrom in Kontakt tritt und zahlreiche regulatorische

Funktionen erfiillt [10].

Fir die Regulation der Gefdl3funktionen ist ein Gleichgewicht verschiedener Faktoren

essenziell [10]. So regulieren EZ die Blutgerinnung [11] und die Immunantwort [12] durch

2



das fein abgestimmte Gleichgewicht prothrombotischer und antithrombotischer bzw.
proinflammatorischer und antiinflammatorischer Faktoren. Auch fiir die Aufrechterhaltung
eines Redox-Gleichgewichtes zwischen oxidativem Stress und antioxidativen Faktoren sind
EZ zustindig [13]. Des Weiteren regulieren EZ den Gefédl3tonus vor allem durch Freisetzung
von NO [10]. NO bewirkt liber die Aktivierung einer 16slichen Guanylatcyclase eine
Relaxation der glatten Muskelzellen der Media und somit eine Vasodilatation [14]. EZ
regulieren auBlerdem die eigene Migration, die fiir die Angiogenese und Reparatur von

BlutgefiaBen notwendig ist [10].

Zahlreiche Prozesse in Blutgefdlen werden durch NO reguliert [10]. So hat NO neben der
vasodilatatorischen Wirkung eine wichtige Rolle bei der Angiogenese, das heifit der
Migration von EZ [15]. Des Weiteren erhoht NO die Lebensfahigkeit von EZ, indem es das
Apoptose-Enzym Caspase-3 inhibiert [16]. Auch fiir die Inhibition der Blutgerinnung [17]
und der Inflammation [18] spielt NO eine wichtige Rolle.

In in vivo und klinischen Studien wird als Parameter fiir die EZ-Funktion hdufig die Fluss-
abhingige Vasodilatation (flow mediated dilation, FMD) herangezogen [19, 20]. Diese
beruht auf der NO-vermittelten Vasodilatation und spiegelt die NO-Produktion der EZ wider
[19]. In anderen Studien wird als Mal} fiir die EZ-Funktion die Acetylcholin-(ACh)-
induzierte Endothel-abhédngige Vasodilatation (endothelium dependent dilation, EDD)
gemessen, da nur intakte Endothelzellen auf ACh mit einer NO-vermittelten Vasodilatation

reagieren [21, 22].

Die endotheliale NO-Synthase (eNOS) ist die Hauptquelle fiir NO in EZ und daher
entscheidend fiir die GefaBBfunktion [10]. Im funktionalen Zustand ist das Enzym eNOS ein
Homodimer und katalysiert die Reaktion von L-Arginin zu Citrullin und NO [23]. eNOS
kann Calcium-abhidngig und -unabhingig aktiviert werden. Der wichtigste Calcium-
unabhéngige Aktivierungsmechanismus ist Scherstress durch das vorbeiflieende Blut [24].
Die eNOS-Aktivitdit wird hauptsdchlich reguliert durch Phosphorylierung und
Dephosphorylierung an mehreren Stellen des Enzyms durch verschiedene Kinasen wie der
Protein Kinase A (PKA) oder der Protein Kinase B alpha (AKT1). So erhoht die
Phosphorylierung an Ser1177 die Enzymaktivitit, wahrend die Phosphorylierung an Thr495
die Enzymaktivitét reduziert. Des Weiteren kann die eNOS-Aktivitdt durch Translokation
zur Plasmamembran, Interaktion mit anderen Proteinen und auf der Ebene der

Genexpression reguliert werden [24].



eNOS besitzt zahlreiche Bindungsstellen fiir essenzielle Cofaktoren, darunter
Tetrahydrobiopterin (BH4), Hém, Calmodulin (CaM),
Nikotinamidadenindinukleotidphosphat (NADPH) und die prosthetischen Gruppen Flavin-
Adenin-Dinukleotid (FAD) und Flavinmononukleotid (FMN) [23]. Der Cofaktor BH4 ist
von groBer Bedeutung fiir die Enzymfunktion: Ohne BH4 ist eNOS ,,ungekoppelt* und
produziert Superoxidanion statt NO [25, 26]. Unter oxidativem Stress wird BH4 sehr schnell
oxidiert und steht nicht mehr als Cofaktor fiir eNOS zur Verfiigung. Dadurch wird eNOS
dysfunktional und trigt somit zur Verstirkung des oxidativen Stresses bei, was u.a. auch zu

einer endothelialen Dysfunktion fiihrt [25].

1.3 Endothelzellen und kardiovaskulare Erkrankungen

1.3.1 Endotheliale Dysfunktion

Endotheliale Dysfunktion ist ein wichtiger Mechanismus bei der Entstehung
kardiovaskuldrer Erkrankungen [7] und ist von einer unzureichenden NO-Produktion der EZ
gekennzeichnet. Dadurch ist die NO-vermittelte Vasodilatation eingeschrankt. Weiterhin
fithrt endotheliale Dysfunktion zu einer Verschiebung des Gleichgewichts in EZ zugunsten
prothrombotischer und proinflammatorischer Faktoren. In endothelialer Dysfunktion
herrscht auflerdem oxidativer Stress, da die EZ nicht genug antioxidative Faktoren
produzieren [27]. Des Weiteren verringert endotheliale Dysfunktion die Migrationsféhigkeit
von EZ [15] und erhdht ihre Sensitivitit gegeniiber apoptotischen Stimuli [28].

Endotheliale Dysfunktion tritt im Alterungsprozess von Gefdflen auf [5, 29], kann aber durch
duBere Einfliisse auch im jiingeren Alter entstehen [7]. FEin wesentlicher
Entstehungsmechanismus endothelialer Dysfunktion ist oxidativer Stress, das heifit ein
Uberschuss an reaktiven Sauerstoffspezies (reactive oxygen species, ROS) im Verhiltnis zu
antioxidativen Faktoren [27]. ROS entstehen in groen Mengen in Mitochondrien.
Zusitzlich werden ROS von oxidativen Enzymen wie den NADPH-Oxidasen oder der
Xanthin-Oxidase produziert [30]. Zu den antioxidativen Faktoren gehdren die Thioredoxin-
Systeme [31], das Glutathion-System [32] und die Superoxiddismutasen (SOD) [33]. Ein
Ungleichgewicht dieser Faktoren resultiert in einer verminderten NO-Bioverfiigbarkeit und

damit in endothelialer Dysfunktion [27].

1.3.2 Seneszenz

Seneszenz ist ein Stadium, in dem Zellen ihre Fahigkeit zur Zellteilung verlieren und ihre

urspriinglichen Funktionen gestort sind [34].



Seneszenz wurde zunéchst bei gealterten Zellen beschrieben, kann aber auch durch duflere
Einfliisse wie oxidativen Stress ausgelost werden [34]. Demnach kann Seneszenz anhand
ihrer Ursache in replikative und Stress-induzierte Seneszenz eingeteilt werden [35]. Die
Grundlage fiir das Konzept der replikativen Seneszenz bildet die Beobachtung von Hayflick
und Moorhead [36], dass menschliche Zellen in Kultur nur eine begrenzte Anzahl an
Zellteilungen durchlaufen konnen. Ursdchlich dafiir ist eine Verkiirzung der
Chromosomenenden (Telomere) bei jeder Zellteilung [37]. Im Gegensatz dazu sind bei der
Stress-induzierten Seneszenz &dullere Einfliisse wie oxidativer Stress durch z. B.
inflammatorische Zytokine [38] oder mitochondriale Dysfunktion [39] fiir den seneszenten

Phénotyp der Zellen verantwortlich.

In seneszenten Zellen treten typische Verdnderungen auf. Einerseits sezernieren seneszente
Zellen eine Reihe von proinflammatorischen Zytokinen, Chemokinen, Wachstumsfaktoren
und Proteasen, zusammengefasst unter dem Begriff ,,senescence associated secretory
phenotype (SASP) [34]. Der SASP beeinflusst die Mikroumgebung und kann zu
Seneszenz-Induktion in benachbarten Zellen fithren [40]. Andererseits sind die eigentlichen
Funktionen seneszenter Zellen eingeschrénkt, da ihre Proteine und Lipide z. B. durch ROS

aus dysfunktionalen Mitochondrien beschédigt sind [41, 42].

Seneszenzmarker sind Proteine, die in seneszenten Zellen verstdrkt exprimiert sind und mit
deren Hilfe seneszente Zellen nachgewiesen werden konnen [34]. Dazu gehort u.a. der
Zellzyklusinhibitor p21, der im Zellkern seneszenter Zellen akkumuliert [34, 43]. Ein
weiterer Seneszenzmarker ist die Seneszenz-assoziierte Beta Galaktosidase (SA-betaGal),
die aufgrund der erhdhten lysosomalen Aktivitit verstirkt in seneszenten Zellen vorhanden

ist [44].

Seneszenz wird eine grofle Bedeutung bei Alterungsprozessen zugeschrieben [45]. Es ist
bekannt, dass Seneszenz ebenfalls in physiologischen Prozessen wie der Embryogenese [46,
47], der Tumorsuppression [48] und der Wundheilung [49] auftritt. Jedoch spielt die
Akkumulation seneszenter Zellen eine wichtige Rolle bei der Entstehung degenerativer
Erkrankungen wie z.B. Typ 2 Diabetes [50], renaler Dysfunktion [51], Sarkopenie [52] und

kardiovaskuldren Erkrankungen [53] .

Bei der Entstehung kardiovaskuldrer Erkrankungen ist die EZ-Seneszenz von wesentlicher

Bedeutung, denn diese fiihrt zu endothelialer Dysfunktion [54] und ist ein



Pathomechanismus der Atherosklerose [53]. Minamino et al. [55] konnten eine Haufung

seneszenter EZ in atherosklerotischen Plaques beim Menschen nachweisen.

Seneszente EZ weisen eine verminderte eNOS Proteinmenge und -aktivitdt auf und
produzieren dadurch weniger NO [28, 56]. Des Weiteren produzieren seneszente EZ mehr
proinflammatorische und vasokonstriktorische Faktoren [54]. Seneszente EZ besitzen

aullerdem eine hohere Sensitivitdt gegeniiber apoptotischen Stimuli [28].

1.4 Auswirkungen von Pflanzeninhaltsstoffen auf das

kardiovaskulare System

1.4.1 Curcumin

Curcumin ist ein Polyphenol aus der Curcumawurzel Curcuma longa, das seit Jahrtausenden
in der traditionellen asiatischen Medizin eingesetzt wird [57]. AuBBerdem wird Curcumin als

Gewlirz und Lebensmittelfarbstoff (E100) verwendet.

Curcumin zeigt in Studien einen positiven Einfluss auf viele verschiedene chronische
Erkrankungen, in denen Inflammation eine wichtige Rolle spielt [58]. Dazu gehoren z. B.
Alzheimer Demenz [59], Multiple Sklerose [60], Asthma [61], rheumatoide Arthritis [62],
Colitis [63] , Diabetes [64] und kardiovaskuldre Erkrankungen [65]. Des Weiteren besitzt
Curcumin antibakterielle Eigenschaften [66] und zeigt therapeutisches Potenzial gegen

Krebs [67].

Curcumin entfaltet seine Wirkung, indem es zahlreiche Signalwege moduliert. Unter
anderem hemmt Curcumin den proinflammatorischen Transkriptionsfaktor nuclear factor
., kappa-light-chain-enhancer of activated B-cells (NF-xB) und senkt dadurch die
Ausschiittung proinflammatorischer Zytokine [68]. AuBerdem induziert Curcumin
antioxidative ~ Systeme. Curcumin bewirkt die nukledre Translokation des
Transkriptionsfaktor nuclear factor erythroid 2-related factor 2 (NRF2), wodurch die
Expression antioxidativer Systeme wie der Mangan-SOD, auch SOD2 genannt, erhoht wird
[68]. SOD?2 ist ein mitochondriales Enzym, das Superoxid zu dem weniger toxischen H>O»
entgiftet [33]. H>O» kann dann von dem Enzym Katalase zu Wasser und Sauerstoff abgebaut

werden [33]. Dadurch kann Curcumin den oxidativen Stress in Zellen reduzieren [68].

Bezogen auf die Entwicklung und Progression kardiovaskuldrer Erkrankungen hat
Curcumin vielfiltige Effekte [65]. Erstens kann Curcumin zelluldre Seneszenz hinauszdgern

und damit verbundenen oxidativen Stress senken, wodurch endotheliale Dysfunktion
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verringert wird [65]. Zweitens kann Curcumin die Adipositas-assoziierte Inflammation des
Fettgewebes reduzieren und ein beiging von weillen Adipozyten induzieren, sodass der
kardiovaskulire Risikofaktor Ubergewicht positiv beeinflusst wird [65]. Drittens kann
Curcumin im Mausmodell die Entwicklung von Atherosklerose hemmen und bestehende
atherosklerotische Plaques verkleinern [65]. Viertens kann Curcumin die GroBe eines
Myokardinfarkts reduzieren, unter anderem durch Aufrechterhaltung der Redox-
Homoostase und Hemmung von Inflammation, Apoptose, Proteasen und der

Kollagensynthese [65].

Viele Studien zeigen, dass Curcumin die EZ-Funktion verbessert. In einer in vitro Studie
von Kadam et al. [69] konnte Curcumin die Dysfunktion endothelialer Progenitorzellen
(EPZ) durch Hochregulation von SOD?2 riickgéingig machen. Ouyang et al. [70] konnten
zeigen, dass Curcumin in EZ den oxidativen Stress unter H>O,-Behandlung verringert. Fang
et al. [71] haben nachgewiesen, dass Curcumin die ACh-induzierte EDD in isolierten
Aortenringen von Ratten unter Behandlung mit hohen Dosen Glukose verbessert. Auch in
vivo kann Curcumin die EZ-Funktion verbessern: In einer Studie von Fleenor et al. [72]
verbesserte Curcumin die ACh-induzierte EDD in alten Mausen. You et al. [73] konnten in
einem Ischdmiemodell des Hinterbeins bei Méusen zeigen, dass Curcumin die EPZ-
Funktion verbessert und so therapeutische Angiogenese induziert. Auch in klinischen
Studien konnte Curcumin die EZ-Funktion verbessern: Oliver et al. [74] beobachteten eine
Verbesserung der FMD nach 8-wochiger Einnahme von Curcumin bei jungen gesunden
Probanden. Des Weiteren konnten Santos-Parker et al. [75] bei mittelalten und &dlteren
gesunden Probanden eine verbesserte ACh-induzierte EDD nach 12-wochiger Einnahme

von Curcumin feststellen.

Allerdings besteht in der Literatur Uneinigkeit beziiglich wirksamer bzw. toxischer
Curcuminkonzentrationen. In einigen in vitro Studien wurden toxische Effekte von
Curcumin auf EZ und EPZ in unterschiedlichen Konzentrationen von 2,5 uM bis 50 uM
beobachtet [76-78], wohingegen mit den gleichen Konzentrationen in weiter oben genannten
Studien positive Effekte beobachtet wurden. Unsere Arbeitsgruppe hat fiir EZ einen
promigratorischen Effekt bei einer Curcuminkonzentration von 7,5 uM beobachtet [79].
Klinische Studien zu physiologischen Curcuminkonzentrationen und -dosierungen beim
Menschen liefern bislang sehr heterogene Ergebnisse, vermutlich da Curcumin schlecht
wasserldslich ist, im Darm nur wenig resorbiert und in der Leber stark metabolisiert wird

und somit eine eingeschrinkte Bioverfiigbarkeit aufweist. Hinweise auf eine toxische
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Wirkung beim Menschen nach Einnahme hoher Curcumindosen gibt es bislang jedoch nicht.
Des Weiteren wurden bereits verschiedene vielversprechende Methoden zur Verbesserung
der Bioverfiigbarkeit entwickelt, wie zum Beispiel die Herstellung von Curcumin-

Nanopartikeln oder die Bindung an Lipid-carrier [80].

Zusammenfassend verbessert Curcumin also die EZ-Funktion in vitro, in vivo und in
klinischen Studien. Die effektiven Curcuminkonzentrationen und die zugrundeliegenden

Wirkmechanismen sind jedoch bislang unklar.

1.4.2 Koffein

Koffein ist der Hauptwirkstoff von Kaffee, der am meisten konsumierten stimulierenden

Substanz weltweit.

Kaffeekonsum ist in grofen epidemiologischen Studien mit einer reduzierten
kardiovaskuldaren Mortalitdt assoziiert [81, 82]. So konnten Freedman et al. [81] in einer
Kohortenstudie mit {iber 400 000 Teilnehmern aus der US-Population eine Assoziation
zwischen Kaffeekonsum und reduzierter allgemeiner und unter anderem kardiovaskuldrer
Mortalitit feststellen. Zu dhnlichen Ergebnissen kamen Gunter et al. [82], die in einer
Kohorte von {iber 500 000 Teilnehmern aus zehn europdischen Landern eine Assoziation
zwischen Kaffeekonsum und reduzierter allgemeiner und kardiovaskuldrer Mortalitit
feststellen konnten. In weiteren Studien zeigte sich vor allem bei dlteren Menschen ein
starker Zusammenhang zwischen Kaffeekonsum und reduzierter kardiovaskuldrer Mortalitét
[83-86]. Van Dongen et al. [87] fanden bei Patienten mit Myokardinfarkt ebenfalls eine
Assoziation zwischen Kaffeekonsum und reduzierter kardiovaskuldrer Mortalitét.
Metaanalysen zeigen eine nichtlineare, U-formige Assoziation zwischen Kaffeekonsum und
kardiovaskuldrer Mortalitdt [88, 89]. Demnach ist die kardiovaskuldre Mortalitdt fiir

moderaten Kaffeekonsum am niedrigsten (3-4 Tassen pro Tag [88] bzw. 2,5 Tassen pro Tag

[89]).

Unsere Arbeitsgruppe und andere konnten zeigen, dass Koffein die EZ-Funktion in
Konzentrationen verbessert, die ungefahr der Koffeinserumkonzentration von Probanden
nach Einnahme von 3-4 Tassen Kaffee entsprechen [90, 91]. Dafiir hatte unsere
Arbeitsgruppe die Koffein-Serumkonzentrationen beim Menschen nach Einnahme von 4
Tassen Kaffee bestimmt. Diese lag mit ca. 20-30 uM deutlich niedriger als die in den meisten
in vitro Studien verwendeten Konzentrationen [90]. In Experimenten mit 50 uM Koffein

wurde eine verbesserte Migration und mitochondriale Funktion von EZ und EPZ, sowie eine

8



verbesserte Reendothelisierung beobachtet [90]. Damit iibereinstimmend wiesen Wang et
al. [91] nach der Behandlung von EZ mit Koffein-Konzentrationen von 10 bis 50 uM eine
erhohte Teilung von Mitochondrien und eine verbesserte Angiogenese nach. /n vivo konnte
unsere Arbeitsgruppe nach Koffein-Gabe im Trinkwasser verringerte Infarktnarben bei
pradiabetischen Miusen feststellen [92]. Klinische Studien weisen darauf hin, dass Koffein
die NO-Produktion von EZ verbessert: Eine Studie von Umemura et al. [93] zeigt eine
verbesserte ACh-induzierte EDD nach Einnahme von 300 mg Koffein bei jungen gesunden
Mainnern. Eine andere Studie von Shechter et al. [94] zeigt eine verbesserte FMD nach
Einnahme von 200 mg Koffein bei Probanden mit und ohne kardiovaskuldre Erkrankungen

und eine Reduktion inflammatorischer Marker im Plasma.

Die Wirkmechanismen von Koffein sind gegenwértig noch nicht vollstindig erforscht.
Lange bekannte Wirkmechanismen von Koffein umfassen Calcium-Freisetzung, Inhibition
von Phosphodiesterasen (PDE) und Antagonisierung von Adenosin-Rezeptoren [95]. Jedoch
werden fiir die Calcium-Freisetzung und die Inhibition von PDE wesentlich hohere Koffein-
Konzentrationen benétigt (iiber 500 uM bzw. 250-500 puM) [92, 95, 96], welche fiir
Menschen letal wéren [97]. Unsere Arbeitsgruppe hat einen neuen Wirkmechanismus von
Koffein in physiologischen Konzentrationen gefunden. Koffein fiithrt zur Phosphorylierung
und mitochondrialen Translokation des Zellzyklusinhibitors p27, was in einer verbesserten
mitochondrialen Funktion resultiert [92]. AuBBerdem ist mitochondrial lokalisiertes p27 fiir
die EZ-Migration notwendig [92]. Ob Koffein die Regulation von Transkriptionsfaktoren in

EZ beeinflusst, ist bisher unklar.

Wenige Studien haben bisher den Effekt von Koffein auf Seneszenz untersucht. Tao et al.
[98] konnten zeigen, dass Koffein in hohen Konzentrationen von 0,5 bis 1 mM replikative
Seneszenz verringert durch Hochregulation des Enzyms telomerase reverse transcriptase
(TERT), welches die Telomere verlédngert und somit die Anzahl moglicher Zellteilungen
erhoht. Zhan et al. [99] konnten zeigen, dass Koffein H,O»-induzierte Seneszenz in EZ
verhindert durch Inhibition von ataxia telangiectasia mutated (ATM), einem wichtigen
Mediator der DNA-Schadensantwort upstream der Zellzyklusinhibitoren p53 und p21.
Hierfiir wurden allerdings hohe, unphysiologische Koffeinkonzentrationen von 0,1 bis 5 mM
verwendet. Hingegen beobachteten Li et al. [ 100], dass niedrige Koffeinkonzentrationen <10
UM Stress-induzierte Seneszenz in Hautzellen durch Aktivierung von Autophagie und
Reduzierung von ROS inhibieren. Ob Koffein in physiologischen Konzentrationen

Seneszenz in EZ verhindern kann, war bislang nicht erforscht und ist Teil dieser Arbeit.



1.5 Der Transkriptionsfaktor Grainyhead-like 3

Die Funktionalitit einer Zelle beruht auf dem Zusammenspiel verschiedener Proteine, deren
Expression fein abgestimmt und den aktuellen Bedingungen angepasst werden muss. Die
Regulation der Genexpression in Eukaryoten, die hauptsidchlich auf Ebene der Transkription
stattfindet, benotigt verschiedene Klassen von Proteinen. Zunichst sind hier die drei RNA-
Polymerasen zu nennen, die jeweils spezifische Gene transkribieren: Die RNA-Polymerase-
I transkribiert ausschlieBlich Gene fiir ribosomale RNAs, die RNA-Polymerase-I11 u.a. Gene
fiir Transfer-(t)-RNAs und andere kleine RNAs, die permanent in Zellen bendtigt werden.
Proteinkodierende Gene hingegen, deren Expression aus den oben genannten Griinden am
starksten reguliert werden muss, werden von der RNA-Polymerase-II transkribiert [101].
Zur Rekrutierung der RNA-Polymerasen an den Transkriptionsstart des jeweiligen Gens
werden sogenannte generelle, aber flir die jeweilige Polymerase spezifische,
Initiationsfaktoren bendtigt, die mit der Polymerase einen Priinitiationskomplex bilden
[101]. Die Starke der Expression eines Gens wird dadurch bestimmt, wie héufig sich dieser
Préinitiationskomplex  bilden  kann. Dies  wird {lber  sequenzspezifische
Transkriptionsfaktoren reguliert, die damit in der Lage sind, die Expression einzelner
Zielgene zu steuern und somit essenziell fiir die Zellfunktion sind. Jedes Gen enthilt
zahlreiche Bindungsstellen fiir verschiedene dieser Transkriptionsfaktoren. Dadurch erlaubt
wiederum die Kontrolle der Expression verschiedener Transkriptionsfaktoren, die
Regulation ihrer Aktivitdt und deren Interaktion eine feine Regulation der Genexpression.
Durch die Rekrutierung von Cofaktoren, die auch Histone kovalent modifizieren und damit
die Chromatinstruktur beeinflussen konnen, sind sequenzspezifische Transkriptionsfaktoren
auch daran beteiligt, Bereiche des Genoms, die transkribiert werden miissen, zuganglich fiir

RNA-Polymerasen zu machen [101].

Der sequenzspezifische Transkriptionsfaktor Grainyhead-like 3 (GRHL3) ist ein
Transkriptionsfaktor der evolutiondr hochkonservierten Grainyhead-Familie [102, 103].
Diese wird in zwei Subfamilien unterteilt: Die eine Subfamilie besteht aus den Homologen
des Drosophila-Proteins CP2 (CP2, LBP-1a und LBP-9), die andere aus den Homologen des
Drosophila-Proteins  Grainyhead (GRH) [102]. Namensgebend fiir die GRH-
Transkriptionsfaktoren war die Beobachtung, dass ein Defekt des gri-Gens bei Drosophila
zu einem defekten Kopfskelett (grainy head) und zu Hautdefekten wihrend der
Embryogenese fiihrt [104]. Bei Sdugetieren sind drei Homologe von GRH bekannt: GRHL 1
bis -3 [102]. Die GRH-Homologe sind strukturell gleich aufgebaut: Sie besitzen alle eine N-
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terminale Aktivierungsdomine, eine zentrale DNA-Bindedomédne und eine C-terminale
Dimerisierungsdoméne [102, 103, 105]. Die Dimerisierungsdoméne erlaubt bei Sdugetieren

die Bildung von Homo- oder Heterodimeren zwischen den GRH-Homologen [105].

Auch die Funktionen des Sdugetier-Homologs GRHL3 wurden zuerst im Zusammenhang
mit der Embryogenese beschriecben [106]. So fiihrt ein Defekt von GRHL3 zu
Neuralrohrdefekten bei der Maus [106] und zu kraniofazialen Fehlbildungen beim
Menschen [107]. Des Weiteren wurde in Mdusen gezeigt, dass GRHL3 fiir die Hautintegritét
[108] und Wundheilung [109, 110] bendtigt wird, da GRHL3 notwendig fiir die Migration

von Keratinozyten ist [109].

Im kardiovaskuldren System hat GRHL3 eine zentrale Rolle bei der Aufrechterhaltung der
EZ-Funktion [111]. Guardiola-Serrano et al. [112] entdeckten GRHL3 2008 in einem
Screening fiir Brustkrebs-Treibergene und zeigten, dass es die Migration von EZ fordert.
Daraufhin konnte nachgewiesen werden, dass GRHL3 durch Aktivierung von eNOS die
NO-Produktion von EZ steigert und dadurch NO-abhéingig die Migration von EZ verstirkt
und Apoptose vermindert. AuBlerdem konnte gezeigt werden, dass die NO-abhingige EZ-
Migration abhéngig von GRHL3 ist [111].

Menschliches GRHL3 hat 3 Isoformen, wovon Isoform 2 dem Maus-GRHL3 entspricht
[102, 113]. Die Transkription der Isoformen 1 und 3 beginnt bei einem nur beim Menschen
vorkommenden alternativen ersten Exon, wobei das zweite Exon bei Isoform 1 beibehalten
und bei Isoform 3 durch alternatives Spleiflen iibersprungen wird. Somit entspricht Isoform
3 einer gekiirzten Version von Isoform 1. Hingegen unterscheiden sich die Isoformen 1 und
2 nur in den ersten 11 Aminosduren [102]. Unsere Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass
Isoform 1 und 2 dhnliche, protektive Effekte auf EZ haben, indem sie die NO-Produktion
fordern. Hingegen hat Isoform 3 gegenteilige Effekte und reguliert vollkommen andere Gene

[113].

Zusdtzlich wurden in unserer Arbeitsgruppe extranukledre Funktionen von GRHL3
entdeckt. Mithilfe einer GRHL3-Mutante, die nicht mehr im Zellkern lokalisiert war, konnte
gezeigt werden, dass GRHL3 auferhalb des Zellkerns direkt mit eNOS interagiert und so
die NO-Produktion und Migration von EZ steigern kann [114].

Zusammenfassend erfiillt der Transkriptionsfaktor GRHL3 eine zentrale Rolle bei der

Aufrechterhaltung der EZ-Funktion. Jedoch ist die Regulation von GRHL3 durch
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Pflanzeninhaltsstoffe wie Curcumin oder Koffein oder in Stress-induzierter Seneszenz vollig

unklar.
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1.6 Ziele der Arbeit

Bisher ist nicht bekannt, ob Pflanzeninhaltsstoffe wie Curcumin oder Koffein den
vasoprotektiven Transkriptionsfaktor GRHL3 regulieren. In vielen Studien wurde gezeigt,
dass Curcumin [69-75, 115] und Koffein [90-94] die EZ-Funktion verbessern. GRHL3
nimmt eine zentrale Rolle bei der Aufrechterhaltung der EZ-Funktion ein [111]. Weiterhin
reguliert Curcumin bekanntermaflen verschiedene Transkriptionsfaktoren [68]. Aus diesen
Griinden liegt es nahe, dass Curcumin und Koffein ihre protektive Wirkung auf EZ {iber die
Hochregulation von GRHL3 entfalten. Daher soll im ersten Teil dieser Arbeit untersucht

werden, ob Curcumin oder Koffein den Transkriptionsfaktor GRHL3 in EZ regulieren.

Des Weiteren ist nicht bekannt, ob sich die GRHL3-Regulation in seneszenten EZ von der
in funktionalen EZ unterscheidet. Daher soll im zweiten Teil dieser Arbeit untersucht

werden, ob GRHL3 in Stress-induzierter EZ-Seneszenz reguliert ist.

Auflerdem ist bisher nicht bekannt, ob Koffein einen Einfluss auf die Entstehung von EZ-
Seneszenz hat. EZ-Seneszenz spielt eine wichtige Rolle bei der Entstehung kardiovaskularer
Erkrankungen [53-55]. Kaffeekonsum ist mit reduzierter kardiovaskuldrer Mortalitét
assoziiert, insbesondere bei dlteren Menschen [81-89]. Aus diesem Grund konnte vermutet
werden, dass Koffein EZ-Seneszenz verringert. Daher soll im dritten Teil dieser Arbeit
untersucht werden, ob Koffein einen Einfluss auf EZ-Seneszenz hat und wie sich die

GRHL3-Expression dabei verhilt.
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2. Material und Methoden

2.1 Material
2.1.1 Chemikalien

Tabelle 1: Liste der verwendeten Chemikalien

Name

Hersteller

4’,6-Diamidino-2-Phenylindol

Roche Diagnostics, Mannheim

Agarose Standard Roti®Garose

Carl Roth, Karlsruhe

Agarose Ultra Pure™

Invitrogen / Life technologies, Darmstadt

Ammoniumpersulfat

Merck, Darmstadt

Bromphenolblau

Carl Roth, Karlsruhe

Destilliertes Wasser, DNAse/RNAse-frei

Thermo Fisher Scientific, Schwerte

Didesoxyribonukleosid-Triphosphate
Mix) 10 mM

(dNTP-

Invitrogen / Life technologies, Darmstadt

Dimethylformamid

Carl Roth, Karlsruhe

Dithiothreitol

Carl Roth, Karlsruhe

DNA-Grofenstandard 1 kb Plus DNA Ladder

New England Biolabs, Frankfurt am Main

DNA-GréRenstandard GeneRuler Low Range
DNA Ladder

Thermo Fisher Scientific, Schwerte

Einbettmedium ProLong™ Diamond Antifade

Mountant

Invitrogen/ Life Technologies, Darmstadt

Ethanol

Carl Roth, Karlsruhe

Ethidiumbromidlésung 1 % (v/v)

Carl Roth, Karlsruhe

Glycerin Carl Roth, Karlsruhe
Glycin Carl Roth, Karlsruhe
HCI Carl Roth, Karlsruhe
IGEPAL™ CA-630 1 % (Vv/v) Sigma Aldrich, Taufkirchen
Isopropanol Carl Roth, Karlsruhe
KClI Carl Roth, Karlsruhe

Magermilchpulver

Carl Roth, Karlsruhe

Methanol

Carl Roth, Karlsruhe

NaCl

Carl Roth, Karlsruhe

Natriumdodecylsulfat -Pellets

Carl Roth, Karlsruhe

NF-Acrylamid/Bis-Lésung 30 % (v/v; 29:1)
Rotiphorese®

Carl Roth, Karlsruhe

Oligonukleotid-Primer

Sigma Aldrich / Merck, Darmstadt

Paraformaldehyd

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Phalloidin, CF® 488A

Biotium, California, USA
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Phosphatase Inhibitor Cocktail A + B (100x)

BioTool, Kirchberg

Protease Inhibitor Cocktail (EDTA free) (100x)

BioTool, Kirchberg

Protein Assay Dye Reagent Concentrate

BioRad, Mlinchen

Proteingrofienstandard Precision Plus

Protein™ Kaleidoscope ™

BioRad, Mlinchen

Q5® High GC Enhancer (5x)

New England Biolabs, Frankfurt am Main

Q5® High-Fidelity DNA Polymerase

New England Biolabs, Frankfurt am Main

Q5® Reaktionspuffer (5x)

New England Biolabs, Frankfurt am Main

Real-time PCR Mastermix 2x primaQUANT
gPCR-CYBR-Green-MasterMix

Steinbrenner Laborsysteme, Wiesenbach

RNA Ladepuffer (6x)

New England Biolabs, Frankfurt am Main

Roéntgen-Entwickler-Konzentrat

Adefo, Dietzenbach

Rontgen-Fixierer-Konzentrat

Adefo, Dietzenbach

Tetramethylethylendiamin

Carl Roth, Karlsruhe

Trichlormethan / Chloroform

Carl Roth, Karlsruhe

Tris(hydroxymethyl)aminomethan

Carl Roth, Karlsruhe

Tris-HCI

Carl Roth, Karlsruhe

Triton™ X-100

Thermo Fisher Scientific, Schwerte

TRIzol® Reagenz

Thermo Fisher Scientific, Schwerte

Tween®20

Carl Roth, Karlsruhe

Western Blot Reagenz Amersham™ ECL™

start Western blotting detection reagent

GE Healthcare Life Sciences/ Amersham

Biosciences, Freiburg

Western Blot Reagenz Pierce™ ECL Plus
Western Blotting Substrate

Thermo Fisher Scientific, Schwerte

Ziegenserum

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

2.1.2 Zellkultur

Tabelle 2: Liste der fiir die Zellkultur verwendeten Chemikalien

growth medium-2 BulletKit™ Single Quots

Name Hersteller

Curcumin Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Dimethylsulfoxid Carl Roth, Karlsruhe

Dulbecco’s Phosphat-gepufferte Salzlésung Thermo Fisher Scientific, Schwerte
Endotheliales Basalmedium Lonza, Kdin
Endothelzell-Nahrmedium  endothelial  cell | Lonza, KoIn

Fotales Rinderserum

Thermo Fisher Scientific, Schwerte

H202 30 % (v/v)

Carl Roth, Karlsruhe

Humane Nabelschnurvenen-Endothelzellen

Lonza, Koln
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Koffein

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Trypsin-EDTA-L6sung (0.5 %, w/v) 10x

Thermo Fisher Scientific, Schwerte

2.1.3 Kits

Tabelle 3: Liste der verwendeten kommerziell erwerblichen Kits
Kit Hersteller
QuantiTect® Reverse Transcription Kit Qiagen, Hilden
RNeasy® Mini Kit Qiagen, Hilden

2.1.4 Antikorper

Tabelle 4: Liste der im Immunoblot verwendeten Antikérper

Antikorper Spezies Verdiinnung Hersteller

anti-eNOS Kaninchen 1:1000 Abcam, Cambridge, UK

anti-GAPDH Maus 1:50.000 Abcam, Cambridge, UK

anti-GRHL3 Kaninchen 1:1000 Millipore, Darmstadt

anti-Kaninchen-lgG Esel 1:2500 GE Healthcare, Freiburg

(Meerrettichperoxidase-

gekoppelt)

anti-Maus-IgG Schaf 1:2500 GE Healthcare, Freiburg

(Meerrettichperoxidase-

gekoppelt)

anti-p21 Kaninchen 1:500 Cell Signaling Technology,
Frankfurt am Main

anti-p27 Kaninchen 1:300 Cell Signaling Technology,
Frankfurt am Main

anti-p-p27 S10 Kaninchen 1:200 Abcam, Cambridge, UK

anti-a-Tubulin Maus 1:25.000 Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Tabelle 5: Liste der in der Inmunfluoreszenzfarbung verwendeten Antikérper

488

Antikorper Spezies Verdiinnung Hersteller

anti-eNOS Maus 1:100 Cell Signaling Technology,
Frankfurt am Main

anti-Kaninchen-IgG Alexa | Ziege 1:500 Invitrogen/ Life Technologies,

Flour 594 Darmstadt

anti-Maus-IgG Alexa Flour | Ziege 1:500 Invitrogen/ Life Technologies,

Darmstadt
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anti-p21 Kaninchen

1:50

Cell

Frankfurt am Main

Signaling Technology,

2.1.5 Oligonukleotid-Primer

Tabelle 6: Liste der in der real-time PCR und Pra-Amplifikation verwendeten Oligonukleotid-

Primer

Oligonukleotid-Primer

Sequenz

hGRHL3 Ex04 for3

5'- TTGAGAGCATTCATGGGGTG -3'

hGRHL3 Ex06 rev3

5'- CTCGCCTGACTTGATGTGGAT -3'

hmRPL32 Ex02 for1

5'- GTGAAGCCCAAGATCGTCAA -3'

hmRPL32 Ex03 rev1

5'- TTGTTGCACATCAGCAGCAC -3'

hGRHL3 Ex04 for2

5'- AGCTACCTGTTACCCACCAC -3'

hGRHL3 Ex06 rev2

5'- ACTGGCCTTTGTTGAGGTAGG -3'

2.1.6 Gerate

Tabelle 7: Liste der verwendeten Gerate

Gerat

Hersteller

Autoklav Systec DX-150

Systec, Linden

Autoklav Varioklav

Thermo Fisher Scientific, Schwerte

Autoradiographiekassette

Carl Roth, Karlsruhe

Elektrophoresesystem Mini-PROTEAN® Tetra

BioRad, Miinchen

Fluoreszenzmikroskop AxioVision Observer D1

Carl Zeiss, Oberkochen

Geldokumentationssystem INTAS Gel iX

Imager

Royal Biotech, Frankfurt

Inkubator Heraeus HERAcell 240i

Thermo Fisher Scientific, Schwerte

Lichtmikroskop CKX31

Olympus, Hamburg

Lichtmikroskop Wilovert S

Hund, Wetzlar

MagnetrUhrer pyro-mag stir

Cenco, Breda, Niederlande

Magnetrihrer Yellow line MSC basic C

IKA, Staufen

Mikroliterspritze

Hamilton, Bonaduz, Schweiz

Neubauer Zahlkammer

Marienfeld-Superior, Lauda Konigshofen

Orbitalschuttler HS260 basic

IKA, Staufen

Orbitalschittler Sky Line DOS-20L

ELMI, Riga, Lettland

pH-Meter SevenGo™

Mettler Toledo, Schwerzenbach, Schweiz

Pipette BioPette™ autoclavable und BioPette™
PLUS 10 pl, 20 pl, 100 pl, 200 pl, 1000 pl

Labnet, New Jersey, USA

Pipette Eppendorf Research 10 pl, 20 ul, 100 pl,
200 pl, 1000 pl

Eppendorf, Hamburg
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Pipettierhilfe Pipetboy 2

Integra, Biebertal

Pipettierhilfe Pipetus®

Hirschmann Laborgerate, Eberstadt

Real-time PCR Cycler Rotor Gene Q

Qiagen, Hilden

Spannungsquelle Power

Supply EV202

Elektrophoresis

PeglLab, Erlangen

Spannungsquelle Power Pac™ 1000, Power
Pac™ 200 und Power Pac™ Universal

BioRad, Minchen

Spektralphotometer EMC-11-UV

Emclab, Duisburg

Spektralphotometer NanoDrop™ 2000c¢

Thermo Fisher Scientific, Schwerte

Sterilwerkbank HERAsafe®

Thermo Fisher Scientific, Schwerte

Thermocycler MyCycler™

BioRad, Milinchen

Thermomixer comfort

Eppendorf, Hamburg

Vortexer REAX top

Heidolph, Schwabach

Vortexer Vortex Genie 2

Scientific Industries, New York, USA

Waage 440-43N

Kern & Sohn, Baldingen-Frommern

Waage HR-100AZ

A&D Company, Limited, Tokyo, Japan

Waage XS205

Mettler Toledo, Schwerzenbach, Schweiz

Wasseraufbereitungssystem Milli-Q®

Merck Millipore, Darmstadt

Zentrifuge 5810 R

Eppendorf, Hamburg

Zentrifuge Combi-Spin FVL-2400N

PeqLab, Erlangen

Zentrifuge Heraeus Fresco 17

Thermo Fisher Scientific, Schwerte

Zentrifuge Mikro 22R und Rotina 420R

Hettich, Tuttlingen

2.1.7 Labormaterialien

Tabelle 8: Liste der verwendeten Labormaterialien

Material

Hersteller

6-well-Platten CELLSTAR®

Greiner Bio-One, Frickenhausen

Deckglaschen (24 x 24 mm)

Carl Roth, Karlsruhe

Parafim® M

Bemis Company, Wisconsin, USA

Pasteurpipetten

Faust Lab Science, Klettgau

PCR 0,1 ml 4er-R6hrchen und 4er-Deckel

Biozym Scientific, Hessisch Oldendorf

Pipettenspitzen (mit und ohne Filter)

StarLab, Hamburg

Plastikkivetten, Halb-Mikro

Sarstedt, Nimbrecht

Protein LoBind Tubes 0,5 ml

Eppendorf, Hamburg

PVDF-Blottingmembran 0,45 ym

GE Healthcare, Freiburg

Reaktionsgefalt 0,2 ml, 1,5 ml, 2 mi

Eppendorf, Hamburg

Reaktionsgefal® 15 ml, 50 ml

TPP, Trasadingen, Schweiz

Roéntgenfilm Fujifilm Super RX-N

Fujifilm Europe, Dusseldorf
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Serologische Pipetten 2 ml, 50 ml Sarstedt, Nimbrecht
Serologische Pipetten 5 ml, 10 ml, 25 ml Greiner Bio-One, Frickenhausen
Whatman ™-Filterpapier GE Healthcare, Freiburg
Zellkulturflasche CELLSTAR® T75 Greiner Bio-One, Frickenhausen
Zellkulturschaber TPP, Trasadingen, Schweiz
Zellkulturschale 35 mm, 60 mm TPP, Trasadingen, Schweiz

2.2 Methoden
2.2.1 Zellbiologische Methoden

2.2.1.1 Kultivierung primarer humaner Endothelzellen

Humane Nabelschnurvenen-Endothelzellen (human wumbilical vein endothelial cells,
HUVEC) von der Firma Lonza (K&In) wurden in vollstaindigem endothelialem Basalmedium
(endothelial basal medium, EBM) kultiviert (Tabelle 9). Die Zellen wurden unter sterilen
Bedingungen bei 37 °C in einer angefeuchteten und mit 5 % CO> angereicherten Atmosphére
in T75-Zellkulturflaschen inkubiert. In der dritten Zellpassage wurden die Zellen auf
Zellkulturschalen oder 6-wel/-Platten ausgebracht.

Fiir das Ausbringen der Zellen wurden diese nach Absaugen des Zellkulturmediums mit 6
ml Phosphat-gepufferter Salzlosung (Phosphate-buffered saline, PBS) gewaschen. Das PBS
wurde entfernt und die Zellen mit 2 ml 1x Trypsin-EDTA-Lésung vom Boden der
Zellkulturflaschen abgelost (Tabelle 9). Der Abldsungsprozess wurde anhand der
Abrundung der Zellen unter dem Lichtmikroskop beobachtet und bei ungefihr 90 %
Zellabrundung mit 8 ml Zellkulturmedium abgestoppt. Mit einem Zellkulturschaber wurden
die Zellen vollstindig abgeldst und anschlieend durch Resuspendieren vereinzelt. 10 ul
dieser Zellsuspension wurden in eine Neubauer-Zahlkammer pipettiert und wie in Abb.1
dargestellt wurden die vier groBen Eckquadrate der Kammer unter einem Lichtmikroskop

ausgezihlt.
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Abb. 1: Auszahlen einer Neubauer-
Zahlkammer. Die 4 Eckquadrate mit
jeweils 16 Einzelquadraten wurden
maanderférmig ausgezahlt. Von den
Zellen auf den AuBenlinien wurden
nur die auf der oberen und linken
Linie gezahlt. Nur einzelne Zellen
wurden gezahlt. (einzelne Elemente
der Abb. stammen von
smart.servier.com).

Da die vier Eckquadrate der Zihlkammer ein definiertes Volumen von jeweils 10 ml

besitzen, wurde die Zellzahl wie folgt berechnet:

gezahlte Zellzahl gesamt

Anzahl der gezahlten Eckquadrate

x 10*/ml = Zellen/ml

Die vorliegende Zellkonzentration wurde anschlieBend durch Zugabe von EBM an die

gewiinschte Zellzahl des jeweiligen Experiments angepasst. Fiir Kurzzeit-Versuche wurden

jeweils 2,3x10° Zellen pro Schale in 6 cm Zellkulturschalen ausgesit. Fiir Langzeit-

Versuche wurden jeweils 1x10° Zellen pro Schale in 6 cm Zellkulturschalen bzw. jeweils

4x10* Zellen pro well auf angeitzten Deckglidschen in 6-well-Platten ausgesit.

Tabelle 9: In der Zellkultur verwendetes Medium und verwendete L6sungen

Medium/ Losung

Zusammensetzung

Vollstandiges endotheliales Basalmedium

EBM
1 pg/ml Hydrocortison

12 pg/ml Rinderhirnextrakt

50 pg/ml Gentamicin

50 ng/ml Amphotericin B

10

ng/ml Humaner epidermaler

Wachstumsfaktor

10 % (v/v) Fotales Rinderserum

10x Trypsin-EDTA-LAsung

0,5 % (w/v) Trypsin
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0,2 % (w/v) EDTA
145 mM NaCl

Die 10x-Lésung wurde vor Gebrauch mit PBS

auf 1x verdinnt.

2.2.1.2 Behandlung der Endothelzellen

Die Behandlung der Zellen und die Herstellung der Behandlungsldsungen erfolgte unter
sterilen Bedingungen. Die Zellkulturschalen bzw. 6-well-Platten mit den unbehandelten
Kontrollen wurden wihrend der Behandlungszeit aus dem Inkubator genommen, um einen
Unterschiedseffekt zu den behandelten Zellen durch die kurzzeitige Anderung der

Umgebungsbedingungen auszuschlieBen.

In Kurzzeit-Versuchen mit Curcumin wurden die Endothelzellen mit 7,5 uM Curcumin
behandelt und fiir 24 h inkubiert (siehe 3.1.1). Dafiir wurde Curcumin in Dimethylsulfoxid
(DMSO) geldst, um eine 7,5 mM Stammlosung zu generieren. Diese wurde bei der

Behandlung 1:1000 verdiinnt. Die Kontrollen wurden mit DMSO behandelt.

Fiir Kurzzeit-Versuche mit Koffein wurden die Endothelzellen wie in 3.1.2 beschrieben mit
50 uM Koffein behandelt und 24 h inkubiert. Hierfiir wurde eine 50 mM Koffein-Losung
hergestellt, die bei der Behandlung 1:1000 im Zellkulturmedium verdiinnt wurde. Um
Koffein in EBM zu 16sen, wurde der Ansatz zuvor fiir 2 h auf einem Orbitalschiittler bei

Raumtemperatur und 300 Umdrehungen pro Minute (Upm) inkubiert.

Langzeit-Versuche wurden jeweils iiber einen Zeitraum von 2 Wochen durchgefiihrt, wie in
3.2 — 3.3 beschrieben. Alle 2 Tage wurde ein Mediumwechsel durchgefiihrt. Die jeweilige
Behandlung der Zellen erfolgte 2 h nach dem Mediumwechsel.

Um stressinduzierte Seneszenz zu erzeugen, wurden die Endothelzellen jeden zweiten Tag
mit 50 uM H>0O, behandelt (sieche 3.3). Hierfiir wurde eine H>O>-Stammldosung mit
destilliertem Wasser auf 50 mM und bei der Behandlung anschlieend noch einmal 1:1000
im Zellkulturmedium verdiinnt. Nach Offnung des H»O»-enthaltenden ReaktionsgefiBes
wurden die nachfolgenden Schritte unverziiglich durchgefiihrt, um einen Zerfall der
Substanz zu vermeiden. In den Langzeit-Versuchen wurden die Zellen mit 10 pM Koffein
behandelt (siehe 3.3). Hierfiir wurde Koffein analog dem oben beschriebenen Vorgehen

gelost.
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2.2.1.3 Zellernte

Bei der Zellernte wurden die Endothelzellen mit einem Zellkulturschaber vom Boden der
Zellkulturschale gelost. Die Zellkulturschalen standen dabei auf Eis und die Zellsuspension
wurde in vorgekiihlte 50 ml Reaktionsgefdale iiberfiihrt. Die Zellkulturschalen wurden
einmal mit gekiihltem PBS gefiillt, die verbliebenen Zellen nochmals mit dem
Zellkulturschaber abgelost, und diese Zellsuspension dem Reaktionsgefdl mit den zuvor
abgelosten Zellen hinzugefiigt. Nach Zentrifugation bei 800 xg fiir 9 min bei 4 °C wurde der
Uberstand verworfen. Das Zellpellet wurde in 800 pl gekiihltem PBS resuspendiert, in ein
gekiihltes 1,5 ml Reaktionsgefd3 {iiberfiihrt und erneut unter den zuvor genannten
Bedingungen zentrifugiert. Der Uberstand wurde wiederum verworfen und der Waschschritt
noch einmal in demselben Reaktionsgefil wiederholt. Zum Schluss wurde der Uberstand
entfernt und das Zellpellet entweder bei -80 °C gelagert oder unmittelbar fiir Experimente

weilterverwendet.

2.2.2 Proteinbiochemische Methoden
2.2.2.1 Zelllyse

Um die Zellen zu lysieren, wurde RIPA-(radioimmunoprecipitation-assay)-Puffer (Tabelle
10) mit Protease- und Phosphatase-Inhibitoren genutzt. Die Protease- und Phosphatase-
Inhibitoren wurden dem Puffer den Herstellerangaben entsprechend unmittelbar vor
Verwendung 1:100 verdiinnt hinzugefiigt. Die Menge des Lysepuffers entsprach dem 2- bis
2,5-fachen Volumen des Zellpellets. Nach Zugabe des Lysepuffers wurden die Zellen in
diesem resuspendiert und die Suspension 10 min auf Eis inkubiert. Danach erfolgte eine
Zentrifugation bei 16.000 xg und 4 °C fiir 15 min, anschlieBend wurde das im Uberstand
befindliche Lysat in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefal} tiberfiihrt. Direkt im Anschluss wurde
eine Proteinbestimmung durchgefiihrt (sieche 2.2.2.2). Die Lysate wurden bis zur

Weiterverwendung bei -80 °C gelagert.

Tabelle 10: Zur Zelllyse verwendete Puffer

Puffer Zusammensetzung
RIPA-Puffer 50 mM TRIS-HCI pH 8,0
1 % (v/v) IGEPAL™ CA-630
150 mM NaCl

0,1 % (wl/v) SDS
0,5 % (w/v) Desoxycholat
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2.2.2.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Proteinkonzentration von Lysaten wurde spektralphotometrisch mit Hilfe des protein
assay dye reagent bestimmt. Das Prinzip basiert auf einem durch Bindung an Proteine
verursachten Farbumschlag des Farbstoffs Coomassie Brilliant Blue G-250 von einer
Wellenlidnge von 470 nm zu 595 nm. Hierfiir wurde in einer Plastikkiivette 1 pl bzw. 0,5 pl
des Lysats in 800 pul dH>O verdiinnt. Nach Zugabe von 200 pl des Bradfordreagenz wurde
die Probe durch Invertieren vermischt und anschliefend 5 min inkubiert. Ein Ansatz mit 1
ul bzw. 0,5 ul des Lysepuffers diente als Nullprobe filir die Messung. Anschliefend wurde
die Absorption bei einer Wellenldnge von 595 nm gemessen, wobei alle Lysate als Duplikate
gemessen und ein Mittelwert gebildet wurde. Die Proteinkonzentrationen wurden anhand

einer zuvor erstellten Kalibrierungsgerade berechnet.

2223 Natriumdodecylsulfat (Sodium dodecyl Sulfate)-
Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Proteine wurden mithilfe von Natriumdodecylsulfat (Sodium dodecyl! sulfate)-
Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) im elektrischen Feld nach ihrem
Molekulargewicht aufgetrennt. Das im Gel vorhandene SDS sorgt durch Bindung an die
Proteine fiir eine einheitliche negative Ladung und fiihrt damit zu einer einheitlichen
Wanderungsrichtung der Proteine im elektrischen Feld. Das Gel bildet eine
Gitternetzstruktur, in der Proteine mit niedrigem Molekulargewicht schneller wandern als

Proteine mit hohem Molekulargewicht.

Die fiir die SDS-PAGE verwendeten Gelsysteme bestehen aus einem Sammel- und einem
Trenngel. Die Acrylamid-Konzentration des Trenngels wurde anhand des
Molekulargewichts des Zielproteins gewihlt (10-14 %). Als erstes wurde das Trenngel
gegossen (siehe Tabelle 11), Tetramethylethylendiamin (TEMED) und Ammoniumpersulfat
(APS) wurden zuletzt hinzugegeben, um die Polymerisationsreaktion zu starten. TEMED
dient hierbei als Katalysator und APS als Starter der Radikalkettenreaktion. Die Losung
wurde dann sofort zwischen zwei Glasplatten pipettiert und mit Isopropanol iiberschichtet.
Die Dicke des Gels wurde durch die Abstandshalter der Grundplatte bestimmt. Nach der
Polymerisation des Trenngels wurde die Losung fiir das Sammelgel vorbereitet (Tabelle 11),
APS und TEMED wurden wiederum im letzten Schritt hinzugefiigt. Die Isopropanol-
Schicht wurde vom Trenngel entfernt, das Sammelgel oben auf das erhértete Trenngel
gegossen und ein Kamm eingesetzt, um Geltaschen fiir die Proben zu erzeugen. Nach

Aushirtung des Sammelgels wurde das Gel in einer vertikalen Mini-PROTEAN® Tetra
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Elektrophoresekammer fixiert. Die Kammer wurde mit 1x SDS-Laufpuffer befiillt und die
Kémme entfernt (Tabelle 11).

Das benétigte Lysatvolumen fiir die gewiinschte Proteinmenge wurde zusammen mit dem
Laemmli-Puffer (Tabelle 11) in ein Reaktionsgefdal pipettiert; bei Bedarf wurde das
Probenvolumen zuvor mit RIPA-Puffer angeglichen. Um die Proteine zu denaturieren,
wurden die Proben 5 min bei 95 °C inkubiert, bevor sie mit einer Hamilton-Pipette in die
Probentaschen des Sammelgels gegeben wurden. Als Groflenmarker diente der Marker

Precision Plus Protein™ Kaleidoscope™, der parallel zu den Proben geladen wurde.

Zunichst wurden die Proteine bei einer Feldstirke von 8,4 V/cm an der Grenze von Sammel-
und Trenngel konzentriert und anschlie3end bei einer Feldstirke von 10,5 V/cm aufgetrennt.

Im Anschluss wurde das Trenngel fiir einen Immunoblot verwendet (2.2.2.4).

Tabelle 11: Fiir die Natriumdodecylsulfat (Sodium dodecyl sulfate)-
Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) verwendete Puffer und Lésungen

Puffer/ Losung Zusammensetzung
Laemmli-Puffer (5x) 312,5 mM Tris/HCI pH 6,8

10 % (w/v) SDS

50 % (v/v) Glycerin

250 mM DTT

0,01 % (w/v) Bromphenolblau

Der Puffer wurde in der Probe 1:5 auf 1x
Konzentration verdinnt.

SDS-Laufpuffer (10x) 250 mM Tris

1,92 M Glycin

1 % (w/v) SDS

Der Puffer wurde kurz vor Gebrauch 1:10 auf 1x

Konzentration verdinnt.
Trenngel (10-14 %) 10-14 % (v/v) Acrylamid/Bis-L6sung
390 mM Tris-HCI, pH 8,8

0,1 % (w/v) SDS

0,1 % (v/v) APS

0,04 % (v/v) TEMED
Sammelgel (5 %) 5 % (v/v) Acrylamid/Bis-L6sung
126 mM Tris-HCI, pH 6,8

0,1 % (w/v) SDS

0,1 % (v/v) APS

0,1 % (v/v) TEMED
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2.2.2.4 Immunoblot
Nach der Separation der Proteine durch die SDS-PAGE wurde ein Immunoblot

durchgefiihrt, um spezifische Proteine durch Antikérperbindung nachzuweisen. Hierfiir
wurden die Proteine aus dem Trenngel in einem elektrischen Feld zunédchst auf eine
Polyvinylidenfluorid-(PVDF)-Membran iibertragen. Die Membran wurde zuvor 90 s in
Methanol aktiviert und kurz in dH»O gewaschen. AnschlieBend wurden die Blotschwidmme,
Whatman™-Filterpapier, Trenngel und die Membran in Transferpuffer dquilibriert und wie
in Abb. 2: dargestellt zu einem Sandwich zusammengesetzt. Abhédngig vom
Molekulargewicht des jeweiligen Zielproteins wurden verschiedene Transferpuffer
eingesetzt (flir Proteine < 75 kDa ohne SDS, fiir Proteine > 75 kDa mit SDS) (Tabelle 12).
Waren Zielproteine verschiedener Grofle auf einem Trenngel, wurde dieses vorsichtig
horizontal zerschnitten und die beiden Teile in unterschiedlichen Transferpuffern geblottet.
Das Sandwich wurde in einen Mini Trans-Blot® blotting-Tank eingesetzt und dieser mit
dem jeweiligen, eisgekiihlten Transferpuffer gefiillt. Dem Tank wurden ein Kiihlpack und
ein Magnetriihrfisch hinzugefiigt. Der Proteintransfer erfolgte fiir 3 h bei einer Spannung
von 100 V fiir Proteine <75 kDa und bei 80 V fiir Proteine > 75 kDa. Der Tank stand hierbei

auf einem Magnetriihrer in einem 4 °C kalten Raum.

(Anode)

Schwamm

| Filterpapier |

[ Membran |

| Gel |
| Filterpapier |

(Kathode)

Abb. 2: Schematische Darstellung eines Immunoblot-Sandwich.
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Nach dem Transfer wurde die Membran kurz in Tris-gepufferter Salzlosung mit Tween®-
20 (TBS-T) gewaschen (Tabelle 12) und im Folgenden fir 1 h in 5 % (w/v)
Magermilchpulver in TBS-T auf einem Orbitalschiittler bei Raumtemperatur und 60 Upm
geblockt, um unspezifische Antikorperbindungen an die Membran zu verhindern. Danach
wurde die Membran iiber Nacht bei 4 °C mit dem jeweiligen Primédrantikorper inkubiert,
welcher in 1 % (w/v) Magermilchpulver in TBS-T verdiinnt wurde (Tabelle 4). Gab es
mehrere Zielproteine auf einer Membran, wurde diese geschnitten und die Membranstiicke
einzeln mit den entsprechenden Antikorpern inkubiert. Am néchsten Tag erfolgten drei
Waschschritte in TBS-T fiir jeweils 10 min bei Raumtemperatur, bevor der ebenfalls in 1 %
(w/v) Magermilchpulver in TBS-T verdiinnte Sekundirantikérper hinzugegeben wurde
(Tabelle 4). Der Sekundarantikdrper richtet sich gegen den Spezies-spezifischen konstanten
Teil des Primérantikdrpers und ist an eine Meerrettichperoxidase gekoppelt. Die Inkubation
mit dem Sekunddrantikorper erfolgte liber 2 h auf einem Orbitalschiittler bei 60 Upm und

Raumtemperatur, gefolgt von drei weiteren Waschschritten wie oben beschrieben.

Um die Proteine sichtbar zu machen, wurde das Amersham™ Enhanced
Chemiluminescence™ (ECL) Western Blot Reagenz entsprechend den Herstellerangaben
verwendet, fiir eine sensitivere Detektion das Pierce™ ECL Plus Western Blot Reagenz. Die
an den Sekundédrantikdrper gebundene Meerrettichperoxidase reagiert mit dem Western Blot
Reagenz und erzeugt so ein Lichtsignal, das mithilfe eines Rontgenfilms aufgezeichnet wird.
Dafiir wurde die Membran nach der Inkubation mit dem jeweiligen Detektionsreagenz in
einer Klarsichtfolie in eine Autoradiographie-Kassette gelegt und anschlieend in einer
Dunkelkammer ein Rontgenfilm auf der Membran platziert. Es wurden jeweils mehrere
Filme mit unterschiedlichen Belichtungszeiten angefertigt, um unterschiedliche Graustufen
des Signals zu erhalten. Die Entwicklung und Fixierung des Films erfolgten ebenfalls in der
Dunkelkammer. Hierbei wurde der Film jeweils nach dem Entwicklungsprozess bzw. nach
der Fixierung kraftig mit Wasser gespiilt. Anschliefend folgten semiquantitative Analysen

der eingescannten Filme mit dem Programm ImagelJ (Version 1.53k).

Tabelle 12: Im Immunoblot verwendete Puffer und Losungen

Puffer/ L6sung Zusammensetzung
Transferpuffer mit SDS (fur Proteine > 75 kDa) | 48 mM Tris
386 mM Gilycin

0,05 % (w/v) SDS
20 % (v/v) Methanol
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Transferpuffer ohne SDS (fur Proteine < 75 | 24 mM Tris

kDa) 193 mM Glycin

20 % (v/v) Methanol
Tris-gepufferte Salzlésung + Tween®-20 (TBS- | 50 mM Tris-HCI, pH 8

T) 150 mM NaCl

5 mM KCI

0,1 % (v/v) Tween®-20
Blockierungslésung 5 % (w/v) Magermilchpulver in TBS-T
Antikérper-Puffer 1 % (w/v) Magermilchpulver in TBS-T

2.2.2.5 Immunfluoreszenzfarbung

Die indirekte Immunfluoreszenzfirbung wurde angewendet, um die relative Menge
bestimmter Proteine und deren Lokalisation in fixierten Zellen darzustellen. Hierzu wurde
ein speziFisher Primérantikorper verwendet, der an das jeweilige Zielprotein bindet. In
einem zweiten Schritt wurde der Primirantikérper von einem Fluorophor-gekoppelten
Sekundirantikorper detektiert, der sich gegen den Spezies-spezifischen konstanten Teil des
Primérantikorpers richtet. Im Falle zweier nachzuweisender Zielproteine miissen die

Primérantikdrper dementsprechend von verschiedenen Spezies stammen.

Die Zellen wurden in 6-well-Platten auf Deckgldschen kultiviert, wie in 2.2.1 beschrieben.
Vor der Fluoreszenzfarbung der Zellen wurden diese einmal mit PBS gewaschen und mit 4
% (w/v) Paraformaldehyd in PBS fiir 15 min bei Raumtemperatur fixiert. AnschlieBend
folgten drei Waschschritte a 5 min mit PBS. Die Zellen wurden dann fiir 15 min bei
Raumtemperatur mit einer Blockierungslosung aus 3 % (v/v) Ziegenserum (NGS, normal
goat serum) und 0,3 % (v/v) Triton-X-100 in PBS inkubiert. Triton-X-100 macht die
Zellmembran permeabel fiir die Antikérper, wéhrend das NGS unspezifische
Antikorperbindungsstellen blockiert. Im Anschluss wurden die Zellen erneut mit PBS
gewaschen und dann {iber Nacht bei 4 °C mit den in 1 % (v/v) Ziegenserum verdiinnten
Primérantikdrpern (Tabelle 5) gegen die jeweiligen Zielproteine koinkubiert. Nach drei
weiteren Waschschritten & 5 min mit PBS wurden die Zellen lichtgeschiitzt fiir 1 h bei
Raumtemperatur mit den zuvor in PBS verdiinnten Sekundérantikorpern (Tabelle 5)
koinkubiert. Alle nachfolgenden Schritte wurden lichtgeschiitzt durchgefiihrt. Es folgten
drei weitere Waschschritte mit PBS a 5 min. Um das Zytoskelett anzufdrben, wurden die
Zellen zusitzlich fiir 20 min bei Raumtemperatur mit Fluorophor-gekoppeltem Phalloidin
(488 nm) in einer Verdiinnung von 1:70 in PBS inkubiert. Darauf folgten drei weitere

Waschschritte wie beschrieben. Zum Schluss wurden die Zellkerne mit 4°,6-Diamidino-2-
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Phenylindol (DAPI) in einer Endkonzentration von 0,2 pg/ml in PBS fiir 5 min bei
Raumtemperatur angefarbt. Nach drei weiteren Waschschritten wie beschrieben wurden die
Deckglidschen mit den angefarbten Zellen mit Prolong™ Diamond Antifade Mountant auf

Objekttriagern eingedeckt und nach dem Trocknen lichtgeschiitzt bei 4 °C gelagert.

Alle Immunfluoreszenz-Aufnahmen wurden mit dem Fluoreszenzmikroskop AxioVision

Observer D1 von Zeiss in einer 400x VergroBerung durchgefiihrt.

2.2.3 Molekularbiologische Methoden
2.2.3.1 RNA-Isolierung

Die folgenden Schritte wurden unter RNAse-freien Bedingungen durchgefiihrt, um eine
Degradation der RNA zu vermeiden. Dafiir wurden alle Materialien und Arbeitsoberflichen
vor Gebrauch mit Ethanol gereinigt und stets mit Handschuhen gearbeitet; auBerdem wurde
ausschlieBlich RNAse-freies Wassser verwendet. Die RNA-Isolierung erfolgte in zwei
Schritten: Zunéchst wurden die Zellen in TRIzol lysiert und anschlieend wurde die RNA
mithilfe des RNeasy Mini Kit isoliert.

Um die Zellen zu lysieren, wurden die Zellkulturschalen auf Eis gestellt und das Medium
abgesaugt. Sollte eine Zellkulturschale pro Ansatz lysiert werden, wurden 700 pl TRIzol
hinzugegeben, fiir zwei Zellkulturschalen wurden 500 pl TRIzol in jede der Schalen
gegeben. Nach mehrmaligem Auf- und Abpipettieren wurde die Zellsuspension in ein 2 ml
Reaktionsgefal3 iiberfiihrt, wobei Suspensionen eines Ansatzes zusammengefithrt wurden.
AnschlieBend wurden die Suspensionen in fliissigem Stickstoff schockgefrostet und

entweder bei -80 °C gelagert oder direkt im Anschluss weiterverarbeitet.

Zur Aufreinigung der RNA wurde 300 pul Wasser-gesittigtes Chloroform zu der Probe
gegeben und nach 15 s Invertieren fiir 2 min bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde
die Suspension bei 12000 xg fiir 15 min bei 4 °C zentrifugiert. Die die RNA enthaltende
obere, klare Phase wurde vorsichtig abgenommen und in ein neues Reaktionsgefal3
tiberfiihrt. Dazu wurde das gleiche Volumen 70 % Ethanol zugegeben und gemischt. Bis zu
700 pl der Probe wurden auf eine RNeasy Mini Sdule gegeben und bei 12000 xg fiir 1 min
bei Raumtemperatur zentrifugiert. Die RNA wird hierbei von dem Sdulenmaterial gebunden.
Betrug das Probenvolumen mehr als 700 pl, wurde das Auffanggefal3 geleert und der obige
Schritt mit der verbleibenden Losung wiederholt. Die anschlieBenden Waschschritte wurden
entsprechend der Herstellerangaben durchgefiihrt. Zuletzt wurde die RNA in 25 pl RNAse-
freiem Wasser eluiert. Die RNA-Konzentration wurde im Folgenden mit dem NanoDrop™
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2000c Spektrophotometer gemessen (sieche 2.2.3.2) und mithilfe der Agarose-
Gelelektrophorese wurde die RNA auf Integritit gepriift (siche 2.2.3.5). Die RNA-Proben

wurden bis zur Weiterverarbeitung bei -80 °C gelagert.

2.2.3.2 Bestimmung der RNA-Konzentration

Die RNA-Konzentration wurde mit dem NanoDrop™ 2000c Spektrophotometer ermittelt.
Nach Leermessung mit RNAse-freiem Wasser wurden 1,5 pl der RNA-Losung auf den
Messsockel gegeben, das Absorptionsspektrum von 220 nm bis 350 nm aufgenommen und
die Messwerte bei 230 nm, 260 nm und 280 nm tabellarisch ausgegeben, wobei 260 nm das
Absorptionsmaximum fiir Nukleinsduren darstellt. Da eine Absorption von 1 bei 260 nm
einer RNA-Konzentration von 40 ng/pl entspricht, konnte die RNA-Konzentration der Probe
auf diese Weise berechnet werden. Um die Reinheit der RNA zu priifen, wurden Quotienten
aus den Absorptionswerten bei 260 nm und 280 nm (A260/A280) sowie bei 260 nm und 230
nm (A260/A230) gebildet. Der Quotient A260/A280 sollte ~ 2,0 betragen, A260/A230 sollte
zwischen 1,8 und 2,2 liegen. Abweichende Werte deuten auf eine Kontamination mit z.B.

Kohlenhydraten oder Proteinen hin.

2.2.3.3 Reverse Transkription
Die Reverse Transkription der RNA in ¢cDNA wurde mit dem QuantiTect® Reverse
Transcription Kit entsprechend den Herstellerangaben durchgefiihrt. Dabei wurde 1 pg RNA

eingesetzt.

2.2.3.4 Polymerase-Kettenreaktion

Eine Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) dient der enzymatischen
Amplifikation von DNA mit einer hitzestabilen DNA-abhingigen DNA-Polymerase. Die
drei Amplifikationsschritte Denaturierung, annealing und Elongation werden hierbei in
mehreren Zyklen wiederholt, sodass sich die DNA-Menge exponentiell erhoht. Hierfiir sind
verschiedene Temperaturen notwendig: Bei 95 °C werden die DNA-Doppelstringe
thermisch aufgetrennt (Denaturierung), sodass sich in der zweiten Phase bei ca. 60 °C die
Primer anlagern konnen (annealing), welche den zu amplifizierenden DNA-Abschnitt
begrenzen. Die gewdhlte annealing-Temperatur ist dabei abhingig von der Sequenz der
gewihlten Primer. In der dritten Phase erzeugt die DNA-Polymerase bei ihrem
Temperaturoptimum von 72 °C ausgehend von den 3‘-Enden der Primer Kopien der DNA
(Elongation). Je nach Art der Analyse wird zwischen einer Endpunkt-PCR und einer real-

time PCR unterschieden. Bei der Endpunkt-PCR erfolgt die Analyse der
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Amplifikationsprodukte nach einer definierten Anzahl an Zyklen, wihrend bei der real-time

PCR der Fortschritt der Amplifikation nach jedem Zyklus erfasst wird.

2.2.3.4.1 Pra-Amplifikation

Eine Pra-Amplifikation kann zum Nachweis von Transkripten niedrig exprimierter Gene
genutzt werden [116]. Dabei handelt es sich um eine Endpunkt-PCR, jedoch mit wesentlich
weniger Zyklen und ohne Analyse der Amplifikationsprodukte. Diese werden anschliefend
einer real-time PCR zugefiihrt. Da das Gen fiir den Transkriptionsfaktor GRHL3 nur sehr
niedrig exprimiert ist, wurde, um das Transkript in der semiquantitativen real-time PCR
nachweisen zu konnen, zunichst eine Anreicherung mittels Pra-Amplifikation mit GRHL3-
spezifischen Primern durchgefiihrt. Diese wurde mit der Q5® High-Fidelity DNA-
Polymerase und 1 pul cDNA als template durchgefiihrt (Reaktionsansatz siehe Tabelle 13).
Die Primer wurden hierbei so gewihlt, dass das entstchende DNA-Fragment die
Zielsequenzen fiir die GRHL3 Primer der im Folgenden durchgefiihrten real-time PCR
beinhaltete. Die Probe durchlief 15 Amplifikationszyklen in einem Thermocycler, wie in

Tabelle 14 beschrieben.

Tabelle 13: Reaktionsansatz der GRHL3 Pra-Amplifikation

Komponente Volumen (Gesamtvolumen 50 pl)
Nuklease-freies Wasser 25,5 ul

Q5® High GC Enhancer 5x 10

Q5® Reaktionspuffer 5x 10 pl
Didesoxyribonukleosid-Triphosphate (ANTPs) | 1 pl

hGRHL3 Ex04 for2 (10 uM) 1l

hGRHL3 Ex06 rev2 (10 uM) 1l

Q5® High-Fidelity DNA-Polymerase (2 U/ul) | 0,5 pl

cDNA 1l

Tabelle 14: Temperatur-Protokoll der GRHL3 Pra-Amplifikation

Schritt Temperatur Zeit Zyklen
hot start 94 °C 5 min 1x
Denaturierung 94 °C 30s 15x
annealing 60 °C 30s

Elongation 72 °C 30s

Finale Elongation 72 °C 5 min 1x
holding 4°C 0 1x
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2.2.3.4.2 Semiquantitative real-time PCR

Bei einer semiquantitativen real-time PCR wird die exponentielle Amplifikation der cDNA
in Echtzeit aufgezeichnet. Im Rahmen dieser Arbeit wurde hierfiir die Inkorporation des
Fluoreszenzfarbstoffs SYBRgreen genutzt, dessen Fluoreszenz sich nach Inkorporation in
doppelstringige DNA um bis zu 1000 x erhoht, so dass diese als MaB fiir die Menge an
doppelstringigem Amplifikationsprodukt genutzt werden kann. Hierfiir wurde der 2x
primaQUANT gqPCR-CYBR-Green-MasterMix entsprechend den Herstellerangaben mit
einem Rotor-Gene® Q Thermocycler verwendet. Zunichst wurde ein 1:1 Mix aus forward
und reverse Primer erstellt und anschlieBend mit dem 2x primaQUANT qPCR-CYBR-
Green-MasterMix kombiniert, wie in Tabelle 16 dargestellt. Jeweils 15 pl dieses Ansatzes
wurde in ein 0,1 ml PCR-Reaktionsgefal pipettiert und um 5 pl verdiinnte cDNA ergénzt
(Tabelle 16). Von allen Proben wurden Duplikate erstellt. Pro verwendetem Primerpaar
diente ein Ansatz mit 5 pul Nuklease-freiem Wasser als Negativkontrolle. Das verwendete
Temperatur-Protokoll ist in Tabelle 17 dargestellt. Das Fluoreszenzsignal wurde nach jedem
Amplifikationszyklus aufgezeichnet, wobei die Stirke des Signals als Mal} fiir die
vorliegende DNA-Menge dient und damit Riickschliisse auf die wurspriingliche
Transkriptmenge zulésst. Fiir die semi-quantitative Auswertung wird der sogenannten Ct-
Wert (cycle threshold) genutzt, der den Zyklus beschreibt, in dem das Signal erstmals einen
definierten Schwellenwert (threshold) tibersteigt. Als Referenz wird stets parallel mit der
gleichen cDNA eine real-time PCR eines Transkripts durchgefiihrt, dessen Gen konstant
exprimiert ist und durch die Versuchsbedingungen nicht beeinflusst wird (ein sogenanntes
housekeeping-Gen). Fiir die Versuche dieser Arbeit wurde dafiir das Gen fiir das ribosomale

Protein L32 (RPL32) verwendet.

Tabelle 15: In der semiquantitativen real-time PCR verwendete Primer und GroRe der
Amplifikationsprodukte

Gen Primer GrofRe der

Amplifikationsprodukte

GRHL3 hGRHL3 Ex04 for3/ hGRHL3 | 203 Basenpaare
Ex06 rev3
RPL32 hmRPL32 Ex02 for1/ | 257 Basenpaare

hmRPL32 Ex03 rev1
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Berechnet man die Differenz der Ct-Werte (ACt) des zu untersuchenden Transkripts und des
housekeeping-Transkripts, sind damit Riickschliisse auf die relative Genexpression und
damit Vergleiche der Expression des Zielgens zwischen verschiedenen Proben mdglich

[117].

2~ (Ctziegen=ClrpL32) = relgtive Transkriptmenge des Zielgens

Die Daten aus dem PCR-Lauf wurden mit der Rotor-Gene® Q Software von Qiagen
ausgewertet. Aus den Ct-Werten der experimentellen Duplikate wurde der Mittelwert

gebildet, bei Abweichungen > 0,5 Zyklen wurde die PCR fiir diesen Ansatz wiederholt.

Um zu tberpriifen, ob ein homogenes Amplifikationsprodukt entstanden war, wurde im
Anschluss an die Amplifikation eine Schmelzpunktanalyse durchgefiihrt. Dabei wird die
Temperatur in 0,2 °C-Schritten von 50 °C auf 95 °C erhoht, wodurch die DNA in
Einzelstrange getrennt und der Fluoreszenzfarbstoff frei wird, was zu einer Erniedrigung der
Fluoreszenz flihrt. Bei der Auftragung der Fluoreszenzénderung gegen die Temperatur erhélt
man eine Schmelzkurve, die — wenn nur ein Produkt entstanden war — einen definierten peak
aufweist. Da dieser allerdings keinen Riickschluss auf die Gro3e des Amplifikationsprodukts
zuldsst, wurde das amplifizierte Produkt mittels Agarose-Gelelektrophorese hin tiberpriift

(siehe unten).

Tabelle 16: Reaktionsansatz der semiquantitativen Echtzeit-PCR

Komponente Volumen (Gesamtvolumen 20 pl)

2X primaQUANT gPCR-CYBR-Green- | 10 pl

MasterMix

Nuklease-freies Wasser 3ul

forward Primer (10 pM) 1ul

reverse Primer (10 uM) 1ul

cDNA 5l
Die praamplifizierte cDNA wurde vor
Gebrauch 1:2,5 fur GRHL3 und 1:37,5 flr
RPL32 verdunnt.
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Tabelle 17: Temperatur-Protokoll der semiquantitativen Echtzeit-PCR

Schritt Temperatur Zeit Zyklenzahl
hot start 95 °C 7 min 1x
Denaturierung 95 °C 10s 50x
annealing 60 °C 15s

Elongation 72 °C 20s

2.2.3.5 Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese dient dazu, Nukleinsdurefragmente nach ihrer Grofe
aufzutrennen, welche aufgrund ihrer negativen Ladung im elektrischen Feld wandern. Das
Verfahren wurde sowohl zur Uberpriifung der RNA-Integritit, als auch im Anschluss an
eine semiquantitative Echtzeit-PCR zur Kontrolle der resultierenden Fragmentlinge

angewendet.

Fiir die Gelelektrophorese von RNA wurde RNAse-freies Wasser zur Herstellung von TAE
und RNAse-freier Agarose verwendet. Zur Anfertigung von 0,8 % (RNA-Isolierung) bzw.
2 % (real-time PCR) Agarose-Gelen wurde die benotigte Menge Agarose in 1x Tris-Acetat-
EDTA-Puffer (TAE) (Tabelle 18) durch Aufkochen in einer Mikrowelle vollstindig gelost.
Nach Abkiihlen der Losung auf ca. 60 °C wurde diese in einen horizontalen Gelschlitten mit
passenden Kdmmen gegossen und der interkalierende Farbstoff Ethidiumbromid wurde in
einer Endkonzentration von 0,5 pg/ml zugegeben und eingeriihrt. Das ausgehértete Gel
wurde mit 1x TAE bedeckt und die Kdimme vorsichtig entfernt. Vor dem Beladen des Gels
wurden den Proben 1/5 ihres Volumens an 6x RNA- bzw. 6x DNA-Ladepuffer zugesetzt
(Tabelle 18). Als GroBenmarker diente ein parallel zu den Proben geladener Mix aus
Nukleinsdurefragmenten definierter GroBen, angepasst an die Lange der untersuchten
Fragmente wurden zwei verschiedene GrofBenmarker verwendet (fiir Fragmente grofer als
1000 Basenpaare die 1 kb Plus DNA Ladder von New England Biolabs, fiir Fragmente
kleiner als 1000 Basenpaare die GeneRuler Low Range DNA Ladder von Thermo Fisher
Scientific). Fiir die Gelelektrophorese wurde eine Feldstirke von 4-7 V/cm angewendet. Im
Anschluss an die Elektrophorese wurde mithilfe eines UV-Transilluminators die RNA bzw.
DNA anhand der Fluoreszenz des eingelagerten Ethidiumbromids sichtbar gemacht; zur

Dokumentation wurden die Gele fotografiert.
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Tabelle 18: In der Agarose-Gelelektrophorese verwendete Puffer

Puffer

Zusammensetzung/ Hersteller

50x Tris-Acetat-EDTA-Puffer (TAE)

2 M Tris Base

5 % (v/v) Essigsaure
50 mM EDTA

pH 8,3

Der Puffer wurde vor Gebrauch auf 1x verdlinnt.

6x DNA-Ladepuffer

30 % (v/v) Glycerin

60 mM Tris-HCI, pH 7,4

60 mM EDTA

0,05 % (w/v) Orange G

0,05 % (w/v) Xylencyanol FF

6x RNA-Ladepuffer

New England Biolabs, Frankfurt am Main

2.2.4 Statistische Auswertung

Von den Messergebnissen der biologischen Replikate wurde das arithmetische Mittel

gebildet. Gegebenenfalls wurde der Mittelwert der unbehandelten Kontrolle zu 1 und die

Mittelwerte der anderen Ansitze dazu ins Verhiltnis gesetzt. Die Normalverteilung wurde

mit dem Shapiro-Wilk-Test bestétigt, die Homogenitit der Varianzen mit dem Levene-Test.

Fiir die statistischen Analysen wurde ein gepaarter t-Test verwendet, das Signifikanzniveau

wurde auf p < 0,05 festgelegt. Beim Vergleich mehrerer Behandlungsgruppen wurde ein

einseitiger ANOVA mit dem post-hoc Tukey LSD Test angewendet. Die Fehlerindikatoren

in den Diagrammen beschreiben den Standardfehler (standard error of the mean, SEM).
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3. Ergebnisse

3.1 Einfluss von Pflanzeninhaltsstoffen auf GRHL3
3.1.1 Einfluss von Curcumin auf GRHL3

Um zu untersuchen, ob Curcumin den Transkriptionsfaktor GRHL3 in EZ reguliert, wurden
primdre humane EZ fiir 24 h mit 7,5 uM Curcumin inkubiert wie in 2.2.1 beschrieben. Fiir
diese Konzentration war zuvor ein promigratorischer Effekt auf Endothelzellen
nachgewiesen worden [79], wie er bereits flir GRHL3 beschrieben worden war [111, 112].

Die Kontrollen wurden mit DMSO behandelt, da Curcumin in DMSO geldst war.

Um zunichst die Curcumin-Wirkung zu {berpriifen, wurde die SOD2-Proteinmenge im
Immunoblot bestimmt, da Curcumin iiber die Aktivierung des Transkriptionsfaktors Nrf-2
bekanntermallen die sod2-Expression und Proteinmenge erhoht [68]. Dies ist auch in

primédren humanen EZ der Fall [79].
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Abb. 3: Nachweis der Curcumin-Wirkung anhand der SOD2-Proteinmenge. Primare humane
Endothelzellen wurden fir 24 h mit 7,5 pM Curcumin (Curc) inkubiert oder als Kontrolle mit
Dimethylsulfoxid (DMSO) behandelt (Kon). AnschlieRend wurden die Zellen lysiert und SOD2 im
Immunoblot nachgewiesen; als Ladekontrolle diente Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
(GAPDH). (A) Reprasentativer Immunoblot: Die Zahlen geben das Molekulargewicht der
verwendeten Markerproteine an. (B) Semiquantitative Auswertung der SOD2-Proteinmengen
bezogen auf die Ladekontrolle GAPDH. Der Mittelwert fiir die Kontrollen wurde zu eins gesetzt.
Gezeigt sind Mittelwert £+ SEM (n=5; *p<0,05 vs Kon; einseitiger, gepaarter Student’s t-Test).
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Es zeigte sich eine ca. 1,3-fach erhohte SOD2-Proteinmenge nach Curcumin-Behandlung
im Vergleich zu den Kontrollen (Abb. 3). Daraus konnte geschlossen werden, dass die

Curcumin-Behandlung der EZ funktioniert hat.

Nachdem die Wirksamkeit von Curcumin in den mit ihm behandelten Zellen nachgewiesen
worden war, wurde der Einfluss auf die Regulation von GHRL3 untersucht. Dazu wurde die

GRHLS3 Proteinmenge in den gleichen Zelllysaten mittels Immunoblot bestimmt.
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Abb. 4: Curcumin erhoht die Grainyhead-like 3-Proteinmenge in Endothelzellen. Endothelzellen
wurden flr 24 h mit 7,5 uM Curcumin (Curc) inkubiert oder als Kontrolle mit Dimethylsulfoxid (DMSO)
behandelt (Kon). Anschlielfend wurden die Zellen lysiert und Grainyhead-like 3 (GRHL3) im
Immunoblot nachgewiesen; als Ladekontrolle diente Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
(GAPDH). (A) Reprasentativer Immunoblot: Die Zahlen geben das Molekulargewicht der
verwendeten Markerproteine an. (B) Semiquantitative Auswertung der GRHL3-Proteinmengen
bezogen auf die Ladekontrolle GAPDH. Der Mittelwert fur die Kontrollen wurde zu eins gesetzt.
Gezeigt sind Mittelwert £+ SEM (n=5; *p<0,05 vs Kon; einseitiger, gepaarter Student’'s t-Test).

Auch bei GHRL3 kam es in den mit Curcumin behandelten EZ im Vergleich zu den
Kontrollen zu einer signifikanten Erhhung der Proteinmenge (Abb. 4), was zeigt, dass

Curcumin den Transkriptionsfaktor GRHL3 positiv reguliert.

3.1.2 Einfluss von Koffein auf GRHL3

Mit einer physiologisch relevanten Konzentration von 50 uM Koffein war zuvor eine
verstarkte Migration von EZ beobachtet worden [90]. Da auch GRHL3 promigratorisch
wirkt [111, 112] konnte somit zumindest ein Teil dieses Effekts iiber GRHL3 vermittelt

werden. Um zu untersuchen, ob Koffein den Transkriptionsfaktor GRHL3 in EZ reguliert,
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wurden primére humane EZ fiir 24 h mit 50 uM Koffein inkubiert wie in 2.2.1 beschrieben.
Nach der Zellernte wurde die grhl3-Transkriptmenge mittels semiquantitativer real-time
PCR und die GHRL3-Proteinmenge mittels Immunoblot analysiert. Zunichst wurde wie im
Fall von Curcumin die Koffein-Wirkung {iberpriift. Zuvor war von unserer Arbeitsgruppe
gezeigt worden, dass Koffein das Verhéltnis von an Serin 10 phosphoryliertem p27 (P-p27)
zu unphosphoryliertem p27 zugunsten des phosphorylierten Proteins verschiebt [92]. Daher

wurde dieses Verhiltnis mittels Immunoblot bestimmt.
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Abb. 5: Nachweis der Koffein-Wirkung anhand des erh6hten Phospho-p27/p27-Verhaltnisses.
Endothelzellen wurden fiur 24 h mit 50 yM Koffein (Koff) inkubiert oder blieben unbehandelt als
Kontrolle (Kon). AnschlieRend wurden die Zellen lysiert und die Proteinmenge von an Serin 10
phosphoryliertem p27 (P-p27) und unphosphoryliertem p27 in separaten Immunoblots
nachgewiesen; als Ladekontrolle diente jeweils Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
(GAPDH). (A) Reprasentativer Immunoblot: Die Zahlen geben das Molekulargewicht der
verwendeten Markerproteine an. (B) Semiquantitative Auswertung des P-p27 zu p27-Verhaltnis
bezogen auf die Ladekontrolle GAPDH. Der Mittelwert fir die Kontrollen wurde zu eins gesetzt.
Gezeigt sind Mittelwert + SEM (n=5; *p<0,05 vs Kon; einseitiger, gepaarter Student’s t-Test).

Wie erwartet kam es durch die Koffeinbehandlung zu einer ca. 1,5-fachen, signifikanten
Erhohung des Verhiltnisses von P-p27 zu p27 (Abb. 5), was zeigt, dass die Koffein-
Behandlung der EZ funktioniert hat.

Um im néchsten Schritt den Effekt von Koffein auf die grh/3-Transkriptmenge zu
untersuchen, wurde eine semiquantitative real-time PCR fiir GRHL3 mit vorheriger Pri-

Amplifikation durchgefiihrt wie in 2.2.3.4.1 und 2.2.3.4.2 beschrieben.
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Abb. 6: Koffein erh6ht die grainyhead-like 3-
2,5 - Expression in Endothelzellen.
Endothelzellen wurden fiir 24 h mit 50 uM
* Koffein  (Koff) inkubiert oder blieben
2,0 A unbehandelt als Kontrolle (Kon). Anschlieiend
wurden die Zellen lysiert und die relativen
grainyhead-like 3 (grhl3)-Transkriptmengen in
1,5 der  semiquantitativen  real-time  PCR
nachgewiesen. Gezeigt sind die relativen grh/3-
T Transkriptmengen  bezogen  auf das
1.8 housekeeping-Gen ribosomales Protein L32
(RPL32). Der Mittelwert fur die Kontrollen
wurde zu eins gesetzt. Gezeigt sind Mittelwert
+ SEM (n=5; *p<0,05 vs Kon; einseitiger,
gepaarter Student’s t-Test).
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Die Koffein-Behandlung erhohte die grh/3-Transkriptmenge fast 2-fach (Abb. 6), woraus

sich schlieBen ldsst, dass Koffein die Expression von grhl3 auf RNA-Ebene hochreguliert.

Um zu untersuchen, ob sich die Verdnderung der Transkriptmenge auf dem Proteinlevel

widerspiegelt, wurde ein Immunoblot durchgefiihrt.

A B

Kon Koff KkDa

75 1,5 7 5
GRHL3 e — o
()]
=
— 37 g
GAPDH | #s s =
T 10—,
e
o
e}
—
T
x
5] 0,5 4
(0]
=
©
g
0,0
Kon Koff

Abb. 7: Koffein erhoht die Grainyhead-like 3-Proteinmenge in Endothelzellen. Endothelzellen
wurden fir 24 h mit 50 pM Koffein (Koff) inkubiert oder blieben unbehandelt als Kontrolle (Kon).
Anschlielend wurden die Zellen lysiert und Grainyhead-like 3 (GRHL3) im Immunoblot
nachgewiesen; als Ladekontrolle diente Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH). (A)
Reprasentativer Immunoblot: Die Zahlen geben das Molekulargewicht der verwendeten
Markerproteine an. (B) Semiquantitative Auswertung der GRHL3-Proteinmengen bezogen auf die
Ladekontrolle GAPDH. Der Mittelwert fir die Kontrollen wurde zu eins gesetzt. Gezeigt sind
Mittelwert + SEM (n=5; *p<0,05 vs Kon; einseitiger, gepaarter Student’s t-Test).
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Wie aus Abb. 7 zu erkennen ist, ist nach Koffeinbehandlung nicht nur die Transkript-,
sondern auch die Proteinmenge von GRHL3 in EZ signifikant erhoht. Dies fiihrt zu dem
Schluss, dass Koffein die Menge des Transkriptionsfaktors GRHL3 in EZ iiber verstérkte

Expression erhoht.

3.2 Regulation von GRHL3 in Stress-induzierter

Seneszenz

Da Stress-induzierte Seneszenz Endothelzellfunktionen, die von GRHL3 positiv beeinflusst
werden, wie z.B. Migration und NO-Bioverfiigbarkeit, verschlechtert, stellte sich die Frage,
wie sich die Seneszenzinduktion auf GRHL3 auswirkt. Um dies zu untersuchen, wurden EZ
2 Wochen lang analog dem in 3.3 (Abb. 9) beschriebenen Schema mit 50 uM H>O, behandelt

und die GRHL3-Proteinmenge anschlieBend mittels Immunoblot nachgewiesen.
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Abb. 8: Grainyhead-like 3 ist in Stress-induzierter Seneszenz herunterreguliert. Endothelzellen
wurden Uber einen Zeitraum von 2 Wochen insgesamt funfmal mit 50 yM H202 behandelt, um
Seneszenz zu induzieren. Ein Ansatz blieb unbehandelt und diente als Kontrolle (Kon). AnschlieRend
wurden die Zellen lysiert und Grainyhead-like 3 (GRHL3) im Immunoblot nachgewiesen; als
Ladekontrolle diente Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH). (A) Reprasentativer
Immunoblot: Die Zahlen geben das Molekulargewicht der verwendeten Markerproteine an. (B)
Semiquantitative Auswertung der GRHL3-Proteinmengen bezogen auf die Ladekontrolle GAPDH.
Der Mittelwert fiir die Kontrollen wurde zu eins gesetzt. Gezeigt sind Mittelwert £+ SEM (n=4; *p<0,05
vs Kon; einseitiger, gepaarter Student’s t-Test).

Die H>0;-Behandlung reduzierte die GRHL3-Proteinmenge auf ca. 80% der Menge in den
unbehandelten Kontrollen (Abb. 8), was darauf schlieen lasst, dass der Transkriptionsfaktor

GRHL3 in Stress-induzierter Seneszenz herunterreguliert ist.
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3.3 Einfluss von Koffein auf Stress-induzierte Seneszenz

Um den Einfluss von Koffein auf Stress-induzierte Seneszenz in EZ zu untersuchen, wurden
primére humane EZ {iber einen Zeitraum von 2 Wochen mehrfach mit H>O,, mit H>O2 und
Koffein und - als Kontrolle auf Langzeitwirkungen von Koffein - nur mit Koffein behandelt
wie in Abb. 9 dargestellt. Als weitere Kontrolle wurden unbehandelte Zellen iiber den

gesamten Zeitraum mitgefiihrt.

Da in diesem Ansatz keine akuten Effekte von Koffein auf EZ untersucht werden sollten,
wurde im Unterschied zu den in 3.1.2 beschriebenen Experimenten eine niedrigere Koffein-
Konzentration von 10 uM gewdhlt. Da unsere Arbeitsgruppe in vorherigen Experimenten
eine Koffein-Konzentration von 30-50 uM nach Einnahme von vier Tassen Kaffee im
menschlichen Serum festgestellt hatte [90], entspricht die gewéhlte Konzentration in etwa

der Serumkoffeinkonzentration nach einer Tasse Kaffee.

L

Koffein \ Y74
H202

I I » Zellernte
T5 T8 T10 T12 T15

3 T3
__% M{Q
T €

Abb. 9: Behandlungsschema Koffein in Stress-induzierter Seneszenz. Dargestellt ist die
Behandlung mit H202 (gelbe Wolke) und Koffein (Kaffeetasse) am jeweiligen Tag (T) nach
Ausbringen der Zellen. Die Zellen wurden jeweils mit 50 yM H202 und/oder 10 uM Koffein behandelt
oder als Kontrolle unbehandelt gelassen. Die Zellernte erfolgte an Tag 15. Modifiziert nach: Merk,
D., et al., Caffeine Inhibits Oxidative Stress- and Low Dose Endotoxemia-Induced Senescence-Role
of Thioredoxin-1. Antioxidants (Basel), 2023. 12(6).

Um zu untersuchen, wie sich die Koffeinbehandlung auf die Seneszenzinduktion auswirkt,

wurde die Proteinmenge des Seneszenzmarkers p21 im Immunoblot ermittelt.
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Abb. 10: Koffein verhindert Stress-induzierte Seneszenz in Endothelzellen. Primare humane
Endothelzellen wurden Uber einen Zeitraum von 2 Wochen insgesamt finfmal mit 50 yM H20:
behandelt, um Seneszenz zu induzieren, in einem zweiten Ansatz wurden die Zellen zu den gleichen
Zeitpunkten mit 10 pM Koffein behandelt (H202+Koff). Als Kontrollen dienten Zellen, die
ausschlielich mit 10 uM Koffein behandelt worden waren (Koff) sowie ganzlich unbehandelte Zellen,
die Uber den gleichen Zeitraum unter ansonsten identischen Bedingungen kultiviert wurden (Kon).
Anschliefend wurden die Zellen lysiert und p21 im Immunoblot nachgewiesen; als Ladekontrolle
diente Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH). (A) Reprasentativer Imnmunoblot: Die
Zahlen geben das Molekulargewicht der verwendeten Markerproteine an. (B) Semiquantitative
Auswertung der p21-Proteinmengen bezogen auf die Ladekontrolle GAPDH. Der Mittelwert fir die
Kontrollen wurde zu eins gesetzt. Gezeigt sind Mittelwert £+ SEM (n=4-5; *p<0,05 vs Kon, #p<0,05
vs. H202; one-way ANOVA mit post-hoc Tukey LSD Test). Modifiziert nach: Merk, D., et al., Caffeine
Inhibits Oxidative Stress- and Low Dose Endotoxemia-Induced Senescence-Role of Thioredoxin-1.
Antioxidants (Basel), 2023. 12(6).

Hierbei zeigte sich, dass die alleinige Koffeinbehandlung die p21-Menge im Vergleich zu
den unbehandelten Kontrollen nicht verdnderte, wohingegen nach H>O;-Behandlung der
erwartete Anstieg verzeichnet werden konnte. Interessanterweise entsprach die p21-Menge
in den Zellen, die gleichzeitig mit H>O> und Koffein behandelt worden, dem der
unbehandelten Kontrollen (Abb. 10). Dies zeigt eindeutig, dass Koffein selbst keinen
Einfluss auf den Zellzyklusinhibitor p21 hat, jedoch dessen Hochregulation durch
Langzeitbehandlung mit H>O, entgegenwirkt und damit Stress-induzierte Seneszenz

verhindern kann [118].

Zusidtzlich zu den Immunoblots, mit denen nur die Gesamtmenge eines Proteins in
Zelllysaten untersucht werden kann, wurden Immunfluoreszenzfiarbungen der behandelten
Zellen angefertigt. Mit dieser Technik kann die intrazelluldre Lokalisation von Protein
dargestellt werden, was im Fall von p21 von Bedeutung ist, da die Funktion als

Zellzyklusinhibitor an die Lokalisation im Zellkern gebunden ist.
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Abb. 11: Koffein verhindert Stress-induzierte Seneszenz in Endothelzellen. Primare humane
Endothelzellen wurden Uber einen Zeitraum von 2 Wochen insgesamt finfmal mit 50 yM H202
behandelt, um Seneszenz zu induzieren, in einem zweiten Ansatz wurden die Zellen zu den gleichen
Zeitpunkten mit 10 yM Koffein behandelt (H202+Koff). Als Kontrollen dienten Zellen, die
ausschlielich mit 10 uM Koffein behandelt worden waren (Koff) sowie ganzlich unbehandelte Zellen,
die Uber den gleichen Zeitraum unter ansonsten identischen Bedingungen kultiviert wurden (Kon).
Zur Farbung wurden die Zellen fixiert und permeabilisiert. AnschlieRend wurde eine
Immunfluoreszentfarbung fir p21 (rot) durchgefihrt. Das Aktin-Zytoskelett wurde mit Fluorophor-
gekoppeltem Phalloidin (griin), die Zellkerne mit DAPI (blau) gefarbt. Die Bilder der einzelnen
Farbkanale wurden mit einem Immunfluoreszenzmikroskop aufgenommen, die Uberlagerung der
drei Farben ist mit Alle Kanale bezeichnet. 400x Vergroferung, MalRstab 50 um. Gezeigt sind
reprasentative Aufnahmen der unterschiedlichen Behandlungen. Modifiziert nach: Merk, D., et al.,
Caffeine Inhibits Oxidative Stress- and Low Dose Endotoxemia-Induced Senescence-Role of
Thioredoxin-1. Antioxidants (Basel), 2023. 12(6).

Abb. 11 zeigt, dass nach H>O>-Behandlung als Zeichen der Seneszenzinduktion deutlich
mehr p21-positive Zellkerne als in den unbehandelten Kontrollen vorhanden waren. Bei
zusitzlicher Koffein-Behandlung entsprach die Zahl der p21-positive Zellkerne in etwa
wieder der in den unbehandelten Zellen. Die alleinige Behandlung mit Koffein hatte keinen
Effekt auf p21. Dies bestétigt das Ergebnis aus den Immunoblots und untermauert damit,

dass Koffein stressinduzierte Seneszenz verhindern kann [118].

In seneszenten EZ ist die NO-Produktion durch eine Verringerung der eNOS-Menge
eingeschriankt. Insofern stellte sich die Frage, ob Koffein in dem Modell der Stress-
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induzierten Seneszenz nicht nur die Akkumulation von p21 im Zellkern und damit einen
Zellzyklusarrest, sondern auch die Herunterregulation von eNOS verhindert. Um dem
nachzugehen, wurde in dem vorher beschriebenen Modell der gleichzeitigen Behandlung
mit H>O> und Koffein auch die eNOS-Proteinmenge mittels Immunoblot analysiert. Diese

Arbeiten wurden gemeinsam mit Herrn Jan Greulich, MSc durchgefiihrt.
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Abb. 12: Koffein erhalt die eNOS-Proteinmenge bei Langzeitbehandlung mit H;O,. Priméare
humane Endothelzellen wurden lber einen Zeitraum von 2 Wochen insgesamt fiinfmal mit 50 yM
H202 behandelt, um Seneszenz zu induzieren, in einem zweiten Ansatz wurden die Zellen zu den
gleichen Zeitpunkten mit 10 uM Koffein behandelt (H202+Koff). Als Kontrollen dienten Zellen, die
ausschlieRlich mit 10 yM Koffein behandelt worden waren (Koff) sowie ganzlich unbehandelte Zellen,
die Uber den gleichen Zeitraum unter ansonsten identischen Bedingungen kultiviert wurden (Kon).
Anschliefend wurden die Zellen lysiert und eNOS im Immunoblot nachgewiesen; als Ladekontrolle
diente Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH). (A) Reprasentativer Immunoblot: Die
Zahlen geben das Molekulargewicht der verwendeten Markerproteine an. (B) Semiquantitative
Auswertung der eNOS-Proteinmengen bezogen auf die Ladekontrolle GAPDH. Der Mittelwert fiir die
Kontrollen wurde zu eins gesetzt. Gezeigt sind Mittelwert + SEM (n=4-5; *p<0,05 vs Kon, #p<0,05
vs. H202; one-way ANOVA mit post-hoc Tukey LSD Test). Modifiziert nach: Merk, D., et al., Caffeine
Inhibits Oxidative Stress- and Low Dose Endotoxemia-Induced Senescence-Role of Thioredoxin-1.
Antioxidants (Basel), 2023. 12(6).

Bei alleiniger HO2-Behandlung war die eNOS-Proteinmenge, wie fiir seneszente EZ
erwartet, reduziert. Dies wurde durch die gleichzeitige Gabe von Koffein verhindert; Koffein
alleine hatte keinen signifikanten Effekt auf eNOS (Abb.12). Somit kann Koffein nicht nur
den Seneszenz-assoziierten Zellzyklusarrest verhindern, sondern erhdlt auch essenzielle

Endothelzell-spezifische Funktionen [118].

Die bis dahin erhobenen Daten zeigten, dass Koffein das Auftreten Stress-induzierter

Seneszenz in Endothelzellen verhindert und auflerdem spezifische Funktionen der Zellen,
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wie z.B. die Kapazitit zur NO-Produktion, erhélt. Da der Transkriptionsfaktor GRHL3
ebenso wie eNOS in seneszenten EZ herunterreguliert ist, seine Expression und
Proteinmenge bei kurzzeitiger Koffeinbehandlung aber ansteigt, ergab sich die Frage, ob
Koffein auch im Seneszenzmodell einen Einfluss auf GRHL3 hat. Um den Effekt von
Koffein auf die Herunterregulation von GRHL3 in stressinduzierter Seneszenz zu
untersuchen, wurden EZ wie oben zuvor beschrieben mit H,O; und/oder Koffein behandelt

und die GRHL3-Proteinmenge mittels Immunoblot nachgewiesen.
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Abb. 13: Koffein erhilt die Grainyhead-like 3 Proteinmengen bei Langzeitbehandlung mit H20:.
Primare humane Endothelzellen wurden Gber einen Zeitraum von 2 Wochen insgesamt finfmal mit
50 pM H202 behandelt, um Seneszenz zu induzieren, in einem zweiten Ansatz wurden die Zellen zu
den gleichen Zeitpunkten mit 10 uM Koffein behandelt (H202+Koff). Als Kontrollen dienten Zellen,
die ausschlieBlich mit 10 yM Koffein behandelt worden waren (Koff) sowie ganzlich unbehandelte
Zellen, die Uber den gleichen Zeitraum unter ansonsten identischen Bedingungen kultiviert wurden
(Kon). Anschlieend wurden die Zellen lysiert und Grainyhead-like 3 (GRHL3) im Immunoblot
nachgewiesen; als Ladekontrolle diente Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH). (A)
Reprasentativer Immunoblot: Die Zahlen geben das Molekulargewicht der verwendeten
Markerproteine an. (B) Semiquantitative Auswertung der GRHL3-Proteinmengen bezogen auf die
Ladekontrolle GAPDH. Der Mittelwert flr die Kontrollen wurde zu eins gesetzt. Gezeigt sind
Mittelwert £ SEM (n=4-5; *p<0,05 vs Kon, #p<0,05 vs. H202, one-way ANOVA mit post-hoc Tukey
LSD Test).

Wie schon zuvor nachgewiesen, fithrte die zweiwochige Behandlung mit H,O> zu einer
Reduktion der GRHL3-Menge. Koffein alleine hatte keinen signifikanten Effekt,
verhinderte aber bei gleichzeitiger Gabe mit H>O, die Verringerung der GRHL3-Menge
(Abb. 13). Daraus kann geschlossen werden, dass Koffein auch iiber den Erhalt von GRHL3

dem durch H>O; induzierten Funktionsverlust von EZ entgegenwirkt.
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4. Diskussion

4.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

Die wesentlichen Ergebnisse dieser Arbeit sind erstens, dass Curcumin und Koffein den
Transkriptionsfaktor GRHL3 in EZ hochregulieren, zweitens, dass GRHL3 in Stress-
induzierter EZ-Seneszenz herunterreguliert ist und drittens, dass Koffein stressinduzierte
EZ-Seneszenz verhindert, wobei die eNOS- und GRHL3-Proteinmengen durch
Koffeinbehandlung erhalten bleiben.

4.2 Curcumin und GRHL3

Der Pflanzeninhaltsstoff Curcumin wirkt sich positiv auf das kardiovaskuldre System aus.
Insbesondere zeigen viele Studien, dass Curcumin die Endothelfunktion verbessert [69-75,
115]. In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass Curcumin den Transkriptionsfaktor
GRHL3 hochreguliert. GRHL3 nimmt eine Schliisselrolle bei der Aufrechterhaltung der EZ-
Funktion ein, indem er die NO-Produktion von EZ fordert [111]. Fang et al. [71] und Fleenor
et al. [72] wiesen eine verbesserte ACh-induzierte EDD nach Gabe von Curcumin bei jungen
bzw. alten Miausen nach. Oliver et al. [74] beobachteten eine verbesserte FMD bei jungen
gesunden Miénnern nach 8-wochiger Einnahme von Curcumin. Zu &hnlichen Ergebnissen
kamen Santos-Parker et al. [75], die nach Einnahme von Curcumin eine verbesserte ACh-
induzierte EDD bei mittelalten bis alten Probanden beobachteten. Demnach konnte
Curcumin die NO-Produktion von EZ durch Hochregulation von GRHL3 steigern. Dies
wiirde einen neuen Mechanismus aufzeigen, wie es zu einer verbesserten Endothelfunktion

kommt.

Curcumin ist dafiir bekannt, verschiedene Transkriptionsfaktoren zu regulieren [119]. So
verringert Curcumin die Expression des proinflammatorischen Transkriptionsfaktors NF-
kB, wihrend es den antioxidativen Transkriptionsfaktor NRF2 hochreguliert [68]. GRHL3

ist nun ein weiterer Transkriptionsfaktor, der durch Curcumin hochreguliert wird.

Im Gegensatz zu Studien mit protektivem Effekt stehen Untersuchungen, die einen
schédlichen Einfluss von Curcumin auf EZ beschreiben. Beispielsweise beobachteten Liu et
al. [76] eine Inhibition der EZ-Proliferation nach Behandlung mit tiber 20 uM eines
Curcumin-Analogons, die sie auf die Induktion von Zelltod in EZ zuriickfiihrten. Hingegen
wiesen Grabowska et al. [77] schon bei einer Curcumin-Konzentration von 2,5 bis 5 uM

eine Inhibition der EZ-Proliferation und erhdhte Seneszenzmarker in EZ nach, wihrend
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Curcumin-Konzentrationen iiber 10 uM zytotoxisch waren. Die erhohten Seneszenzmarker
stehen im Kontrast zu einer Studie von Sun et al. [120], die zeigt, dass Curcumin H>O»-
induzierte Seneszenz inhibieren kann. Vyas et al. [78] beobachteten eine dosisabhingige
Inhibition der Proliferation von EPZ durch Behandlung mit 1 bis 50 uM Curcumin.
Hingegen beobachteten Ouyang et al. [70], dass Curcumin-Konzentrationen von 50 uM in
EZ den oxidativen Stress unter H>O>-Behandlung verbessern. Um diesen widerspriichlichen
Studien zu begegnen, wurde zundchst die Curcuminkonzentration in unserem
Primérzellsystem ermittelt, die keinen Einfluss auf die Anzahl lebender EZ hatte. Dabei
ergab sich bei 24 stiindiger Behandlung, dass Curcuminkonzentrationen von 5 und 7,5 uM
keinen Einfluss auf die Anzahl lebender EZ hatten, wihrend Konzentrationen von 10 und 20
uM zu vermehrtem Zelltod von EZ fiihrten [121]. Aufgrund dieser Ergebnisse wurde dann
in dieser Arbeit filir die Versuche eine Curcumin-Konzentration von 7,5 uM verwendet, so

dass eine Induktion von Zelltod ausgeschlossen war.

Diese oben beschriebene vermeintlich widerspriichliche Studienlage konnte teilweise durch
die schlechte Wasserloslichkeit von Curcumin erklirt werden [80]. Da Curcumin aufgrund
seiner lipophilen Eigenschaften im wéssrigen Kulturmedium schlecht 16slich ist [122],
konnten sich die effektiven Curcuminkonzentrationen und damit -wirkungen in den oben
genannten Studien bei gleicher eingesetzter Konzentration stark voneinander unterscheiden.
Dies konnte der Grund fiir die schlechte Reproduzierbarkeit der Studien sein. In der
vorliegenden Arbeit wurde fiir jedes biologische Replikat die Wirkung von Curcumin durch
die Hochregulation der SOD2-Proteinmenge nachgewiesen. SOD2 ist ein Zielgen des
Transkriptionsfaktors NRF2, der nachwei3lich durch Curcumin-Gabe in den Zellkern von

EZ transloziert [79].

Ein weiterer Grund fiir die heterogene Studienlage konnte eine hormetische Wirkweise von
Curcumin sein [123]. Hormesis bedeutet, dass eine Substanz (meist ein Gift) ein
biphasisches Wirkprofil hat, sodass sie in niedrigen Konzentrationen eine positive Wirkung
und in hohen Konzentrationen eine negative Wirkung besitzt [123]. Mehrere Studien legen
eine hormetische Wirkweise von Curcumin nahe: Lima et al. [124] konnten zeigen, dass
Curcumin in niedrigen Konzentrationen unter 20 uM milden oxidativen Stress in
Fibroblasten auslést und vermutlich dadurch eine protektive, antioxidative Antwort
hervorruft. Im Gegensatz dazu fiihrte Curcumin in hohen Konzentrationen (30 uM) zu
vermehrtem Zelltod. AuBBerdem scheint Curcumin laut Studien von Grabowska et al. und

Son et al. die Zellproliferation hormetisch zu regulieren [77, 125]. Insofern steht der in
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anderen Studien beobachtete schéddliche Einfluss von Curcumin auf EZ nicht im
Widerspruch zu den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit, da die Curcumin-Wirkungen
konzentrationsabhingig sind. Auch die Hochregulation von GRHL3 durch Curcumin und
damit der Einfluss auf die EZ-Funktion folgt einem hormetischen Prinzip: Niedrige
Curcuminkonzentrationen erhéhen die GRHL3-Proteinmenge und verbessern somit

mutmallich die EZ-Funktion, wahrend hohe Konzentrationen toxisch auf EZ wirken.

Beim Menschen ist die wirksame Curcumin-Konzentration bisher nicht bekannt und die
Bioverfiigbarkeit von Curcumin sehr eingeschrinkt und interindividuell verschieden. Ein
Review von Dei Cas et al. [80] zeigt, dass in verschiedenen Studien nach Einnahme von
Curcumin eine grofle Bandbreite an Curcumin-Konzentrationen im Serum gemessen wurde.
Die Curcumin-Konzentrationen reichten von 1 bis 3200 ng/ml bei Curcumin-Dosen von 2
bis 10 g, zum Teil war Curcumin im Serum iiberhaupt nicht nachweisbar. Dies hingt mit der
eingeschrinkten Bioverfiigbarkeit von Curcumin zusammen: Zum einen wird Curcumin
durch seine lipophilen Eigenschaften im Gastrointestinaltrakt schlecht resorbiert [80]. Zum
anderen wird Curcumin im menschlichen Organismus sehr schnell metabolisiert [80]. Die
Metabolisierung bei Menschen ist dabei wesentlich stérker ist als die bei Nagetieren,
weshalb die Relevanz von in vivo Curcumin-Studien mit Miusen oder Ratten unklar ist
[126]. Jedoch werden zunehmend neue, besser bioverfiigbare Curcumin-Formulierungen
entwickelt, in denen Curcumin z. B. in Form von Liposomen, Mizellen, Curcumin-
Nanopartikeln oder gebunden an Matrizen wie Lecithin verabreicht wird [126]. Viele davon
zeigen in pharmakologischen Studien eine deutlich bessere gastrointestinale Absorption als
freies Curcumin [126]. In der vorliegenden Arbeit wurde nachgewiesen, dass Curcumin den
vasoprotektiven Transkriptionsfaktor GRHL3 hochreguliert. Klinische Studien mit neuen
Curcumin-Formulierungen konnten einen protektiven Effekt von Curcumin auf die EZ-
Funktion nachweisen [74, 75]. Daher ist es plausibel, dass der in der vorliegenden Arbeit ex
vivo gefundene Wirkmechanismus von Curcumin auch im Menschen existiert. Durch besser
bioverfiigbare Curcumin-Formen konnten ausreichend hohe Serumkonzentrationen erzielt
werden, um diese Wirkung von Curcumin im menschlichen Organismus zu ermoglichen.

Hierzu werden weitere in vivo und pharmakologische Studien benoétigt.

4.3 Koffein und GRHL3

Der Pflanzeninhaltsstoff Koffein ist in groen epidemiologischen Studien mit einer
reduzierten kardiovaskuldren Mortalitdt assoziiert [81, 82]. Mehrere Studien zeigen, dass
Koffein die EZ-Funktion verbessert [90, 91, 93, 94]. In dieser Arbeit wurde nachgewiesen,
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dass Koffein den Transkriptionsfaktor GRHL3 hochreguliert. GRHL3 nimmt eine
Schliisselrolle bei der Aufrechterhaltung der EZ-Funktion ein, indem er die NO-Produktion
von EZ fordert. Die NO-abhingige EZ-Migration ist von GRHL3 abhéngig [111]. Das
Ergebnis dieser Arbeit stimmt somit mit vorherigen Studien tiberein: In klinischen Studien
verbesserte Koffein die NO-Produktion von EZ sowohl bei Gesunden [93], als auch bei
Probanden mit kardiovaskuldren Erkrankungen [94]. In Studien unserer Arbeitsgruppe [90]
und von Wang et al. [91] verbesserte Koffein die EZ-Migration ex vivo. Die in den Studien
beobachtete Verbesserung der EZ-Funktion durch Koffein ist vermutlich auf eine

Hochregulation von GRHL3 zuriickzufiihren.

Im Gegensatz zu der vorliegenden Arbeit stehen Studien, die einen negativen Einfluss von
Koffein auf EZ beschreiben. Matsuoka et al. [127] und Li et al. [128] beobachteten, dass
Koftein in EZ Apoptose induziert. Jedoch wurden in diesen Studien hohe, unphysiologische
Koftein-Konzentrationen von 100 bis 1000 uM eingesetzt. Koffein-Konzentrationen iiber
500 uM sind fiir Menschen letal [97]. In Konzentrationen {iber 100 uM wirkt Koffein iiber
Calcium-Freisetzung, Inhibition von PDE und Antagonisierung von Adenosin-Rezeptoren
[92, 95, 96]. Es konnte gezeigt werden, dass die physiologische Koffein-Serumkonzentration
beim Menschen nach Einnahme von vier Tassen Kaffee ca. 20 bis 30 uM betragt und 50 uM
Koffein die EZ-Migration ex vivo iiber die mitochondriale Translokation von p27 verbessert
[90, 92]. Daher wurden in der vorliegenden Arbeit maximal 50 uM Koffein eingesetzt.
Ahnlich wie bei Curcumin folgt die Koffeinwirkung also einem hormetischen Prinzip. In
dieser Arbeit wurde ausschlieBlich mit niedrigen, protektiven Koffeinkonzentrationen

gearbeitet, somit stehen die Ergebnisse nicht im Widerspruch zu oben genannten Studien.

Unsere Arbeitsgruppe hat einen neuen Wirkmechanismus von Koffein gefunden: Koffein in
physiologischen Konzentrationen fiihrt zur Phosphorylierung und mitochondrialen
Translokation des Zellzyklusinhibitors p27, was eine Verbesserung der mitochondrialen
Funktion und damit der EZ-Migration bewirkt [92]. Dabei war die Koffein-induzierte EZ-
Migration von p27 abhdngig [92]. In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass Koffein
den Transkriptionsfaktor GRHL3 hochreguliert. GRHL3 ist entscheidend fiir die EZ-
Migration [111]. Daher konnte vermutet werden, dass GRHL3 ein Teil des von Koffein
aktivierten p27-Signalwegs ist. Etwa wire es vorstellbar, dass es durch die Hochregulation
des Transkriptionsfaktors GRHL3 iiber bisher unbekannte Signalwege zu einer vermehrten
Phosphorylierung von p27 kommt. Da GRHL3 per se keine Kinase ist und auch keine

intrinsische Kinase-Aktivitit hat, miissen hier zwischengeschaltete Mechanismen aktiviert
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werden. Da GRHL3 auch eine extranukledre Funktion besitzt [114], konnte GRHL3 auch
auBerhalb des Zellkerns direkt mit p27 interagieren. Jedoch wére es auch moglich, dass die
GRHL3-Hochregulation und die p27-Translokation unabhidngige Signalwege darstellen.
Somit konnte Koffein iliber zwei verschiedene Mechanismen die EZ-Migration erhéhen.

Dies sollte in weiteren Studien untersucht werden.

4.4 GRHL3 in EZ-Seneszenz

Seneszente EZ sind in ihrer Funktion eingeschrinkt. Sie weisen eine verringerte eNOS-
Proteinmenge und -Aktivierung und dadurch eine eingeschrinkte NO-Produktion auf [56].
In dieser Arbeit wurde nachgewiesen, dass der Transkriptionsfaktor GRHL3 in EZ-
Seneszenz herunterreguliert ist. GRHL3 bewirkt eine aktivierende Phosphorylierung von
eNOS [111] und interagiert auBBerhalb des Zellkerns direkt mit dem Enzym [114]. Deshalb
konnte vermutet werden, dass die eingeschridnkte Funktion seneszenter EZ auf die
Herunterregulation von GRHL3 zurlickzufiihren ist, da eNOS weniger aktiviert werden
konnte und ein potenzieller Schutzmechanismus, den die GRHL3-eNOS Interaktion fiir die
eNOS- Proteinmenge darstellen konnte, verloren gehen wiirde. Ob eine Uberexpression von
GRHL3 die Menge an eNOS und die EZ-Funktion in Seneszenz bewahren kann, sollte in

weiteren Studien untersucht werden.

4.5 Koffein und EZ-Seneszenz

Kaffeekonsum ist insbesondere bei Alteren mit einer verringerten kardiovaskuldren
Mortalitét assoziiert, wie epidemiologische Studien zeigen [83-86]. Im Alter akkumulieren
seneszente Zellen in verschiedenen Geweben, unter anderem in den BlutgefaB3en, und tragen
zur Entstehung degenerativer Erkrankungen wie der Atherosklerose bei [45]. So konnten
Minamino et al. [55] eine Haufung seneszenter EZ in atherosklerotischen Plaques
nachweisen. EZ-Seneszenz fiihrt zu endothelialer Dysfunktion, da seneszente EZ ihre
urspriingliche Funktion verlieren [54]. In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass
Koffein die EZ-Seneszenz verhindern kann. Der Seneszenzmarker p21 war nach Koffein-
Behandlung zusédtzlich zur Behandlung mit H>O» signifikant reduziert im Vergleich zu
alleiniger H,O»-Behandlung. Des Weiteren verringerte sich die eNOS-Proteinmenge nach
Koftfein Gabe und H>O-Behandlung im Gegensatz zu einer alleinigen Behandlung mit H>O»
nicht. Somit kdnnte das in Kaffee enthaltene Koffein die Akkumulation seneszenter EZ in
BlutgefdBlen hinauszdgern und dadurch zu der beobachteten reduzierten kardiovaskuldren

Mortalitit bei Kaffeekonsum beitragen.
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Da Koffein ebenfalls die GRHL3-Proteinmenge nach H>O>-Behandlung bewahren konnte
und GRHL3 die EZ-Funktion verbessert [111], liegt es nahe zu vermuten, dass Koffein
Seneszenz liber die Hochregulation von GRHL3 verhindert. Dies miisste in einem GRHL3-

knockdown- Versuch tiberpriift werden.

Es ist anzumerken, dass sich die genannten epidemiologischen Studien auf Kaffeekonsum
beziehen, und nicht auf die Einnahme von Koffein allein. Freedman et al. [81] und Gunter
et al. [82] beobachteten keinen Unterschied in der Mortalitdt zwischen Konsum von
koffeiniertem und dekoffeiniertem Kaffee. Jedoch wurde bei Gunter et al. nach eigener
Aussage nicht in allen Studienzentren der Konsum von dekoffeiniertem Kaffee abgefragt.
Da Kaffee neben Koffein noch viele weitere Stoffe enthélt, konnte die Assoziation von
Kaffeekonsum zu reduzierter kardiovaskuldrer Mortalitdt auch auf andere Substanzen
zuriickzufiihren sein: Beispielsweise ist Kaffee die Hauptquelle fiir Antioxidanzien in der
norwegischen Kiiche [129]. Allerdings sprechen fiir Koffein als gefa3protektive Substanz in
Kaffee klinische Studien, in welchen reines Koffein in Tablettenform verabreicht wurde:
Umemura et al. [93] und Shechter et al. [94] konnten nach Einnahme von 300 bzw. 200 mg
Koffein eine verbesserte ACh-induzierte EDD bzw. FMD bei Probanden ohne bzw. mit
kardiovaskuldren Erkrankungen nachweisen. Die vorliegende Arbeit stiitzt ebenfalls die
These, dass Koffein fiir die positiven Assoziationen von Kaffee verantwortlich ist, da
Koffein den vasoprotektiven Transkriptionfaktor GRHL3 hochreguliert und EZ-Seneszenz

verhindert.

In Zusammenarbeit mit Dennis Merk und Jan Greulich konnten wir nicht nur zeigen, dass
Koffein die H>O»-induzierte Seneszenz inhibiert, sondern auch die durch niedrig dosiertes
Lipopolysaccharid (LPS), einem Bestandteil der Zellmembran gramnegativer Bakterien,
induzierte Seneszenz [118]. Zuvor hatten Cani et al. [130] gezeigt, dass eine fettreiche
Erndhrung niedrige LPS-Konzentrationen im Blut hervorruft (eine sogenannte low dose
endotoxemia), welche zu Ubergewicht und Insulinresistenz fiihrt. Koffein kénnte also durch
Verhinderung von Seneszenz neben endothelialer Dysfunktion und Atherosklerose auch auf
weitere Faktoren des metabolischen Syndroms einen protektiven Einfluss haben. In dem
Zusammenhang konnte auch nachgewiesen werden, dass das antioxidative Enzym
Thioredoxin-1 auf Proteinebene in seneszenten EZ herunterreguliert ist. Dieser Effekt
konnte durch Koffeinbehandlung verhindert werden [118]. Dies verdeutlicht die Bedeutung
von ROS und oxidativem Stress bei der Entstehung von EZ-Seneszenz. Weiterhin konnte

auch bei der EZ-Seneszenz mitochondriales p27 als downstream Effektor von Koffein
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identifiziert werden. In Zellen mit lentiviral transduziertem mitochondrial lokalisiertem p27
fand keine Seneszenz-Induktion durch LPS statt [118]. Zuvor hatte unsere Arbeitsgruppe
gezeigt, dass Koffein zur Phosphorylierung und mitochondrialen Translokation des
Zellzyklusinhibitors p27 fiihrt, was eine Verbesserung der mitochondrialen Funktion und
damit der EZ-Migration bewirkt [92]. Ob GRHL3 ebenfalls Teil dieses Signalwegs ist, sollte
in weiteren Studien untersucht werden. Vor allem aber konnte nachgewiesen werden, dass
eine einzige Koffeinbehandlung mit 50 puM nach zwolftigiger LPS-Behandlung das
Auftreten von EZ-Seneszenz verhindern kann [118]. Dies ldsst vermuten, dass Koffein bei
der Inhibition von EZ-Seneszenz nicht nur eine praventive, sondern auch eine therapeutische

Wirkung besitzt.

Anhand der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit kann keine definitive Aussage dariiber

getroffen werden, auf welche Weise Koffein EZ-Seneszenz verringert.

Erstens konnte Koffein die Entstehung von Seneszenz durch Hochregulation protektiver
Faktoren, z.B. antioxidativer Systeme oder eNOS, oder durch Eingreifen in den Zellzyklus
inhibieren. Zweitens konnte Koffein bereits bestehende Seneszenz riickgingig machen. Die
wahrscheinlichste Erkldrung ist, dass Koffein die Entstehung von Seneszenz verhindert.
Vasa et al. [131] konnten zeigen, dass NO die Entstehung von EZ-Seneszenz hinauszogern
kann. In dieser Arbeit wurde nachgewiesen, dass Koffein den Transkriptionsfaktor GRHL3
hochreguliert, der die NO-Produktion in EZ steigert [111]. Daher kann vermutet werden,
dass Koffein durch eine Erh6hung der NO-Produktion EZ-Seneszenz verhindern kann. Li et
al. [100] beobachteten, dass niedrige Koffeinkonzentrationen <10 uM Stress-induzierte
Seneszenz in Hautzellen durch Aktivierung von Autophagie und Reduzierung von ROS
inhibieren. Dies stimmt mit neueren Ergebnissen unserer Arbeitsgruppe iiberein, dass
Koffein die Herunterregulation des antioxidativen Enzyms Thioredoxin-1 in EZ-Seneszenz
verhindert [118]. Somit konnte die Reduktion von ROS ebenfalls zum Verhindern von
Seneszenz durch Koffein beitragen. Des Weiteren konnten Zhan et al. [99] zeigen, dass
Koffein in hohen Konzentrationen H>O»-induzierte Seneszenz in EZ verhindert durch
Inhibition von ATM, einem wichtigen Mediator der DNA-Schadensantwort upstream der
Zellzyklusinhibitoren p53 und p21. Unsere Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass Koffein die
Phosphorylierung und mitochondriale Translokation des Zellzyklusinhibitors p27 bewirkt
[92] und, in einer neueren Studie, dass die Re-Expression von mitochondrialem p27 EZ-
Seneszenz verhindert [118]. Uber diese Mechanismen koénnte Koffein Seneszenz

verhindern.
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Die zweite Moglichkeit wire, dass Koffein Seneszenz riickgingig machen kann. Obwohl
lange angenommen wurde, dass Seneszenz irreversibel ist, mehren sich die Hinweise, dass
insbesondere Tumorzellen unter bestimmten Umstidnden aus der Seneszenz ausbrechen
konnen [132]. Patel et al. [133] konnten zeigen, dass seneszente Tumorzellen wieder in den
Zellzyklus eintreten konnen. Daran beteiligt war eine Reaktivierung der Telomerase-
reverse-Transkriptase (TERT), der katalytischen Untereinheit der Telomerase [134]. Tao et
al. [98] konnten zeigen, dass Koffein die TERT-Expression in HeLa-Zellen erhoht.
Allerdings wurde hier mit unphysiologischen Koffein-Konzentrationen von 0,5 und 1 mM
gearbeitet. Vasa et al. [131] konnten nachweisen, dass NO die TERT-Expression in EZ
erhoht, was die Entstehung von EZ-Seneszenz hinauszogerte. Ob EZ dadurch aus
bestehender Seneszenz ausbrechen konnen, wurde jedoch nicht untersucht. Unsere
Arbeitsgruppe konnte kiirzlich zeigen, dass eine einmalige Koffeinbehandlung EZ-
Seneszenz nach zweiwdchiger Induktion verhindert [118]. Daher kann vermutet werden,
dass Koffein in physiologischen Konzentrationen Seneszenz riickgdngig machen kann.
Diese beiden hier diskutierten Moglichkeiten sollten in weiteren Studien ndher untersucht

werden.

4.6 Ausblick

In weiterfiilhrenden Studien sollte untersucht werden, ob die von Curcumin und Koffein
hervorgerufene Steigerung der NO-Produktion von EZ, die in anderen Studien beschrieben
wurde, in diesem Zellmodell ebenfalls nachzuweisen ist und ob diese dann von GRHL3
abhéngig ist. Aulerdem sollte untersucht werden, ob GRHL3 fiir die Seneszenz-inhibierende
Wirkung von Koffein notwendig ist. Dafiir sollten GRHL3-knockdown-Versuche erfolgen.
Des Weiteren sollte untersucht werden, ob eine Uberexpression von GRHL3 Seneszenz oder
den Verlust der EZ-Funktion in Seneszenz verhindern kann. Ebenfalls sollten die
Signalkaskaden von Koffein und Curcumin weiter erforscht werden. Insbesondere der Frage,
auf welche Weise Koffein EZ-Seneszenz reduziert, sollte nachgegangen werden, um das

praventive bzw. therapeutische Potenzial von Koffein besser einschétzen zu konnen.

Derzeit existiert fiir kardiovaskuldre Erkrankungen keine kausale Therapie. Daher kommt
der primiren und sekundidren Privention kardiovaskuldrer Erkrankungen und Ereignisse
eine besondere Rolle zu. Hierfiir etablierte Medikamente sind Statine zur Senkung des LDL-
Cholesterins, ASS zur Thrombozytenaggregationshemmung und Blutdrucksenker [8].
Patienten mit kardiovaskuldren Erkrankungen miissen meist viele verschiedene

Medikamente einnehmen, was zu einer schlechten Therapieadhirenz fiihrt: Wie zwei
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Metaanalysen zeigen, nehmen nur ca. 60 % der Patienten mit kardiovaskuldren
Erkrankungen ihre Medikamente nach Vorschrift ein [135, 136]. Nach einer Berechnung
von Chowdhury et al. [136] sind in Europa ca. 9 % aller kardiovaskuldrer Ereignisse auf
schlechte Adhdrenz zurilickzufiihren. Daher ist es umso wichtiger, einen gesunden Lebensstil
in der Gesellschaft zu verankern, der zur Prdvention kardiovaskuldrer Erkrankungen
beitrdgt. Die Leitlinie des American College of Cardiology und der American Heart
Association zur Privention kardiovaskuldrer Erkrankungen von 2019 [137] empfiehlt als
wichtigste Malnahme einen gesunden Lebensstil. Neben regelmiBiger korperlicher
Aktivitat und Rauchstopp empfiehlt die Leitlinie eine gesunde Erndhrung, die sich vor allem
aus Gemiise, Obst, Niissen, Vollkornprodukten, Fisch und magerem Fleisch
zusammensetzen soll. Schon lange ist bekannt, dass bestimmte Erndhrungsformen wie die
mediterrane Erndhrung sich positiv auf das kardiovaskuldre Risiko auswirken [138].
Charakteristika einer mediterranen Erndhrung sind Olivendl als hauptsdchliche Fettquelle,

viele pflanzliche und wenig tierische Produkte sowie moderater Rotweinkonsum [138].

Die vorliegende Arbeit unterstiitzt die These, dass Kaffeekonsum bzw. die Einnahme von
koffeinhaltigen Produkten ebenfalls zu einer gesunden Erndhrung gehdrt. AuBerdem liefert
die vorliegende Arbeit Hinweise auf potenzielle positive Effekte durch die Einnahme von
Curcumin. Dies sollte jedoch an Tier und Mensch weiter untersucht werden, bevor

Erndhrungsempfehlungen ausgesprochen werden konnen.
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4.8 Schlussfolgerungen

Zusammengefasst ldsst sich aus der vorliegenden Arbeit erstens schlieBen, dass Curcumin
und Koffein jeweils den vasoprotektiven Transkriptionsfaktor GRHL3 in EZ
hochregulieren, sodass von einem positiven Einfluss der Pflanzeninhaltsstoffe auf die EZ-
Funktion auszugehen ist. Zweitens konnte gezeigt werden, dass GRHL3 in Stress-induzierter
EZ-Seneszenz herunterreguliert ist, was die Schliisselrolle des Transkriptionsfaktors fiir die
Aufrechterhaltung der EZ-Funktion verdeutlicht. Drittens kann aus den vorliegenden
Ergebnissen geschlussfolgert werden, dass Koffein Stress-induzierte EZ-Seneszenz
verhindert, was zumindest teilweise die in epidemiologischen Studien beobachtete positive
Korrelation von Kaffeekonsum und niedriger kardiovaskuldrer Mortalitit bei é&lteren
Menschen [83-86] erkldren konnte. Dadurch konnte Koffein zu einem potenziell
vielversprechenden Wirkstoff auf dem Gebiet der Seneszenz- und Alterungsforschung
werden. Insgesamt konnten die Pflanzeninhaltsstoffe Curcumin und Koffein in Zukunft
somit eine neue Moglichkeit der Priavention und Therapie kardiovaskuldrer Erkrankungen

darstellen.
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