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Zusammenfassung

|. Zusammenfassung

Kardiovaskuldre Erkrankungen sind die haufigste Todesursache weltweit und eng mit endothelialer
Dysfunktion, oxidativem Stress und zellularer Seneszenz verknlipft. Der Transkriptionsfaktor Nuclear
factor erythroid 2-related factor 2 (Nrf2) steuert die Expression zahlreicher antioxidativer und
zellprotektiver Enzyme und tragt wesentlich zur Aufrechterhaltung der endothelialen
Redoxhomoostase bei. Perivaskuldres Fettgewebe wirkt (ber vasoaktive und inflammatorische
Mediatoren zusatzlich auf die GefdaRfunktion ein. Pflanzliche Inhaltsstoffe wie Curcumin und Koffein
ricken zunehmend in den Fokus, da klinische, experimentelle und epidemiologische Studien auf
kardioprotektive Effekte hindeuten, deren molekulare Mechanismen jedoch noch nicht vollstandig
aufgeklart sind.
In dieser Arbeit wurden die Effekte von Curcumin und Koffein auf die Nrf2-Aktivierung in
Endothelzellen, auf die vorzeitige, Stress-induzierte Endothelzellseneszenz sowie auf die Adipogenese
untersucht. Hierzu wurde ein Nrf2-spezifisches Luziferase-Reportersystem mit intakten und mutierten,
multimerisierten Nrf2-Bindungsstellen konstruiert und in primdren humanen Endothelzellen
funktionell validiert. AnschlieBend wurden Kurzzeitexperimente mit Curcumin und Koffein zur Analyse
der Nrf2-Aktivitat und Mangan-Superoxid-Dismutase (MnSOD)-Expression durchgefiihrt, gefolgt von
Langzeitmodellen einer  vorzeitigen, Stress-induzierten Seneszenz durch  wiederholte
Wasserstoffperoxid-Exposition oder niedrig-Dosis Endotoxamie. Ergdnzend wurde in einer Pilotstudie
in einem 3T3-L1-Zellmodell der Einfluss beider Substanzen auf die Adipogenese und die Expression
adipogener und thermogener Marker geprift.
Die Ergebnisse zeigen, dass Curcumin in Kurzzeitexperimenten in Endothelzellen eine ausgepragte
Nrf2-abhédngige Aktivierung mit deutlicher Steigerung der Reportergenaktivitit und einer
Hochregulation der MnSOD-Proteinmenge auslést, wahrend Koffein keinen Einfluss auf diese
Parameter hat. In den Seneszenzmodellen fiihrten oxidativer Stress und niedrig-Dosis Endotoxamie zu
einem Anstieg von p21 und einer Abnahme der endothelialen NO-Synthase. Curcumin zeigte hierbei
nur auf Einzelzellebene protektive Effekte, wohingegen Koffein die p21-Zunahme abschwachte und den
Verlust von eNOS verringerte. Im Adipozytenmodell wurden eine erfolgreiche Differenzierung und eine
Modulation adipogener und thermogener Marker beobachtet. Einzelne Curcumin- und
Koffeinkonzentrationen beeinflussten ausgewdahlte Marker in differenzierten und undifferenzierten
Zellen, diese Effekte sind jedoch nur vorldufige Beobachtungen und missen in zuklinftigen Studien
bestatigt werden.
Insgesamt deutet die Arbeit darauf hin, dass Curcumin kurzzeitig vor allem Uber eine Aktivierung des
Nrf2-Signalwegs und die Induktion antioxidativer Enzyme wirkt, wahrend Koffein in beiden Modellen
der vorzeitigen, Stress-induzierten Endothelzellseneszenz protektive Eigenschaften entfaltet. Beide
Substanzen beeinflussen zudem adipogene und thermogene Marker im Adipozytenmodell und
verknipfen damit vaskuldare und metabolische Aspekte. Es sind jedoch weiterfiihrende Studien
notwendig, um ihr Potenzial in der Pravention kardiovaskularer Erkrankungen zu bewerten.



Summary

[l. Summary

Cardiovascular diseases are the leading cause of death worldwide and are closely linked to
endothelial dysfunction, oxidative stress, and cellular senescence. The transcription factor nuclear
factor erythroid 2-related factor 2 (Nrf2) controls the expression of numerous antioxidant and cell-
protective enzymes and contributes significantly to maintaining endothelial redox homeostasis.
Perivascular adipose tissue additionally affects vascular function via vasoactive and inflammatory
mediators. Plant-derived natural compounds such as curcumin and caffeine are increasingly coming
into focus, as clinical, experimental, and epidemiological studies suggest cardioprotective effects,
although the molecular mechanisms involved are not yet fully understood.

This dissertation examined the effects of curcumin and caffeine on Nrf2 activation in endothelial cells,
on premature, stress-induced endothelial cell senescence, and on adipogenesis. For this purpose, an
Nrf2-specific luciferase reporter system with intact and mutated, multimerized Nrf2 binding sites was
constructed and functionally validated in primary human endothelial cells. Short-term experiments
with curcumin and caffeine were then conducted to analyze Nrf2 activity and manganese superoxide
dismutase (MnSOD) expression, followed by long-term models of premature, stress-induced
senescence through repeated hydrogen peroxide exposure or low-dose endotoxemia. In addition, a
pilot study in a 3T3-L1 cell model examined the influence of both compounds on adipogenesis and the
expression of adipogenic and thermogenic markers.

The results show that short-term curcumin exposure induces significant Nrf2-dependent activation in
endothelial cells, with a marked increase in reporter gene activity and upregulation of MnSOD protein
levels, whereas caffeine has no effect on these parameters. In the senescence models, oxidative stress
and low-dose endotoxemia led to an increase in p21 and a decrease in endothelial NO synthase.
Curcumin showed protective effects only at the single-cell level, whereas caffeine attenuated the
increase in p21 and reduced the loss of eNOS. In the adipocyte model, successful differentiation and
modulation of adipogenic and thermogenic markers were observed. Individual curcumin and caffeine
concentrations influenced selected markers in differentiated and undifferentiated cells, but these
effects are only preliminary observations and need to be confirmed in future studies.

Overall, the dissertation shows that curcumin mainly works short-term by activating the Nrf2 pathway
and inducing antioxidant enzymes, while caffeine has protective properties in both models of
premature, stress-induced endothelial cell senescence. Both compounds also affect adipogenic and
thermogenic markers in the adipocyte model, linking vascular and metabolic aspects. However, further
studies are needed to evaluate their potential in the prevention of cardiovascular diseases.
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Einleitung

1. Einleitung
1.1 Kardiovaskulares System

Das kardiovaskuldre System umfasst das Herz und die Blutgefdafle und ist verantwortlich fiir die
kontinuierliche Versorgung aller Organe und Gewebe mit Blut. Der Fluss des sauerstoffreichen Blutes
folgt einem prazisen Verlauf: Beginnend in der Lunge, gelangt es liber das Herz in die gréReren Arterien,
die sich in immer kleinere Arteriolen verzweigen, bis hin zu den feinsten Kapillaren. An diesen Kapillaren
erfolgt der essenzielle Austausch von Sauerstoff und Nahrstoffen sowie von Kohlenstoffdioxid und
anderen Molekilen zwischen dem Blut und den umgebenden Geweben. Das daraus resultierende
sauerstoffarme Blut wird dann Gber das Herz in die Lunge gepumpt, wo es durch den Gasaustausch in
den Aveolen wieder mit Sauerstoff angereichert wird.

Schatzungen zufolge erstreckt sich das menschliche kardiovaskulare System (ber eine Gesamtldange
von etwa 100.000 Kilometern (Krogh, 1929). Obwohl neuere Studien einige Variationen in dieser Zahl
zeigen (Poole et al., 2021), bleibt das kardiovaskuldre System aufgrund seiner enormen Ausdehnung
und Komplexitat von herausragender Bedeutung fiir die Funktionsweise des Kérpers. Es spielt darliber
hinaus eine zentrale Rolle bei der Aufrechterhaltung der Homaoostase und ist somit unverzichtbar flr
die Gesundheit und das Uberleben.

Erkrankungen des kardiovaskuldren Systems, insbesondere die ischamische Herzkrankheit und
Schlaganfille, zdhlen mit 32 % aller Todesfdlle zu den weltweit haufigsten Todesursachen
(https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/the-top-10-causes-of-death, abgerufen am
14.03.2025). Auch nationale Daten bestatigen, dass etwa ein Drittel (ca. 33 %) aller Todesfélle in
Deutschland auf Herz-Kreislauf-Erkrankungen zuriickgeht (Statistisches Bundesamt,
https://www.destatis.de/DE/Themen/Gesellschaft-

Umwelt/Gesundheit/Todesursachen/_inhalt.html#sprg235878, abgerufen am 13.05.2025). Weltweit
sterben jahrlich etwa 20,5 Millionen Menschen (Stand 2021) an kardiovaskuldren Erkrankungen, mit

einer steigenden Tendenz (2019 waren es noch 18 Millionen Todesfille, (Lindstrom et al., 2022)).

Das kardiovaskuldre System wird von einer Vielzahl von Faktoren beeinflusst, die sowohl physiologische
als auch Umweltfaktoren umfassen. Diese Faktoren kdnnen die Struktur und Funktion des Herzens
sowie der BlutgefaRe direkt oder indirekt verandern und das Risiko fiir kardiovaskulare Erkrankungen
erhohen. Unausgewogene Erndhrung, mangelnde Bewegung, genetische Pradispositionen,
Umweltfaktoren wie Stress und Rauchen sind dabei wesentliche Modulatoren (Cosselman et al., 2015;
Tikkanen et al., 2018). Ein gesunder Lebensstil, der eine ausgewogene Erndhrung, regelmaRige
Bewegung und den Verzicht auf schadliche Gewohnheiten wie Rauchen umfasst, stellt daher eine
wichtige Strategie zur Pravention von Herz-Kreislauf-Erkrankungen dar (Lichtenstein et al., 2021;
Parmar et al., 2023).

Eine Schlisselrolle in diesem Zusammenhang spielt das Endothel, die innerste Zellschicht der
BlutgefaRe, deren Funktion malgeblich von diesen Einflussfaktoren abhangt. Eine endotheliale
Dysfunktion steht in direktem Zusammenhang mit dem Auftreten kardiovaskularer Ereignisse (Poredos,
2002). Vor diesem Hintergrund gewinnt die Erforschung der zugrunde liegenden molekularen
Mechanismen fiir die Entstehung der endothelialen Dysfunktion sowie die Untersuchung potenzieller
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therapeutischer Angriffspunkte mittels z.B. Pflanzeninhaltsstoffen direkt an Endothelzellen (EZ)
zunehmend an Bedeutung.

1.2 Endothel

Das Endothel ist eine flache Einzelschicht aus Endothelzellen, erstmalig in den 1860ern von
Wilhelm His beschrieben, und kleidet das Innere der Blut- und LymphgefdRe aus (His, 1865). Das
Endothel zahlt als wichtigste Komponente der Tunica intima. Es bildet eine Barriere zwischen dem Blut
und dem umliegenden Gewebe und ist an zahlreichen physiologischen Prozessen beteiligt (Abbildung
1).

Perivaskuldres Fettgewebe

Tunica adventitia
Membrana elastica externa

Muskelschicht

Tunica media

Membrana elastica interna |

Stratum subendotheliale Tunica intima
Endothel B

Lumen

Abbildung 1: Schematischer Querschnitt durch ein (arterielles) Blutgefdf3. Das Blutgefdfs wird von perivaskuldrem
Fettgewebe umgeben und weist eine dreischichtige Struktur auf, die nach apikaler Richtung benannt ist: Tunica adventitia,
Tunica media und Tunica intima. Die innere Schicht wird durch das Endothel gebildet, das als Barriere zwischen dem Blut
und dem umliegenden Gewebe zdihlt. Eigene Darstellung, erstellt mit BioRender.com und modifiziert in PowerPoint.

Es wird von lockerem Bindegewebe (Stratum subendotheliale) welches aus Kollagen und elastischen
Fasern besteht und der Basalmembran (bei groReren Arterien die interne elastische Membran
(Membrana elastica interna)) umgeben. Angrenzend befindet sich die Tunica media, bestehend aus
glatten Muskelzellen und elastischen Fasern. Darauf folgt, getrennt von der dulReren elastischen
Membran (Membrana elastica externa), die Tunica adventitia. Diese besteht aus lockerem
Bindegewebe und kollagenproduzierenden Fibroblasten. Das perivaskuldre Fettgewebe (perivascular
adipose tissue, PVAT) umhdillt insbesondere grofRere BlutgefdRe und wirkt als endokrines Organ, das
einen bedeutenden Einfluss auf die GefaRfunktion ausiiben kann (Hillock-Watling & Gotlieb, 2022).
Eine detaillierte Betrachtung zu diesem Thema und dem Crosstalk zwischen Endothel und PVAT wird in
einem nachfolgenden Kapitel gegeben (Kapitel 3.8). Je nach Lage und Funktion der BlutgefaRe im
Korper variieren die Dicke und Zusammensetzung dieser Schichten.
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Seit den 1980er Jahren hat sich das Verstandnis des Endothels grundlegend gewandelt: Es wird heute
nicht mehr als passive Zellschicht betrachtet, sondern als adaptives, signalvermittelndes Organ, das
aktiv an vaskuldaren, metabolischen und immunologischen Prozessen beteiligt ist (Furchgott &
Zawadzki, 1980; Kriiger-Genge et al., 2019). Neben seiner essenziellen Barrierefunktion libernimmt das
Endothel zahlreiche weitere zentrale Aufgaben im GefdaBsystem. Es reguliert maligeblich die
Blutgerinnung, indem es ein Gleichgewicht zwischen pro- und anti-koagulatorischen Faktoren
aufrechterhalt (Farrokh et al., 2015). Zu den wichtigsten vom Endothel freigesetzten Vasodilatatoren
zahlen Prostacyclin (PGIl;) und Stickstoffmonoxid (NO), die beide gefalRerweiternd wirken und die
Thrombozytenaggregation hemmen. PGl, wird durch die Cyclooxygenase-1 (COX-1), NO durch die
endotheliale NO-Synthase (eNOS) mittels katalytischer Umwandlung von Arginin und Sauerstoff
gebildet und ist ein Schlisselfaktor fir die Aufrechterhaltung der endothelialen Funktionalitat (Mitchell
et al., 2008). Die Synthese von NO wird unter anderem durch den Vascular Endothelial Growth Factor
A (VEGF-A) stimuliert, der dariber hinaus eine zentrale Rolle bei der Angiogenese spielt, indem er die
Proliferation und Migration von Endothelzellen fordert (Klagsbrun & D'Amore, 1996).

Gleichzeitig produziert das Endothel auch potente Vasokonstriktoren wie Endothelin-1 (Yanagisawa et
al., 1988), einen der starksten endogenen Vasokonstriktoren. Durch die regulierte Freisetzung von
vasoaktiven Substanzen tragt das Endothel wesentlich zur Regulation des GefaRRtonus, des Blutdrucks
und des Blutflusses bei. Die Bedeutung von NO wird besonders deutlich, da Stérungen in seiner
Homoostase mit einer Vielzahl von Erkrankungen assoziiert sind. Eine endotheliale Dysfunktion wird
unter anderem haufig mit einer verminderten NO-Bioverfiigbarkeit gleichgesetzt und teilweise sogar
synonym verwendet (Yetik-Anacak & Catravas, 2006).

Darlber hinaus ist das Endothel mafigeblich an der Angiogenese beteiligt, einem Prozess, der fir die
Gewebsheilung und -regeneration unerldsslich ist. Endothelzellen migrieren und ermaéglichen so die
Bildung neuer GefdRstrukturen (Lamalice et al., 2007). Nicht zuletzt spielt das Endothel eine
Schliisselrolle bei der Entziindungsreaktion und Immunantwort, indem es gezielt den Ubertritt von
Immunzellen und anderen Molekiilen ins Gewebe steuert. Uber die Expression von
Adhéasionsmolekiilen (z. B. Platelet selectin (P-Selektin), Vascular Cell Adhesion Molecule 1 (VCAM-1),
Intercellular Adhesion Molecule 1 (ICAM-1)) und Chemokinen reguliert es die Rekrutierung von
Leukozyten und ermoglicht deren Transmigration. Somit ist das Endothel aktiv an der
Immuniberwachung und -regulation beteiligt (Kadl & Leitinger, 2005), wobei insbesondere die
Redoxhomoostase eine entscheidende Rolle fir seine Funktionalitat spielt.

Die Redoxhomdoostase bezeichnet das dynamische Gleichgewicht zwischen der Produktion reaktiver
Sauerstoffspezies (ROS) und ihrer Neutralisation. Dieses Gleichgewicht ist essenziell fur die
Aufrechterhaltung der zellularen Funktion, der GefdRintegritdt und der Signaltransduktion (Sies &
Jones, 2020). Wird dieses Gleichgewicht durch externe oder interne Stressoren gestért, kommt es zu
oxidativem Stress, der die Funktion der Endothelzellen beeintrdchtigen und die Entwicklung vaskularer
Erkrankungen beglinstigen kann (Schulz et al., 2011; Thomas et al., 2008). Um dem entgegenzuwirken,
verfligt das Endothel liber mehrere oxidative und antioxidative Systeme, welche im nun folgenden
Kapitel ndher betrachtet werden.
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1.3 Oxidative und Antioxidative Systeme im Endothel

Im Endothel beeinflussen oxidative und antioxidative Systeme gemeinsam die GefaRfunktion.
Die antioxidativen Systeme des Endothels spielen eine zentrale Rolle beim Schutz der Gefallinnenwand
vor schddlichen Auswirkungen induziert durch oxidativen Stress. Oxidativer Stress entsteht
Uberwiegend durch eine Akkumulation von ROS, die entweder endogen als Nebenprodukte
physiologischer Stoffwechselprozesse, insbesondere in den Mitochondrien (mtROS), oder durch
externe Einflisse wie z.B. Umweltfaktoren, UV-Strahlung oder ungesunde Ernahrung gebildet werden
(Ray & Shah, 2005; Sharifi-Rad et al., 2020). Zu den ROS zdhlen sowohl freie Radikale wie das
Superoxidanion (*0,”) und das Hydroxylradikal (¢OH) als auch nicht-radikalische Verbindungen wie
Wasserstoffperoxid (H20,)(Abbildung 2).

Redox-sensitive
Signalwege:
Nrf2
Nf-kB
AP1
p53

ASK1

Vitamin E

Vitamin C

nicht
enzymatisch

- e e e e O e o e e -

o T — — — —

Endotheliale | | Kardiovaskuldre
Dysfunktion Erkrankungen

Abbildung 2: Die oxidativen und antioxidativen Systeme im Endothel. Das Schema zeigt auf der linken Seite, im rot
hinterlegten Bereich, zentrale Quellen fiir oxidativen Stress (ungesunde Erndhrung, NADPH-Oxidasen, Xanthinoxidasen,
mitochondriale Atmungskette, entkoppelte eNOS) die zur Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS/mtROS) wie
Superoxidradikale (O,7¢) und Hydroxylradikale (¢OH) fiihren. Rechts, im blau hinterlegten Bereich, sind die wichtigsten
antioxidativen Systeme im Endothel dargestellt: Superoxid-Dismutasen (SOD1/2/3) wandeln Superoxid in molekularen
Sauerstoff und H.0; um, das anschlieBend durch die Katalase oder das Glutathion-System (GSH/GSSG,
Glutathionperoxidase (GPx), Glutathion-Reduktase (GR)) unter Verbrauch von NADPH zu Wasser und Sauerstoff abgebaut
wird. Die NADPH-abhdngigen Thioredoxin-Systeme, bestehend aus TrxR1/Trx-1 im Zytosol und Nukleus sowie TrxR2/Trx-2
in den Mitochondrien, regenerieren oxidierte Thioredoxine, welche zuvor oxidierte Proteine reduziert haben. Dadurch
tragen Thioredoxine zur Aufrechterhaltung redox-sensitiver Signalwege (z. B. Nuclear factor erythroid 2-related factor 2
(Nrf2), nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells (NF-kB), Aktivator-Protein 1 (AP-1), p53, Apoptose-
Signal regulierende Kinase 1 (ASK1)) bei. Nrf2 fungiert als zentraler Transkriptionsfaktor, der unter oxidativem Stress die
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Expression antioxidativer Enzyme (u. a. SOD, Katalase, GPx, Trx-1, TrxR1) erhéht. Ein Ungleichgewicht zugunsten der
Oxidantien fiihrt zu oxidativem Stress, verminderter NO-Bioverfiigbarkeit und beglinstigt endotheliale Dysfunktion sowie
kardiovaskuldre Erkrankungen, wéhrend ein Gleichgewicht zwischen Oxidantien und Antioxidantien (Redoxhoméostase)
die Gefdffunktion erhdlt. Neben enzymatischen Schutzsystemen tragen auch nicht-enzymatische Antioxidantien wie
Vitamin C und Vitamin E zur Neutralisation von ROS und zur Stabilisierung der endothelialen Redoxbalance bei. Eigene
Darstellung, erstellt in PowerPoint.

Im Jahr 1956 wurde erstmals beschrieben, dass ROS als Nebenprodukte der oxidativen
Phosphorylierung in der mitochondrialen Atmungskette entstehen und in 1998 wurde dokumentiert,
dass sie nicht ausschlieBlich als toxische Stoffwechselprodukte betrachtet werden sollten (Chance &
Williams, 1956; Finkel, 1998). Tatsachlich Gbernehmen ROS in niedrigen Konzentrationen wichtige
Signalfunktionen und sind unter anderem an der Regulation der vaskuldren Homoostase beteiligt
(Widlansky & Gutterman, 2011).

Im Endothel entstehen ROS primar (iber mitochondriale Prozesse sowie durch spezifische
Enzymsysteme. Hierzu zahlen insbesondere die Nicotinamid Adenin Dinukleotid Phosphat (NADPH)
Oxidasen (NOX) (Brandes & Schroder, 2008). Von den sieben bekannten Isoformen der NADPH-
Oxidasen werden im Endothel vor allem NOX4 und NOX2 exprimiert (Van Buul et al., 2005).

Eine weitere Quelle fiir ROS im Endothel sind die Xanthinoxidoreduktase-Enzyme, insbesondere in ihrer
oxidativen Form als Xanthinoxidase. Diese Enzyme katalysieren die Oxidation von Hypoxanthin zu
Xanthin und von Xanthin zu Harnsaure unter Bildung von O, e und H,0,. Studien zeigen, dass
Xanthinoxidasen zur endothelialen und kardialen Dysfunktion nach Reperfusion beitragen (Brown et
al., 1988), was einen therapeutischen Ansatzpunkt fir die Reduktion von oxidativem Stress darstellt
(Berry & Hare, 2004).

Ein zusatzlicher Faktor, der nach Induktion der endothelialen Dysfunktion die Menge an ROS im
Endothel erhoht, ist die sogenannte Entkopplung der eNOS. Hierbei produziert die eNOS vermehrt O,
anstatt NO (Janaszak-Jasiecka et al., 2023), da unter anderem die intrazelluldre Konzentration von
Tetrahydrobiopterin (BH4) durch den anhaltenden oxidativen Stress zu gering ist, um als Co-Faktor zu
wirken (Kuzkaya et al., 2003; Vasquez-Vivar et al., 1998). Zudem bedingt dauerhafter oxidativer Stress
die Hochregulation von Arginasen, sodass die Menge an Arginin ebenfalls zu gering ist (Chen et al.,
2010).

Fiir die Aufrechterhaltung der endothelialen Funktion ist daher das Gleichgewicht zwischen ROS-
Bildung und deren Neutralisation durch antioxidative Systeme essenziell. Eine gestorte Balance fiihrt
zu endothelialer Dysfunktion (Incalza et al., 2018). Entsprechend sind funktionierende antioxidative
Systeme im Endothel von grundlegender Bedeutung, um sowohl schadliche Effekte durch oxidativen
Stress abzuwehren als auch physiologische Zellfunktionen aufrechtzuerhalten.

Das komplexe Netzwerk der antioxidativen Systeme setzt sich aus einer Vielzahl enzymatischer sowie
nicht-enzymatischer Komponenten zusammen. Nicht-enzymatische Antioxidantien, wie Vitamin C und
Vitamin E schiitzen Endothelzellen, indem sie ROS direkt abfangen (Birben et al., 2012). Hauptquellen
dieser antioxidativ wirksamen Substanzen sind natiirliche, gesunde Lebensmittel und werden durch
eine ausgewogene Ernahrung in den Kérper aufgenommen (Carlsen et al., 2010; Flagg et al., 1994).
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Zu den wichtigsten enzymatischen Antioxidantien im Endothel gehéren unter anderem die Superoxid-
Dismutase (SOD), die Katalase sowie die Thioredoxin-Systeme und die Glutathion-Systeme.

SOD katalysieren die Umwandlung von Superoxidradikalen in H,O, und molekularen Sauerstoff. SOD
wirken in unterschiedlichen Zellkompartimenten durch drei Isoformen: die extrazellulare ecSOD
(SOD3), die zytosolische Kupfer/Zink-Superoxid-Dismutase (SOD1) und die mitochondriale Mangan-
Superoxid-Dismutase (MnSOD/SOD2), wodurch eine effektive Entgiftung von Superoxidradikalen in
verschiedenen Bereichen gewahrleistet wird (Faraci & Didion, 2004). Das gebildete H,0, wird
anschlieRend entweder durch die Katalase oder durch das Glutathion-Redoxsystem zu Wasser und
Sauerstoff abgebaut. Die Glutathion-Peroxidase (GPx) reduziert H,O, zu Wasser, wobei Glutathion zu
Glutathion Disulfid oxidiert wird. Der Glutathion-Redoxzyklus ist wichtig, um Lungen-Endothelzellen
vor schadlichen Stoffen zu schitzen, die durch oxidativen Stress entstehen. Wenn dieser
Schutzmechanismus gestort ist, werden die Zellen deutlich anfalliger fiir Schaden durch H,0, (Suttorp
et al., 1986).

Das Thioredoxin-System besteht aus den Isoenzymen Thioredoxin-Reduktase 1 (TrxR1) und
Thioredoxin-Reduktase 2 (TrxR2), die jeweils die entsprechenden Thioredoxine-1 bzw. -2 reduzieren
und NADPH als Elektronendonor nutzen (Holmgren, 2000; Lu & Holmgren, 2014). TrxR1 ist
Uberwiegend zytosolisch lokalisiert und reduziert oxidiertes Thioredoxin-1 (Trx-1) zurlick in seine
aktive, reduzierte Form, wodurch das zellulare Trx-1-System zentral zur Aufrechterhaltung der
Redoxhomdostase im Zytosol und Nukleus beitragt (Yamawaki et al., 2003). Mehrere Studien zeigen,
dass Trx-1 in den Zellkern translozieren kann und dort die DNA-Bindung und damit Aktivitat
redox-sensitiver Transkriptionsfaktoren wie nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-
cells (NF-kB), p53 oder Aktivator Protein-1 (AP-1) Gber den Redoxfaktor 1 (Ref-1) fordert (Haendeler,
Tischler, et al., 2004). Trx-1inhibiert die Apoptose-Signal regulierende Kinase 1 (ASK1) durch Férderung
ihrer Ubiquitinierung und Degradation und hemmt damit ASK1-vermittelte Apoptose. Auf diese Weise
moduliert Trx-1 auch Apoptose- und entziindungsrelevante Signalwege im Endothel (Altschmied &
Haendeler, 2009; Liu & Min, 2002). TrxR2 hingegen ist ein mitochondriales Enzym, das Thioredoxin-2
(Trx-2) unter Verbrauch von NADPH reduziert, was essenziell fir den Schutz der mitochondrialen
Atmungskette vor ROS-bedingten Schaden ist (Kameritsch et al., 2021).

Diese Systeme des antioxidativen Abwehrsystems des Endothels werden u.a. durch den
Transkriptionsfaktor Nuclear factor erythroid 2-related factor 2 (Nrf2) reguliert, der als zentraler
Schalter fir die zelluldre Stressantwort fungiert (Lukosz et al.,, 2010). Unter homdoostatischen
Bedingungen wird Nrf2 im Zytoplasma durch das Kelch-like ECH-assoziierte Protein 1 (Keapl) in einem
Cullin-3(Cul3)-basierten E3-Ubiquitin-Ligase-Komplex gehalten, polyubiquitiniert und unterliegt
dadurch einem kontinuierlichen proteasomalen Abbau, sodass seine nukleare Translokation verhindert
wird (Abbildung 3) (Baird & Yamamoto, 2020; Tonelli et al., 2018).
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Abbildung 3: Der Nrf2-Signalweg. Schematische Darstellung der Redoxregulation von Nrf2 durch das Keap1-Cul3-System
und das Thioredoxin-1/Thioredoxinreduktase-1-System (Trx-1/TrxR1) im Endothel. Unter physiologischen Bedingungen
(griine Pfeile) wird Nrf2 im Zytoplasma durch Keapl als Teil eines Cul3-basierten E3-Ubiquitin-Ligase-Komplexes
polyubiquitiniert und dem proteasomalen Abbau zugefiihrt, sodass die nuclear localisation signal (NLS)-vermittelte
nukledre Translokation unterdriickt ist. Unter oxidativem bzw. elektrophilem Stress (rote Pfeile) werden reaktive
Cysteinreste in Keapl modifiziert, was zur Inaktivierung des Keapl-Cul3-Komplexes, zur Stabilisierung von Nrf2 und zu
dessen Import in den Zellkern fiihrt. Im Nukleus wird oxidiertes Nrf2 durch Trx-1 reduziert und kann nach
Heterodimerisierung mit einem kleinen Maf-Protein (sMaf) an die antioxidant response elements (AREs) binden und die
Transkription zahlreicher Zielgene des antioxidativen Abwehrsystems, darunter SOD2, Trx-1, TrxR1, GST und NQO1,
aktivieren. Eigene Darstellung, erstellt in PowerPoint.

! ]

Durch oxidativen oder elektrophilen Stress werden spezifische Cysteinreste in Keap1 modifiziert. Diese
Modifikationen begiinstigen die Bildung von intermolekularen Keapl-Dimeren (Baird & Yamamoto,
2020). Dadurch wird der Abbau von Nrf2 unterbunden und das freigelegte Kernlokalisationssignal
(nuclear localisation signal, NLS) in Nrf2 bedingt seinen nukledren Import. Im Kern wird dann noch
oxidiertes Nrf2 durch das nukledre Trx-1-System reduziert, um an antioxidant response elements (AREs)
in den Promotorregionen seiner Zielgene binden zu kénnen und nach Heterodimerisierung mit einem
der kleinen Maf Proteine (small musculoaponeurotic fibrosarcoma protein, sMaf) Transkription von
Zielgenen zu aktivieren. Die durch Nrf2-induzierten Gene umfassen zahlreiche antioxidative Enzyme
und Phase-ll-Detoxifikationsproteine, darunter SOD2, Komponenten des Thioredoxin-Systems wie
Trx-1 und TrxR1, Glutathion-S-Transferase (GST) sowie NAD(P)H:Chinon-Oxidoreduktase 1 (NQO1)
(Baird & Yamamoto, 2020; Dodson et al., 2019; Ma, 2013).
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Aktuelle Forschungsergebnisse belegen, dass der Transkriptionsfaktor Nrf2 maligeblich an der
Regulation zahlreicher zelluldrer Prozesse beteiligt ist. Hierzu zdhlen unter anderem der
Energiestoffwechsel, die Aufrechterhaltung der zelluldren Homdostase, Autophagie, die Modulation
inflammatorischer Prozesse sowie die Regulation immunologischer Antworten (He et al., 2020; Kim &
Jeon, 2022; Zhang, 2025).

Die Endothelzell-spezifische Aktivierung von Nrf2 durch Knockdown von Keapl reduziert die
Entstehung von Atherosklerose bei genetisch verdanderten Mausen mit ausgeschaltetem
Apolipoprotein E-Gen (ApoE™"), indem sie die Entziindung, die auf die Endothelzelle (EZ) wirkt, und die
Lipidperoxidation unterdriickt (He et al., 2024). Ahnlich stirkt der Adh&sions-G-Protein-gekoppelte
Rezeptor Latrophilin-2 (ADGRL2/LPHN2) das antioxidative Abwehrsystem im Endothel, indem er die
Nrf2-Aktivitat erhdht und so den Zellschutz vor oxidativem Stress verbessert. Bislang existieren jedoch
keine spezifischen pharmakologischen Aktivatoren fiir LPHN2, weshalb weitere Forschung zu seiner
therapeutischen Nutzung notwendig ist (Jakobs et al., 2024).

Obwohl die Aktivierung des Nrf2-Signalwegs viele positive Effekte fiir den Zellschutz mit sich bringt,
birgt eine dauerhafte oder unkontrollierte Aktivierung potenzielle Risiken. Eine konstitutive
Uberstimulation von Nrf2 kann dazu fiihren, dass Zellen auf Stresssignale weniger empfindlich
reagieren. Dies kann nicht nur die normale Stressantwort beeintrachtigen, sondern auch zu einer
gestorten Immunantwort beitragen und die Entstehung und das Wachstum von Tumoren fordern (Rojo
de la Vega et al., 2018). Eine gestorte Regulation des Nrf2-Signalwegs, insbesondere eine verminderte
Aktivitat in kardiometabolischen Erkrankungen sowie eine konstitutive Uberaktivierung in
verschiedenen  Tumorentitaten, wird mit der Entstehung und dem Fortschreiten
chronisch-entziindlicher, metabolischer und kardiovaskuldrer Erkrankungen in Verbindung gebracht
(Jakobs et al., 2017; Taguchi & Yamamoto, 2017). Deshalb ist eine ausgewogene Regulation
entscheidend.

Der Zusammenhang zwischen gestorter antioxidativer Funktion und vaskuldrer Gesundheit zeigt sich
deutlich bei chronischem oxidativem Stress, wie er beispielsweise im klinischen Bereich bei schweren
COVID-19-Verlaufen beobachtet wird (Fodor et al., 2021). In EZ fiihrt Serum schwer erkrankter COVID-
19-Patienten zu verminderter Nrf2-Aktivitdit mit reduzierter nukledrer Akkumulation und
Herunterregulation von Nrf2-Zielgenen, sowie zu mitochondrialer Dysfunktion (Hamad et al., 2023;
Rodrigues et al., 2023).

Die Bedeutung antioxidativer Systeme fiir die GefalRgesundheit zeigt sich besonders im Zusammenhang
mit der zellularen Alterung. Dauerhafter oxidativer Stress, wie er zum Beispiel durch eine anhaltende
niedrig dosierte Endotoxamie bei kontinuierlicher Lipopolysaccharid-Exposition entsteht, fihrt dazu,
dass zentrale antioxidative Schutzmechanismen zunehmend erschopft werden (Merk et al., 2024).
Besonders betroffen sind Trx-1 und Nrf2 (Altschmied & Haendeler, 2009; Ungvari et al., 2019). Mit
zunehmendem Alter nimmt die Produktion von ROS zu, wédhrend die antioxidativen Systeme
vermindert aktiv sind. Dadurch dominiert oxidativer Stress intrazelluldr und es entsteht eine
endotheliale Dysfunktion, die eine Hauptursache vaskularer Erkrankungen darstellt (Czypiorski et al.,
2013).
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Eine langfristig gestorte Redoxhomoostase beglinstigt die Induktion zellularer Seneszenz, was nun im
folgenden Kapitel genauer beschrieben wird.

1.4 Endothelzellseneszenz

Steigende Redoxbelastung in Kombination mit einer verminderten antioxidativen Abwehr
begiinstigt die zelluldare Seneszenz, welche ein entscheidender Mechanismus bei der Entstehung
vaskuldrer Alterungsprozesse darstellt (Goy et al.,, 2014). Zelluldre Seneszenz ist ein zellularer
Stressreaktionsmechanismus, der durch einen irreversiblen Zellzyklusarrest gekennzeichnet ist und als
Antwort auf verschiedene intrinsische und extrinsische Stressoren ausgel6st wird. Zu diesen Stressoren
zdhlen unter anderem DNA-Schaden, oxidativer Stress, mitochondriale Dysfunktion, chronische
Entziindungen oder Telomerverkiirzung (Huang et al., 2022). Der Mechanismus der Seneszenz dient
unter Anderem zum Schutz vor unkontrollierter Zellteilung und Krebsentstehung, tragt jedoch
gleichzeitig zur Funktionseinschrankung von Geweben und Organen im Alter bei.

Es wird zwischen replikativer Seneszenz — in hoch-proliferativen Geweben - und Stress-induzierter
Seneszenz — in kaum oder nicht-proliferierenden Geweben - unterschieden.

Die replikative Seneszenz wurde zuerst in den 1960er Jahren von Leonard Hayflick und Paul Moorhead
beobachtet. Darunter versteht man die Eigenschaft humaner diploider Zellen, welche sich in vitro bis
zu einer begrenzten Anzahl von Zellteilungen vermehren, bevor ein dauerhafter Zellzyklusarrest
einsetzt (Hayflick, 1965; Hayflick & Moorhead, 1961). Diese Beobachtung wurde spater durch die
Entdeckung der Telomerverkiirzung erklart, die bei jeder Zellteilung auftritt und letztlich zum
Zellzyklusstopp fuhrt (Harley et al., 1990).

Die Stress-induzierte Seneszenz ist seit ungefdhr zwei Jahrzenten in der wissenschaftlichen Forschung
etabliert und gilt als eigenstandiger, Telomerverkiirzungs-unabhangiger, zellularer Prozess, der durch
verschiedene Stressfaktoren ausgeldst wird (Herbig et al., 2006; Toussaint et al., 2000). Die Stress-
induzierte Seneszenz tritt, im Gegensatz zur replikativen Seneszenz, vermehrt in nicht-proliferativen
Geweben, wie den Endothelzellen, auf. In Bezug auf Endothelzellen sind diese durch eine Vielzahl
extrinsischer Faktoren im Blut oft oxidativem Stress ausgesetzt (Farhat et al., 2008).

In primdren humanen Endothelzellen lasst sich durch eine zweiwdchige, wiederholte Exposition mit
niedrigen H,0,-Konzentrationen ein seneszenter Phdnotyp hervorrufen. Dies ist eines von mehreren
Zellkulturmodellen fiir Stress-induzierte Seneszenz in primaren Endothelzellen (Haendeler, Hoffmann,
et al., 2004). Neben der direkten Stress-induzierten Seneszenz durch die Behandlung mit H,0,, fiihrt
auch eine stetige Exposition gegeniber geringen Dosen von Endotoxinen, wie Lipopolysaccharide (LPS),
zu oxidativem Stress in Endothelzellen. Beides maRgebliche Faktoren bei der Entstehung von zellularer
Seneszenz (Merk et al., 2023).

Seneszente Endothelzellen zeichnen sich durch die Ausbildung eines sogenannten ,senescence-
associated secretory phenotype” (SASP) aus. Diese Veranderung im Sekretionsprofil fiihrt zu einer
entziindlichen Mikroumgebung durch die Sekretion von proinflammatorischen Zytokinen, welche
wiederum umliegende Endothelzellen ebenso zur Seneszenz Induktion stimulieren kénnen (Gorgoulis
et al., 2019; Wiley & Campisi, 2021). Die Akkumulation seneszenter Endothelzellen beeintrachtigt die
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GefaRfunktion und beglnstigt die Progression altersassoziierter Erkrankungen des Herz-Kreislauf-
Systems (Bloom et al., 2023).

Die zentralen Signalwege der Seneszenz umfasst den p53/p21 und p16'™N%4/ Retinoblastom (Rb) die
somit auch als Seneszenzmarker verwendet werden konnen (Chen et al., 2006). Die Stabilisierung und
Aktivierung von p53 induziert die Transkription des Zellzyklusinhibitors p21, welcher die Aktivitat
cyclinabhéngiger Kinasen (CDK) hemmt. Dies fuhrt zu einer hypophosphorylierten, aktiven Form des
Rb-Proteins, welches die Transkription E2F-abhadngiger Gene blockiert und somit einen stabilen G1-
Zellzyklusarrest vermittelt (Lin et al., 2000; Mijit et al., 2020). Parallel dazu spielt der p16™¥*/Rb-
Signalweg eine wichtige Rolle bei der Aufrechterhaltung des seneszenten Zustands, insbesondere bei
Stress-induzierter Seneszenz. p16™*? wirkt als spezifischer Inhibitor von CDK4 und CDK6, und
verhindert zudem die Phosphorylierung von Rb, wodurch die Progression des Zellzyklus weiter
gehemmt wird (Sherr et al., 2016). Charakteristisch fiir seneszente Endothelzellen sind neben dem
Anstieg des p21-Proteins im Zellkern auch eine erhéhte Aktivitdt der Seneszenz-assoziierten Beta-
Galaktosidase (SA-B-Gal) und eine reduzierte Produktion von NO, dessen Synthese durch die reduzierte
Expression der eNOS beeintrachtigt wird (Férstermann & Minzel, 2006; Han & Kim, 2023; Muller-Delp
etal.,, 2012).

Der klassische Phanotyp seneszenter Endothelzellen weist eine vergroBerte und abgeflachte
Morphologie auf (Rosen et al., 1981). Diese physiologischen Veranderungen fiihren zu einer erhéhten
Gefalsteifigkeit aufgrund der verminderten Elastizitdit und bewirken verstarkte vaskuldre
Entziindungsreaktionen. Dies beeintrachtigt sowohl die Angiogenese als auch die Regulation der
GefaBRspannung (Wang & Bennett, 2012). Solche Verdnderungen spielen eine wichtige Rolle bei der
Entstehung altersbedingter GefaRerkrankungen wie Arteriosklerose und Bluthochdruck (Bloom et al.,
2023; Minamino & Komuro, 2007).

Ein bedeutender Ursprung der erhohten ROS in seneszenten Zellen liegt in mitochondrialen
Dysfunktionen, die sich durch strukturelle Veranderungen, eine verminderte Effizienz der
mitochondrialen Atmungskette, sowie verringertes mitochondriales Membranpotenzial auszeichnen
(Jendrach et al., 2005). Mit zunehmendem Alter akkumulieren intrazellulare ROS, welches zur
Schadigung der DNA und der Mitochondrien beitrdgt. Die durch diese Dysfunktion vermehrt
produzierten mtROS in Kombination mit der Schadigung der DNA, l6sen eine DNA-assoziierte
Schadensantwort aus (Moiseeva et al., 2009). Dies fiihrt zur Aktivierung des Tumorsuppressors p53 und
zur Hochregulation von p21, um die Zelle fir mogliche Reparatur der DNA im Zellzyklus Arrest zu
arretieren. Zugleich aktiviert der durch die mitochondriale Dysfunktion induzierte ATP-Mangel die
AMP-aktivierte Proteinkinase (AMPK). Zusammen wird dadurch u.a. auch der proinflammatorische
SASP verstarkt (Wiley et al., 2016; Ziegler et al., 2015). Zudem kommt es zu einem sogenannten ,vicious
cycle”, da Schadigung der Mitochondrien zu weiterer ROS Produktion fiihrt und weitere ROS
Produktion die mitochondriale Dysfunktion verstarkt (Fukui & Moraes, 2008).

Im oxidativen Stress-induzierten Seneszenzmodell primarer humaner Endothelzellen wurde gezeigt,
dass seneszente Zellen reduzierte Spiegel des antioxidativen Enzyms Trx-1 sowie eine erhdhte
Expression der ROS-produzierenden NOX4 aufweisen (Goy et al., 2014). Eine Herunterregulation von
NOX4 verzogerte die Induktion von Seneszenz (Lener et al., 2009). Die dauerhafte Expression von Trx-
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1 kann das Auftreten der Seneszenz signifikant inhibieren, was die zentrale Rolle der Redoxhomoostase
in diesem Prozess unterstreicht. Diese Daten werden untermauert durch Befunde in vivo, in einem
Mausmodell mit endothel-spezifischer NOX4-Uberexpression korrelieren die Trx-1-Proteinspiegel
negativ mit der NOX4-Expression (Goy et al., 2014).

Die Induktion zelluldrer Seneszenz steht folglich in engem Zusammenhang mit einer gestorten
Redoxhomodostase, deren Aufrechterhaltung maRgeblich durch antioxidative Mechanismen reguliert
wird, zu denen auch der Transkriptionsfaktor Nrf2 zahlt. Die Nrf2 Aktivierung verhindert die Induktion
zelluldrer Seneszenz. Im Gegensatz dazu erhoht die genetische Deletion von Nrf2 die Seneszenz in
Hirnarterien (Fulop et al., 2018). Studien, unter anderem an Primaten, zeigten dass eine verminderte
Nrf2-vermittelte antioxidative Antwort und damit die Reduktion der mitochondrialen SOD2 zu
chronischem oxidativem Stress fiihrt und zur Induktion von Endothezellseneszenz (Hwang et al., 2022).

Das Verstandnis der molekularen Mechanismen, die der Stress-induzierten Seneszenz zugrunde liegen,
konnte wertvolle Erkenntnisse fiir die Entwicklung therapeutischer Strategien liefern, die darauf
abzielen, altersbedingte Pathologien zu verbessern. Insbesondere Pflanzeninhaltsstoffe wie Curcumin
und Koffein werden zunehmend untersucht, da sie antioxidative und entzlindungshemmende
Eigenschaften besitzen, die die Induktion der Seneszenz hinauszégern oder sogar verhindern und damit
die Endothelfunktion langer aufrechterhalten kénnten (Cox et al., 2022; Merk et al., 2024).

1.5 Pflanzeninhaltsstoffe

Pflanzeninhaltsstoffe gewinnen in der Herz-Kreislauf-Forschung zunehmend an Bedeutung, da
sie ein vielversprechendes Potenzial zur Pravention und Therapie kardiovaskuldrer Erkrankungen
aufweisen. Insbesondere sekundare Pflanzeninhaltsstoffe wie Flavonoide, Polyphenole (z.B.
Curcumin), Alkaloide (z.B. Koffein) und Saponine zeigen in zahlreichen Studien vielfiltige
kardioprotektive Wirkungen (Adriouch et al., 2018; Cox et al., 2022; Gunter et al., 2017; Micek et al.,
2021; Singh & Chaudhuri, 2018). Die vielfaltigen kardioprotektiven Effekte dieser Pflanzeninhaltsstoffe
umfassen unter anderem antioxidative und entziindungshemmende Effekte, eine Verbesserung der
endothelialen Funktion sowie eine Regulation des Blutdrucks (Alotaibi et al.,, 2021). In der
Arbeitsgruppe wird schon seit langerem an Curcumin und Koffein gearbeitet. Denn von Curcumin sind
vielfaltige bioaktive Eigenschaften beschrieben (Cox et al., 2022), jedoch sind die Auswirkungen auf das
Endothel widersprichlich. Dies wird im Weiteren Verlauf nun beschrieben. Zudem wird Koffein als
weltweit am haufigsten konsumierte Substanz beschrieben, fir die die Arbeitsgruppe einen neuen
Wirkmechanismus gefunden hat (Ale-Agha et al., 2018).

1.5.1 Curcumin

Curcumin (1,7-bis(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-1,6-heptadien-3,5-dione, Diferuloylmethan)
ist ein Polyphenol aus der Pflanze Curcuma longa (Kurkuma), die zu den Ingwergewachsen
(Zingiberaceae) gehoért. Von den drei Curcuminoiden Curcumin, Demethoxycurcumin und
Bisdemethoxycurcumin die in Kurkuma vorhanden sind, ist Curcumin die aktivste Komponente (Sharma
et al., 2005). Seit tiber 4000 Jahren wird Curcumin als Heilmittel in der asiatischen Medizin verwendet
und wurde von Vogel und Pelltier 1815 erstmals als ,gelbes Farbemittel” beschrieben (Vogel &
Pelletier, 1815). Heutzutage ist es von der World Health Organization (WHO) und der Food and Drug
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Administration (FDA) als Farbstoff (E100) und Lebensmittelzusatzstoff zugelassen und hat durch sein
breites Wirkungsspektrum als ,,goldenes Gewirz“ zunehmend an Bekanntheit gewonnen (Li et al,,
2020).

Curcumin gilt als Paradebeispiel fir einen Pflanzeninhaltsstoff mit breitem kardioprotektivem
Wirkungsspektrum. In zahlreichen Studien wurden seine antioxidativen, antiinflammatorischen,
antikarzinogenen, antimikrobiellen, neuro- und kardioprotektiven Eigenschaften untersucht. Diese
pleiotropen Auswirkungen sind darauf zurlickzufiihren, dass Curcumin lber kovalente sowie nicht-
kovalente Wechselwirkungen, darunter hydrophobe Interaktionen und Wasserstoffbriickenbindungen,
direkt oder indirekt mit verschiedenen zellularen Signalproteinen sowie mit DNA und RNA interagieren
kann (Gupta et al.,, 2011). Neben der Beeinflussung zelluldrer Signalwege kann Curcumin aufgrund
seiner Hydroxylgruppen auch direkt freie Radikale neutralisieren und die Zelle so vor oxidativen
Schaden schiitzen (Priyadarsini et al., 2003).

Zahlreiche klinische Studien zeigen, dass Curcumin sich positiv auf das Lipidprofil von Patienten mit
kardiovaskularen Risikofaktoren auswirkt. In einer systematischen Ubersicht fassten Rafiee et al.
zusammen, dass Curcumin insbesondere zur Senkung von Gesamtcholesterin, LDL-Cholesterin und
Triglyceriden beitragt, wahrend HDL-Cholesterin haufig unverandert bleibt (Rafiee et al., 2021). Alle
diese Parameter (exkl. HDL-Cholesterin) sind mit einem gesteigerten Risiko fir atherosklerotische Herz-
Kreislauf-Erkrankungen verbunden (Wadstrém et al., 2023).

Bei vaskularer Dysfunktion, einem friihen Schritt in der Entstehung von Herz-Kreislauf-Erkrankungen
(Kapitel 1.1), ist die Fahigkeit des Endothels zur Produktion von NO vermindert, was zur GefaRsteifigkeit
und erhéhtem Blutdruck fiihren kann. In einer randomisierten, placebokontrollierten Studie
verbesserte die tagliche Curcumin-Supplementierung (2000 mg/Tag) die vaskulare Endothelfunktion
bei gesunden Erwachsenen mittleren und héheren Alters, indem es durch die Aktivierung der eNOS die
Bioverfiigbarkeit von NO erhohte und oxidativen Stress reduzierte, was zu einer verbesserten
Gefdlrelaxation und Senkung des Blutdrucks fihrte (Santos-Parker et al.,, 2017). Mehrere
Metaanalysen von randomisierten klinischen Studien bestatigen die signifikante Wirkung von Curcumin
auf die Verbesserung des endothelialen Funktionsparameters flow mediated dilation (FMD) (Changal
et al., 2020), sowie eine Reduktion von Entziindungsparametern, wie C-reaktives Protein (CRP),
Tumornekrosefaktor a (TNF-a) und Interleukin-6 (IL-6) (Dehzad et al., 2023). Epidemiologische Daten
aus einer lber zwolf Jahre verfolgten asiatischen Kohortenstudie deuten auf Zusammenhinge
zwischen einem hohen Curry- bzw. Curcumin-Konsum und einer niedrigeren kardiovaskuldaren
Mortalitdt sowie einer hoheren Lebenserwartung hin (Ng et al., 2024).

Tierexperimentelle Studien ergdnzen die klinischen Befunde und zeigen, dass Curcumin in
verschiedenen Maus- und Rattenmodellen kardioprotektive Effekte ausiibt, darunter die Verbesserung
der vaskularen Funktion, Reduktion des oxidativen Stresses und Modulation entziindlicher Signalwege
(Cox et al., 2022). So konnte in einer Studie von Pu et al. gezeigt werden, dass die 4-wdchige orale
Verabreichung von 0,2 % Curcumin im Futter altersbedingte zerebrovaskuldre Dysfunktionen bei
Sprague Dawley Ratten tUber den AMPK/Uncoupling Protein 2 (UCP2)-Signalweg verbessert (Pu et al.,
2013). In einer weiteren Studie erhielten alte C57BL/6-Méuse lber 4 Wochen Curcumin in gleicher
Konzentration in der Erndhrung. Dadurch sank die arterielle Pulswellengeschwindigkeit (aortic pulse
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wave velocity, aPWV), ein Mal fiir die Steifigkeit groRer Arterien. Zudem reduzierte Curcumin den
oxidativen Stress in alten Mausen und normalisierte die NO-abhangige Endothelfunktion auf Werte,
die denen junger Kontrolltiere dhnelten (Fleenor et al., 2013). Bei isolierten Herzen von mit Curcumin
behandelten Ratten und Mé&usen, die ex vivo einer I/R-Schadigung ausgesetzt wurden, konnte eine
Verringerung der InfarktgrofRe beobachtet werden (Duan et al., 2012; Liu et al., 2017).

Weitere Wirkungen von Curcumin wurden in Primarzellen des Herz-Kreislauf-Systems und in primaren
EZ ex vivo untersucht. Curcumin reduzierte in einem ApoE-defizienten Mausmodell fiir Atherosklerose
die Makrophageninfiltration, was wahrscheinlich auf eine Herunterregulierung der Adhasionsmolekiile
auf EZ zurlickzufiihren ist. Dies wurde dadurch belegt, dass Curcumin auch die Monozytenadhasion an
EZ ex vivo hemmte (Coban et al., 2012). Zudem hemmte Curcumin die Expression der Cyclooxygenase-
2 (COX-2) in EZ, wodurch die Produktion von Prostaglandin E; (PGE;) reduziert wird. Dies flihrt zu einer
Abschwdchung von Entziindungsprozessen, zum Beispiel bei durch Rauchen verursachten
GefdlRschaden (Lee et al., 2020). Die Hemmung erfolgt unter anderem durch Unterdriickung des
Transkriptionsfaktors NF-kB, der fiir Entzindungsreaktionen maRgeblich ist (Kim et al., 2007). Dies ist
auch in einer Studie von Karimian et al. gezeigt worden. Curcumin verminderte die Expression von
Adhasionsmolekiilen und die Monozytenbindung, was zu einer Stabilisierung der Endothelbarriere und
somit zur Verringerung entzlindlicher Reaktionen beitrug (Karimian et al., 2017).

Ein weiterer Transkriptionsfaktor, der durch Curcumin aktiviert wird, ist Nrf2 (Ashrafizadeh et al., 2020;
Brinkmann et al., 2022). Dieser ist fiir die Regulation des antioxidativen Abwehrsystems des Endothels
essenziell (Kapitel 1.3), sodass eine Aktivierung von Nrf2 und damit verbundene Hochregulation von
SOD2 durch Curcumin als ein therapeutisches Ziel zur Reduktion oxidativen Stresses fungieren kann.

Eine weitere ex vivo Studie belegt, dass eine 24-stlindige Vorbehandlung mit 25 uM Curcumin in EZ die
H,0,-induzierte vorzeitige Seneszenz abschwacht. Dies wurde anhand von reduzierter Aktivitat des
Enzyms SA-B-Gal und reduzierter Expression des Seneszenzmarkers p21 gezeigt. Zudem fordert diese
verwendete Curcuminbehandlung die Zellteilung und die Aktivitat von Sirtuin-1, einem Enzym, das fir
seine Rolle bei der Verlangerung der Lebensdauer, Reparatur von DNA-Schaden und Stressresistenz
bekannt ist (Sun et al., 2015). Auch die Aktivierung von AMPK kann durch Curcumin in EZ induziert
werden, womit eine Reduktion oxidativen Stresses und eine Forderung der Autophagie assoziiert ist
(Zhao et al., 2021).

Bis zu mehrere hundert Milligramm Curcumin taglich werden in klinischen Studien verwendet, ohne
dabei signifikante Toxizitat zu verursachen (Lao et al., 2006). Dies basiert zum einen auf der geringen
Bioverfligbarkeit, da Curcumin lipophile und hydrophobe Eigenschaft hat. Es kann nach Aufnahme in
den Korper nur schlecht im Magen-Darm-Trakt resorbiert werden und gelangt in stark verminderter
Konzentration in den Blutkreislauf. Die Aufnahme von Curcumin in sehr hohen Dosen wie 8 g pro Tag
erreicht im menschlichen Serum nur maximal etwa 2 uM und es erfolgte keine Anreicherung im Kérper
(Cheng et al., 2001). In Tiermodellen, zum Beispiel bei Ratten, zeigt sich eine dhnlich eingeschrankte
Aufnahme von Curcumin wie beim Menschen (Ireson et al., 2001). Selbst bei hohen oralen Dosierungen
von bis zu 2 g pro Kilogramm Kdrpergewicht gelangen nur sehr geringe Mengen in den Blutkreislauf.
Interessanterweise kann die Bioverfligbarkeit durch Zugabe von Substanzen wie Piperin deutlich
gesteigert werden, teilweise um das 20-Fache (Shoba et al., 1998). Die ex vivo und in vivo verwendeten
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Konzentrationen von Curcumin variieren stark, liegen jedoch haufig im Bereich von 1 bis 20 uM in
Zellkultur-Studien, jedoch zeigen verschiedene Studien mit der gleichen verwendeten
Curcuminkonzentration widerspriichliche Ergebnisse. In friheren Arbeiten unserer Arbeitsgruppe
wurde die hochste nicht-toxische Dosis von Curcumin auf primare EZ mit 7,5 uM fir 20 Stunden
definiert (Brinkmann et al., 2022).

Die geringe Bioverfligbarkeit ist einer der Hauptgriinde, warum neue Formulierungen (z. B. mit Piperin,
Liposomen oder Nanopartikeln) entwickelt werden, um die Aufnahme und Wirksamkeit im Organismus
zu verbessern (Prasad et al., 2014). Daher missen weitere experimentelle Studien durchgefiihrt
werden, um Aussagen (iber die Effekte von Curcumin in Seneszenz und kardiovaskularen Erkrankungen
machen zu kdnnen.

1.5.2 Koffein

Koffein (1,3,7-Trimethylxanthin) ist ein Alkaloid, das von Natur aus in vielen Friichten, Blattern
oder Samen verschiedener Pflanzen vorkommt, darunter in der Teepflanze (Camellia sinensis), dem
Kaffeestrauch (Coffea spec.) und der Kolanuss (Cola nitida). Koffein kommt in der Forschung in Form
eines weillen, geruchlosen, kristallinen Pulvers mit bitterem Geschmack vor, dass eine gute
Wasserloslichkeit und Hitzestabilitdat aufweist (Faudone et al., 2021). Es fungiert seit Jahrzehnten als
zentraler Wirkstoff in verschiedenen Getranken und zahlt zu den am haufigsten konsumierten
Substanzen weltweit (Fisone et al., 2004). 1820 wurde Koffein erstmals von dem deutschen Chemiker
Friedlieb Ferdinand Runge isoliert und 1895 von Fischer und Kollegen erstmals synthetisiert (Fischer &
Ach, 1895; Runge, 1821).

Mehrere Kohortenstudien zeigen, dass ein regelmaRiger Kaffeekonsum mit einer verminderten
Gesamtmortalitdt sowie einer reduzierten ursachenspezifischen Mortalitat, beispielsweise aufgrund
von Herzerkrankungen oder Schlaganfillen assoziiert ist. Dies wurde sowohl in sehr groflen
Allgemeinpopulationen mit 400.000 Teilnehmern, wie der National Institutes of Health—AARP Diet and
Health (NIH-AARP) Studie (Freedman et al., 2012), als auch in multinationalen europaischen
Stichproben der European Prospective Investigation into Cancer and Nutrition (EPIC) Studie mit mehr
als 500.000 Teilnehmern beobachtet (Gunter et al.,, 2017). Auch Untersuchungen alterer
Bevolkerungsgruppen, darunter Analysen auf Basis der NHANES |- Epidemiologic Follow-Up Studie
(Greenberg et al.,, 2007) und der Framingham Heart Studie (Greenberg et al., 2008), berichten
vergleichbare Zusammenhinge fiir kardiovaskuldare Mortalitdt. Insgesamt deutet die Evidenzlage
darauf hin, dass moderater Kaffeekonsum, von zwei bis vier Tassen Kaffee pro Tag (Kim et al., 2019),
potenziell protektive Effekte auf die langfristige Gesundheit haben kdénnte, wenngleich die zugrunde
liegenden Mechanismen weiterhin nicht abschlieRend geklart sind.

Unsere Arbeitsgruppe hat 2008 festgestellt, dass nach einem Kaffeekonsum von vier Tassen Kaffee eine
Serumkonzentration an Koffein von ungefdahr 30 uM erreicht wird (Spyridopoulos et al., 2008). Bei
Plasmakonzentrationen um 67 uM Koffein wird im Menschen eine etwa halbmaximale Belegung
zerebraler A;-Adenosinrezeptoren erreicht, die als funktionell relevante Antagonisierung dieses
Systems gilt (ElImenhorst et al., 2012). Dieser Wirkungsmechanismus im zentralen Nervensystem wird
mit einer Steigerung der Wachheit sowie Verbesserung der kognitiven Leistungsfahigkeit verbunden
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(Klgve & Petersen, 2025). Die Forschungsergebnisse bezlglich der Auswirkungen der Aktivierung oder
Hemmung von Adenosinrezeptoren im Herz-Kreislauf-System sind bislang uneinheitlich. So wird
berichtet, dass die Stimulation des A,A-Adenosinrezeptors positive Effekte auf das Herzmuskelgewebe
nach einem Infarkt bei Schweinen zeigt (Lasley et al., 2001), wahrend die Blockade desselben Rezeptors
mit einer verminderten Produktion reaktiver Sauerstoffspezies sowie einer geringeren Expression von
NOX2 im Herzgewebe einhergeht (Ribé et al., 2008). Weitere Effekte von Koffein werden uber die
Erhéhung der intrazellularen Calciumkonzentration oder Hemmung von Phosphodiesterasen
beschrieben (Fisone et al., 2004). Allerdings basieren viele dieser Befunde auf experimentellen
Koffeinkonzentrationen im Bereich von 250-500 uM (Daly, 2007; Smellie et al., 1979), die deutlich tGber
physiologisch erreichbaren Spiegeln und sogar nahe an der humanen toxischen bzw. letalen Dosis
liegen (Ale-Agha et al., 2018; Banerjee et al., 2014).

Demgegeniiber identifizierte unsere Arbeitsgruppe 2018 einen Wirkmechanismus von Koffein im
Endothel bei physiologisch relevanten Konzentrationen von 30 - 50 uM, wobei eine Beteiligung der
Adenosinrezeptor-Aktivierung ausgeschlossen wurde. Koffein fiihrt zu einer Translokation des
Zellzyklusinhibitors CDKN1B/p27 in die Mitochondrien, wodurch die mitochondriale Funktion und die
migratorische Kapazitat primarer humaner Endothelzellen verbessert wird (Ale-Agha et al., 2018).
Zudem stimuliert Koffein mitochondrienabhangig die Migration und Reparatur von EZ, sowie die von
endothelialen Vorlauferzellen, durch die Aktivierung des Enzyms AMPK (Spyridopoulos et al., 2008).
Damit unterstreichen beide Studien, dass nicht hohe, experimentelle Koffeinmengen, sondern
vielmehr realistisch erreichbare Konzentrationen relevante vaskuldre Schutzmechanismen aktivieren
kénnen.

Eine randomisierte, placebokontrollierte Studie in gesunden Probanden zeigte eine Verbesserung der
endothelabhangigen Acethylcholin-induzierten Vasodilatation durch die orale Einnahme von 300 mg
Koffein. Die Aufhebung dieses Effekts durch einen NO-Synthese-Inhibitor weist darauf hin, dass die
Wirkung maligeblich Giber eine direkte Stimulation der eNOS und eine Erhéhung des NO-Spiegels
vermittelt wird (Umemura et al., 2006). Die Einnahme von 200 mg Koffein flhrte in einer klinischen
Studie sowohl bei gesunden Probanden als auch bei Patienten mit koronarer Herzkrankheit zu einer
signifikanten Verbesserung der endothelabhdngigen FMD sowie zu einer Reduktion von
Entziindungsmarkern im Plasma. Dies weist auf eine direkte positive Wirkung von Koffein auf die
Endothelfunktion und eine entziindungshemmende Wirkung hin (Shechter et al., 2011). Ergdnzend
hierzu zeigte eine aktuelle Untersuchung, dass regelmaRiger Koffeinkonsum die GefalRgesundheit
langfristig unterstiitzt, indem es das Uberleben endothelialer Vorliduferzellen foérdert. Dieser
Mechanismus wurde bei Patienten mit entziindlichen Erkrankungen wie dem systemischen Lupus
erythematodes beobachtet (Orefice et al., 2024).

Diese Befunde werden durch epidemiologische Analysen unterstiitzt, welche zeigen, dass moderater
Kaffeekonsum, unter anderem durch die entziindungshemmenden und antioxidativen Effekte von
Koffein, mit einer Verzogerung des Alterungsprozesses und einer verbesserten Zellgesundheit
einhergeht (Lopes & Cunha, 2024). Lopes et al. betonen jedoch, dass weitere Studien erforderlich sind,
um die komplexen molekularen Mechanismen und die umfassende Bedeutung von Koffein fiir das
menschliche Altern vollstdandig zu verstehen.
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Obwohl Curcumin und Koffein als vielversprechende Pflanzeninhaltsstoffe gelten, ist ihr genauer
Einfluss auf das Endothel und die Stress-induzierte Seneszenz in physiologisch relevanten
Konzentrationen bislang noch nicht vollstindig geklart und bedarf weiterer eingehender
Untersuchungen.

1.6 Ziele der Arbeit

Die steigende Pravalenz von kardiovaskuldren Erkrankungen in der immer alter werdenden
Gesellschaft stellt weltweit eine erhebliche Herausforderung fiir das Gesundheitswesen dar. Besonders
die Funktion des Endothels, das als Regulator fiir GefaBgesundheit, Entziindungsprozesse und
antioxidative Abwehrmechanismen eine Schlisselrolle UGbernimmt, riickt zunehmend in den
Mittelpunkt biomedizinischer Forschung. Eine gestorte Redoxhomdostase und die vorzeitige Seneszenz
von Endothelzellen gelten als entscheidende Veranderungen, die die Entwicklung und das
Fortschreiten vaskuldrer Erkrankungen mafRgeblich beeinflussen. Die Regulation des antioxidativen
Signalwegs um Nrf2 ist deshalb ein wichtiger Ansatzpunkt, um dem Verlust der GefafRfunktion
entgegenzuwirken. Allerdings bleibt trotz umfangreicher Erkenntnisse zu Nrf2 offen, wie und ob
Pflanzeninhaltsstoffe wie Curcumin und Koffein diesen Signalweg und die damit verbundenen
Schutzmechanismen in Endothelzellen beeinflussen. Zunehmend riickt dabei auch das perivaskulare
Fettgewebe (PVAT) in den Fokus, das durch die Freisetzung verschiedener Mediatoren in engem
Austausch mit der GefaBwand steht und zur Modulation der endothelialen Funktion beitragen kann.

Vor diesem Hintergrund beschéftigt sich die vorliegende Arbeit zuerst mit der Frage, welchen Einfluss
die Pflanzeninhaltsstoffe Curcumin und Koffein auf die transkriptionelle Aktivitdt des
Transkriptionsfaktors Nrf2 haben.

Des Weiteren sind trotz bekannter antioxidativer Eigenschaften von Curcumin und Koffein ihre
Wirkmechanismen bei der Zellalterung des Endothels noch nicht erforscht, sodass im zweiten Teil der
vorliegenden Arbeit die Wirkung der Pflanzeninhaltsstoffe auf die Endothelzellseneszenz untersucht
wird.

Ergdnzend werden in pilotartigen Untersuchungen die Effekte von Curcumin und Koffein auf die
Differenzierung von Praadipozyten zu Adipozyten im dritten Teil der Arbeit analysiert, um potenzielle
Veranderungen der Eigenschaften des PVAT zu erfassen, die perspektivisch fiir den Crosstalk mit dem
Endothel relevant sein kdnnten.
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2. Material und Methoden
2.1 Material
2.1.1 Chemikalien

Tabelle 1: Liste verwendeter Chemikalien.

Name

Hersteller, Ort

2x SYBR Green gPCR Master Mix

30 % (w/v) Acrylamid-/Bisacrylamid-Mix (29:1)
4',6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI)
Agarose Standard Roti®garose

Agarose Ultra Pure™
Ammoniumpersulfat (APS)

Ampicillin

Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent Concentrate
Bromphenolblau

Chloroform

Coomassie Brilliant Blue G-250

CutSmart Puffer 10x

Dithiothreitol (DTT)

DNase/RNase-freies Wasser
Ethidiumbromid
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)

Gel Ladepuffer, Blau (6x)

GeneRuler 1 kb Plus DNA-Leiter
GeneRuler Low Range DNA-Leiter

Glycin

Glyzerin 86 % (v/v)

IGEPAL CA-630

Isopropanol 100 % (v/v)

Luziferase Assay Substrat

Lysogeny broth (LB) medium (Lennox)
Magermilchpulver (MP)

NEB® 5-alpha kompetente Escherichia coli
Normales Ziegenserum (NZS)

OlRot O

Oligonukleotide

Orange G

Paraformaldehyd (PFA)

Phalloidin, CF® 488A

Phosphatase Inhibitorcocktail

Pierce™ ECL Plus Western Blotting Substrat
ProLong™ Diamond Antifade Mountant

Steinbrenner Laborsysteme, Wiesenbach
Carl Roth, Karlsruhe

Roche Diagnostics, Mannheim

Carl Roth, Karlsruhe

Invitrogen / Life Technologies, Darmstadt
Sigma Aldrich, Taufkirchen

Carl Roth, Karlsruhe

BioRad, Miinchen

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Serva, Heidelberg

New England Biolabs, Ipswich, MA, USA
Carl Roth, Karlsruhe

Thermo Fisher Scientific, Schwerte

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

New England Biolabs, Ipswich, MA, USA
Thermo Fisher Scientific, Schwerte
Thermo Fisher Scientific, Schwerte

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Fluka Chemie, Buchs, CH

Carl Roth, Karlsruhe

Promega, Walldorf

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

New England Biolabs, Ipswich, MA, USA
Jackson ImmunoResearch, Cambridge, UK
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Carl Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Biotum, Fremont, CA, USA

BioTool, Kirchberg

Thermo Fisher Scientific, Schwerte
Invitrogen / Life Technologies, Darmstadt
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Protease Inhibitorcocktail
Protein GroRenmarker,
Rainbow™ Marker
Protein GroRenmarker, Precision Plus Protein™
Kaleidoscope™ Prestained Protein Standard
Restriktionsenzyme

Rinderserumalbumin

Rontgenfilm Entwicklerkonzentrat

Rontgenfilm Fixiererkonzentrat

SOC Outgrowth Medium

Sodium dodecyl sulfate Pellets
Tetramethylethylendiamin

TRIS-Base

TRIS-Chlorwasserstoff (HCI)

Triton™ X-100

TRIzol® Reagenz

Tween®20

Xylencyanol

Low-range Amersham

2.1.2 Zellkultur

BioTool, Kirchberg
Merck, Darmstadt

BioRad, Miinchen

New England Biolabs, Ipswich, MA, USA
Carl Roth, Karlsruhe

Adefo, Neu-Isenburg

Adefo, Neu-Isenburg

New England Biolabs, Ipswich, MA, USA
Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Thermo Fischer Scientific, Schwerte
Thermo Fischer Scientific, Schwerte
Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Tabelle 2: Liste verwendeter Chemikalien und Medien in der Zellkultur.

Name

Hersteller, Ort

3-isobutyl-1-methylxanthine (IBMX)
Curcumin =94 % (w/v)

Dexamethason

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Dulbecco’s modified eagle medium (DMEM)
GlutaMAX™

Effectene® Transfektionsreagenz

EGM™ Single Quots®

Endotheliales Basalmedium (EBM)

Fotales Kalberserum (FBS)

HzOz 30 % (V/V)

Humane Nabelvenen-Endothelzellen (HUVEC)
Insulin

Koffein

Lipopolysaccharid (LPS)

LPS detoxifiziert

Penicillin (10,000 U/ml)/Streptomycin
ug/ml)

Phosphatgepufferte Salzlosung (PBS)
Trypsin-EDTA 0.5 % (w/v) 10x

(10,000

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Carl Roth, Karlsruhe
Thermo Fischer Scientific, Schwerte

Qiagen, Hilden

Lonza, KoIn

Lonza, KoIn

Thermo Fischer Scientific, Schwerte
Carl Roth, Karlsruhe

Lonza, KoIn

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Thermo Fischer Scientific, Schwerte
Thermo Fischer Scientific, Schwerte
Thermo Fischer Scientific, Schwerte

-18 -



Material und Methoden

2.1.3 Kits

Tabelle 3: Liste verwendeter Kits.

Name

Hersteller, Ort

HiSpeed® Plasmid Maxi Kit

QlAprep® Spin Miniprep Kit
QlAquick® Gel Extraction Kit
QuantiTect® Reverse Transcription Kit
RNeasy® Mini Kit

2.1.4 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 4: Liste verwendeter Verbrauchsmaterialien.

Name

Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden

Hersteller, Ort

96 Well Mikrotiterplatte

6 Well CELLSTAR® Zellkultur Multiwellplatten
Immobilon®-P  Polyvinyliden  fluorid  (PVDF)
Membran (0,45 pm)

Kryoréhrchen

Klvetten

Mikrozentrifugenréhrchen (0,2 ml - 2 ml)
PCR 0.1 ml 4-Tube & 4-Cap Strips
Pipettenspitzen
Polystyrol-Rundbodenréhrchen
Rontgenfilme Fujifilm Super RX-N
Schikanenkolben

Serologische Pipetten 2 ml, 50 ml
Serologische Pipetten 5 ml, 10 ml, 25 ml

TC Flaschen T-75, 75 cm?

Whatman™ Filter Papier

Zellkulturschalen, 35 mm, 60 mm
Zellschaber

Zentrifugenréhrchen 15 ml, 50 ml

2.1.5 Instrumente

Tabelle 5: Liste verwendeter Instrumente.

Name

Greiner Bio-One, Frickenhausen

Greiner Bio-One, Frickenhausen
GE Healthcare Life Sciences, Freiburg

Greiner Bio-One, Frickenhausen
Sarstedt, Nimbrecht

Eppendorf, Hamburg

Biozym Scientific, Hessisch Oldendorf
StarLab, Hamburg

Corning, Glendale, AZ, USA

Fujifilm Europe, Dusseldorf

Carl Roth, Karlsruhe

Sarstedt, Nimbrecht

Greiner Bio-One, Frickenhausen
Sarstedt, Nimbrecht

GE Healthcare Life Sciences, Freiburg
TPP, Trasadingen, CH

TPP, Trasadingen, CH

TPP, Trasadingen, CH

Hersteller, Ort

Autoradiographiekassetten

Berthold Centro XS® LB 960 Luminometer
BioPette™ Plus autoklavierbare Pipetten 10 - 1000
pl

BioTek Platten-Reader
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Durchlichtmikroskop “CKX31"”
Eismaschine CoolNat
Elektrophorese Stromversorgung
EMC-11-UV Spektrophotometer
Fluoreszenzmikroskop “Axio Observer 7”
Hamilton MICROLITER™ Spritze
Heraeus Hera Cell 240 Inkubator
Hybridisationsinkubator 7601

INTAS GelStick IMAGER

Labstar 150 Autoklav

Magnetriihrer “IKA® RH Basic 2”
Milli-Q® Filter system

NanoDrop™ 2000c
Neubauer-Hamozytometer
Orbitalschittler “DOS-20L”
pH-Meter SevenGo

Pipettierhilfe “Pipetboy acu 2”
PowerPac™ Universal Power Supply
Prazisionswaage “CP124s”
Rotor-Gene® Q
Sicherheitswerkbank “HeraSafe2025™”
Thermocycler MyCycler™

Vertikal-Elektrophoresesystem
Tetra cell”

Vortex-Genie® 2
Zentrifuge “5424 R”
Zentrifuge “CD-3124R”
Zentrifuge “Rotina 420R”

2.1.6 Oligonukleotide

“Mini-PROTEAN®

Olympus, Hamburg

Ziegra Eismaschinen, Isernhagen
VWR International, Darmstadt
Emclab, Duisburg

Carl Zeiss, Oberkochen

Carl Roth, Karlsruhe

Thermo Fisher Scientific, Schwerte
GFL, Burgwedel

INTAS, Gottingen

Zirbus, Bad Grund

IKA Laboratory Equipment, Staufen
Merck Millipore, Darmstadt
Thermo Fisher Scientific, Schwerte
Marienfeld, Lauda-Konigshofen
ELMI, Riga, Latvia

Mettler Toledo, Schwerzenbach, CH
Integra Biosciences, Biebertal
BioRad, Miinchen

Sartorius, Gottingen

Qiagen, Hilden

Thermo Fisher Scientific, Schwerte

BioRad, Miinchen
BioRad, Miinchen

Neolab® Migge, Heidelberg
Eppendorf, Hamburg

Jolo Life Science, Giengen
Hettich Zentrifugen, Tuttlingen

Die in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide wurden in entsalzter Form im 25 nmol

MaRstab von Sigma-Aldrich, Taufkirchen, bezogen. Die Herstellung der 100 uM Stammldsungen
erfolgte in TE-Puffer (10 mM TRIS-HCI, pH 8,0, 1 mM EDTA) und deren Lagerung bei -20 °C. Vor dem
Gebrauch wurden Arbeitslésungen mit einer Konzentration von 10 uM angefertigt.

2.1.6.1. Oligonukleotide fir Klonierung

Tabelle 6: Liste der verwendeten Oligonukleotidprimer fiir die Klonierung.

Name

‘ Sequenz (5' = 3')

AREmut bottom

gatcAAAGTaaaTTTGctAgCATTAGCAATGTCATTTCCAAGCTAAAAGTaaaTTTGe

tAgCATTAGCAATGTCATTTCCAAGCTA

AREmut top

agctTAGCTTGGAAATGACATTGCTAATGcTagCAAALLtACTTTTAGCTTGGAAAT

GACATTGCTAATGcTagCAAALLtACTTT
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AREwt bottom gatcAAAGTTGCTTTGTCACCATTAGCAATGTCATTTCCAAGCTAAAAGTTGCTTT
GTCACCATTAGCAATGTCATTTCCAAGCTA
agctTAGCTTGGAAATGACATTGCTAATGGTGACAAAGCAACTTTTAGCTTGGAA

ATGACATTGCTAATGGTGACAAAGCAACTTT

AREwt top

2.1.6.2. Oligonukleotide fiir semi-quantitative Echtzeit-PCR

Tabelle 7: Liste der verwendeten Oligonukleotidprimer fiir die semi-quantitative Echtzeit-PCR.

Name Sequenz (5' 2 3')

hCDKN1A Ex02 forl TCTCAGGGTCGAAAACGGC
hCDKN1A Ex03 rev1l GCTTCCTGTGGGCGGATTAG
hGLB1 Ex10 forl AGCCCACCAGCTACGACTAT
hGLB1 Ex11 revl ATGGAGGGATAGGACCTTCTGG
hmRPL32 Ex02 forl GTGAAGCCCAAGATCGTCAA
hmRPL32 Ex03 rev1l TTGTTGCACATCAGCAGCAC
hNOS3 Ex10 rev1l TATCCAGGTCCATGCAGACA
hNOS3 Ex9 forl AGGAACCTGTGTGACCCTCA
hSOD2 Ex02 forl GCCCTGGAACCTCACATCAA
hSOD2 Ex03/04 rev1 AGCAACTCCCCTTTGGGTTC
hTXN1 Ex01 forl TGGTGAAGCAGATCGAGAGC
hTXN1 Ex03/04 revl ACATCCTGACAGTCATCCACAT

2.1.6.3. Oligonukleotide fir Sequenzierung

Tabelle 8: Liste der verwendeten Oligonukleotidprimer fiir die Sequenzierung.

‘ Sequenz (5' = 3')
| ACGCTGTTGACGCTGTTAAG

Name
HSVtk revl

2.1.7 Antikorper

2.1.7.1. Primarantikorper far
Immunfluoreszenzfarbung

Sofern nicht anders angegeben, wurden alle Priméarantikoérper fir Immunoblot (IB) in 1 % (w/v)
Magermilchpulver in TBS-T und fur Immunfluoreszenzfarbung (IF) in 1 % (w/v) bovine serum albumin
(BSA) in PBS verdiinnt.

Immunoblot und

Tabelle 9: Verwendete Primdrantikérper fiir Immunoblot und Immunfluoreszenzfdrbung.

Antikorper Spezies Verwendung | Verdiinnung | Firma

Anti-eNOS Maus IF 1:100 cell Signaling
Technology

Anti-eNOS . 1:200 (IF)

[EPR19296] Kaninchen IF, IB 1:1,000 (IB) Abcam
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Anti-GAPDH
[6C5] Maus B 1:50,000 Abcam
Anti-ICAM-1/CD54 Maus IF 1:100 Santa Cruz
[15.2]
Anti-MnSOD
[EPR2560Y] Maus IF 1:500 Abcam
Anti-MnSOD Kaninchen | IB 1:300 Millipore
Anti-Nrf2 . _ Cell Signaling
(clone D1Z9C) Kaninchen | IF 1:30 Technology
1:50 in 1 %
Anti-p21 Ziege IF (w/v) BSA +1 | R&D Systems
% (v/v) NDS
Anti-p21 . 1:500 (1B) | Cell Signaling
(clone 12D1) Kaninchen | IF, 1B 1:50 (IF) Technology
Anti-Src . _ Cell Signaling
(clone 32G6) Kaninchen | IB 1:1,000 (IB) Technology
Anti-Tom20 .
[FL-145] Kaninchen | IF 1:50 Santa Cruz
2.1.7.2. Sekundarantikdrper far Immunoblot und

Immunfluoreszenzfarbung

Sofern nicht anders angegeben, wurden alle Sekundarantikorper fur IB in 1 % (w/v)

Magermilchpulver in TBS-T und fiir IF in PBS verdinnt.

Tabelle 10: Verwendete Sekunddrantikérper fiir Immunoblot und Immunfluoreszenzférbung.

Antikorper Spezies Verwendung | Verdiinnung | Firma

Anti-Maus 1gG  HRP- Schaf B 1:5,000 GE. Healthcare Life
gekoppelt Sciences
Anti-Kaninchen IgG HRP- Esel B 1:5,000 GE Healthcare Life
gekoppelt Sciences
Anti-Kaninchen IgG

(H+L)  Highly  Cross- .
Adsorbed Secondary | Schaf/Esel IF 1:500 l-?izl;:izc Fischer
Antibody, Alexa Fluor™

594

Anti-Kaninchen IgG

(H+L)  Highly  Cross- .
Adsorbed Secondary | Schaf/Esel IF 1:500 l?iz:?i?ic Fischer
Antibody, Alexa Fluor™

488
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Anti-Maus IgG  (H+L)

Highly  Cross-Adsorbed _ Thermo Fischer
Secondary Antibody, Schaf/Esel IF 1:500 Scientific

Alexa Fluor ™488

Anti-Maus IgG  (H+L)

Highly  Cross-Adsorbed _ Thermo Fischer
Secondary Antibody, Schaf/Esel IF 1:500 Scientific

Alexa Fluor ™ 594

Anti-Schaf IgG  (H+L)

Highly  Cross-Adsorbed _ Thermo Fischer
Secondary Antibody, Esel IF 1:500 Scientific

Alexa Fluor ™488

Anti-Schaf IgG  (H+L)

Highly  Cross-Adsorbed _ Thermo Fischer
Secondary Antibody, Esel IF 1:500 Scientific

Alexa Fluor™647
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2.2 Methoden
2.2.1. Molekularbiologische Methoden
2.2.1.1. Verwendeter Bakterienstamm

Im Rahmen dieser Arbeit wurden samtliche Klonierungs- und Plasmidisolierungsexperimente
mit dem im Handel erhaltlichen Escherichia coli Stamm NEB 5-alpha mit dem Genotyp fhuA2 A(argF-
lacZ)U169 phoA gInV44 ®80 A(lacZ)M15 gyrA96 recAl relAl endAl1 thi-1 hsdR17 durchgefihrt.

2.2.1.2. Transformation in Escherichia coli

Fiir Transformationen wurden ausschlieBlich kommerziell erhaltliche kompetente NEB 5-alpha
E. coli (Kapitel 2.2.1) genutzt. Dazu wurden 50 pl der bei -80°C gelagerten Suspension kompetenter
Bakterien in einem 1,5 ml Mikrozentrifugenrohrchen auf Eis aufgetaut und 4 ul der Ligationsansatze
(Kapitel 2.2.1.3) bzw. 10 ng ungeschnittene Plasmid DNA hinzugefiigt. Die Suspension wurde dann
vorsichtig gemischt und 30 Minuten lang auf Eis inkubiert. Dann wurde ein 30-sekiindiger Hitzeschock
bei 42 °C durchgefiihrt, wonach die Proben fiir 5 Minuten auf Eis gestellt wurden. Anschliefend wurden
950 pl SOC Outgrowth Medium zu den Proben gegeben und eine Stunde lang bei 200 Umdrehungen
pro Minute (UpM) und 37 °C geschiittelt. Die Proben wurden dann bei 3,220 xg flir 5 Minuten bei RT
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, und die Bakterien wurden in 100 pl LB-Medium (Tabelle
11) resuspendiert. Um einzelne Bakterienkolonien erhalten, wurden 10 pl bzw. 90 pl des
Transformationsansatzes auf zwei separaten LB Agarplatten mit 100 pg/ml Ampicillin (Tabelle 11) mit
einem Drigalskispatel ausgebracht. Die Platten wurden Uber Nacht bei 37 °C auf dem Kopf stehend
inkubiert. Anschliefend wurden die Platten mit Parafilm versiegelt und bis zur weiteren Verwendung
bei 4 °C gelagert.

2.2.1.3. Ligation von DNA-Fragmenten

Im Rahmen der Arbeit wurden nur Ligationen zwischen einem linearisierten Vektorriickgrat
und doppelstrangigen DNA Oligonukleotiden durchgefiihrt. Dazu wurden 100 ng des Vektorriickgrats
zusammen mit einem 15-fachen molaren Uberschuss der doppelstridngigen, nicht phosphorylierten
Oligonukleotide mit DNase-freiem Wasser auf 5 ul aufgefillt. Zum Starten der Reaktion wurden 5 pl
des Blunt/TA-Ligase-Mastermixes hinzugeflgt, die Proben 30 Minuten lang bei Raumtemperatur
inkubiert und anschlieRend sofort auf Eis gestellt. Danach wurden die Proben entweder direkt fir die
Transformation in kompetente E. coli verwendet (Kapitel 2.2.1.2) oder bis zur weiteren Verwendung
bei -20 °C gelagert.

2.2.1.4. Anfertigung von Glyzerindauerkulturen

Zur Langzeitlagerung von Plasmid tragenden Bakterien wurden ein Glyzerindauerkulturen
angelegt. Zu diesem Zweck wurden 500 ul der zu verwendenden Plasmid-tragenden Bakterien-
Ubernachtkultur mit 500 pl sterilem 50 % (v/v) Glycerin in einem KryokonservierungsgefiR gemischt
und bei -80 °C gelagert. Bei Entnahme von Bakterien aus einer Dauerkultur musste darauf geachtet
werden, dass diese nicht auftaut. Dementsprechend wurde ein Teil der Bakterien mit einer
Pipettenspitze von der gefrorenen Kultur abgekratzt und auf einer LB Agarplatte mit Ampicillin
ausgestrichen (Kapitel 2.2.1.5).
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2.2.1.5. Isolierung von Plasmid-DNA

In Abhdngigkeit von der Art des Experiments sowie der erforderlichen Menge an Plasmid-DNA
wurden unterschiedliche Kits verwendet. Fir die Isolierung von Plasmid-DNA im Rahmen von
Klonierungsexperimenten wurde das QlAprep® Spin Miniprep Kit verwendet, wahrend fiir die
Isolierung einer groRen Menge an Plasmid-DNA fiir Transfektionen das HiSpeed® Plasmid Maxi Kit zum
Einsatz kam (Kapitel 2.2.2.4).

In allen Fallen wurden Bakterien direkt aus einer gefrorenen Glyzerindauerkultur entnommen (Kapitel
2.2.1.4) und mit einer Impfoese ein Vereinzelungsausstrich auf einer Lysogeny Broth (LB) Agarplatte
mit 100 pg/ml Ampicillin (Tabelle 11) angelegt. Die Platte wurde tGber Nacht in einem Inkubator bei 37
°C auf dem Kopf stehend inkubiert.

Zur Gewinnung geringer Mengen an Plasmid-DNA (< 15 pg) wurde eine einzelne Bakterienkolonie in
ein 14 ml Kulturréhrchen mit 2,5 ml LB Medium mit 100 pug/ml Ampicillin Gberfihrt. Das R6hrchen
wurde anschlieRend fiir 18 Stunden bei 37 °C in einem Orbitalschittler bei 200 UpM inkubiert. Im
Anschluss wurde das QlAprep® Spin Miniprep Kit gemiaR den Anweisungen des Herstellers eingesetzt,
wobei die folgenden Modifikationen vorgenommen wurden. Nach Aufzentrifugieren des klaren Lysats
wurde die Sdule zweimal mit jeweils 600 ul PE-Puffer anstatt einmal mit 750 ul PE-Puffer gewaschen.
Im Anschluss wurde die DNA mit 50 ul Puffer EB von der Saule eluiert.

Das HiSpeed® Plasmid Maxi Kit wurde eingesetzt, um gréRBere Mengen (bis zu 750 pg) hochreiner
Plasmid-DNA fiir die Transfektion primarer humaner Endothelzellen zu erhalten (Kapitel 2.2.2.4).
Hierfir wurde eine Vorkultur wie oben beschrieben angelegt, aber nur fiinf Stunden bei 37 °C
geschittelt. Fir die Beimpfung der Hauptkultur wurden 200 pl der Vorkultur in 200 ml LB Medium mit
100 pg/ml Ampicillin gegeben. Diese Hauptkultur wurde gleichmaRig auf zwei 500 ml Schikanenkolben
aufgeteilt und fiir 19 Stunden bei 37 °C und 200 UpM inkubiert. Die Verwendung des HiSpeed® Plasmid
Maxi Kits erfolgte gemiR den Anweisungen des Herstellers, wobei folgende Anderungen
vorgenommen wurden: nach der Zugabe von kaltem P3-Puffer und vorsichtigem Mischen wurde ein
Zentrifugationsschritt von 15 Minuten bei 3,220 xg bei RT durchgefiihrt. Im Anschluss wurde das
erhaltene, klare Lysat auf den QlAfilter aufgetragen. Der TE-Puffer fir die Elution aus dem
QlAprecipitator wurde auf eine Temperatur von 65 °C vorgewarmt und die Elution wurde in zwei
aufeinanderfolgenden Schritten durchgefiihrt. Fir den ersten Elutionsschritt wurden 500 pl des
vorgewdrmten TE-Puffers genutzt, das Eluat in den QlAprecipitator geladen und damit nochmals
eluiert. Im Anschluss wurde ein zweiter Elutionsschritt mit 300 ul frischem, vorgewarmtem TE-Puffer
in ein separates Auffangrohrchen durchgefiihrt. Die DNA-Konzentrationen der beiden Eluate wurden
spektralphotometrisch (Kapitel 2.2.1.11) bestimmt. Im Falle einer finalen DNA-Konzentration nach
Vereinigung der beiden Eluate von > 0,8 pg/ul, wurden diese kombiniert und die DNA-Konzentration
erneut gemessen. In allen anderen Fallen wurde nur das Eluat mit der héheren Konzentration genutzt.
Zur Verifizierung der Identitt der isolierten Plasmid DNAs sowie zur Uberpriifung auf Kontamination
mit genomischer DNA wurde ein Restriktionsverdau (Kapitel 2.2.1.8) durchgefiihrt, der ein Plasmid-
spezifisches Restriktionsfragmentmuster ergibt. In der folgenden Agarose-Gelelektrophorese ware
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kontaminierende genomische DNA als Schmier im Hintergrund zu erkennen. Die Plasmid-DNA wurde

bis zu ihrer weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert.
Tabelle 11: Verwendete Medien und Agarplatten wéhrend der Plasmid-Isolierung.

Lysogeny broth (LB) Medium:

10 g/l Trypton

5 g/l Hefeextrakt

5 g/l Natriumchlorid (NacCl)

Das LB Medium wurde autoklaviert und bei Raumtemperatur gelagert.

LB Agarplatten:
15 g/l  Agarin LB Medium

Ampicillin wurde in einer Endkonzentration von 100 pg/ml zugegeben, nachdem der Agar autoklaviert
und auf etwa 55 °C abgekihlt worden war. Die Agarlosung wurde in Petrischalen aus Kunststoff
gegossen und die Agarplatten nach dem Erstarren bis zur weiteren Verwendung bei 4 °C auf dem Kopf
stehend gelagert.

Ampicillin Stammldsung:
100 mg/ml Ampicillin
in Reinstwasser

Die Stammlosung wurde steril filtriert und bei -20°C gelagert.

2.2.1.6. Agarose-Gelelektrophorese

In einer Agarosegelmatrix konnen Nukleinsduren elektrophoretisch nach GréRe getrennt
werden. Je nach GroRe der zu trennenden RNA- oder DNA-Fragmente missen unterschiedliche Anteile
an UltraPure™ (fiir RNA; 0,8 % (w/v)) oder Standard-Agarose Roti®garose (fiir DNA-Fragmente > 500
bp 1 % (w/v) bzw. < 500 bp 2 % (w/v)) verwendet werden. Vor der elektrophoretischen Trennung von
RNA missen alle Geratekomponenten mit 70 % (v/v) Ethanol gereinigt werden. AuBerdem muss fur die
Zubereitung der Puffer autoklaviertes Reinstwasser verwendet werden. Die Agarose wurde je nach
gewlinschtem Prozentsatz eingewogen, 1x TRIS-Acetat-EDTA (TAE)-Puffer (Tabelle 12) hinzugefiigt und
in der Mikrowelle gekocht, bis die Agarose vollstandig aufgeldst war. Nach dem Abkiihlen auf etwa 50-
60 °C wurde die flissige Agarose in eine GieRRschale gegossen, Ethidiumbromid zu einer
Endkonzentration von 0,5 pg/ml zugegeben und ein Kamm eingesetzt. Nach dem Erstarren wurde das
Gel in eine horizontale Elektrophoresekammer gelegt und mit 1x TAE-Puffer bedeckt. Nach dem Ziehen
des Kammes wurden die Proben, denen ein Finftel des entsprechenden 6x Ladepuffers (Tabelle 12)
zugesetzt wurde, geladen. Parallel dazu wurde eine DNA-Leiter, die DNA-Banden bekannter GroRe
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enthalt, als Referenz geladen (Abbildung 4). Die Elektrophorese wurde mit einer Feldstdrke von 4-7
V/cm durchgefiihrt, bis die gewlinschte Auftrennung erreicht war. Nach der Gelelektrophorese wurden
die aufgetrennten Nukleinsduren bzw.-Fragmente im durchscheinenden UV-Licht mit dem Gel-
Dokumentationssystem ,,INTAS GelStick IMAGER” sichtbar gemacht und dokumentiert.

Tabelle 12: Verwendete Puffer und Lésungen fiir die Agarose-Gelelektrophorese.

50x TRIS-Acetat EDTA (TAE) Puffer:

2 M TRIS-Base
5 % (v/v) Essigsdure
50 mM EDTA

pH 8.3

50x TAE-Puffer wurde mit Reinstwasser zu 1x verdiinnt.

6x DNA-Ladefarbstoff:

30 % (v/v) Glyzerin

60 mM TRIS-HCI, pH 7.4
60 mM EDTA

0.05 % (wW/v) Orange G

0.05 % (w/v) Xylencyanol FF

6x RNA-Ladefarbstoff wurde bei New England Biolabs erworben.
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GeneRuler 1 kb Plus DNA-Leiter GeneRuler Low Range DNA-Leiter
bp ng/0.5 pg bp _ng/0.5pg
20000 20 700 30
/10000 20 500 32.5
/ 7000 20 400 35
/ 5000 75 300 90
ot 0 w0 s
I - 150 35
— 2000 20
—1500 80 100 90
75 37.5
— 1000 25
—700 25 2
— 500 75 -
—400 25 —25 75
—300 25
—200 25
75 25

Abbildung 4: GeneRuler DNA-Leitern als Gréflenmarker. Je nach Gréf3e der untersuchten DNA-Fragmente wurde die
GeneRuler 1 kb Plus (1 kb+ Leiter) oder die GeneRuler Low Range (LR Leiter) DNA-Leiter verwendet. (aus: Thermo Fisher
Scientific). Die GréfSe der unterschiedlichen DNA-Fragmente ist in bp angegegben, ng/0.5 ug gibt an wieviel ng des
jeweiligen DNA-Fragments in insgesamt 0.5 ug der DNA-Leiter enthalten ist.

2.2.1.7. Gelextraktion von DNA-Fragmenten

Fiir die Extraktion und Aufreinigung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen wurde das
,QIAquick® Gel Extraction Kit“ gemaR den Anweisungen des Herstellers verwendet. Nach Auftrennung
der DNA-Fragmente durch Agarose-Gelelektrophorese wurde das Gel auf einen UV-Transilluminator
gelegt und die gewlinschten Fragmente mit einem Skalpell herausgeschnitten. Abweichend von den
Anweisungen des Herstellers wurde die Sdule nach Aufzentrifugieren des solubilisierten Gels zweimal
mit jeweils 600 pl PE-Puffer gewaschen, anstatt einmal mit 750 pl PE-Puffer.

2.2.1.8. Restriktionsverdaus

Restriktionsverdaus wurden durchgefiihrt, um die Identitdat und Reinheit von Plasmid-DNAs zu
Uberprifen (Kapitel 2.2.1.5) und um DNA-Fragmente fiir Klonierungen zu erzeugen. Ein Zehntel des
Endvolumens des 10x CutSmart-Puffers (Tabelle 13) wurde mit der gewlinschten DNA-Menge, Wasser
und einem oder mehreren Restriktionsenzymen kombiniert, wobei das Volumen der
Restriktionsenzyme ein Zehntel des Gesamtvolumens nicht (berschreiten darf. Als allgemeiner
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Richtwert wurde 1 U Enzym pro pug DNA verwendet. Die Mischung wurde bei 37 °C drei Stunden oder
Uber Nacht inkubiert.

Tabelle 13: Zusammensetzung des 10x CutSmart Puffers.

10x CutSmart Puffer:

0.5 M KOACc

0.2 M TRIS-Acetat

0.1 M Magnesiumacetat
1 mg/ml BSA

pH 7.9

2.2.1.9. DNA Sequenzierung

Zur Bestatigung der Identitdt neu klonierter Plasmide auf DNA-Sequenzebene wurden die
modifizierten Regionen der Plasmide extern durch die Firma StarSEQ GmbH sequenziert. In
Ubereinstimmung mit den Angaben im "U Mix Protokoll" wurden 400 ng Plasmid-DNA mit 1 pl einer 10
pmol/ul Losung eines Primers gemischt und mit Nuklease-freiem Wasser auf ein Gesamtvolumen von
7 ul aufgefiillt. Die erhaltenen Sequenzierungsergebnisse wurden mit Hilfe des frei zugédnglichen Basic
Local Alignment Search Tool (BLAST)(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) mit der erwarteten

Sequenz verglichen.

2.2.1.10. Extraktion gesamter zelluldarer RNA

Zur Extraktion der gesamten zelluliren RNA wurde eine Kombination aus Lyse in TRIzol® und
anschlieRender Aufreinigung mit dem RNeasy Mini Kit verwendet. Um die Zellen zu lysieren, wurde das
Medium abgesaugt, die Zellkulturschalen auf Eis gestellt und 700 pl kaltes TRIzol® pro 6 cm
Zellkulturschale zu den Zellen gegeben und die Suspension auf Eis mehrmals auf und ab pipettiert. Die
Suspension wurde in ein 2,0 ml Mikrozentrifugenréhrchen Gberfihrt und in flissigem Stickstoff
eingefroren. Die Suspension wurde entweder direkt weiterverarbeitet oder bis zur weiteren
Verwendung bei -80 °C gelagert. Zur direkten Verwendung wurde die Mischung aufgetaut, 300 pl
wassergesattigtes Chloroform hinzugefiigt und das Réhrchen 15-mal invertiert. Es folgten eine 2-
mindtige Inkubation bei RT und ein Zentrifugationsschritt bei 12,000 xg fir 15 Minuten bei 4 °C.
AnschlieBend wurde die klare obere wassrige Phase, die die RNA enthielt, in ein RNase-freies 2 ml
Mikrozentrifugenréhrchen tberfiihrt, das gleiche Volumen 70 % (v/v) Ethanol zugegeben und griinglich
gemischt. Die Losung wurde in mehreren Schritten, jeweils 700 pl, auf eine RNeasy Mini Spin-Saule
geladen, bei 12,000 xg fiir eine Minute bei RT zentrifugiert und der Durchfluss verworfen. Nachdem die
gesamte RNA Losung auf die Saule geladen worden war, wurde sie gemafl den Anweisungen des
Herstellers gewaschen und die RNA in 25 pl RNase-freiem Wasser eluiert. Die RNA-Konzentration
wurde mit dem Spektrophotometer NanoDrop™ 2000c bestimmt (Kapitel 2.2.1.11). Die RNA-Integritat
wurde durch Agarose-Gelelektrophorese (siehe Kapitel 2.2.1.6) Gberpriift. Die RNA-Proben wurden bis
zur weiteren Verarbeitung bei -80 °C gelagert.
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2.2.1.11. Bestimmung der Nukleinsdure-Konzentrationen

Die DNA- und RNA-Konzentrationen wurden mit einem NanoDrop™ 2000c Spektrophotometer
gemessen. Die Leerwertmessungen wurden mit 1 pl des Losungsmittels durchgefiihrt. Das gleiche
Volumen an Proben wurde auf den Messsockel aufgetragen, und die Absorption wurde zwischen 220
nm und 340 nm gemessen. Die Nukleinsdaure-Konzentrationen wurden unter Berlicksichtigung der
Tatsache berechnet, dass eine Absorption von 1 bei 260 nm 50 ng/ul fir DNA und 40 ng/ul fir RNA
entspricht. Zur Bewertung der Reinheit der Nukleinsduren wurden die Verhaltnisse der Absorption bei
260 nm und 280 nm (Azs/As0) und bei 260 nm und 230 nm (Axo/A30) herangezogen. Eine
Kontamination liegt vor, wenn das Ayso/Azso-Verhiltnis von ~1,8 fir DNA oder ~2,0 fir RNA abweicht.
Die Werte des Axeo/A230-Verhiltnisses sollten fur beide Nukleinsduren im Bereich von 1,8 bis 2,2 liegen.
Die Werte des Azso/Azso-Verhaltnisses werden durch Proteinkontamination, die Werte des Azso/Azz0-
Verhaltnisses werden in der Regel durch restliche Kohlenhydrat- oder Phenolkontamination verringert.

2.2.1.12. Reverse Transkription von RNA

Das “QuantiTect® Reverse Transcription Kit” wurde fiir die reverse Transkription von RNA in
complementary DNA (cDNA) verwendet, wobei die Anweisungen des Herstellers mit einer Anderung
befolgt wurden. Die RNA wurde im genomicDNA (gDNA) Wipeout Puffer bei 42 °C fiir 10 Minuten statt
fir 2 Minuten inkubiert.

2.2.1.13. Semi-quantitative Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion
(gRT-PCR)

Die relativen Transkriptmengen der verschiedenen Gene (Primer siehe Tabelle 6) wurden
mittels semi-quantitativer Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion bestimmt. Dazu wurde der
primaQUANT 2x gPCR SYBR® Green Mastermix und der Rotor-Gene® Q Thermocycler gemiR den
Anweisungen der Hersteller verwendet.

Zuerst wurden die forward und reverse Primer (jeweils 10 uM) in einem Verhaltnis von 1:1 kombiniert.
Ein Mastermix ohne Template wurde gemalR den Anweisungen in Tabelle 14 hergestellt, und 15 ul
dieses Mastermixes wurden in 0,2 ml PCR-GefélRe vorgelegt. Anschliefend wurden 5 pl verdiinnte
cDNA zugegeben, wobei die Verdinnung von dem zu analysierenden Transkript abhing. Als
Negativkontrolle fir jedes Primerpaar wurde Nuklease-freies Wasser anstelle von cDNA verwendet.

Die Rohdaten, d. h. die nach jedem Zyklus gemessene Fluoreszenz, wurden mit der Software ,Rotor-
Gene® Q“ von Qiagen ausgewertet. Als MaR fiir die Amplikonh&ufigkeit wurde ein Schwellenzyklus (C:)
verwendet. Dieser Ci-Wert ist die arithmetisch berechnete Zykluszahl, bei der die Fluoreszenz einen
vordefinierten Schwellenwert (hier 0,1) Gberschreitet, und kann somit einen Dezimalwert haben. Nach
Abschluss der Amplifikationszyklen wurde eine Schmelzpunktanalyse durchgefiihrt, um die
Homogenitadt des Endproduktes zu tberprifen. Dazu wurde die Temperatur in 0,2 °C Schritten von
50 °C auf 95 °C erhoht, um die doppelstrangige DNA in Einzelstrange zu schmelzen (Abbildung 5). Dieser
Prozess fuhrt zur Dissoziation des eingebauten Farbstoffs, was mit einer Abnahme der Fluoreszenz
einhergeht, die nach jedem Zyklus gemessen wurde. Die wahrend dieses Prozesses beobachtete
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Fluoreszenzveranderung kann als Schmelzkurve dargestellt werden; dazu wird der negative Wert der
Fluoreszenzveranderung gegen die Temperatur aufgetragen. Ein homogenes Produkt fiihrt zu einem
einzelnen, scharfen Schmelzpeak, der auf eine spezifische Amplifikation ohne Primer-Dimer-Bildung
oder unspezifische Produkte hinweist. Der Schmelzpunkt hdngt nicht nur von der Produktldnge,
sondern auch von Faktoren wie GC-Gehalt und der Sekundarstruktur des Amplifikationsproduktes ab.
Zum Schluss werden die Proben auf 4 °C abgekiihlt.

A / '\
95°C 95°C

7 min 10s 72°C
o 20s
= 66 °C
g 15s
Qo
£
CU
= X 40 Zyklen

N /

Abbildung 5: Thermisches Zyklusprofil fiir qRT-PCRs. Die y-Achse gibt die Temperatur und die x-Achse die Zeit an. Die
Sequenz in der Klammer beschreibt einen Zyklus und wird 40 mal wiederholt.

o

Alle Proben wurden in technischen Duplikaten analysiert, wobei die mittleren C--Werte der Duplikate
fir die Berechnungen verwendet wurden. Wenn die Differenz der Ci-Werte innerhalb der Duplikate
mehr als 0,5 betrug, wurden die Reaktionen fiir diese Probe wiederholt. Nach Abschluss des Laufes
wurde ein Aliquot jeder Probe auf ein Agarosegel aufgetragen (siehe Kapitel 2.2.1.6), um die Grof3e des
amplifizierten Produkts zu Gberprifen. Alle Primer-Kombinationen waren Intron-Gbergreifend, d.h. die
beiden Primer befanden sich in getrennten Exons, um sicherzustellen, dass die Amplifikationsprodukte
von der cDNA stammen. Zur Normalisierung wurde das Large Ribosomal Subunit Protein EL32 (RPL32),
dessen Expression unter allen genutzten Versuchsbedingungen konstant ist, verwendet. Fir die
Berechnung der relativen Transkriptmengen und damit der Veranderungen in der Expression des Gens
von Interesse (GOI), z.B. als Reaktion auf eine Behandlung, wurde die folgende Formel nach der AC-
Methode von Pfaffl verwendet (Pfaffl, 2001):

ACt = C_'tGO[ - C_'tRPL32

Relative Transkriptmenge GOI = 274¢

Tabelle 14: Schema fiir die Mastermix Herstellung.

Mastermix (1x):

10 ul 2x SYBR® Green gPCR Mastermix
3 pl Nuclease-freies Wasser
2 ul Oligonukleotidprimer Mix (forward + reverse)
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2.2.2. Zellbiologische Methoden

Alle folgenden zellbiologischen Experimente, einschlieRlich bis zum Kapitel 2.2.2.4, wurden in
einer Thermo Scientific™ Herasafe2025™ Sicherheitswerkbank unter sterilen Konditionen
durchgefihrt. Die in dieser Arbeit verwendeten Zellen wurden bei 37 °C in einer feuchten Atmosphare
mit 5 % CO; kultiviert. RoutinemaRig wurden die Zellen in T-75 Flaschen kultiviert und fiir Experimente
in Zellkulturschalen oder Multiwellplatten ausgesat, wie in den spezifischen Methodenabschnitten
beschrieben. Alle Zellzahlungen wurden mit einer Neubauer Zahlkammer durchgefiihrt. Dazu wurden
10 ul Zellsuspension in diese pipettiert und die Zellen in den vier eckstiandigen GroRquadraten unter
einem Durchlichtmikroskop gezahlt. Da das Volumen eines Quadrates 0,1 pl entspricht, konnte die
Zellzahl mit Hilfe der folgenden Formel berechnet werden:

(Summe der gezahlten Zellen)

% 10%
(Anzahl gezahlter Quadrate)

Zellen pro ml =

2.2.2.1. Kultivierung primarer humaner Nabelvenen-Endothelzellen
Primare humane Nabelvenen-Endothelzellen (human umbilical vein endothelial cells, HUVEC)
aus Nabelschniren mehrerer Spender wurden von der Firma Lonza erworben. Die Zellen wurden in
komplettem endothelialen Basalmedium (EBM komplett) kultiviert (Tabelle 15). Fir alle Experimente
wurden Zellen nur bis zur dritten Passage verwendet. Um die Zellen fiir Experimente auszusden,
wurden sie erst mit ca. 6 ml PBS gewaschen und dann 2 ml einer 1x Trypsin-EDTA Lésung (Tabelle 15)
hinzugegeben. Den Vorgang des Ablosens der Zellen vom KulturgefiBboden wurde unter einem
Durchlichtmikroskop beobachtet und sobald 90 % der Zellen abgerundet waren, wurde die Reaktion
mit 8 ml EBM komplett gestoppt. Daraufhin wurden die Zellen vorsichtig vom KulturgefaRboden mit
Hilfe eines Zellschabers abgeldst, auf- und abpipettiert und gezahlt. Abhangig vom jeweiligen
Experiment, wurden die Zellen in 6 cm Zellkulturschalen oder 6 Well Kulturplatten ausgesat; die jeweils
eingesetzten KulturgefalRe und Zellzahlen sind bei den entsprechenden Methoden aufgefiihrt.

Tabelle 15: Verwendete Losungen fiir die Kultivierung von Endothelzellen.

EBM komplett:
Endotheliales Basalmedium (EBM)

1 ug/ml Hydrocortison

12 ug/ml Rinderhirnextrakt

50 ug/mil Gentamicin

50 ng/mil Amphotericin B

10 ng/ml Humaner epidermaler Wachstumsfaktor (epidermal
growth factor, EGF)

10 % (v/v) Fotales Rinderserum (fetal bovine serum, FBS)

10x Trypsin-EDTA Loésung:
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0,5 % (wW/v) Trypsin
0,2 % (w/v) EDTA
145 mM NaCl

Vor der Verwendung wurde die 10x Trypsin-EDTA Losung mit PBS zu 1x verdiinnt.

2.2.2.2. Kultivierung muriner 3T3-L1 Praadipozyten

Die in dieser Arbeit verwendeten 3T3-L1 Prdadipozyten, die sich durch die spezifische
Eigenschaft der Akkumulation von Lipiden auszeichnet, sind ein Subklon aus einer 3T3 Zelllinie und
wurden von der Firma Zen-Bio bezogen. Diese Zelllinie zeichnet sich dadurch aus, dass sie sich unter
definierten Kultivierungsbedingungen vom Fibroblasten-dhnlichen Zelltyp zu Adipozyten differenziert
(Green & Kehinde, 1975). 3T3-L1 Zellen wurden in Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM)
komplett (Tabelle 16) kultiviert. Eine regelmdRige Passagierung hat stattgefunden, wenn eine
Konfluenz von 70-80 % erreicht wurde. Hierfiir wurden die Zellen zweimal mit ca. 8 ml PBS gewaschen
und durch die Zugabe von 2 ml 1x Trypsin-EDTA Losung (Tabelle 16) und eine Inkubation fiir 5 Minuten
bei 37 °C in einer feuchten Atmosphare mit 5 % CO, abgeldst. Die Trypsin-Reaktion wurde mit 8 ml
DMEM komplett gestoppt und die Zellzahl mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer, wie zuvor
beschrieben, ermittelt. Differenzierungsexperimente wurden mit Zellen in den Passagen 10-13
durchgefihrt.

Tabelle 16: Verwendetes Medium fiir die Kultivierung von Prdadipozyten.

DMEM komplett:
DMEM GlutaMAX™
10 % (v/v) FBS
1 % (v/v) Penicillin/Streptomycin

2.2.2.3. Differenzierung von 3T3-L1 Praadipozyten in Adipozyten

Um die Differenzierung von 3T3-L1 Priadipozyten in Adipozyten zu induzieren, wurden 2,2x10°
Zellen in 6 cm Zellkulturschalen ausgesat. Nachdem nach ca. 6 bis 7 Tagen eine vollstandige Konfluenz
erreicht wurde, wurde zwei Tage spater das Medium durch Differenzierungsmedium ersetzt (Tabelle
2). Die Zellen wurden in diesem Differenzierungsmedium fir 3 Tage kultiviert (Abbildung 6) bevor das
Medium gegen Differenzierungsmedium ohne IBMX und Dexamethason ausgetauscht wurde. Nach
Inkubation in diesem Medium fiir weitere zwei Tage, wurde dieses durch DMEM komplett ersetzt
(Tabelle 16). Bei den im Rahmen der Arbeit durchgefiihrten Experimenten zur Untersuchung des
Einflusses von Curcumin bzw. Koffein wurden den Zellen diese Substanzen beginnend mit der Induktion

der Differenzierung und anschlieRend bei jedem Mediumwechsel (in Abbildung 6 mit ,+
gekennzeichnet) zugegeben, wie im Abschnitt ,Ergebnisse” naher erldutert.
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Behandlung + + +
| 6-7 Tage | 2 Tage | 3 Tage | 2 Tage | 2 Tage |
| | | | | |
Aussaat 100 % Differenzierungs Differenzierungsmedium DMEM Analyse
Konfluenz medium ohne IBMX und komplett
Dexamethason

Abbildung 6: Zeitstrahl des Differenzierungsmodells. Schematische Darstellung des Verfahrens zur Differenzierung von 3T3-
L1 Prdadipozyten zu Adipozyten. Die Pluszeichen oben zeigen die Zeitpunkte der Behandlung an. Die Anzahl der Tage gibt die
Zeit zwischen den verschiedenen Verfahren an, die unter den vertikalen Linien erldutert werden.

Tabelle 17: Verwendetes Medium fiir die Differenzierung der 3T3-L1 Préadipozyten.

Differenzierungsmedium:
DMEM GlutaMAX™

10 % (v/v) FBS

1 % (v/v) Penicillin/Streptomycin
0.5 mM IBMX

0.25 uM Dexamethason

1 ug/ml Insulin

2.2.2.4. Transfektion von  primdaren humanen Nabelvenen-
Endothelzellen

Endothelzellen wurden transient transfiziert unter Verwendung des Effectene®
Transfektionsreagenzes. 24 Stunden vor der Transfektion wurden 2 x 10° Zellen in 6 cm
Zellkulturschalen bzw. 7 x 10* Zellen auf angeétzten Deckglaschen in 6 Well Kulturplatten in 3 ml bzw.
2 ml EBM komplett ausgeséat. Die nachfolgenden Mengenangaben beziehen sich auf die Transfektion
einer 6 cm Zellkulturschale bzw. eines einzelnen Wells einer 6 Well Kulturplatte. Zunachst wurden
2,5 pg Plasmid-DNA fiir 6 cm Zellkulturschalen und 1,0 pg Plasmid-DNA fir ein Well mit 150 pl (pro
6 cm Zellkulturschale) bzw. 100 pl (pro Well) EC-Puffer gemischt. Nach Zugabe von 8 ul Enhancer pro 1
pg Plasmid-DNA und vorsichtigem Mischen wurde die Losung drei Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. Zu der Mischung wurden 25 pl Effectene® (pro 6 cm Zellkulturschale) bzw. 10 pl Effectene®
(pro Well) hinzugefiigt und weitere 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, um die Bildung des
Transfektionskomplexes zu ermdoglichen. In der Zwischenzeit wurden die Zellen einmal mit EBM ohne
Zusatze gewaschen und 1 ml vollstandiges EBM (pro 6 cm Zellkulturschale) bzw. 400 ul (pro Well) zu
den Zellen gegeben. Nach Ablauf der zehnminiitigen Inkubationszeit wurde der Transfektionsmischung
EBM komplett zugesetzt, fir die 6 cm Zellkulturschalen betrug die Menge 1,1 ml, fir die 6 Well
Kulturplatten 400 pl. Im Anschluss wurde die finale Transfektionsmischung tropfchenweise zu den
Zellen gegeben. Nach einer dreistiindigen Inkubation in einer feuchten Atmosphare mit 5 % CO, bei
37 °C wurde das Medium durch EBM komplett ersetzt. Im Anschluss wurden die Zellen unter
identischen Bedingungen bis zur Ernte (Kapitel 2.2.2.6) oder Fixierung (Kapitel 2.2.3.1) inkubiert. Die
Behandlung der Zellen erfolgte zwei Stunden nach dem zuletzt erwdahnten Medienwechsel.

-34-



Material und Methoden

2.2.2.5. Ol Rot O Firbung

Um die Differenzierung von 3T3-L1-Prdadipozyten in Adipozyten zu kontrollieren, wurden die
Zellen mit Ol Rot O gefarbt, das zur Visualisierung der Lipidakkumulation verwendet wird. Dazu wurden
2,2x10° Zellen in 6 cm Zellkulturschalen ausgesét und die Differenzierung induziert (Kapitel 2.2.2.3). Am
siebten Tag nach Start der Differenzierung wurden die Zellen in 4 % (w/v) PFA in PBS fiir 15 Minuten
bei RT fixiert. AnschlieBend wurden die Zellen dreimal mit Reinstwasser gewaschen und in der
Zellkulturplatte fiir ca. 20 Minuten bei 37 °C in einem trockenen Inkubator getrocknet. Zur Herstellung
der Ol Rot O-Stammlésung wurden 300 mg Ol Rot O-Pulver in 100 ml 100 % (v/v) Isopropanol bei 60 °C
aufgelost und bei RT gelagert. Fiir das Farbeverfahren wurden jeweils 9 ml der Stammlésung mit 6 ml
Reinstwasser frisch gemischt und mit einen 0,22 um Sterilfilter filtriert. Die fixierten und getrockneten
Zellen wurden dann 20 Minuten lang mit dieser Lésung bei RT gefarbt. AnschlieRend wurde die Ol Rot
O-Losung entfernt und solange mit Reinstwasser gewaschen, bis die iberschiissige Farbe ausgespiilt
war. Dann wurden 500 ul 100 % (v/v) Isopropanol pro 6 cm Zellkulturschale zugegeben, die Platte
mehrmals horizontal geschwenkt und 200 pl dieser Lésung in eine 96-well Mikrotiterplatte liberfihrt,
deren Absorption bei 492 nm mit dem ,BioTek Plate Reader” gemessen wurde.

2.2.2.6. Zellernte

In Abhdngigkeit vom jeweiligen Experiment wurden die Zellen entweder 18 - 20 Stunden nach
der Behandlung, filir Kurzzeitexperimente, oder drei Tage nach der letzten Behandlung, fir
Langzeitexperimente, geerntet. Wahrend die Zellkulturschalen auf Eis gehalten wurden, wurden die
Zellen mit einem Zellschaber abgetragen und in ein konisches 50 ml Zentrifugenréhrchen tberfihrt.
Die verbliebenen Zellen auf den Zellkulturschalen wurden erneut mit dem Zellschaber in eiskaltem PBS
abgeschabt und mit den Zellen im konischen Zentrifugenrohrchen vereinigt. Nach einer Zentrifugation
bei 800 x g fiir 9 Minuten (HUVEC) bzw. 2.200 x g fiir 7 Minuten (3T3-L1) bei 4 °C wurde der Uberstand
verworfen. Im Anschluss wurde das Zellpellet in 800 pl eiskaltem PBS resuspendiert, in ein 1,5 ml
Mikrozentrifugenréhrchen tGberfiihrt und unter identischen Bedingungen erneut zentrifugiert. Der
zuvor beschriebene Vorgang wurde einmal unter den gleichen Bedingungen wiederholt. Im Anschluss
wurde der Uberstand vollstindig abgenommen und das trockene Zellpellet entweder bis zur weiteren
Verwendung bei -80 °C gelagert oder gemaR den Anweisungen in Kapitel 2.2.2.7 lysiert.

2.2.2.7. Lyse der Zellen

Die Zellen wurden wie in Kapitel 2.2.2.6 beschrieben geerntet. Fir die Natriumdodecylsulfat-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) und fiir den Luziferase-Assay werden unterschiedliche
Lysen durchgefihrt.

Fir die Zelllyse zur Vorbereitung der SDS-PAGE, wurde radio-immunoprecipitation assay (RIPA)-Puffer
(Tabelle 18) verwendet. Ein Proteaseinhibitor-Cocktail und, falls erforderlich, Phosphataseinhibitoren
wurden dem RIPA-Puffer in einer Verdiinnung von 1:100 unmittelbar vor der Verwendung zugesetzt.
Dem Zellpellet wurde das doppelte Volumen RIPA-Puffer zugesetzt und die Zellen resuspendiert. Nach
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einer 30-minutigen Inkubation auf Eis wurden die Lysate bei 18,000 xg fir 15 Minuten bei 4 °C
zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues, gekiihltes 1,5 ml Mikrozentrifugenrdhrchen tberfiihrt.

Fiir den Nachweis der Luziferaseaktivitat (siehe Kapitel 2.2.3.4) wurde der 1x Reporter Lysis Buffer
(RLB), der durch Verdinnung eines kommerziell erhiltlichen 5x Konzentrats mit Reinstwasser
hergestellt wird, verwendet. Dem Zellpellet wurde das doppelte Volumen 1x RLB zugesetzt und die
Zellen wurden resuspendiert. Die Zellsuspension wurde unmittelbar in Flissigstickstoff schockgefrostet
und nach vollstandigem Auftauen bei RT fiir 10 min inkubiert. Anschliefend wurden die Lysate bei
18,000 xg fiir 15 Minuten bei 4 °C zentrifugiert und der Uberstand in ein neues, gekiihltes 1,5 ml
Mikrozentrifugenréhrchen tberfihrt.

Die Proteinkonzentrationen in diesen Lysaten beider Lyseverfahren wurden sofort mit dem Protein-
Assay (siehe Kapitel 2.2.2.8) bestimmt. SchlieRlich wurden die Lysate bis zur Verwendung bei -80 °C
gelagert.

Tabelle 18: Verwendete Puffer fiir die Zelllyse.

RIPA-Puffer:

50 mM TRIS-HCI, pH 8.0

150 mM NaCl

1 % (v/v) IGEPAL®-CA630

0.5 % (w/v) Natriumdesoxycholat
0.1 % (W/v) SDS

2.2.2.8. Bestimmung der Proteinkonzentration

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration in Lysaten wurde ein Protein-Assay durchgefiihrt,
der auf der Bindung des Farbstoffs Coomassie Brilliant Blue G-250 an Proteine und einer damit
verbundenen Verschiebung seines Absorptionsmaximums von 470 nm auf 595 nm fiihrt. Dazu wurden
799 ul Reinstwasser und 200 ul ,,Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent Concentrate” in einer Kunststoff-
Halbmikrokiivette gemischt und 1 pl Lysat hinzugeflgt. Zur Bestimmung des durch das
Spektralphotometer verursachten Hintergrundsignals wurde 1 pl des entsprechenden Lysepuffers
verwendet und die Messung wurden um diesen Leerwert korrigiert. Nach 5-min(tiger Inkubation bei
RT wurde die Absorption bei 595 nm in einem Photometer gemessen. Eine mit bekannten BSA-
Konzentrationen erstellte Kalibrierungskurve konnte dann zur Berechnung der Proteinkonzentration
verwendet werden.

2.2.3. Analytische Methoden
2.2.3.1. Immunfluoreszenzfarbung

Um die relativen Mengen von Proteinen sowie ihre intrazellulare Lokalisierung zu ermitteln,
wurden Immunfluoreszenzfarbungen durchgefiihrt. Hierfir wurden jeweils 7x10* humane
Endothelzellen auf gedtzten Deckglasern in 6 Well Kulturplatten ausgesat. Je nach Experiment wurden
die Zellen transfiziert (Kapitel 2.2.2.4) oder wie beschrieben behandelt. Am Ende des Experiments
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wurden die Zellen fur 15 Minuten in 4 % (w/v) Paraformaldehyd (PFA) in PBS bei RT fixiert. AnschlieRend
wurden die Zellen dreimal fir jeweils 5 Minuten mit PBS gewaschen. Es folgte ein 15-miniitiger
Permeabilisierungs- und Blockierungsschritt in der Blocklosung (Tabelle 19) bei RT. Danach wurden die
Zellen einmal mit PBS gewaschen. SchlieBlich wurden die jeweiligen Priméarantikérper in 1 % (w/v) BSA
in PBS verdiinnt (Tabelle 9). Die Inkubation mit 100 pl der verdiinnten Primarantikérper wurde in der
mit Parafilm®-liberzogenen 6 Well Kulturplatte tGber Nacht bei 4 °C durchgefiihrt. Am folgenden Tag
wurden die Zellen dreimal fiir 5 Minuten mit PBS bei RT gewaschen. AnschlieRend wurden die Zellen
mit 800 pl eines Fluorophor-konjugierten 1:500 in PBS verdiinnten Sekundarantikorpers, der analog zu
den Immunoblots (Kapitel 2.2.3.3) einer anderen Spezies als der Priméarantikdrper stammt, eine Stunde
lang bei RT im Dunkeln inkubiert (Tabelle 10). Zur Farbung des Zytoskeletts wurden die Zellen
gegebenenfalls mit Alexa Fluor™ 488 Phalloidin inkubiert, einem fluoreszenzmarkierten Cyclopeptid,
das an Aktinfilamente bindet. Zu diesem Zweck wurde die Phalloidin-Lésung 1:70 in PBS verdiinnt und
die Zellen damit fir 20 Minuten bei RT inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit PBS wurden die
Zellkerne durch Inkubation mit 0,5 pug/ml DAPI in PBS flir 5 Minuten bei RT gegengefarbt. Die Deckglaser
wurden dann dreimal 5 Minuten lang mit PBS gewaschen und in ,ProLong™ Diamond Antifade
Mountant” auf Objekttrager befestigt. Die Immunfluoreszenzbilder wurden mit dem
Fluoreszenzmikroskop ,,Axio Observer 7“ (200x oder 400x VergréRerung und Ol) und der Software ,ZEN
2.0“ aufgenommen. Die Intensitdt der Farbung des zu untersuchenden Proteins wurde mithilfe von
»Imagel“ (Schindelin et al., 2012) analysiert und quantifiziert.

Tabelle 19: Verwendete Losung fiir die Immunfluoreszenzférbung.

Blocklosung:

3 % (w/v) BSA

0.3 % (v/v) Triton-X-100
in PBS

2.2.3.2. Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-
PAGE)

Die Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) ist eine Technik, bei
der Proteine nach Denaturierung in einer vertikalen Elektrophoresekammer nach ihrem
Molekulargewicht getrennt werden. Die Proteine werden in einem Polyacrylamidgel getrennt, das eine
Gitterstruktur mit einer definierten PorengréRe aufweist, die von der Konzentration und dem
Verhaltnis von Acrylamid und Bisacrylamid abhangt. Durch Anlegen eines elektrischen Feldes werden
die durch SDS negativ geladenen Proteine entsprechend ihrer GroRe im Gel getrennt. Im Rahmen der
Arbeit wurden ausschlieBlich Gele verwendet, bei denen das Trenngel 14 % (w/v) des Acrylamid
enthielt. Bei der Herstellung des Trenngels wurden als Katalysator Tetramethylethylendiamin (TEMED)
und als Radikalstarter Ammoniumpersulfat (APS) zuletzt zugegeben, um die Polymerisation zu starten
(Tabelle 20). Nach kraftigem Mischen wurde die Lésung zwischen zwei senkrechte Glasplatten
gegossen, wobei die Geldicke durch die Dicke der Abstandshalter zwischen Glasplatten bestimmt
wurde, und mit 100 % (v/v) Isopropanol Gberschichtet. Nach der Polymerisation wurde das Isopropanol
mit Reinstwasser abgewaschen, das Wasser abgegossen und jegliche Wasserreste mit Filterpapier
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restlos abgesaugt. Das Sammelgel wurde durch Zugabe von TEMED und APS hergestellt und nach
kraftigem Mischen auf das Trenngel gegossen. Ein Kamm wurde sofort eingesetzt, um Taschen fir die
Proben zu bilden. Die Elektrophorese wurde in einem mit SDS-PAGE Laufpuffer befillten Vertikal-
Elektrophorese System “Mini-PROTEAN® Tetra cell” durchgefiihrt. Dazu wurde die jeweils gewiinschte
Menge Lysat mit % Volumen 5x Laemmli-Puffer gemischt und 5 Minuten lang bei 95 °C erhitzt. Die
Proben wurden in die Taschen des Sammelgels geladen, und parallel dazu ein vorgefarbter
ProteingréRenstandard als Referenz (Abbildung 7). Zur Trennung wurde zunachst eine Spannung von
80 V bei RT angelegt, bis die Proben an der Grenze zwischen dem Sammel- und dem Trenngel
konzentriert waren. Die Spannung wurde dann auf 100 V erhoht, bis die gewlinschte Trennung der
Proben erreicht war. Nach der Elektrophorese wurde das Gel fiir den Immunoblot verwendet (siehe
Kapitel 2.2.3.3).

Tabelle 20: Verwendete Puffer und Losungen fiir die SDS-PAGE.

Trenngel (14 %):

14 ml Reinstwasser

1.3 ml TRIS-HCI, pH 8.8

2.3 ml 30 % (w/v) Acrylamid-/Bisacrylamid-Mix (29:1)
50 ul SDS

50 ul APS

2 ul TEMED

Sammelgel (5 %):

3.4 ml Reinstwasser

630 ul  TRIS-HCI, pH 6.8

830 pl 30 % (w/v) Acrylamid-/Bisacrylamid-Mix (29:1)
50 ul SDS

50 ul APS

5 ul TEMED

SDS-PAGE Laufpuffer:

25 mM TRIS-Base
192 mM Glycin
0.1 % (w/v) SDS

5x Laemmli Puffer:

3125 mM TRIS-HCI, pH 6.8
250 mM Dithiothreitol

10 % (w/v) SDS

50  %(v/v) Glyzerin

0.01 % (w/v) Bromphenol Blau
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Abbildung 7: Precision Plus Protein ™ Kaleidoscope ™ Prestained Protein Standard als Protein Gréfienmarker. Die Gréf3e
der unterschiedlichen, vorgefdrbten ProteingréfSen ist in kD angegegben (aus: BioRad).

2.2.3.3. Immunoblot

Die in der SDS-PAGE aufgetrennten Proteine (Kapitel 2.2.3.2) werden mit Hilfe eines Western
Blots auf eine Membran Ubertragen und anschlieRend einzelne Proteine mit Antikérpern
nachgewiesen. Hierfiir wurde eine Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membran mit einer PorengréRe von
0,45 pum verwendet. Die Membran wurde 90 Sekunden lang in Methanol aktiviert und dann kurz mit
Reinstwasser gewaschen. AnschlieRend wurde sie zusammen mit Whatman Filterpapieren,
Schwdammen und dem Trenngel in dem entsprechenden Transferpuffer (Tabelle 21) dquilibriert und
wie in Abbildung 8 schematisch dargestellt unter Vermeidung von Luftblasen zwischen Gel und
Membran sowie zwischen dem Gel bzw. der Membran und den Whatman Filterpapieren zu einem
Blotsandwich zusammengesetzt.
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Abbildung 8: Schematische Darstellung des Aufbaus eines Blotsandwiches.

Das Blotsandwich wurde in eine Blotkammer und dann in das zugehorige Vertikal-Elektrophorese
System “Mini-PROTEAN® Tetra cell” eingesetzt. Diese wurde dann je nach GréRBe der zu
untersuchenden Proteine mit eiskaltem 1x Transferpuffer mit bzw. ohne SDS befillt (Tabelle 21).
Abhangig von der GroRRe der Proteine, groRer oder kleiner als 80 kDa, wurde eine Spannung von 80 V
flir 2 Stunden bzw. 100 V fir 75 Minuten angelegt. Die Proteine wurden durch Anlegen eines
elektrischen Feldes vom Trenngel auf die Membran Ubertragen, wodurch das Trennmuster der
Proteine erhalten blieb. Um eine Uberhitzung zu vermeiden, wurde der Transfer bei 4 °C in einem
Kahlraum durchgefihrt. Nach dem Transfer wurde die Membran mit TBS-T (Tabelle 22) gewaschen und
die nachzuweisenden Proteine wurden mit Antikdrpern identifiziert. Um eine unspezifische Bindung
der Antikérper an die Membran zu verhindern, wurde die Membran zundchst mit 5 % (w/v)
Magermilchpulver in TBS-T bei RT und 80 UpM auf einem Orbitalschiittler fiir eine Stunde blockiert.
AnschlieRend wurde der jeweils benétigte Primarantikorper (Tabelle 9), der in 1 % (w/v)
Magermilchpulver in TBS-T auf die gewiinschte Konzentration verdiinnt worden war, auf die Membran
aufgetragen und lGber Nacht bei 4 °C inkubiert. Danach wurde die Membran dreimal mit TBS-T bei RT
und 80 UpM auf einem Orbitalschiittler gewaschen, um ungebundene Primarantikdrper zu entfernen.
AnschlieBend wurde die Membran mit einem Meerrettich-Peroxidase (Horseradish Peroxidase, HRP)-
gekoppelten Sekundarantikérper (Tabelle 10), der aus einer anderen Spezies als der Priméarantikorper
stammt und gegen dessen Fc-Domane gerichtet ist, inkubiert. Der Sekundarantikorper wurde 1:5,000
in 1% (w/v) Magermilchpulver in TBS-T verdiinnt. Die Inkubation erfolgte 2 Stunden lang bei RT und 80
UpM auf einem Orbitalschittler. Danach wurde die Membran noch dreimal mit TBS-T fiir jeweils 10
Minuten bei RT und 80 UpM auf dem Orbitalschiittler gewaschen. Die folgenden Schritte wurden in
einer Dunkelkammer durchgefiihrt. Die Bindung der Antikdrper wurde mit dem ,Pierce™ ECL Plus
Western Blotting Substrate” nachgewiesen, das gemals den Anweisungen des Herstellers aufgetragen
wurde. Dieses Substrat wurde durch die an den Sekundarantikérper gekoppelte Meerrettich-
Peroxidase umgewandelt, was zur Erzeugung von Licht fiihrte. Dieses Lichtsignal wurde dann in einer
Autoradiographiekassette auf einem Rontgenfilm nachgewiesen. Dazu wurden mehrere Rontgenfilme
mit unterschiedlichen Belichtungszeiten erstellt, entwickelt, mit Leitungswasser abgespiilt, fixiert,
erneut mit Leitungswasser abgespiilt und getrocknet. Das Programm ,Imagel” wurde fiir die semi-
quantitative densitometrische Analyse der detektierten Signale verwendet (Schindelin et al., 2012).
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Tabelle 21: Verwendete Puffer wihrend des Immunoblottens.

5x Transferpuffer mit SDS:
(verwendet fiir Proteine > 80 kDa)

240 mM TRIS-Base
192 mM Glycin
0.25 % (w/v) SDS

5x Transferpuffer ohne SDS:
(verwendet fiir Proteine < 80 kDa)
120 mM TRIS-Base

966 mM Glycin
Vor der Verwendung wurden 200 ml des 5x Transferpuffers (mit bzw. ohne SDS) mit 600 ml Reinstwasser

und 200 ml Methanol kombiniert, so dass sich eine endgiiltige Transferpufferkonzentration von 1xin 20
% (v/v) Methanol ergab.

Tabelle 22: Verwendete Losungen wdhrend des Immunoblottens.

TBS:

150 mM NacCl

50 mM TRIS-HCI, pH 8.0

5 mM Kaliumchlorid (KClI)

Fur TBS-T, wurde Tween®20 in einer Endkonzentration von 0.1 % (v/v) hinzugefigt.

2.2.3.4. Luziferase-Assay

Der Luziferase-Assay basiert auf der von der Luziferase Photinus pyralis katalysierten
Umwandlung von D-Luciferin in Oxyluciferin, was zur Emission von Licht fihrt (Abbildung 9). Dabei ist
die Menge des emittierten Lichts (RLU - Relative Light Units) bei nicht limitierenden ATP-
Konzentrationen ist direkt proportional zur Menge an Luziferase.

Luziferase
D-luciferin + ATP + O, + Mg?* ————»  Oxyluciferin + AMP + PP, + CO, + Licht

Abbildung 9: Reaktionsgleichung des Luziferase-Assays. D-Luciferin wird unter Addition von Adenosintriphosphat (ATP),
Sauerstoff (O,) und Magnesium (Mg?*) durch das Enzym Luziferase umgewandelt in Oxyluciferin mit den Nebenprodukten
Adenosinmonophosphat (AMP), anorganisches Pyrophosphat (PP;), Kohlenstoffdioxid (CO,) und Licht.

Fiir die Messungen wurden 10 pg Lysat (Kapitel 2.2.2.7) mit 1x RLB in einem Well einer weiRen,
lichtdichten 96-Well Kulturplatte auf 20 ul aufgefillt; 20 ul 1x RLB wurden als Leerwert verwendet.
Nachdem die Platte in ein Luminometer mit automatischem Injektionssystem gestellt wurde, wurde
die Messung mit einer Verzogerung von 120 Sekunden gestartet. Dazu wurden Well fiir Well je 100 pl
der Luziferase-Substratmischung injiziert. 5 Sekunden nach jeder Injektion des Substrats wurde die
Lichtemission 10 Sekunden lang gemessen und als RLU ausgegeben. Die Messwerte wurden dann fir
den Leerwert korrigiert und auf die eingesetzte Proteinmenge bezogen.
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3.  Ergebnisse

In vorangehenden Studien konnte ich nachweisen, dass Curcumin den Transkriptionsfaktor
Nrf2 stabilisiert, dessen Kerntranslokation in primaren menschlichen Endothelzellen induziert und zu
einer Hochregulation der Expression der MnSOD fiihrt (Brinkmann et al., 2022). Dies sind allerdings nur
indirekte Hinweise auf eine erhdhte transkriptionsregulatorische Aktivitdit von Nrf2 nach
Curcuminbehandlung. Einen direkten Nachweis kann man mit einem Nrf2-abhangigen
Reporterkonstrukt mit entsprechenden Spezifitatskontrollen erhalten. Ein derartiges Konstrukt sollte
in der Promotorregion Bindungsstellen fiir Nrf2, sogenannte antioxoditative response elements (AREs),
enthalten, sodass die Expression des Reportergens nach Aktivierung von Nrf2 erhdht wird.
Reportergene, deren Expression liber einen weiten Bereich gut quantifizierbar ist, sind Luziferasen.
Solche Reporterplasmide sind kommerziell erhdltlich, allerdings fehlen entsprechende
Spezifitatskontrollen, das heilt, Plasmide, in denen die AREs so mutiert wurden, dass keine Bindung
von Nrf2 mehr moglich ist.

3.1 Design eines Nrf2-abhangigen Reportergensystems

Daher wurde in dieser Arbeit zuerst ein Nrf2-spezifisches Reporterkonstrukt und zusatzlich ein
Reporterplasmid als Spezifitatskontrolle generiert. Diese basierten auf dem bereits existierenden
Luziferase-Reportervektor pTATA LUC+ (Altschmied & Duschl, 1997), der einen Minimalpromotor mit
lediglich einer TATA-Box enthilt, der die basale Expression der Luziferase aus dem Leuchtkéafer Photinus
pyralis steuert. 5 zu diesem Minimalpromotor wurde ein doppelstrangiges Oligonukleotid mit zwei
AREs inseriert. Es wurde eine Konfiguration mit 2 AREs gewdhlt, da derart multimerisierte
Transkriptionsfaktorbindestellen synergistische Effekte aufweisen, das heift die Erhohung der
transkriptionellen Aktivitat des Minimalpromotors wesentlich starker ist als man aus einer Addition der
Effekte zweier Bindestellen erwarten wiirde (Schiile et al., 1988). Eine gleichartige Konfiguration war in
der Arbeitsgruppe schon fir einen Luziferase-Reportervektor flir den Transkriptionsfaktor Grainyhead-
like 3 erfolgreich genutzt worden (Haendeler et al., 2013). Als ARE-wurde eine 41 Basenpaare (bp) lange
Sequenz aus dem Promotor des Glutathion-S-Transferase, alpha 1 (Ya) (GSTal) Gens der Maus genutzt
(Abbildung 10). Fir diesen DNA-Abschnitt war gezeigt worden, dass er nach Fusion mit einem
Minimalpromotor in einem Luziferase-Reporterplasmid die Induktion der Luziferase-Aktivitat durch
Behandlung mit tert-Butylhydrochinon (tBHQ), einem Ausloser chemoprotektiver Zellantworten,
vermittelt (Wasserman & Fahl, 1997).

5’ -agctTAGCTTGGAAATGACATTGCTAATGGTGACAAAGCAACTTTTAGCTTGGAAATGACATTGCTAATGGTCACAAACCAACTTT-3 '

CCCLEREECEEEEECEEEEEEEEE LT EEEEEE DL L]

3’ -ATCGAACCTTTACTGTAACGATTACCACTGTTTCGTTGAAAATCGAACCTTTACTGTAACGATTACCACTCTTTICCTTGAAACtag-5"

Abbildung 10: Sequenz des doppelstriingigen Oligonukleotids mit zwei Kopien des AREs-aus dem Maus Glutathion-S-
Transferase, alpha 1 (Ya) Promotor. Die Sequenz zeigt die beiden AREs, gelb bzw. griin unterlegt. Rot markierte Nukleotide
symbolisieren konservierte Positionen in der in Abbildung 11 gezeigten ARE Konsensussequenz. Die an den 5'-Enden
gezeigten Einzelstrangiiberhénge sind kompatibel mit den durch Verdau von pTATA LUC+ mit HinDIll und BamH| generierten
Uberhdingen.

Des Weiteren wurde eine Spezifitdtskontrolle entworfen, mit der sichergestellt werden kann, dass die
beobachteten Effekte tatsdchlich auf Nrf2 zurlickzufiihren sind. Dafir wurde ein zweites
Reportergenkonstrukt generiert, in dem die ARE-Sequenzen so verandert wurden, dass keine Nrf2
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Bindung mehr moglich ist. Die Auswahl der geanderten Nukleotide beruhte auf der publizierten ARE
Konsensussequenz. Die Definition dieser ARE-Konsensussequenz (Abbildung 11) resultierte aus dem
Vergleich von 57 bekannten, funktionellen ARE-Sequenzen (Wang et al., 2007). Sie lasst sich als
sogenanntes Sequenzlogo darstellen, in dem die Haufigkeit, mit der ein Nukleotid an einer bestimmten
Position des AREs vorkommt, grafisch durch die Hohe der einzelnen Buchstaben symbolisiert ist. Dabei
sind Positionen, an denen im Sequenzlogo nur ein Nukleotid auftaucht, invariant, d.h. in allen zugrunde
gelegten Sequenzen kommt ausnahmslos das gleiche Nukleotid vor.

2.0
.
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£ 10
os A -
| = -
00 | == L A5 -

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Abbildung 11: Sequenzlogo der ARE Konsensussequenz. Das Sequenzlogo entstammt der JASPAR Datenbank fiir
Transkriptionsfaktor-Bindeprofile (https.//jaspar2018.genereq.net/matrix/MA0150.1).

Wie aus dem Sequenzlogo zu ersehen ist, sind die Positionen 2, 4, 9 und 10 in allen untersuchten AREs
identisch, an Position 3 kommt fast immer ein G (Guanin) vor. Diese Konservierung lasst darauf
schlieBen, dass die Nukleotide an diesen Positionen essenziell fir die Bindung von Nrf2 sind, was auch
durch Mutationsanalysen bestéatigt wurde (Erickson et al., 2002; Wasserman & Fahl, 1997). Eine relativ
gute Konservierung weisen zudem die Nukleotide an den Positionen 5, 8 und 11 auf, in denen jeweils
ein Nukleotid dominant ist. Beim Design der mutierten Nrf-2 Bindestellen wurden hauptsachlich diese
konservierten Nukleotide gedndert. Zusatzlich zu den Veranderungen in konservierten Positionen der
ARE Konsensussequenz wurden weitere, benachbarte Nukleotide ausgetauscht, fir die gezeigt worden
war, dass sie die transkriptionelle Grundaktivitdt oder die Induzierbarkeit beeintrachtigen (Erickson et
al., 2002; Wasserman & Fahl, 1997). Die Sequenz der so mutierten AREs ist in Abbildung 12 dargestellt.

5’ -agctTAGCTTGGARATGACATTGCTAATGCTagCARAL L tACT TT TAGCTTCCARATCACATTGCTARTCOTAGCARAEEEACTTE-3 '
RN AR R AR RN AR AR RARAR RN
3 -ATCGAACCTTTACTGTAACGATTACGALCGTTTaaaTG tag-5'

Abbildung 12: Sequenz des doppelstriingigen Oligonukleotids mit zwei Kopien des mutierte AREs aus dem Maus
Glutathion-S-Transferase, alpha 1 (Ya) Promotor. Die Sequenz zeigt die beiden mutierten AREs, gelb bzw. griin unterlegt.
Rot markierte Nukleotide symbolisieren konservierte Positionen in der in Abbildung 11 gezeigten ARE Konsensussequenz
und kleingeschriebene Nukleotide stellen die Mutationen dar. Die an den 5'-Enden gezeigten Einzelstrangiiberhénge sind
kompatibel mit den durch Verdau von pTATA LUC+ mit HinDIIl und BamH] generierten Uberhéngen.

3.2 Klonierung der Luziferase-Reportervektoren mit
unveranderten und mutierten AREs

Die Luziferase-Reportervektoren wurden durch |Insertion der doppelstrangigen
Oligonukleotide mit den unverdnderten bzw.- mutierten AREs (Abbildung 10 und Abbildung 12)
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zwischen die HinDIll- und BamHI-Restriktionsstellen 5 zu dem Minimalpromotor in pTATA LUC+
generiert (Abbildung 13).

HindIII BamHI

trimeres polyA Signal Minimalpromoter

p TATA LUC+
4638 bp

1SV40 polyA

Abbildung 13: Luziferase Reportervektor pTATA LUC+ mit den Restriktionsschnittstellen fiir die Insertion der ARE-
Oligonukleotide. Die Abbildung zeigt den bestehenden Vektor pTATA LUC+ mit, den fiir die Klonierung relevanten
Schnittstellen fiir die Restriktionsenzyme HinDIll und BamHI. Die Plasmidkarte wurden mit SnapGene Viewer erstellt.
Luziferase cds: kodierende Sequenz fiir die Photinus pyralis Luziferase, SV40 polyA: Affenvirus (Simian Virus) 40

Polyadenylierungssignal, ori: Replikationsursprung, trimeres polyA Signal: 3 Kopien des Polyadenylierungssignal aus dem
Affenvirus (Simian Virus) 40.

Hierzu wurden 10 pg des Luziferase-Reportervektors pTATA LUC+ mit den Restriktionsenzymen HinDIll
und BamH]I verdaut. Der Verdau wurde auf einem 1 %igen Agarosegel Gberprift (Abbildung 14).
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Abbildung 14: Analytisches Gel des Restriktionsverdaus. Das pTATA
LUC+ Plasmid wurde mit den Restriktionsenzymen HinDIll und BamHI
verdaut. 100 ng des verdauten Plasmids wurden auf einem 1 %igen
Agarosegel aufgetrennt. Zum Vergleich wurden 100 ng des unverdauten
Plasmids pTATA LUC+ daneben aufgetragen. Als GréfSenstandard wurde
parallel dazu die GeneRuler 1 kb plus DNA-Leiter (1 kb+ Leiter) geladen.

Das verdaute Plasmid ergibt ein DNA-Fragment bei der erwarteten GroRRe von ca. 4,6 kbp, das sich im
Laufverhalten deutlich von dem ungeschnittenen Plasmid unterscheidet. Das durch den
Restriktionsverdau ausgeschnittene Fragment ist im Agarosegel nicht sichtbar, da es mit 30 bp zu klein
ist, um ausreichend mit Ethiduimbromid angeférbt zu werden. Damit bleibt die Moglichkeit bestehen,
dass nur eines der beiden Restriktionsenzyme das Plasmid geschnitten hat. Nichtsdestotrotz wurde das
verdaute Plasmid als Vektorriickgrat flir weitere Experimente verwendet.

Zur Reinigung des Vektorriickgrats wurde der Rest des verdauten Plasmids auf ein 1 %iges praparatives
Agarosegel geladen (Abbildung 15).
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1 kb+ Leiter
1 kb+ Leiter

verdautes pTATA LUC+ Plasmid

Abbildung 15: Prdparatives Gel fiir die
Extraktion des Vektorriickgrats fiir die
Klonierung. Der Rest des verdauten
PTATA LUC+ Plasmids wurde gleichmdfig
auf sechs Spuren verteilt und auf einem 1
%igen Agarosegel aufgetrennt. Als
Gréfsenstandard wurde parallel dazu die
GeneRuler 1 kb plus DNA-Leiter (1 kb+
Leiter) geladen.

Das ca. 4,6 kbp groRe Fragment des verdauten pTATA LUC+ Plasmids wurde mit dem ,,QlAquick® Gel
Extraction” Kit gereinigt. Dazu wurden die entsprechenden Banden aus dem praparativen Gel
ausgeschnitten, die DNA aus jeweils zwei Spuren in einem Mikrozentrifugenréhrchen gepoolt und
gewogen. Nach Aufschmelzen in QG Puffer wurden alle Losungen nacheinander auf eine QlAquick-Spin-
Saule aufzentrifugiert und die DNA den Anweisungen des Herstellers gereinigt, die finale Elution
erfolgte in 50 ul EB Puffer. Nach einer spektralphotometrischen Konzentrationsbestimmung wurden
ca. 80 ng DNA des gereinigten Vektorriickgrats erneut auf einem 1 %-igen Agarosegel aufgetrennt, um
die Integritdt und Reinheit der extrahierten DNA zu (iberprifen (Abbildung 16).
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Abbildung 16: Analytisches Gel des gereinigten Plasmids. 80 ng
des verdauten pTATA LUC+-Riickgrats wurden nach der
Gelextraktion auf einem 1 %igen Agarosegel aufgetrennt. Als
Gréoflenstandard wurde parallel dazu die GeneRuler 1 kb plus
DNA-Leiter (1 kb+ Leiter) geladen.

Abbildung 16 zeigt nur ein DNA-Fragment bei der erwarteten GréRe von ca. 4,6 kbp, was auf ein
intaktes DNA-Fragment ohne Verunreinigungen hinweist. Zudem entspricht die Intensitdt der
aufgetragenen Menge des Vektorriickgrats ungefdahr der Intensitdt der helleren Banden des
GroRenstandards, die 75 bis 80 ng DNA enthalten.

Die Fragmente fir die ARE- und mutierten ARE-Bindungsstellen wurden durch Annealing der
entsprechenden einzelstrangigen Oligonukleotide hergestellt. Dazu wurden jeweils 50 pmol des ,, top”
und ,,bottom“ Oligonukleotids (siehe Tabelle 6) des entsprechenden ARE-Motivs in einem Endvolumen
von 30 ul MyTaq Reaktionspuffers gemischt und eine erste Denaturierung bei 95 °C fiir 5 min
durchgefihrt. Danach folgten fiinf Zyklen mit einer Denaturierung bei 95 °C fiir 30 Sekunden und einem
Annealing-Schritt bei 40 °C fir 30 Sekunden, um die doppelstriangigen Oligonukleotide mit
Uberhangenden 5‘-Enden zu erzeugen, die mit den Restriktionsstellen des Vektorriickgrats kompatibel
sind. Um eine spatere Selbstligation auszuschliefen, wurden die Oligonukleotide nicht phosphoryliert.
Fiir die Ligation wurde ein 15-facher molarer Uberschuss der doppelstrangigen ARE-Oligonukleotide
und jeweils 100 ng des gereinigten pTATA LUC+ Vektorriickgrats eingesetzt, mit DNase-freiem Wasser
auf 5 pl aufgefullt und 5 pl des Blunt/TA-Ligase-Mastermixes zugegeben. 4 pl des Ligationsansatzes
wurden nach 30-mindtiger Inkubation bei Raumtemperatur in 50 pl kompetente NEB5alpha E.coli
transformiert. Parallel wurde eine Kontrollligation des Vektorriickgrats ohne Oligonukleotide zur
Abschatzung einer moglichen Selbstligation des Vektorriickgrats durchgefiihrt, die stattfinden wiirde,
wenn nur eines der Restriktionsenzyme bei der Vorbereitung des Vektorriickgrats geschnitten haben
sollte. Da bei den Ansdtzen mit den Ligationen mit den Oligonukleotiden wesentlich mehr
Bakterienkolonien erhalten wurden als nach Transformation der Kontrollligation, wurden jeweils sechs
Kolonien fiir jeden der beiden Ansidtze mit den intakten (ARE) bzw. mutierten AREs (AREmut) zum
Animpfen von Kulturen flr die Isolierung kleiner Mengen Plasmid-DNA genutzt. Die DNA-Isolierung
wurde wie unter Kapitel 2.2.1.7 beschrieben durchgefiihrt. Nach Messung der DNA-Konzentration
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wurden 900 ng jedes Plasmids mit dem Restriktionsenzym Hincll verdaut und auf einem 1 %igen
Agarosegel analysiert. Als Fragmentmuster wurden 2521 bp, 1361 bp, 510 bp und 302 bp erwartet.
Zum Vergleich wurde die gleiche Menge des Ausgangsvektors pTATA LUC+ verdaut und parallel dazu
aufgetragen, wobei sich das hierbei erhaltene Fragmentmuster mit 2521 bp, 1366 bp, 510 bp, 159 bp
und 87 bp von den neu generierten Plasmiden unterscheidet (Abbildung 17).

= intakte AREs + mutierte AREs
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Abbildung 17: Analytisches Gel des Restriktionsverdaus. 900 ng der zwélf isolierten Plasmide und pTATA LUC+ wurden mit
dem Restriktionsenzym Hincll verdaut und auf einem 1 %igen Agarosegel aufgetrennt. Die Plasmide von Klon 1 bis 6
entstammen der Ligation mit dem Oligonukleotid mit intakten AREs, die Plasmide von Klon 7 bis 12, der Ligation mit dem
Oligonukleotid mit mutierten AREs. Zum Vergleich wurden 900 ng des identisch verdauten Plasmids pTATA LUC+
aufgetragen. Als GréfSenstandard wurde parallel dazu die GeneRuler 1 kb plus DNA-Leiter (1 kb+ Leiter), sowie die GeneRuler
LowRange DNA-Leiter (LR Leiter) geladen.

Alle analysierten Plasmide zeigten das gleiche erwartete Fragmentmuster. Da sich die beiden Plasmide
mit den AREs nur in wenigen Nukleotiden unterscheiden und das gleiche Restriktionsfragmentmuster
aufweisen, ist es nicht moglich, diese allein anhand einer Agarose-Gelelektrophorese voneinander zu
unterscheiden. Deshalb, und um Fehler in den Sequenzen der ARE-Oligonukleotide auszuschlieRen,
wurden drei Klone jedes Plasmids mit dem Primer HSVtk rev1 sequenziert.

Der Vergleich der Sequenzierungsergebnisse mit den in silico erstellten Sequenzvorhersagen
bestétigte, dass alle Plasmide die gewlinschten Sequenzen aufwiesen. Die Klone eins und sieben
wurden als p(ARE),TATA LUC+ bzw. p(AREmut),TATA LUC+ bezeichnet (Abbildung 18).
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(ARE) (AREmub)  (AREmuD
trimeres polyA Signal / _/Minimalpromoter trimeres polyA Signal /Minimalpromoter
/

/

p(AREmut)2 TATA LUC+

p(ARE)2 TATA LUC+
4685 bp

4685 bp

SV40 polyA SV40 polyA

Abbildung 18: Luziferase-Reporter-Vektoren mit AREs. Die Abbildung zeigt die Plasmide, p(ARE),TATA LUC+ und
pP(AREmut),TATA LUC+. Die Plasmidkarten wurden mit SnapGene Viewer erstellt. Luziferase cds: kodierende Sequenz fiir die
Photinus pyralis Luziferase, SV40 polyA: Affenvirus (Simian Virus) 40 Polyadenylierungssignal, ori: Replikationsursprung,
trimeres polyA Signal: 3 Kopien des Polyadenylierungssignalaus dem Affenvirus (Simian Virus) 40, AREmut: mutiertes ARE

Sie wurden anschlieRend verwendet, um groflere Mengen hochreiner Plasmid-DNA zu isolieren. Um
die ldentitat der isolierten Plasmide zu Gberprifen und potenzielle Kontaminationen mit genomischer

DNA auszuschlieBen, wurde ein Restriktionsverdau mit Hincll mit 1 pg der Plasmide durchgefiihrt und
jeweils 0,8 pg und 0,2 pg auf einem 1 %-igen Agarosegel analysiert (Abbildung 19).

p(ARE), p(AREmut),
TATA LUC+ TATALUC+

1 kb+ Leiter
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Abbildung 19: Analytisches Gel des Restriktionsverdaus der gereinigten Luziferase Reporterplasmide. Je 1 ug der Plasmide
P(ARE); TATA LUC+ und p(AREmut), TATA LUC+ wurden mit dem Restriktionsenzym Hincll verdaut. Jeweils 0,2 ug und 0,8
ug der verdauten Plasmide wurden auf einem 1 %igen Agarosegel aufgetrennt. Als Gréf3enstandard wurde parallel dazu die
GeneRuler 1 kb plus DNA-Leiter (1 kb+ Leiter) aufgetragen.

Abbildung 19 zeigt das 1 %ige analytische Gel mit dem erwarteten Fragmentmuster der Plasmide;
zudem ist keine Kontamination mit genomischer DNA erkennbar. Daher wurden die Reportervektoren
P(ARE),TATA LUC+ und p(AREmut),TATA LUC+ fir weitere Experimente verwendet.

3.3 Testung des Nrf2-abhdngigen Reportergensystems

Um die Funktionalitdt des eigens hergestellten Luziferase-Reportersystems zu untersuchen,
wurde das Nrf2-spezifische Reporterkonstrukt (p(ARE).TATA LUC+) oder das Reporterkonstrukt der
Nrf2-Spezifitatskontrolle (p(AREmut),TATA LUC+) mit einem Nrf2-Expressionsvektor (pCMV myc-
hNRF2 wt) in humane Endothelzellen co-transfiziert. Dafliir musste zunachst die minimale Menge des
Nrf2-Expressionsvektors fir die Transfektion ermittelt werden, bei der Nrf2 nachweisbar und potenziell
aktiv ist. Dies sollte nur dann moglich sein, wenn die Menge an endogenem Keap1 nicht ausreicht, um
alle Nrf2 Molekiile zu binden und damit dem proteasomalen Abbau zuganglich zu machen. Zu diesem
Zweck wurde ein Vorversuch durchgefiihrt, in dem verschiedene Mengen, zwischen 0,5 pug und 0,01
ug, des bereits im Labor vorliegenden Nrf2-Expressionsvektors pCMV myc-hNRF2 wt in EZs transfiziert
wurden. Um die fiir die Transfektionen in den 6 Well Kulturplatten erforderliche Gesamtmenge an DNA
(1,0 pug pro Well) zu erhalten, wurde jeweils mit dem Leervektor pcDNA3.1 aufgefillt. Die Expression
und Lokalisation von Nrf2 wurde durch Immunfluoreszenzfarbung mit einem Antikérper gegen das
myc-Tag am N-Terminus des auf dem Plasmid kodierten Nrf2-Proteins untersucht (Abbildung 20).
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Abbildung 20: Nrf2-Expression in humanen Endothelzellen nach Titration des Nrf2-Expressionsvektors. Humane
Endothelzellen wurden mit abnehmenden Mengen des Nrf2-Expressionsvektors pCMV myc-hNRF2 wt transfiziert, wobei
jeweils mit dem Leervektor auf die fiir eine Transfektion notwendige Gesamtmenge aufgefiillt wurde. 24 Stunden nach der
Transfektion wurde die Nrf2-Expression mittels Immunfluoreszenzfdrbung analysiert. Zellkerne wurden mit DAPI

0,05 pg

0,01 pg
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gegengefirbt. Einzelkanéle: Myc (myc-Nrf2, rot), DAPI (Zellkerne, blau); Mehrkanalbild: Uberlagerung aller
Fluoreszenzkandle. Der Maf3stabsbalken zeigt 50 um an.

Wie in Abbildung 20 dargestellt, lasst sich in den Endothelzellen bei allen Mengen des transfizierten
Nrf2-Expressionsvektors ein Myc Signal nachweisen, was die Expression von Nrf2 bestatigt. Zudem ist
auch nach Transfektion der geringsten Menge des Expressionsvektors exogenes Nrf2 im Zellkern
lokalisiert, was als erstes Indiz fiir die Aktivierung von Nrf2 gewertet werden kann. Basierend hierauf
wurde in der Folge mit 0,01 ug des Nrf2-Expressionsvektors gearbeitet.

Zur Uberpriifung der Funktionsfihigkeit des Luziferase-Reportersystems wurde ein weiteres
Pilotexperiment durchgefiihrt in dem die hergestellten Reporterkonstrukte p(ARE),TATA LUC+ und
p(AREmut),TATA LUC+ mit einem Leervektor oder dem Nrf2-Expressionsvektor co-transfiziert wurden.
Die Transfektion erfolgte in 6 cm Zellkulturschalen. Dabei wurden 0,01 ug des Nrf2-Expressionsvektors
sowie 0,25 ug des jeweiligen Luziferase-Reportervektors eingesetzt. Die restliche DNA-Menge wurde
durch Zugabe eines Leervektors erganzt, sodass eine Gesamtmenge von 2,5 ug DNA pro 6 cm
Zellkulturschale erreicht wurde. Die Zellen wurden 24 Stunden nach der Transfektion lysiert und die
Luziferaseaktivitat wurde in den Lysaten bestimmt. Die Ergebnisse wurden auf die Aktivitat in Lysaten
von Zellen normiert, die mit dem Reporterkonstrukt, welches die intakten AREs enthalt (p(ARE),TATA
LUC+) und einem Leervektor anstelle des Nrf2-Expressionsvektors co-transfiziert worden waren, da
dies die basale Aktivitdat von endogenem Nrf2 in den Zellen widerspiegeln sollte (Abbildung 21).
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Abbildung 21: Pilotexperiment zur Spezifitit des Nrf2-abhéngigen Luziferase-Reportersystem. Humane Endothelzellen
wurden mit den Reporterkonstrukten p(ARE),TATA LUC+ (einfarbige Balken, ARE) oder p(AREmut),TATA LUC+ (schraffierte
Balken, AREmut) und einem Leervektor oder dem Nrf2-Expressionsvektor (Nrf2) co-transfiziert und die Luziferaseaktivitdt in
Lysaten der Zellen bestimmt. Die Daten sind Mittelwerte aus technischen Doppelmessungen. Der Mittelwert der Aktivitdt in
Lysaten von Zellen, die mit dem Reporterkonstrukt p(ARE),TATA LUC+ und dem Leervektor co-transfiziert wurden, wurde
auf 1 gesetzt.

Da es sich bei diesem Pilotexperiment um ein einzelnes Experiment handelt, kénnen keine quantitativ
exakten Aussagen getroffen werden. Abbildung 21 zeigt in Abwesenheit von exogenem Nrf2 eine
messbare Luziferaseaktivitat in Zellen die mit dem Reporterkonstrukt, welches die intakten AREs
enthalt (p(ARE),TATA LUC+) und Zellen, die mit dem Reporterkonstrukt, welches die mutierten AREs
enthalt (p(AREmut),TATA LUC+), transfiziert wurden. Diese messbare Luziferaseaktivitat lasst sich auf
die basale Aktivitat des Minimalpromotors zurtickflihren. In Zellen, die mit dem Reporterkonstrukt mit
den intakten AREs und dem Nrf2-Expressionsvektor co-transfiziert wurden, ist ein deutlicher Anstieg
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der Luziferaseaktivitat zu erkennen. Zellen, die mit dem Reporterkonstrukt mit den mutierten AREs und
dem Nrf2-Expressionsvektor co-transfiziert wurden, zeigen eine dhnliche Luziferaseaktivitat wie die
Zellen, die mit dem Reporterkonstrukt mit den intakten AREs und dem Leervektor co-transfiziert
wurden. Diese Daten zeigen, dass exogenes Nrf2 die Transkription des Luziferase-Reporters mit den
intakten AREs aktivieren kann. Zudem ist diese Transkriptionsaktivierung sequenzspezifisch, da dieser
Effekt bei Verwendung des Reporterkonstrukts mit den mutierten AREs nicht auftritt. Damit kann das
Reportersystem auch zum Nachweis der Aktivitdt von endogenem Nrf2 eingesetzt werden.

3.4 Regulation der transkriptionellen Aktivitdt von Nrf2 durch
Curcumin

Nach Validierung des Luziferase-Reportersystems wurde der Einfluss von Curcumin auf die
transkriptionelle Aktivitdit von endogenem Nrf2 untersucht. Zu diesem Zweck wurden humane
Endothelzellen mit dem Reporterkonstrukt, welches die intakten AREs enthdlt und dem
Reporterkonstrukt, welches die mutierten AREs enthilt, transfiziert. Die Transfektion erfolgte in 6 cm
Zellkulturschalen unter Verwendung von 0,25 pg des jeweiligen Luziferase-Reportervektors sowie
2,25 ug eines Leervektors, um eine Gesamtmenge DNA von 2,5 ug pro Schale zu gewahrleisten.
Zusatzlich wurden die Zellen Uber einen Zeitraum von 20 Stunden mit 7,5 uM Curcumin oder dem
Losungsmittel DMSO als Kontrolle behandelt, bevor die Luziferaseaktivitat in Lysaten gemessen wurde
(Abbildung 22).
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Abbildung 22: Einfluss von Curcumin auf die transkriptionelle Aktivitit von Nrf2. Humane Endothelzellen wurden mit den
Reporterkonstrukten p(ARE),TATA LUC+ (einfarbige Balken, ARE) oder p(AREmut),TATA LUC+ (schraffierte Balken, ARE mut)
transfiziert und 20 Stunden lang mit DMSO als Kontrolle (Ktrl) oder mit 7,5 uM Curcumin (Curc) behandelt, bevor die
Luziferaseaktivitéit in Lysaten der Zellen bestimmt wurde. Der Mittelwert der Aktivitdt in Lysaten von Zellen, die mit dem
Reporterkonstrukt p(ARE),TATA LUC+ transfiziert und mit DMSO behandelt wurden, wurde auf 1 gesetzt. Die Daten sind
Mittelwerte + Standardfehler (n=7; *p<0,05 vs. ARE/Curc; one-way ANOVA mit post hoc Tukey Test; n.s.=nicht signifikant).

Abbildung 22 zeigt eine mehr als zehnfache Steigerung der Luziferaseaktivitat durch Curcumin, wenn
das Reporterkonstrukt, welches die intakten AREs enthalt, transfiziert wurde. Demgegeniiber wurde
ein solcher Effekt nicht beobachtet, wenn das Reporterkonstrukt mutierte AREs enthélt, da Nrf2 an
diese Elemente nicht binden kann. Aus den Daten geht eindeutig hervor, dass Curcumin die
transkriptionelle Aktivitdt von endogenem Nrf2 signifikant erhoht.
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In einer friiheren Studie konnte ich zeigen, dass die hier verwendete Curcuminkonzentration in
humanen Endothelzellen die Translokation von endogenem Nrf2 in den Zellkern induziert und in der
Folge zu einer erhdhten Expression der Mangan-Superoxid-Dismutase fihrt (Brinkmann et al., 2022).
Diese Effekte wurden unter Bedingungen beobachtet, bei denen die Zellen ausschlieflich mit Curcumin
behandelt, jedoch nicht transfiziert wurden. Vor diesem Hintergrund wurde nun untersucht, ob
vergleichbare Effekte auch nach Transfektion der Zellen mit dem Nrf2-spezifischen Luziferase-
Reporterkonstrukt nachweisbar sind. Zu diesem Zweck wurden die Zellen, wie zuvor beschrieben
jedoch mit dem Unterschied, dass die Plasmidmenge an die verwendeten 6 Well Kulturplatten
angepasst wurde, mit 0,1 ug des Nrf2-spezifischen Luziferase-Reporterkonstrukts und 0,9 pug eines
Leervektors co-transfiziert. Vier Stunden nach der Transfektion erfolgte eine Behandlung mit 7,5 uM
Curcumin oder mit DMSO als Lésungsmittelkontrolle Giber einen Zeitraum von 20 Stunden. Zur Analyse
der subzelluldren Lokalisation von Nrf2 wurde eine Immunfluoreszenzfarbung unter Verwendung eines
primdren  Anti-Nrf2-Antikbrpers  sowie  eines  entsprechenden  Fluorophor-konjugierten
Sekundarantikorpers durchgefiihrt. Als Negativkontrolle fiir das Farbeverfahren wurden unbehandelte
Zellen verwendet, bei denen der primadre Antikorper weggelassen wurde, um eine unspezifische
Bindung des sekundéaren Antikorpers auszuschlieRen (Abbildung 23).
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Abbildung 23: Curcumin-induzierte Nrf2-Kerntranslokation nach Transfektion mit einem Nrf2-spezifischen Luziferase-
Reporterkonstrukt. Humane Endothelzellen wurden mit dem Nrf2-spezifischen Luziferase-Reporterkonstrukt (p(ARE),TATA
LUC+) transfiziert und 20 Stunden mit 7,5 uM Curcumin (Curc) bzw. DMSO (Ktrl) als Lésungsmittelkontrolle behandelt, bevor
die Nrf2-Lokalisation mittels Inmunfluoreszenzfédrbung analysiert wurde. Zellkerne wurden mit DAPI, das Aktin-Zytoskelett
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mit Phalloidin gegengefirbt. Die obere Reihe (Negativkontrolle) zeigt eine Férbung von unbehandelten Zellen, bei der der
primdre Antikérper weggelassen wurde. Einzelkandle: Nrf2 (rot), Phalloidin (Aktin-Zytoskelett, griin), DAPI (Zellkerne, blau);
Mehrkanalbild: Uberlagerung aller Fluoreszenzkandle. Der Maf3stabsbalken zeigt 50 um an.

Wie aus Abbildung 23 ersichtlich, ist die Nrf2-Farbung spezifisch, da kein Signal erhalten wurde, wenn
der Anti-Nrf2 Antikérper weggelassen wurde (Negativkontrolle). Darliber hinaus liefert die Farbung
einen klaren Beweis daflir, dass die Transfektion mit dem Nrf2-spezifischen Luziferase-
Reporterkonstrukt keinen Einfluss auf die Curcumin-induzierte Anreicherung von Nrf2 im Zellkern hat.

Des Weiteren wurde die Hochregulation der MnSOD, einem bona fide Zielgen von Nrf2, unter den
Voraussetzungen einer Transfektion mit dem Nrf2-spezifischen Luziferase-Reporterkonstrukt und einer
Behandlung mit Curcumin untersucht. Um die gleichen Bedingungen wie beim Luziferase-
Reportersystem zu gewahrleisten, wurden humane Endothelzellen in 6 cm Zellkulturschalen mit 0,25
ug des Nrf2-spezifischen Luziferase-Reporterkonstrukt und 2,25 ug des Leervektors co-transfiziert und
mit 7,5 UM Curcumin behandelt. Im Anschluss wurde ein Immunoblot durchgefiihrt und eine semi-
guantitative Analyse der gescannten Rontgenfilme vorgenommen (Abbildung 24).
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Abbildung 24: Curcumin-induzierte Hochregulation von MnSOD nach Transfektion mit einem Nrf2-spezifischen
Luziferase-Reporterkonstrukt. Humane Endothelzellen wurden mit dem Nrf2-spezifischen Luziferase-Reporterkonstrukt
(p(ARE),TATA LUC+) transfiziert und 20 Stunden mit 7,5 uM Curcumin (Curc) bzw. DMSO (Ktrl) als L6sungsmittelkontrolle
behandelt, bevor die Zellen lysiert und MnSOD (22 kDa) sowie GAPDH (36 kDa, als Ladekontrolle) mittels Immunoblot
nachgewiesen wurden. (A) Reprdsentativer Immunoblot. Die Gréfien ausgewdhlter Proteine aus dem Protein
Gréfsenmarkers in kDa sind rechts dargestellt. (B) Semi-quantitative Analyse von MnSOD. Der Mittelwert des MnSOD Levels
in den mit DMSO behandelten Kontrollen wurde auf 1 gesetzt. Die Daten sind Mittelwerte + Standardfehler (n=4,; *p<0,05
vs. Ktrl; zweiseitiger, gepaarter t-Test).

Wie in Abbildung 24 dargestellt, resultiert die Behandlung mit 7,5 uM Curcumin in einer signifikanten
Zunahme der MnSOD-Proteinmenge. Die durchgefiihrten Untersuchungen belegen, dass eine
Curcuminkonzentration von 7,5 uM sowohl eine Aktivierung des Transkriptionsfaktors Nrf2 als auch
eine Induktion des nachgeschalteten Zielgens MnSOD hervorruft, welche durch eine Transfektion der
Zellen mit dem Nrf2-spezifischen Luziferase-Reporterkonstruktes nicht beeinflusst wird.
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Nachdem nachgewiesen werden konnte, dass Curcumin die transkriptionelle Aktivitat von endogenem
Nrf2 in Endothelzellen erhoht, sollte in der Folge untersucht werde, ob der zweite Pflanzeninhaltsstoff,
Koffein, einen Einfluss auf die Nrf2-Aktivitat hat.

3.5 Effekt von Koffein auf die Nrf2-Aktivitdt in Endothelzellen

In vorangegangenen Arbeiten war bereits gezeigt worden, dass Koffein verschiedene
Parameter in unterschiedlichen Zellen des kardiovaskuldaren Systems verbessert, indem es sowohl die
Aktivitdt von Komplex | der Atmungskette in Herzmitochondrien als auch die migratorische Kapazitat
von Endothelzellen erhéht und die Myofibroblastendifferenzierung kardialer Fibroblasten unterstitzt
(Ale-Agha et al.,, 2018). Da die Funktionalitit von Endothelzellen eng mit einer intakten
Redoxhomoostase verkniipft ist, stellte sich die Frage, ob Koffein diese moglicherweise auch, z.B. tiber
die Aktivierung von Nrf2, beeinflussen kann.

Um dies zu untersuchen, wurden initial Kurzzeitexperimente durchgefiihrt, in denen eine
Koffeinkonzentration verwendet wurde, die in frilheren Untersuchungen als ausreichend fir die
Verbesserung endothelialer Zellfunktionen beschrieben worden war (Spyridopoulos et al., 2008). Die
Versuche orientierten sich methodisch an den im vorherigen Kapitel beschriebenen Untersuchungen
zur Beeinflussung der transkriptionellen Aktivitdat von Nrf2 durch Curcumin. Endothelzellen wurden
hierzu zunachst in 6 cm Zellkulturschalen mit 0,25 pg der beiden verschiedenen Luziferase-
Reportervektoren sowie 2,25 ug eines Leervektors transfiziert. Anschliefend wurden die Zellen mit 50
UM Koffein fiir 18 Stunden behandelt. In den Lysaten wurde dann die Luziferaseaktivitat gemessen, um
Rickschliisse auf die Nrf2-abhangige Transkriptionsaktivierung zu erhalten (Abbildung 25).
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Abbildung 25: Einfluss von Koffein auf die transkriptionelle Aktivitidt von Nrf2. Humane Endothelzellen wurden mit den
Reporterkonstrukten p(ARE),TATA LUC+ (einfarbige Balken, ARE) oder p(AREmut),TATA LUC+ (schraffierte Balken, ARE mut)
transfiziert und 18 Stunden lang mit 50 uM Koffein (Koff) behandelt, bevor die Luziferaseaktivitit in Lysaten der Zellen
bestimmt wurde. Als Kontrolle (Ktrl) blieben die Zellen unbehandelt. Der Mittelwert der Aktivitdt in Lysaten von Zellen, die
mit dem Reporterkonstrukt p(ARE),TATA LUC+ transfiziert und nicht behandelt wurden, wurde auf 1 gesetzt. Die Daten sind
Mittelwerte + Standardfehler (n=7; one-way ANOVA mit post hoc Tukey Test; n.s.=nicht signifikant).

Abbildung 25 zeigt, dass die Kurzzeitbehandlung mit Koffein die Transkription des Reportergens nicht
induziert, was bedeutet, dass Koffein keinen Einfluss auf die transkriptionelle Aktivitdt von Nrf2 hat.

Die transkriptionelle Aktivierung von Nrf2-Zielgenen basiert auf der Stabilisierung und anschlieBenden
Translokation von Nrf2 in den Zellkern, wo es als Heterodimer mit kleinen Maf-Proteinen an AREs in
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den Promotorregionen seiner Zielgene bindet. In den Versuchen mit den Luziferase-Reporterplasmiden
wird allerdings nur der Endpunkt dieser separaten Prozesse, d.h. die Nrf2-abhdngige
Transkriptionsaktivierung nachgewiesen. Somit lassen die Ergebnisse noch keinen Riickschluss darauf
zu, ob Koffein auch nicht in der Lage ist die Stabilisierung und den Kernimport zu induzieren. Daher
wurde zusatzlich die Menge und intrazelluldre Verteilung von Nrf2 untersucht. Um die Bedingungen
identisch zu den Versuchen, in denen die Luziferaseexpression gemessen wurde, konstant zu halten
wurden die Zellen in 6 Well Kulturplatten mit 0,1 pg des Nrf2-spezifischen Luziferase-
Reporterkonstrukts mit den nicht mutierten AREs und 0,9 pg eines Leervektors co-transfiziert und fir
18 Stunden mit 50 uM Koffein behandelt. Allerdings wurde nun Nrf2 mittels Immunfluoreszenzfarbung
unter Verwendung eines primaren Anti-Nrf2-Antikérpers sowie eines entsprechenden Fluorophor-
konjugierten Sekundarantikérpers nachgewiesen. Als Negativkontrolle fiir das Farbeverfahren wurden
unbehandelte Zellen verwendet, bei deren Farbung der primare Antikdrper weggelassen wurde, um
eine unspezifische Bindung des sekundaren Antikérpers auszuschliefen (Abbildung 26).

Nrf2 Phalloidin Mehrkanalbild
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Abbildung 26: Einfluss von Koffein auf die Lokalisierung von Nrf2 in Endothelzellen. Humane Endothelzellen wurden mit
dem Nrf2-spezifischen Luziferase-Reporterkonstrukt (p(ARE),TATA LUC+) transfiziert und 18 Stunden mit 50 uM Koffein
(Koff) behandelt. Als Kontrolle (Ktrl) blieben die Zellen unbehandelt. 24 Stunden nach der Transfektion wurde die Nrf2-
Lokalisation mittels Immunfluoreszenzfdrbung analysiert. Zellkerne wurden mit DAPI, das Aktin-Zytoskelett mit Phalloidin
gegengefdrbt. Die obere Reihe (Negativkontrolle) zeigt eine Fdrbung von unbehandelten Zellen, bei der der primdre
Antikérper weggelassen wurde. Einzelkandle: Nrf2 (rot), Phalloidin (Aktin-Zytoskelett, griin), DAPI (Zellkerne, blau);
Mehrkanalbild: Uberlagerung aller Fluoreszenzkanéle. Der Mafstabsbalken zeigt 50 um an.
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Das Fehlen eines Signals in der Negativkontrolle, bei der wahrend der Farbung nur der
Sekundarantikérper verwendet wurde, weist auf eine spezifisch durchgefiihrte Farbung hin. Die
Abbildung 26 zeigt, dass Koffein keine Stabilisierung von Nrf2 (ber das basale Niveau hinaus bewirkt,
da es zu keiner Akkumulation im Zytoplasma kommt. Zudem ist auch kein starkeres Fluoreszenzsignal
in den Zellkernen zu erkennen, was eindeutig zeigt, dass es auch nicht zu einem verstarkten Transport
in den Zellkern kommt. Daraus folgt, dass auch die initialen Aktivierungsschritte von Nrf2, namlich
Stabilisierung und Kerntranslokation, nicht durch Koffein beeinflusst werden.

Auch wenn Koffein, anders als Curcumin, Nrf2 nicht aktivieren kann, kénnte es neben der Verbesserung
der Atmungskettenfunktion (Ale-Agha et al., 2018) moglicherweise auch die Redoxhomaoostase in den
Mitochondrien aufrechterhalten und so zusatzlich zur Verhinderung von Endotheldysfunktion
beitragen. Daher wurde abschliefend die Regulation von MnSOD, einem der zentralen antioxidativen
Enzyme von Mitochondrien, durch Koffein untersucht, da dessen Expression nicht nur durch Nrf2,
sondern auch durch andere Signalwege reguliert werden kann (Kim et al., 2017).

3.6 Einfluss von Koffein auf die Mangan-Superoxid-Dismutase

Um zu untersuchen, ob Koffein die Expression von MnSOD beeinflusst, wurden humane
Endothelzellen in 6 cm Zellkulturschalen - wiederum um die experimentellen Randbedingungen
konstant zu halten - mit 0,25 pg des Nrf2-spezifischen Luziferase-Reporterkonstruktes und 2,25 ug des
Leervektors transfiziert und fur 18 Stunden mit 50 uM Koffein behandelt. Im Anschluss wurde ein
Immunoblot zur Bestimmung der relativen MnSOD-Proteinmenge durchgefiihrt (Abbildung 27 A),
gefolgt von einer semi-quantitativen Analyse der gescannten Rontgenfilme (Abbildung 27 B).
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Abbildung 27: Einfluss von Koffein auf MnSOD-in Endothelzellen. Humane Endothelzellen wurden mit dem Nrf2-
spezifischen Luziferase-Reporterkonstrukt (p(ARE),TATA LUC+) transfiziert und 18 Stunden mit 50 uM Koffein (Koff)
behandelt. Als Kontrolle (Ktrl) blieben die Zellen unbehandelt. 24 Stunden nach der Transfektion wurden MnSOD (22 kDa)
und GAPDH (36 kDa), als Ladekontrolle, mittels Inmunoblot nachgewiesen. (A) Repréisentativer Immunoblot. Die Gréfsen
ausgewdhlter Proteine aus dem Protein Gréf3enmarkers in kDa sind rechts dargestellt. (B) Semi-quantitative Analyse der
MnSOD Proteinmenge. Der Mittelwert der MinSOD Level in den unbehandelten Kontrollen wurde auf 1 gesetzt. Die Daten
sind Mittelwerte + Standardfehler (n=4; n.s.=nicht signifikant; zweiseitiger, gepaarter t-Test).
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Abbildung 27 zeigt eindeutig, dass die Kurzzeitbehandlung mit Koffein die MnSOD Menge in
Endothelzellen nicht verandert. Zusammenfassend lasst sich somit sagen, dass Koffein, anders als
Curcumin, weder Nrf2 aktivieren noch die MnSOD Menge (ber andere Signalwege erhéhen kann.

3.7 Endothelzellseneszenz

Im Rahmen der zuvor geschilderten Kurzzeitexperimente konnte fiir Curcumin und Koffein
gezeigt werden, dass beide Pflanzeninhaltsstoffe unterschiedliche Aspekte der Endothelzellfunktion
positiv beeinflussen. Fiir Curcumin wurde nach kurzzeitiger Exposition eine Erhdohung der
transkriptionellen Aktivitdt von Nrf2 nachgewiesen, was zu einer verbesserten zelluldren
Redoxhomoostase fuhrt. Fiir Koffein wurde hingegen keine Aktivierung von Nrf2 beobachtet. Friihere
Arbeiten unserer Arbeitsgruppe hatten jedoch gezeigt, dass Koffein andere Funktionsparameter von
Endothelzellen verbessert, indem es z.B. deren migratorische Kapazitat steigert. Dem zugrunde liegt
eine verbesserten Mitochondrienfunktion, die auf einer verstdrkten Translokation von p27 in die
Mitochondrien beruht. Im Herzen resultiert dies in einer erhdhten Aktivitat von Komplex | der
mitochondrialen Atmungskette (Ale-Agha et al., 2018). Diese Befunde sind insbesondere im Kontext
des Alterns relevant, da es sowohl im physiologischen Alterungsprozess als auch in seneszenten
Endothelzellen, wie sie in gealterten GefaBwanden auftreten, nicht nur zu einer Stérung der zelluldren
Redoxhomoostase mit Verschiebung zu einem pro-oxidativen Status, sondern auch zu einer Abnahme
der Mitochondrienfunktion kommt. Deshalb wurde in der vorliegenden Arbeit untersucht, ob beide
Pflanzeninhaltsstoffe der Induktion der Endothelzellseneszenz entgegenwirken kdnnen.

Zur Beantwortung dieser Fragestellung wurden in unserem Labor etablierte Modelle der vorzeitigen,
Stress-induzierten Endothelzellseneszenz eingesetzt. Dafiir wurden zwei verschiedene Modelle
herangezogen. Zum einen wurde Stress-induzierte Seneszenz durch die Langzeitbehandlung mit
niedrigen Dosen H,0, jeden zweiten Tag fiir zwei Wochen induziert (Goy et al., 2014; Haendeler,
Tischler, et al., 2004). Zum anderen wurde eine niedrig-Dosis Endotoxamie-induzierte Seneszenz durch
eine Langzeitbehandlung mit 1 ng/ml Lipopolysaccharid (LPS) jeden zweiten Tag fur zwei Wochen
hervorgerufen, ein Modell, das erstmalig in unserer Arbeitsgruppe etabliert worden war (Merk et al.,
2023). Parallel zur Seneszenzinduktion wurde mit Curcumin oder Koffein behandelt, um deren
potenziellen Einfluss auf die Seneszenzinduktion zu untersuchen. Im Vergleich zu den
Kurzzeitbehandlungen (siehe Kapitel 3.4 - 3.6) wurden dabei niedrigere Konzentrationen von Curcumin
und Koffein eingesetzt, um eine zytotoxische Beeintrachtigung wahrend der verldangerten
Inkubationsdauer zu vermeiden.

Fiir die Experimente wurden je nach Fragestellung unterschiedliche Zellkulturformate verwendet. Flr
Analysen der Genexpression sowie der Proteinmenge, wurden 1 x 10° Zellen pro 6 cm Zellkulturschale
ausgesat. Mikroskopische Analysen erfolgten auf geatzten Deckglaschen in 6 Well Kulturplatten mit
einer Zelldichte von 4 x 10* Zellen pro Well. Das Medium wurde tber einen Zeitraum von zwei Wochen
jeden zweiten Tag gewechselt, Gber das Wochenende nach drei Tagen. Die Senezenzinduktion durch
oxidativen Stress oder durch niedrig-Dosis Endotoxdmie erfolgte durch die Zugabe von H,0, oder LPS
zu Endkonzentrationen von 50 uM bzw. 1 ng/ml jeweils zwei Stunden nach dem Mediumwechsel. Als
Kontrolle fiir die LPS-Behandlung wurde detoxifiziertes LPS, d. h. durch alkalische Hydrolyse teilweise
delipidiertes LPS desselben Escherichia coli (E.coli)-Serotyps, in der gleichen Konzentration zugesetzt.
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Vier Stunden nach jedem Mediumwechsel wurden die Zellen mit Curcumin oder Koffein in
Endkonzentrationen von 500 nM bzw. 10 uM behandelt (Abbildung 28).

Behandlung + + + + +
| 2 Tage | 2 Tage | 3 Tage | 2 Tage | 2 Tage | 3 Tage |
| | | | | | |
Medium Medium Medium Medium Medium
Aussaat Analyse
wechsel wechsel wechsel wechsel wechsel

Abbildung 28: Behandlungsschema fiir die durch oxidativen Stress oder niedrig-Dosis Endotoxdmie induzierte
Endothelzellseneszenz. Schematische Darstellung des Behandlungsschemas. Die Pluszeichen oben zeigen die Zeitpunkte der
Behandlung mit 50 uM H,0; oder 1 ng/ml LPS, sowie 500 nM Curcumin oder 10 uM Koffein an. Die Kontrolle bei den H,0-
Behandlungen wurde unbehandelt gelassen, bei der Behandlung mit LPS wurde dafiir detoxifiziertes LPS genutzt.

3.7.1 Einfluss von Curcumin auf die Endothelzellseneszenz

Um zu untersuchen, ob Curcumin der Induktion der Endothelzellseneszenz entgegenwirken
kann, wurden zuerst auf Transkriptionsebene die Gene untersucht, die Schlisselpositionen in der
Seneszenz, Redoxhomoostase und Endothelzellfunktion einnehmen. Die Auswahl des
Zellzyklusinhibitors p21 (cdknla), der Seneszenz assoziierten (SA)-B-Galaktosidase (glb1), des
Redoxregulators Thioredoxin 1 (txn1), der Mangan-Superoxid-Dismutase (MnSOD, sod2) und der
endothelialen NO-Synthase (nos3) basiert auf deren zentraler Rolle in der Endothelzellseneszenz
(cdknla, glb1), der Redoxhomdostase (txnl, sod2) und der Endothelfunktion (nos3). Dazu wurde in
humanen Endothelzellen nach den zuvor beschriebenen Methoden Seneszenz durch H,0, induziert
und parallel mit 500 nM Curcumin behandelt. Anschliefend wurde die relative Expression der Gene
mittels semi-quantitativer Echtzeit-Polymerasen-Kettenreaktion analysiert; die Ergebnisse sind in
Abbildung 29 dargestellt.

2,0 - 2,0 - 2,0 -
E n.s. - n.s. n.s.
2 T T s s
8 1,5 @ 1,5 @ 1,54
(=N - 2
> o o
E d 1,0 @
E 1,0 %‘ ,0 A 7 \;;1,0- — ——— y -
h-]
: / : /
2 05- £ 05 / £ 05- /
K| S L
o

g % i %

0,0 0,0 —~ 0,0

+ - - + Curc + - - + Curc + - - + Curc
Ktrl H,0, Ktrl H,0, Ktrl H,0,

-60 -



Ergebnisse

2,0 2,0 -
n.s. n.s.

c c
2 r v T 1 S T T 1
3 7]
g 1,5 4 g 1,5 -
g g
w w
% 1,0 2 1,0
a <
g ¢
5 08 § 051
Q [}
4 4

0,0 0,0

+ - - + Curc + - - + Curc
Ktrl H,0, Ktrl H,0,

Abbildung 29: Relative Expression der Gene cdknla, glb1, txn1, sod2 und nos3 nach durch oxidativen Stress-induzierter
Endothelzellseneszenz und Langzeit-Curcuminbehandlung. Humane Endothelzellen wurden zwei Wochen lang jeden zweiten
Tag mit 50 uM H,0, behandelt oder als Kontrolle (Ktrl) unbehandelt gelassen; gleichzeitig wurden Curcumin (Curc) zu einer
Endkonzentration von 500 nM (+) oder DMSO (-) als Lésungsmittelkontrolle zugegeben. Die Expressionsdaten wurden auf
RPL32 normalisiert und die mittlere relative Expression in den DMSO-behandelten Kontrollen wurde auf 1 gesetzt. Die Daten
sind Mittelwerte + Standardfehler (n=4; n.s.=nicht signifikant; one-way ANOVA mit post-hoc Tukey-Test).

Wie in Abbildung 29 sichtbar, zeigt sich auf Transkriptionsebene durch die Stress-induzierte Seneszenz
keine signifikante Veranderung in der relativen Expression der Gene cdknla, glb1, txnl, sod2 und nos3.
Zudem zeigen die Ergebnisse, dass auch die Langzeit-Curcuminbehandlung keine Effekte auf die relative
Expression der untersuchten Gene unter Bedingungen der Seneszenzinduktion, sowie unter
Basalbedingungen hat.

Der gleiche Versuchsaufbau wurde unter den Bedingungen der niedrig-Dosis Endotoxdamie-induzierten
Seneszenz durch 1 ng/ml LPS genutzt (Abbildung 30).
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Abbildung 30: Relative Expression der Gene cdknla, glbl, txnl, sod2 und nos3 nach niedrig-Dosis Endotoxdmie-
induzierter Endothelzellseneszenz und Langzeit-Curcuminbehandlung. Humane Endothelzellen wurden zwei Wochen lang
jeden zweiten Tag mit 1 ng/ml detoxifiziertem (Ktrl) oder aktivem LPS (LPS) behandelt; gleichzeitig wurden Curcumin (Curc)
zu einer Endkonzentration von 500 nM (+) oder DMSO (-) als Lésungsmittelkontrolle zugegeben. Die Expressionsdaten
wurden auf RPL32 normalisiert und die mittlere relative Expression in den DMSO-behandelten Kontrollen wurde auf 1
gesetzt. Die Daten sind Mittelwerte * Standardfehler (n=5; n.s.=nicht signifikant; one-way ANOVA mit post-hoc Tukey-Test).

Auch unter den Bedingungen der niedrig-Dosis Endotoxamie-induzierten Seneszenz zeigen die Daten
keine signifikante transkriptionelle Regulation der Gene durch eine Langzeitbehandlung mit Curcumin.

Die anhand der Transkriptmengen erfasste Expression korreliert nicht notwendigerweise direkt mit der
Proteinmenge, da diese auch durch Translationseffizienz und Proteindegradation bzw. -stabilitat
mitbestimmt wird (Maier et al., 2009). Deshalb wurde im Folgenden der Einfluss von Curcumin auf die
Stress-induzierte Seneszenz auf Proteinebene untersucht.

Zuerst wurde der Seneszenzmarker p21 unter dem Einfluss der Stress-induzierten Seneszenz und
Langzeit-Curcuminbehandlung analysiert. Dazu wurden Immunoblots angefertigt und semi-quantitativ
ausgewertet (Abbildung 31).
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Abbildung 31: Relative p21 Proteinlevel nach durch oxidativen Stress-induzierter Endothelzellseneszenz und Langzeit-
Curcuminbehandlung. Humane Endothelzellen wurden zwei Wochen lang jeden zweiten Tag mit 50 uM H,O, behandelt oder
als Kontrolle (Ktrl) unbehandelt gelassen; gleichzeitig wurden Curcumin (Curc) zu einer Endkonzentration von 500 nM (+) oder
DMSO (-) als Lésungsmittelkontrolle zugegeben; p21 wurde mittels Inmunoblot detektiert, SRC diente als Ladekontrolle. (A)
Reprdsentative Immunoblots. Die Gréfien ausgewdhlter Proteine aus dem Protein Gréfenmarkers in kDa sind rechts
dargestellt. (B) Semi-quantitative Analyse der p21 Menge. Die p21 Menge wurden auf SRC normiert und der Mittelwert des
p21 Proteinlevels in den unbehandelten Kontrollen wurde auf 1 gesetzt. Die Daten sind Mittelwerte + Standardfehler (n=5; *
p < 0.05 vs. Ktrl ohne Curcumin; n.s. = nicht signifikant, one-way ANOVA mit post-hoc Tukey-Test).

Im Vergleich zur Kontrolle zeigt sich ein signifikanter Anstieg des relativen p21 Proteinlevels nach
Behandlung mit H,0,, was ein eindeutiges Indiz fir die erfolgreiche Seneszenzinduktion ist. Eine
zeitgleiche Behandlung mit 500 nM Curcumin kann die Hochregulation des p21 Proteinlevels allerdings
nicht verhindern. Auch die alleinige Behandlung mit 500 nM Curcumin bewirkt keine Veranderung der
relativen p21 Proteinmenge.

Nach Co-Behandlung mit LPS und Curcumin wurden analoge Untersuchungen durchgefiihrt (Abbildung
32).
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Abbildung 32: Relative p21 Proteinlevel nach niedrig-Dosis Endotoxdmie-induzierter Endothelzellseneszenz und Langzeit-
Curcuminbehandlung. Humane Endothelzellen wurden zwei Wochen lang jeden zweiten Tag mit 1 ng/ml LPS oder
detoxifiziertem LPS (Ktrl) und 500 nM Curcumin (+) oder DMSO (-) als Lésungsmittelkontrolle behandelt; p21 wurde mittels
Immunoblot detektiert, SRC diente als Ladekontrolle. (A) Reprdsentative Immunoblots. Die Gréfsen ausgewdhlter Proteine
aus dem Protein Gréfienmarkers in kDa sind rechts dargestellt. (B) Semi-quantitative Analyse der p21 Menge. Die p21
Menge wurden auf SRC normiert und der Mittelwert des p21 Proteinlevels in den unbehandelten Kontrollen wurde auf 1
gesetzt. Die Daten sind Mittelwerte + Standardfehler (n=5; * p < 0.05 vs. Ktrl ohne Curcumin; n.s. = nicht signifikant, one-
way ANOVA mit post-hoc Tukey-Test).

In Abbildung 32 zeigt sich auch nach wiederholter Behandlung mit 1 ng/ml LPS eine signifikante
Hochregulation des relativen p21 Proteinlevels und somit eine erfolgreiche niedrig-Dosis Endotoxamie-
induzierte Seneszenz. Eine Behandlung mit 500 nM Curcumin kann der durch niedrig-Dosis
Endotoxdamie-induzierten p21 Hochregulation nicht entgegenwirken. Zudem bewirkt eine Behandlung
von Zellen, die detoxifiziertes LPS erhalten hatten, mit Curcumin keine Verdanderung des relativen p21
Proteinlevels.

Erginzend zu den Immunoblots, die nur die Menge des Proteins erfassen, wurden
Immunfluoreszenzfarbungen von p21 vorgenommen. Diese Methode erlaubt es, die intrazelluldre
Verteilung von p21 zu beurteilen, welches fiir seine Funktion als Zellzyklusinhibitor im Zellkern
lokalisiert sein muss. Die Ergebnisse der p2l-Immunfluoreszenzfarbung sind in Abbildung 33
dargestellt.
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Abbildung 33: Nukledres p21 nach niedrig-Dosis Endotoxémie-induzierter Endothelzellseneszenz und Langzeit-
Curcuminbehandlung. Humane Endothelzellen wurden zwei Wochen lang jeden zweiten Tag mit 1 ng/ml LPS oder
detoxifiziertem LPS (Ktrl) und 500 nM Curcumin (+) oder DMSO (-) als Lésungsmittelkontrolle behandelt. Die p21 Menge und
Lokalisation wurde mittels Immunfluoreszenzfdrbung analysiert. (A) Repréisentative Immunfluoreszenzférbungen. Rot
zeigt p21 positive Zellen, deren Zellkerne mit DAPI (blau) gegengefdrbt wurden. Der MafSstabsbalken zeigt 50 um an. (B)
Semi-quantitative Analyse von nukleéirem p21. Der Mittelwert der p21 positiven Zellkerne in den unbehandelten Kontrollen
wurde auf 1 gesetzt. Die Daten sind Mittelwerte + Standardfehler (n=6; * p < 0.05 vs. LPS ohne Curcumin; n.s. = nicht
signifikant, one-way ANOVA mit post-hoc Tukey-Test).

Die niedrig-Dosis Endotoxamie induziert eine signifikante Akkumulation von p21 im Zellkern, was
wiederum ein Nachweis fiir die Induktion zelluldrer Seneszenz ist. Im Gegensatz zu den p21
Immunoblots geben die p21 Immunfluoreszenzfarbungen einen Hinweis darauf, dass Curcumin
moglicherweise doch der Seneszenzinduktion entgegenwirken kénnte.

Zur Beurteilung der Endothelzellfunktion wahrend der Stress-induzierten Seneszenz wurde das relative
eNOS Proteinlevel analysiert (Abbildung 34), da in diesem Modell schon gezeigt worden war, dass die
eNOS Proteinmenge nach wiederholter H,0,-Behandlung abnimmt (Goy et al., 2014).
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Abbildung 34: Relative eNOS Proteinlevel nach durch oxidativen Stress-induzierter Endothelzellseneszenz und Langzeit-
Curcuminbehandlung. Humane Endothelzellen wurden zwei Wochen lang jeden zweiten Tag mit 50 uM H,0, behandelt
oder als Kontrolle (Ktrl) unbehandelt gelassen; gleichzeitig wurden Curcumin (Curc) zu einer Endkonzentration von 500 nM
(+) oder DMSO (-) als Lésungsmittelkontrolle zugegeben; eNOS wurde mittels Immunoblot detektiert, SRC diente als
Ladekontrolle. (A) Reprdsentative Immunoblots. Die Gréf3en ausgewdhlter Proteine aus dem Protein GréfSenmarkers in
kDa sind rechts dargestellt. (B) Semi-quantitative Analyse der eNOS Menge. Die eNOS Menge wurden auf SRC normiert
und der Mittelwert des eNOS Proteinlevels in den unbehandelten Kontrollen wurde auf 1 gesetzt. Die Daten sind Mittelwerte
+ Standardfehler (n=5; * p < 0.05 vs. Ktrl ohne Curcumin; n.s. = nicht signifikant, one-way ANOVA mit post-hoc Tukey-Test).

Die mit 50 uM H,0; induzierte Seneszenz fuhrt zu einer signifikanten Reduktion des relativen eNOS
Proteinlevels. Eine Behandlung mit 500 nM Curcumin kann den Stress-induzierten eNOS-Verlust nicht
aufheben. Eine alleinige Behandlung mit 500 nM Curcumin fihrt auch zu keiner Veranderung des
relativen eNOS Proteinlevels.

Die gleichen Analysen wurden auch in dem niedrig-Dosis Endotoxamie-Modell durchgefiihrt (Abbildung
35).
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Abbildung 35: Relative eNOS Proteinlevel nach niedrig-Dosis Endotoxdmie-induzierter Endothelzellseneszenz und
Langzeit-Curcuminbehandlung. Humane Endothelzellen wurden zwei Wochen lang jeden zweiten Tag mit 1 ng/ml LPS oder
detoxifiziertem LPS (Ktrl) und 500 nM Curcumin (+) oder DMSO (-) als Lésungsmittelkontrolle behandelt; eNOS wurde mittels
Immunoblot detektiert, SRC diente als Ladekontrolle. (A) Reprdsentative Immunoblots. Die Gréfsen ausgewdhlter Proteine
aus dem Protein Gréfsenmarkers in kDa sind rechts dargestellt. (B) Semi-quantitative Analyse der eNOS Menge. Die eNOS
Menge wurden auf SRC normiert und der Mittelwert des eNOS Proteinlevels in den unbehandelten Kontrollen wurde auf 1
gesetzt. Die Daten sind Mittelwerte # Standardfehler (n=5; * p < 0.05 vs. Ktrl mit/ohne Curcumin; n.s. = nicht signifikant,
one-way ANOVA mit post-hoc Tukey-Test).

Das relative eNOS Proteinlevel zeigt auch durch die niedrig-Dosis Endotoxamie-induzierte Seneszenz
eine signifikante Minderung. Diese Abnahme des eNOS Proteinlevels kann durch eine Behandlung mit
500 nM Curcumin nicht ausgeglichen werden. Auch durch die alleinige Behandlung mit 500 nM
Curcumin konnte keine Verdanderung des relativen eNOS Proteinlevels beobachtet werden.
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Bei p21 waren auf RNA-Ebene keine Unterschiede zwischen unbehandelten bzw. den mit
detoxifiziertem LPS behandelten und den Zellen, die mit H,0, bzw. aktivem LPS behandelt worden
waren, erkennbar. In den Immunoblots dagegen zeigte sich allerdings immer die erwartete
Hochregulation von p21. Gleiches galt fir die Reduktion der eNOS Proteinmenge, die sich nicht im
Transkriptlevel widerspiegelte. Um derartige mogliche Diskrepanzen auch fiir Proteine, die eine Rolle
in der der Redoxhomoostase spielen, aufzudecken wurde auch MnSOD auf Proteinebene untersucht.
Hierzu wurde das Modell der LPS-induzierten Endothelzellseneszenz herangezogen und entsprechende
Immunoblots durchgefiihrt (Abbildung 36).
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Abbildung 36: Relative MnSOD Proteinlevel nach niedrig-Dosis Endotoxdmie-induzierter Endothelzellseneszenz und
Langzeit-Curcuminbehandlung. Humane Endothelzellen wurden zwei Wochen lang jeden zweiten Tag mit 1 ng/ml LPS oder
detoxifiziertem LPS (Ktrl) und 500 nM Curcumin (+) oder DMSO (-) als Lésungsmittelkontrolle behandelt; MnSOD wurde
mittels Immunoblot detektiert, SRC diente als Ladekontrolle. (A) Reprdsentative Immunoblots. Die GréfSen ausgewdhlter
Proteine aus dem Protein Gréf8enmarkers in kDa sind rechts dargestellt. (B) Semi-quantitative Analyse von MnSOD. Der
Mittelwert des MinSOD Proteinlevels in den unbehandelten Kontrollen wurde auf 1 gesetzt. Die Daten sind Mittelwerte +
Standardfehler (n=4; n.s. = nicht signifikant, one-way ANOVA mit post-hoc Tukey-Test)

Es konnte gezeigt werden, dass die niedrig-Dosis Endotoxamie-induzierte Seneszenz zu keiner
signifikanten Anderung des relativen MnSOD Proteinlevels in Endothelzellen fiihrt. Auch eine
Langzeitbehandlung mit detoxifiziertem LPS und Curcumin beeinflusst die relative MnSOD
Proteinmenge nicht. In diesem Fall decken sich somit die Expressionsdaten mit den Proteinmengen.

Weiterfiihrend wurden die Ergebnisse der Immunoblots, die Auskunft Gber die relative Proteinmenge
von eNOS und MnSOD geben, durch Immunfluoreszenzfarbungen erganzt, welche zusatzlich die
Beurteilung der subzelluldren Lokalisierung dieser Proteine erméglichen (Abbildung 37).
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Abbildung 37: Immunfluoreszenzfdrbung fiir MnSOD und eNOS nach niedrig-Dosis Endotoxdmie-induzierter
Endothelzellseneszenz und Langzeit-Curcuminbehandlung. Humane Endothelzellen wurden zwei Wochen lang jeden
zweiten Tag mit 1 ng/ml LPS oder detoxifiziertem LPS (Ktrl) und 500 nM Curcumin oder DMSO als Lésungsmittelkontrolle
behandelt wurden. Fiir die Negativkontrolle, bei der bei der Fidrbung keine Primdrantikérper eingesetzt wurden, wurden
Endothelzellen genutzt, die nur mit DMSO behandelt worden waren. Rot: MnSOD, griin: eNOS, blau: Zellkerne (DAPI),
Mehrkanalbild: Uberlagerung aller Fluoreszenzkandle. Der Maf3stabsbalken zeigt 100 um an.

Abbildung 37 zeigt identische MnSOD Level unabhangig von der Behandlung. Im Gegensatz dazu sinkt
die eNOS Menge nach Behandlung der Endothelzellen mit LPS, was die Daten aus den Immunoblots
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(Abbildung 35) untermauert. Wie schon in diesen gezeigt, hat die additive Behandlung mit Curcumin
keinen Effekt auf das eNOS Level.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass Curcumin in der hier verwendeten Konzentration
moglicherweise der niedrig-Dosis Endotoxamie induzierten Endothelzellseneszenz auf der Ebene
einzelner Zellen entgegenwirken konnte. Ob dies auch fiir die durch oxidativen Stress-induzierte
Seneszenz Giltigkeit hat, muss noch untersucht werden. Allerdings scheint Curcumin nicht in der Lage
zu sein dem Verlust von eNOS nach Langzeit LPS-Behandlung entgegenzuwirken. Anders als bei

kurzzeitiger Applikation hat Curcumin in den Langzeitversuchen keinen Einfluss auf das Nrf2-Zielgen
MnSOD.

3.7.2 Einfluss von Koffein auf die Endothelzellseneszenz

Neben Curcumin wurde auch der Einfluss von Koffein auf die Induktion der
Endothelzellseneszenz untersucht. Allerdings wurden hier keine RNA-Daten erhoben, da im
vorhergehenden Kapitel gezeigt wurde, dass die Seneszenzinduktion zu keiner Veranderung der
Expression der untersuchten Gene fihrt. Dementsprechend wurde der Fokus auf Verdnderungen der
Level zweier Proteine gelegt, namlich auf p21 als generellen Seneszenzmarker und eNOS als Indikator
fiir essenzielle Endothelfunktionen.

Zunachst wurde p21 mittels Immunoblot in beiden Modellen, der Seneszenzinduktion durch repetitive
H,0,-Behandlung und der niedrig-Dosis Endotoxamie, untersucht (Abbildung 38 und Abbildung 39).
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Abbildung 38: Relative p21 Proteinlevel nach durch oxidativen Stress-induzierter Endothelzellseneszenz und Langzeit-
Koffeinbehandlung. Humane Endothelzellen wurden zwei Wochen lang jeden zweiten Tag mit 50 uM H,0, behandelt oder
als Kontrolle (Ktrl) unbehandelt gelassen; gleichzeitig wurden Koffein (Koff) zu einer Endkonzentration von 10 uM Koffein
zugegeben (+) oder nicht (-); p21 wurde mittels Inmunoblot detektiert, GAPDH diente als Ladekontrolle. (A) Représentative
Immunoblots. Die Gréf3en ausgewdhlter Proteine aus dem Protein Gréf8enmarkers in kDa sind rechts dargestellt. (B) Semi-
quantitative Analyse der p21 Menge. Die p21 Menge wurde auf GAPDH normiert und der Mittelwert des p21 Proteinlevels
in den unbehandelten Kontrollen wurde auf 1 gesetzt. Die Daten sind Mittelwerte + Standardfehler (n=5; * p < 0.05 vs. H,0;
ohne Koffein; n.s. = nicht signifikant, one-way ANOVA mit post-hoc Tukey-LSD-Test). Die Daten wurden in Zusammenarbeit
mit Dennis Merk, Jan Greulich und Annika Vierkant erhoben und wurden bereits veréffentlicht.
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Abbildung 39: Relative p21 Proteinlevel nach niedrig-Dosis Endotoxdmie-induzierter Endothelzellseneszenz und Langzeit-
Koffeinbehandlung. Humane Endothelzellen wurden zwei Wochen lang jeden zweiten Tag mit 1 ng/ml LPS oder
detoxifiziertem LPS (Ktrl) behandelt; gleichzeitig wurde 10 uM Koffein zugegeben (+) oder nicht (-); p21 wurde mittels
Immunoblot detektiert, GAPDH diente als Ladekontrolle. (A) Reprdsentative Immunoblots. Die Gréf3en ausgewdhlter
Proteine aus dem Protein Gréf8enmarkers in kDa sind rechts dargestellt. (B) Semi-quantitative Analyse der p21 Menge. Die
p21 Menge wurde auf GAPDH normiert und der Mittelwert des p21 Proteinlevels in den unbehandelten Kontrollen wurde
auf 1 gesetzt. Die Daten sind Mittelwerte + Standardfehler (n=5; * p < 0.05 vs. LPS ohne Koffein; n.s. = nicht signifikant, one-
way ANOVA mit post-hoc Tukey-LSD-Test). Die Daten wurden in Zusammenarbeit mit Dennis Merk, Jan Greulich und Annika
Vierkant erhoben und wurden bereits verdffentlicht.

Nach repetitiver Behandlung mit 50 uM H,0, oder 1 ng/ml LPS (iber einen Zeitraum von insgesamt zwei
Wochen zeigte sich eine signifikante Zunahme der p21 Menge im Vergleich zur unbehandelten bzw.
mit detoxifiziertem LPS behandelten Kontrolle, was auf eine erfolgreiche Seneszenzinduktion hinweist.
In beiden Modellen verhinderte die Koffeinbehandlung die Seneszenz-assoziierte p21 Hochregulation,
wohingegen Koffein keinen Einfluss auf die p21 Menge unter den jeweiligen Kontrollbedingungen
hatte. Dies zeigt eindeutig, dass Koffein spezifisch die Induktion von Endothelzellseneszenz verhindert.

Da Koffein die Senezsenzinduktion verhindert, war es von Interesse, ob es auch die Produktion von NO,
einem essenziellen Mediator von Endothelzellfunktionen, unter oxidativem Stress oder in niedrig-Dosis
Endotoxamie erhalten kann. Als erster Schritt zur Untersuchung dieser Fragestellung wurde das eNOS
Level — wiederum mittels Immunoblot — analysiert (Abbildung 40 und Abbildung 41).
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Abbildung 40: Relative eNOS Proteinlevel nach durch oxidativen Stress-induzierter Endothelzellseneszenz und Langzeit-
Koffeinbehandlung. Humane Endothelzellen wurden zwei Wochen lang jeden zweiten Tag mit 50 uM H,0, behandelt oder
als Kontrolle (Ktrl) unbehandelt gelassen; gleichzeitig wurden Koffein (Koff) zu einer Endkonzentration von 10 uM Koffein
zugegeben (+) oder nicht (-); eNOS wurde mittels Immunoblot detektiert, GAPDH diente als Ladekontrolle. (A)
Reprdisentative Immunoblots. Die Gréfsen ausgewdhlter Proteine aus dem Protein GréfSenmarkers in kDa sind rechts
dargestellt. (B) Semi-quantitative Analyse der eNOS Menge. Die eNOS Menge wurde auf GAPDH normiert und der
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Mittelwert des eNOS Proteinlevels in den unbehandelten Kontrollen wurde auf 1 gesetzt. Die Daten sind Mittelwerte +
Standardfehler (n=5; * p < 0.05 vs. H,0,0hne Koffein; n.s. = nicht signifikant, one-way ANOVA mit post-hoc Tukey-LSD-Test).
Die Daten wurden in Zusammenarbeit mit Dennis Merk, Jan Greulich und Annika Vierkant erhoben und wurden bereits
veréffentlicht.
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Abbildung 41: Relative eNOS Proteinlevel nach niedrig-Dosis Endotoxdmie-induzierter Endothelzellseneszenz und
Langzeit-Koffeinbehandlung. Humane Endothelzellen wurden zwei Wochen lang jeden zweiten Tag mit 1 ng/ml LPS oder
detoxifiziertem LPS (Ktrl) behandelt; gleichzeitig wurde 10 uM Koffein zugegeben (+) oder nicht (-); eNOS wurde mittels
Immunoblot detektiert, GAPDH diente als Ladekontrolle. (A) Reprdsentative Immunoblots. Die Gréfien ausgewdhlter
Proteine aus dem Protein Gréfsenmarkers in kDa sind rechts dargestellt. (B) Semi-quantitative Analyse der eNOS Menge.
Die eNOS Menge wurde auf GAPDH normiert und der Mittelwert des eNOS-Proteinlevels in den unbehandelten Kontrollen
wurde auf 1 gesetzt. Die Daten sind Mittelwerte + Standardfehler (n=5; * p <0.05 vs. LPSohne Koffein; n.s. = nicht signifikant,
one-way ANOVA mit post-hoc Tukey-LSD-Test). Die Daten wurden in Zusammenarbeit mit Dennis Merk, Jan Greulich und
Annika Vierkant erhoben und wurden bereits veréffentlicht.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass Koffein unabhangig vom verwendeten Stimulus die
Induktion von Endothelzellseneszenz verhindern kann. Darliber hinaus wirkt es auch dem Seneszenz-
assoziierten eNOS-Verlust entgegen und erhalt somit die NO-Produktion.

Diese Daten zum inhibierenden Einfluss von Koffein auf Stress- und niedrig-Dosis Endotoxamie-
induzierte Endothelzellseneszenz wurden in Zusammenarbeit mit Dennis Merk, Jan Greulich und
Annika Vierkant erhoben und publiziert (Merk et al., 2023).

3.8 Pilotstudie zum Einfluss von Curcumin und Koffein auf die
Adipogense

Wie in der Einleitung (Kapitel 1.2) dargestellt, umgibt das perivaskuldre Fettgewebe
(perivascular adipose tissue, PVAT) die dulRere GefaRwand gréBerer Arterien und Venen. Lange Zeit
wurde es lediglich als stlitzendes Bindegewebe fir BlutgefaRe angesehen, jedoch wird es inzwischen
als spezialisiertes, metabolisch aktives endokrines Organ angesehen (Hildebrand et al.,, 2018).
Adipozyten des PVAT sezernieren ein breites Spektrum an Adipokinen, Zytokinen und vasoaktiven
Faktoren, darunter Stickstoffmonoxid, und modulieren damit die GefaRfunktion, Homoostase und
mechanische Stabilitdt der GefaRRe (Brown et al., 2014; Hillock-Watling & Gotlieb, 2022).

Unter physiologischen Bedingungen vermittelt PVAT (Uberwiegend gefalBprotektive und
antiinflammatorische Effekte, wohingegen eine Dysfunktion, beispielsweise bei Adipositas, mit einem
proinflammatorischen, vasokonstriktorischen Sekretionsprofil, reduzierter NO-Bioverfligbarkeit durch
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Entkopplung der in PVAT exprimierten eNOS, sowie erhohter Superoxidproduktion und der
Entwicklung kardiovaskularer Erkrankungen assoziiert ist (Niculescu et al., 2025; Xia et al., 2016). Diese
Befunde unterstreichen, dass PVAT nicht als passives Fettpolster, sondern als Modulator der vaskuladren
Homoostase und endothelialen Funktion zu verstehen ist (Valentini et al., 2023; Whittaker et al., 2025).

Fettgewebe ist nicht homogen, sondern zeigt eine breite Phanotypenvielfalt, die unter anderem von
der Lokalisation abhdngig ist. Generell l3sst sich Fettgewebe in drei Haupttypen einteilen: weilRes
Fettgewebe (WAT), das primar Energie speichert und hauptsachlich an subkutanen oder intraviszeralen
Stellen zu finden ist, und braunes Fettgewebe (BAT), das durch sogenannte zitterfreie Thermogenese
Warme produziert und priméar im Interskapularbereich lokalisiert ist (Foster & Frydman, 1978).
Zitterfreie Thermogenese bedeutet, dass Warme ohne Muskelaktivitat generiert wird. Sie beruht auf
der Entkopplung der mitochondrialen Atmungskette von der ATP-Synthese. Hierfiir verantwortlich sind
Entkopplungsproteine (uncoupling proteins, UCPs), die den Protonenriickfluss aus dem
mitochondrialen Intermembranraum unter Umgehung der ATP-Synthase erlauben, womit die dem
chemiosmotischen Gradienten inhdrente Energie als Warme freigesetzt wird (Jones et al., 2024). Dies
erklart warum BAT reich an Mitochondrien sein muss. Der hohe mitochondriale Gehalt von BAT erklart
sowohl dessen metabolische Aktivitat als auch den charakteristischen braunen Farbton (Cannon &
Nedergaard, 2004). Daneben gibt es beiges Fettgewebe, das durch ,Browning” aus WAT entsteht, dort
eingelagert ist und thermogene BAT-Eigenschaften (ibernimmt. Die unterschiedlichen Fettgewebe
werden Uberwiegend von entsprechenden Adipozytentypen (weilen, braunen und beigen Adipozyten)
aufgebaut.

PVAT zeigt je nach GefaRlokalisation variierende Phanotypen. Thorakales PVAT &dhnelt BAT mit
plurivakuolaren Adipozyten, hoher Mitochondriendichte und Expression thermogener Gene wie
uncoupling protein 1 (ucp1). Abdominales PVAT dhnelt eher WAT mit univakuoladren Zellen und geringer
ucpl Expression (Hildebrand et al., 2018). Die exakte Klassifikation ob PVAT BAT, beiges Fettgewebe
oder WAT zuzuordnen ist, bleibt jedoch unklar (Hildebrand et al., 2018).

Aktuelle Befunde deuten darauf hin, dass es im Rahmen von Adipositas und kardiovaskuldaren
Erkrankungen zu einem funktionellen Umbau des PVAT in Richtung eines WAT-3dhnlichen,
dysfunktionalen Phanotyps (,Whitening“) kommt. Dieser Umbau ist mit einer gestorten
Redoxhomdostase, erhohter Bildung von ROS sowie einer proinflammatorischen Sekretionsaktivitat
assoziiert und tragt zur Entwicklung vaskularer Dysfunktion bei (Cheng et al., 2023). Im Gegensatz dazu
gilt die Umwandlung von WAT in einen braun- oder beigedhnlichen Phanotyp (,Browning”) als
potenziell protektiv (Kaisanlahti & Glumoff, 2019).

Das Verstandnis, wie Adipozytenvorlduferzellen zu reifen Adipozyten werden, ist grundlegend fir die
Entschliisselung der Mechanismen der Fettgewebeentwicklung und der Energiehomdostase. Zur
Untersuchung dieser Adipozytendifferenzierung (im Folgenden Adipogenese genannt) wurden die
Adipozytenvorlduferzellen 3T3-L1, abgeleitet aus embryonalen Fibroblasten der Maus und allgemein
als Praadipozyten bezeichnet, eingesetzt. Dieses Modell rekapituliert die Adipogenese von Fibroblasten
zu reifen, lipidbeladenen Adipozyten durch die Zugabe differenzierungsférdender Substanzen und
eignet sich besonders zur Analyse von Lipidakkumulation und frilhen Differenzierungsmarkern. Die
Durchfiihrung erfolgte gemaR dem im Kapitel 2.2.2.3 beschriebenen Protokoll. Als undifferenzierte
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Kontrolle wurden die Zellen Uber den gesamten Versuchszeitraum mit DMEM komplett Medium
kultiviert. Um einen ersten Eindruck zum Einfluss von Curcumin und Koffein auf die Adipogenese zu
gewinnen, wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit ausschliefRlich Pilotexperimente durchgefiihrt.

Zur Beurteilung der Differenzierung wurden zunachst lichtmikroskopische Aufnahmen der Zellen vor
Durchfiihrung der Ol Rot O Farbung angefertigt, um morphologische Unterschiede zwischen
undifferenzierten und differenzierten Zellen darzustellen. AnschlieRend wurde die intrazelluldre
Lipidakkumulation mittels Ol Rot O Farbung (Kapitel 2.2.2.5) analysiert (Abbildung 42).
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Relativer Lipidgehalt [%]

Undifferenziert Differenziert

Abbildung 42: Vergleich von undifferenzierten und differenzierten 3T3-L1 Zellen. 3T3-L1 Prdadipozyten wurden (ber 7
Tage entweder undifferenziert (Diff -) belassen oder differenziert (Diff +). (A) Reprdsentative Bilder der Zellen im
Durchlichtmikroskop. (B) Analyse des relativen Lipidgehalts nach 6l Rot O Férbung. Die zelluldren Lipide wurden mit Ol
Rot O gefirbt und der Lipidgehalt der undifferenzierten Zellen auf 100 % gesetzt. n=1

Wie aus Abbildung 42 A zu ersehen ist, weisen die undifferenzierten Praadipozyten eine Fibroblasten-
artige Morphologie auf, wahrend differenzierte Zellen eine rundere Zellform annehmen und
intrazelluldre Lipidtropfen ausbilden. Die Ol Rot O Farbung zeigte in den differenzierten Zellen zudem
eine stark erhohte Lipidakkumulation (Abbildung 42 B). Diese Beobachtungen sprechen fiir eine
erfolgreiche Differenzierung der 3T3-L1 Praadipozyten zu Adipozyten.

Angesichts der vaskuldren Effekte natilrlicher Pflanzenstoffe wie Curcumin und Koffein, deren
Wirkungen auf die Endothelfunktion bereits in vorhergehenden Kapiteln beschrieben wurden, sowie
des bestehenden Crosstalks zwischen Endothel und PVAT, wurden diese Stoffe hier auf ihre
potenziellen Einflisse auf die Differenzierung von Praadipozyten zu Adipozyten untersucht. Dazu
wurden wiederum ausschlieBlich Pilotexperimente durchgefiihrt, die eine Grundlage fir
weiterfiihrende, vertiefende Untersuchungen schaffen sollen.

Fir die Experimente zur Differenzierung von 3T3-L1 Prdadipozyten in Adipozyten wurden die Zellen wie
im Methodenteil 2.2.2.3 beschrieben kultiviert. Die Induktion der Differenzierung erfolgte durch
Zugabe des Differenzierungsmediums. Zeitgleich wurden die Zellen mit Curcumin oder Koffein in
Endkonzentrationen von 7,5 uM, 10 uM, 15 uM bzw. 10 uM, 50 uM und 100 puM behandelt. Als
undifferenzierte Kontrolle wurden die Zellen Gber den gesamten Versuchszeitraum in DMEM komplett
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kultiviert. Die Behandlung mit Curcumin bzw. Koffein wurde bei jedem Mediumwechsel wiederholt
(Abbildung 43).

Behandlung + + +
| 6-7 Tage | 2 Tage | 3 Tage | 2 Tage | 2 Tage |
| | | I | |
Aussaat 100 % Differenzierungs Differenzierungsmedium DMEM Analys
Konfluenz medium ohne IBMX und komplett
Dexamethason

Abbildung 43: Zeitstrahl des Differenzierungsmodells. Schematische Darstellung des Verfahrens zur Differenzierung von
3T3-L1 Préadipozyten zu Adipozyten. Die Pluszeichen oberhalb des Zeitstrahls markieren die Zeitpunkte der Behandlung mit
7,5 uM, 10 uM und 15 uM Curcumin bzw. 10 uM, 50 uM und 100 uM Koffein. Als undifferenzierte Kontrolle wurden die
Zellen iiber den gesamten Versuchszeitraum in DMEM komplett kultiviert. Die Anzahl der Tage gibt die Zeit zwischen den
verschiedenen Verfahren an, die unter den vertikalen Linien erldutert werden.

3.8.1 Einfluss von Curcumin auf die Differenzierung von 3T3-L1
Praadipozyten zu Adipozyten

Nach Etablierung des Differenzierungsmodells wurde die Expression von Genen fiir ein Enzym,
das essenziell fir die Redoxhomoostase ist, einen generellen Indikator der Adipogenese sowie fiir
charakteristische Marker der Mitochondrienbiogenese und thermogener Programme unter Einfluss
verschiedener Konzentrationen von Curcumin mittels semi-quantitativer Echtzeit-Polymerasen-
Kettenreaktion (QRT-PCR) untersucht.

Als erstes wurde die Expression der mitochondrialen Superoxid-Dismutase (sod2) analysiert. SOD2 als
zentrales antioxidatives Enzym der Mitochondrien spielt eine entscheidende Rolle bei der
Detoxifizierung von ROS. Zur Initiation der Adipogenese sind allerdings erhohte ROS-Level erforderlich,
was dadurch gezeigt wurde, dass der Einsatz von Antioxidantien die Adipogenese von humanen
Fettgewebestammzellen verhinderte, diese aber durch erhhten endogenen oder exogenen oxidativen
Stress verstarkt werden konnte. Dabei scheinen die erhéhten ROS-Level notwendig fiir die
Lipidakkumulation zu sein. Interessanterweise kommt es dabei aber auch zu einer gleichzeitigen
Hochregulation der Expression von anti-oxidativen Enzymen wie SOD2, um so anscheinend die
generelle Redoxhomoostase aufrecht zu erhalten (Higuchi et al., 2013). In dieser Arbeit (Kapitel 3.4)
konnte gezeigt werden, dass Curcumin die sod2 Expression in Endothelzellen induziert. Vor diesem
Hintergrund wurde sod2 auch in dem Differenzierungsmodell von 3T3-L1 Prdadipozyten zu Adipozyten
untersucht, um mogliche Effekte von Curcumin auf die mitochondriale Redox-Balance in der
Adipogenese zu erfassen (Abbildung 44).
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Abbildung 44: Relative sod2 Expression in undifferenzierten und differenzierten 3T3-L1 Zellen nach Curcuminbehandlung.
3T73-L1 Préadipozyten wurden lber 7 Tage differenziert (Diff +) bzw. in Kontrollmedium belassen (Diff -) und jeden zweiten
Tag mit verschiedenen Konzentrationen Curcumin (7,5 uM, 10 uM, 15 uM Curc) oder DMSO als Lésungsmittelkontrolle
(Ktrl) behandelt. Die Expression von sod2 wurde mittels semi-quantitativer real-time PCR gemessen und auf RPL32
normalisiert; die mittlere relative Expression in den undifferenzierten Zellen ohne Curcumin (Ktrl) wurde auf 1 gesetzt. Die

Daten sind Mittelwerte (n=2).

Abbildung 44 zeigt eine erhdhte relative sod2 Expression in differenzierten im Vergleich zu

undifferenzierten 3T3-L1 Zellen Uber alle Bedingungen hinweg. Innerhalb der hier gezeigten

Pilotexperimente lasst sich kein konzentrationsabhangiger Einfluss von Curcumin auf die relative sod2

Expression wahrend der Adipogenese erkennen.

Zur Erganzung der RNA-Daten wurde eine Immunfluoreszenzfarbung durchgefiihrt, um die SOD2

Expression auf Proteinebene zu beurteilen. Da keine Curcumin-abhingige Anderung der relativen sod2

Expression festgestellt wurde, wurden hierbei undifferenzierte sowie differenzierte 3T3-L1 Zellen, die

jeweils mit der hochsten Curcuminkonzentration von 15 uM behandelt wurden, untersucht, um den

Einfluss der Differenzierung auf das SOD2 Proteinlevel zu betrachten (Abbildung 45).
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Abbildung 45: Immunfluoreszenzfirbung fiir SOD2 in undifferenzierten und differenzierten 3T3-L1 nach
Curcuminbehandlung. 3T3-L1 Zellen wurden sieben Tage lang entweder mit DMEM komplett (undifferenziert) oder
Differenzierungsmedium (differenziert) und jeden zweiten Tag mit 15 uM Curcumin behandelt. Fiir die Negativkontrolle
wurden undifferenzierte 3T3-L1 Zellen verwendet, die mit DMSO anstelle von Curcumin behandelt und ohne
Primdrantikérper gefdrbt wurden. Einzelkandle: Nrf2 (rot), Sod2 (griin), DAPI (Zellkerne, blau); Mehrkanalbild:
Uberlagerung aller Fluoreszenzkandle. Der MafSstabsbalken zeigt 50 um an.

Die Negativkontrolle zeigt keinerlei spezifische Signale. In der Immunfluoreszenzfarbung wird deutlich,
dass die Menge von SOD2 durch den Prozess der Differenzierung erhéht wird. Dies deckt sich mit den
Ergebnissen der Expressionsanalyse (Abbildung 44). Zusammenfassend zeigen die Daten eine
konsistente Differenzierungs-abhangige Induktion der SOD2 Expression auf mRNA- und Proteinebene,
ohne erkennbaren Einfluss von Curcumin.

Wahrend der Differenzierung von 3T3-L1 Prdadipozyten zu Adipozyten kommt es zu einer komplexen
Umstellung der Genexpression, die fur die Lipidakkumulation und die funktionelle Reifung des
Fettgewebes entscheidend ist (MacDougald & Lane, 1995). Eines der Gene, das in diesem
Zusammenhang untersucht wurde, ist cell death inducing DFFA like effector A (cidea). Cidea ist vor
allem in weillem Fettgewebe exprimiert und spielt eine zentrale Rolle bei der Expansion von Fettzellen
durch die Regulation der GrofRe von Lipidtrépfchen (Abreu-Vieira et al., 2015). Um zu untersuchen, ob
Curcumin die differenzierungsabhangige Regulation der cidea Expression und damit die Fahigkeit der
Adipozyten zur Lipidlagerung beeinflussen konnte, wurde die relative cidea Expression in
undifferenzierten und differenzierten 3T3-L1 Zellen unter verschiedenen Curcuminkonzentrationen
analysiert (Abbildung 46).
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Abbildung 46: Relative cidea Expression in undifferenzierten und differenzierten 3T3-L1 Zellen nach Curcuminbehandlung.
3T73-L1 Priadipozyten wurden iiber 7 Tage differenziert (Diff +) bzw. in Kontrollmedium belassen (Diff -) und jeden zweiten
Tag mit verschiedenen Konzentrationen Curcumin (7,5 uM, 10 uM, 15 uM Curc) und DMSO als Lésungsmittelkontrolle (Ktrl)
behandelt. Die Expression von cidea wurde mittels semi-quantitativer real-time PCR gemessen und auf RPL32 normalisiert;
die relative Expression in den undifferenzierten Zellen ohne Curcumin (Ktrl) wurde auf 1 gesetzt. n=1

Die relative Expression von cidea zeigt in undifferenzierten Zellen mit zunehmender
Curcuminkonzentration eine abnehmende Expression. In differenzierten Zellen ist cidea im Vergleich
zu undifferenzierten Zellen deutlich hoher exprimiert, was in Einklang mit der verstarkten
Lipideinlagerung ist. Eine zusatzliche Curcuminbehandlung scheint keinen weiteren Einfluss auf die
differenzierungsabhangige Hochregulation zu haben.

Ein zentraler Regulator der Adipogenese ist der nukledre Rezeptor Peroxisome Proliferator-Activated
Receptor Gamma (PPARY). Retrovirale Uberexpression von PPARy2, einer Isoform von PPARYy, reicht
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aus, um in urspringlich nicht-adipogenen Fibroblasten ein vollstdndiges adipogenes
Differenzierungsprogramm mit Lipidakkumulation zu induzieren (Tontonoz et al., 1994). Zudem zeigten
Untersuchungen in chimdaren Mausmodellen, dass PPARy in vivo und in vitro fur die Ausbildung von
Fettgewebe essenziell ist, da PPARy-defiziente Zellen kaum oder gar nicht zum Fettgewebe beitragen
(Rosen et al., 1999). Darliber hinaus ist PPARy Uber die Koaktivatoren der PGCl-Familie in die
Regulation der mitochondrialen Biogenese und der oxidativen Kapazitdt eingebunden, wodurch es eine
funktionelle  Verbindung zwischen adipogener Differenzierung und  mitochondrialem
Energiestoffwechsel herstellt (Hock & Kralli, 2009). Somit soll die Analyse der relativen pparyExpression
wahrend der Adipogenese unter dem Einfluss von Curcumin Aufschluss dariber geben, ob Curcumin
die Aktivierung dieses zentralen adipogenen Transkriptionsfaktors beeinflusst (Abbildung 47).
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Abbildung 47: Relative ppary Expression in undifferenzierten und differenzierten 3T3-L1 Zellen nach
Curcuminbehandlung. 3T3-L1 Prédadipozyten wurden iiber 7 Tage differenziert (Diff +) bzw. in Kontrollmedium belassen
(Diff -) und jeden zweiten Tag mit verschiedenen Konzentrationen Curcumin (7,5 uM, 10 uM, 15 uM Curc) und DMSO als
Lésungsmittelkontrolle (Ktrl) behandelt. Die Expression von ppary wurde mittels semi-quantitativer real-time PCR
gemessen und auf RPL32 normalisiert und die mittlere relative Expression in den undifferenzierten Zellen ohne Curcumin
(Ktrl) wurde auf 1 gesetzt. Die Daten sind Mittelwerte. n=2

Es ist eine deutlich erhohte relative Expression von ppary auf RNA Level in differenzierten Zellen im
Vergleich zu undifferenzierten Zellen zu sehen. Eine Behandlung mit Curcumin scheint tendenziell diese
Hochregulation mit zunehmender Konzentration zu verringern. Die erhohte Expression des
Transkriptionsfaktors ppary nach Differenzierung untermauert auch auf dem molekularen Level die
erfolgreiche Differenzierung von Praadipozyten zu Adipozyten. Um potenzielle Verdnderungen der
PPARy Expression und Lokalisation durch Curcumin auf Proteinebene zu bewerten, wurde
Immunfluoreszenzfarbungen in differenzierten Zellen durchgefiihrt (Abbildung 48).
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Abbildung 48: Immunfluoreszenzférbung fiir PPARy in differenzierten 3T3-L1 Zellen nach Curcuminbehandlung. 373-L1
Zellen wurden liber 7 Tage differenziert und jeden zweiten Tag mit verschiedenen Konzentrationen Curcumin (7,5 uM, 10
uM, 15 uM Curc) oder DMSO als Lésungsmittelkontrolle (Ktrl) behandelt. Fiir die Negativkontrolle wurden differenzierte
3T73-L1 Zellen verwendet, die mit DMSO anstelle von Curcumin behandelt und ohne Primdérantikérper geférbt wurden.
Einzelkandle: PPARy (rot), DAPI (Zellkerne, blau); Mehrkanalbild: Uberlagerung aller Fluoreszenzkandle. Der
Mafstabsbalken zeigt 100 um an.

Das Fehlen eines Signals in der Negativkontrolle, in der ausschlieRlich der Sekundarantikérper
eingesetzt wurde, beweist die Spezifitdt der PPARy-Farbung. PPARy zeigt eine Giberwiegend nukledre
Lokalisation und seine Menge scheint in Einklang mit den Expressionsdaten mit zunehmender
Curcuminkonzentration tendenziell abzunehmen, wenngleich aufgrund der geringen Zahl biologischer
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Replikate keine belastbaren Aussagen zu Curcumin-abhdngigen Veranderungen getroffen werden
kénnen.

Nach der Analyse von PPARYy als zentralen Transkriptionsfaktor der Adipogenese wurde ergdanzend der
Peroxisome Proliferator-Activated Receptor Gamma Coactivator 1 Alpha (pgclea) untersucht, um die
mitochondriale Funktionsebene differenzierter Adipozyten zu erfassen (Ventura-Clapier et al., 2008;
Villena, 2015). Pgcla gilt als Schlisselregulator der mitochondrialen Biogenese und der oxidativen
Stoffwechselkapazitdt und steuert dadurch Energiehaushalt und Stoffwechselprogramme von
Adipozyten wesentlich mit (Scarpulla et al., 2012; Villena, 2015). Da PGCla in braunem Fettgewebe
maRgeblich an der Steuerung thermogener Programme beteiligt ist, ohne jedoch zwingend fir die
eigentliche Differenzierung brauner Adipozyten erforderlich zu sein, erlaubt seine Analyse eine
funktionelle Einordnung der mitochondrialen Ausstattung und oxidativen Leistungsfahigkeit Gber den
reinen Differenzierungsstatus hinaus (Uldry et al., 2006; Villena, 2015). Die Ergebnisse der relativen
pgcla Expression in undifferenzierten und differenzierten 3T3-L1 Zellen unter verschiedenen
Curcuminkonzentrationen mittels gRT-PCR ist in Abbildung 49 dargestellt.
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Abbildung 49: Relative pgcla Expression in undifferenzierten und differenzierten 3T3-L1 Zellen nach
Curcuminbehandlung. 3T3-L1 Prédadipozyten wurden iiber 7 Tage differenziert (Diff +) bzw. in Kontrollmedium belassen
(Diff -) und jeden zweiten Tag mit verschiedenen Konzentrationen Curcumin (7,5 uM, 10 uM, 15 uM Curc) und DMSO als
Lésungsmittelkontrolle (Ktrl) behandelt. Die Expression von pgcla wurde mittels semi-quantitativer real-time PCR
gemessen und auf RPL32 normalisiert; die mittlere relative Expression in den undifferenzierten Zellen ohne Curcumin (Ktrl)
wurde auf 1 gesetzt. Die Daten sind Mittelwerte. n=2

Die Abbildung 49 zeigt, dass pgcla in differenzierten 3T3-L1 Zellen im Vergleich zu den jeweiligen
undifferenzierten Kontrollen keine Veranderung der relativen Expression aufweist. Auffallig ist lediglich
ein tendenzieller Anstieg der pgcla Expression in undifferenzierten Zellen bei 7,5 uM Curcumin.
Insgesamt liefern die vorliegenden Daten keinen Hinweis darauf, dass sowohl das
Differenzierungsmedium als auch Curcumin in diesem 3T3-L1 Modell eine ausgeprdgte thermogene
Programmierung Uber eine Regulierung der relativen pgcla Expression induzieren.

Da die pgcla Analyse keinen konsistenten Effekt ergab, wurde anschliefend die Expression von ucpl
als funktionellem Effektor der Thermogenese untersucht (Puigserver et al., 1998). Die ucpl Expression
wird daher als Indikator fiir eine gesteigerte mitochondriale Aktivitdit und thermogene Kapazitat
herangezogen. Die relative Expression von ucpl in dem Differenzierungsmodell von 3T3-L1
Praadipozyten zu Adipozyten unter Curcuminbehandlung ist in Abbildung 50 dargestellt.
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Abbildung 50: Relative ucpl Expression in undifferenzierten und differenzierten 3T3-L1 Zellen nach
Curcuminbehandlung. 3T3-L1 Prédadipozyten wurden iiber 7 Tage differenziert (Diff +) bzw. in Kontrollmedium belassen
(Diff -) und jeden zweiten Tag mit verschiedenen Konzentrationen Curcumin (7,5 uM, 10 uM, 15 uM Curc) und DMSO als
Lésungsmittelkontrolle (Ktrl) behandelt. Die Expression von ucpl wurde mittels semi-quantitativer real-time PCR gemessen
und auf RPL32 normalisiert; die relative Expression in den undifferenzierten Zellen ohne Curcumin (Ktrl) wurde auf 1 gesetzt.
n=1
Die Abbildung 50 deutet auf eine Hochregulation von ucp1 in differenzierten 3T3-L1 Zellen gegeniiber
der unbehandelten, undifferenzierten Kontrolle hin. Die alleinige Behandlung undifferenzierter
Praadipozyten mit 15 uM Curcumin fihrt anscheinend zu einer relativen ucpl Expression, die der in
der differenzierten Kontrolle dhnelt, was auf eine thermogene Umprogrammierung undifferenzierter

3T3-L1 Zellen hinweisen konnte.

Zusammenfassend zeigen die vorliegenden Pilotdaten im 3T3-L1 Differenzierungsmodell eine
konsistente Hochregulation der Gene sod2, cidea, ppary und ucpl durch die Adipogenese. Curcumin
scheint unterschiedliche Effekte auszul6sen. In undifferenzierten Praadipozyten scheint es die
Expression von cidea konzentrationsabhangig zu verringern und in zwei unterschiedlichen der
eingesetzten Konzentration die Transkriptmengen von pgcla und ucpl zu erhéhen. In differenzierten
Zellen hingegen scheint es die Expression von ppary abhangig von der Konzentration herabzusetzen.
Aufgrund der geringen Zahl biologischer Replikate miissen diese Befunde jedoch als vorlaufig
betrachtet und in zuklnftigen Studien mit groRerer Stichprobe und funktionellen Analysen validiert
werden.

Nach der Charakterisierung der Curcumin-abhangigen Effekte auf Differenzierung, Redoxhomdostase
und thermogene Programmierung in 3T3-L1 Adipozyten wurde im nachsten Schritt derselbe
Versuchsaufbau genutzt, um potenzielle Wirkungen von Koffein auf diese Prozesse zu untersuchen.

3.8.2 Einfluss von Koffein auf die Differenzierung von 3T3-L1
Praadipozyten zu Adipozyten

Da Mitochondrien eine zentrale Rolle in der Adipogenese und der thermogenen Aktivitat
spielen (Wilson-Fritch et al., 2003) und Koffein mitochondriale Effekte in Endothelzellen zeigte, wurde
untersucht, ob Koffein auch die Differenzierung von 3T3-L1 Prdadipozyten beeinflussen kann.

Dazu wurde die Expression der gleichen Gene wie im Kapitel zuvor untersucht (Abbildung 51 bis
Abbildung 55).
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Abbildung 51: Relative sod2 Expression in undifferenzierten und differenzierten 373-L1 Zellen nach Koffeinbehandlung.
3T73-L1 Préadipozyten wurden liber 7 Tage differenziert (Diff +) bzw. in Kontrollmedium belassen (Diff -) und jeden zweiten
Tag mit verschiedenen Konzentrationen Koffein (10 uM, 50 uM, 100 uM Koff) behandelt. Die Kontrolle (Ktrl) blieb
unbehandelt. Die Expression von sod2 wurde mittels semi-quantitativer real-time PCR gemessen und auf RPL32
normalisiert; die mittlere relative Expression in den undifferenzierten Zellen ohne Koffein (Ktrl) wurde auf 1 gesetzt. Die
Daten sind Mittelwerte. n=2

In Abbildung 51 zeigt sich in allen Bedingungen eine deutliche Hochregulation der relativen
sod2 Expression durch die Differenzierung, wohingegen Koffein keine Effekte hervorzurufen scheint.
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Abbildung 52: Relative cidea Expression in undifferenzierten und differenzierten 3T3-L1 Zellen nach Koffeinbehandlung.
3T3-L1 Préadipozyten wurden lber 7 Tage differenziert (Diff +) bzw. in Kontrollmedium belassen (Diff -) und jeden zweiten
Tag mit verschiedenen Konzentrationen Koffein (10 uM, 50 uM, 100 uM Koff) behandelt. Die Kontrolle (Ktrl) blieb
unbehandelt. Die Expression von cidea wurde mittels semi-quantitativer real-time PCR gemessen und auf RPL32
normalisiert; die relative Expression in den undifferenzierten Zellen ohne Koffein (Ktrl) wurde auf 1 gesetzt. n=1

Die cidea Expression in undifferenzierten 3T3-L1 Zellen ist sehr gering, steigt jedoch
anscheinend unter 100 uM Koffein an. In differenzierten Zellen hingegen ist cidea deutlich héher
exprimiert. Durch die Koffeinbehandlung kommt es in differenzierten Zellen bei 10 uM und 50 pM
Koffein im Vergleich zur differenzierten Kontrolle anscheinend zu einer leicht verminderten cidea
Expression, wahrend 100 uM Koffein in diesen Pilotdaten mit einer weiteren Steigerung der relativen
cidea Expression assoziiert zu sein scheint (Abbildung 52), was auf eine mogliche Verstarkung der
differenzierungsabhangigen Kapazitat zur Lipidtropfchen Expansion hinweist.
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Abbildung 53: Relative pparyExpression in undifferenzierten und differenzierten 3T3-L1 Zellen nach Koffeinbehandlung.
3T73-L1 Préadipozyten wurden liber 7 Tage differenziert (Diff +) bzw. in Kontrollmedium belassen (Diff -) und jeden zweiten
Tag mit verschiedenen Konzentrationen Koffein (10 uM, 50 uM, 100 uM Koff) behandelt. Die Kontrolle (Ktrl) blieb
unbehandelt. Die Expression von pparywurde mittels semi-quantitativer real-time PCR gemessen und auf RPL32
normalisiert; die mittlere relative Expression in den undifferenzierten Zellen ohne Koffein (Ktrl) wurde auf 1 gesetzt. Die
Daten sind Mittelwerte. n=2

In allen Bedingungen ist ppary in differenzierten Zellen deutlich hoher exprimiert als in den
jeweiligen undifferenzierten Kontrollen, was die erfolgreiche adipogene Differenzierung widerspiegelt.
Unter Koffeinbehandlung bleibt die Expression von ppary in differenzierten Zellen auf einem
vergleichbaren Niveau wie in der unbehandelten Kontrolle (Abbildung 53).
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Abbildung 54: Relative pgcla Expression in undifferenzierten und differenzierten 3T3-L1 Zellen nach
Koffeinbehandlung. 3T3-L1 Prdadipozyten wurden iber 7 Tage differenziert (Diff +) bzw. in Kontrollmedium belassen
(Diff -) und jeden zweiten Tag mit verschiedenen Konzentrationen Koffein (10 uM, 50 uM, 100 uM Koff) behandelt. Die
Kontrolle (Ktrl) blieb unbehandelt. Die Expression von pgcla wurde mittels semi-quantitativer real-time PCR gemessen
und auf RPL32 normalisiert; die mittlere relative Expression in den undifferenzierten Zellen ohne Koffein (Ktrl) wurde auf
1 gesetzt. Die Daten sind Mittelwerte. n=2

Diese Pilotdaten zeigen weder in der Differenzierung von 3T3-L1 Prdadipozyten zu Adipozyten
noch unter Koffeinbehandlung eine ausgeprdgte Veranderung der relativen pgcla Expression
(Abbildung 54). Die beobachteten leichten Schwankungen bei einzelnen Konzentrationen sind gering
und lassen sich nicht als konsistenter, Koffein-abhangiger Effekt interpretieren.
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Abbildung 55: Relative ucp1 Expression in undifferenzierten und differenzierten 373-L1 Zellen nach Koffeinbehandlung.
3T73-L1 Préadipozyten wurden liber 7 Tage differenziert (Diff +) bzw. in Kontrollmedium belassen (Diff -) und jeden zweiten
Tag mit verschiedenen Konzentrationen Koffein (10 uM, 50 uM, 100 uM Koff) behandelt. Die Kontrolle (Ktrl) blieb
unbehandelt. Die Expression von ucpl wurde mittels semi-quantitativer real-time PCR gemessen und auf RPL32
normalisiert; die relative Expression in den undifferenzierten Zellen ohne Koffein (Ktrl) wurde auf 1 gesetzt. n=1; n.a.= nicht
auswertbar

In der unbehandelten Kontrolle ist die relative Expression von ucp1 in differenzierten Zellen gegeniiber
undifferenzierten Zellen erhéht, ebenso unter 10 uM Koffein. Die Behandlung mit 50 uM und 100 uM
Koffein ist in differenzierten Zellen mit einer ausgeprdgten weiteren Zunahme der relativen ucpl
Expression assoziiert. Fir 100 uM Koffein in undifferenzierten Zellen kénnen hingegen keine
verlasslichen Angaben gemacht werden, da die gRT-PCR in dieser Bedingung keine zuverlassigen Werte
lieferte. Insgesamt deuten die vorliegenden Pilotdaten damit darauf hin, dass hohere
Koffeinkonzentrationen in differenzierten 3T3-L1 Adipozyten die relative ucpl Expression und damit
potenziell die thermogene Kapazitdt verstarken kénnten.

Zusammenfassend zeigen auch diese Pilotdaten im 3T3-L1 Differenzierungsmodell, dass die
Differenzierung selbst der priméare Einflussfaktor fir die Hochregulation von sod2, ppary, cidea und
ucpl ist und durch Koffein insgesamt nur gering beeinflusst wird. Wahrend die relativen Expressionen
der sod2 und ppary in differenzierten Zellen konsistent erhoht sind und unter Koffein keine klaren,
konzentrationsabhadngigen Veranderungen aufweisen, deuten die Daten der relativen cidea Expression
und insbesondere der relativen ucpl Expression auf eine mogliche Verstarkung der Lipidtropfchen
Expansion und thermogenen Kapazitdt durch hohe Koffeinkonzentrationen in differenzierten
Adipozyten hin. Aufgrund der begrenzten Datengrundlage mit niedriger Replikatzahl missen diese
Effekte jedoch als vorlaufige Hinweise gewertet und in zukiinftigen Experimenten systematisch
Uberprift werden.
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4. Diskussion

Diese Arbeit untersuchte den Einfluss von den Pflanzeninhaltsstoffen Curcumin und Koffein auf
das Endothel sowie auf Endothelzellseneszenz und in Pilotexperimenten  zur
Adipozytendifferenzierung. Die wichtigsten Ergebnisse dieser Arbeit lassen sich wie folgt
zusammenfassen: Ein Nrf2-abhangiges Luziferase-Reportersystem wurde hergestellt und validiert,
wobei 7,5 uM Curcumin in Kurzzeitbehandlungen die Nrf2-Aktivitdt sowie die MnSOD-Proteinmenge in
humanen Endothelzellen steigerte, wahrend 50 uM Koffein keinen Effekt auf die Nrf2-Aktivitat oder
MnSOD-Proteinmenge zeigte. Stress-induzierte und niedrig-Dosis Endotoxamie-induzierte
Endothelzellseneszenz fiihrte zu keiner Anderung auf Transkriptionsebene von Genen die in der
Endothelzellseneszenz, der Redoxhomodostase und der Endothelzellfunktion eine wesentliche Rolle
spielen. Langzeitbehandlungen mit 500 nM Curcumin zeigte keinen Effekt in der Stress-induzierten
Endothelzellseneszenz auf die Gesamtproteinmenge der untersuchten Proteine, jedoch schien es auf
der Ebene einzelner Zellen dem entgegenwirken zu koénnen. Koffein inhibierte die
Endothelzellseneszenz Stimulus unabhangig. Pilotexperimente zur Adipozytendifferenzierung zeigten
eine Hochregulation von sod2, ppary, cidea und ucp1 durch die Differenzierung, sowie Effekte einzelner
Curcumin- und Koffeinkonzentrationen, die noch bestatigt werden muissen. Im Folgenden werden diese
Ergebnisse detailliert diskutiert.

4.1 Design und Testung des Nrf2-abhdngigen Reportergensystems

Bisherige Befunde zur Curcumin-induzierten Nrf2-Stabilisierung und MnSOD-Hochregulation in
Endothelzellen stellten nur indirekte Hinweise auf die transkriptionelle Aktivitat dar (Brinkmann et al.,
2022). Zur direkten, sequenzspezifischen Messung wurde in dieser Arbeit ein Nrf2-abhingiges
Luziferase-Reporterkonstrukt mit AREs und mutierten AREs als Spezifitdtskontrolle etabliert, welches
in diesem Format kommerziell nicht erhaltlich ist.

Zur direkten Messung der Nrf2-abhangigen Transkription wurde ein Reportergensystem basierend auf
zwei in Tandem angeordneten Kopien eines AREs aus dem Promotor des Glutathion-S-Transferase
alpha 1 (Ya) Gens (GSTal) der Maus vor den Minimalpromotor des pTATA LUC+ Reportervektors
(Altschmied & Duschl, 1997) kloniert. Die Funktionalitdt dieses AREs war in Reporterassays durch
tBHQ-induzierte Aktivierung nachgewiesen worden (Wasserman & Fahl, 1997). Zudem sollte die
Nutzung von zwei AREs — wie fiir andere transkriptionsregulatorische Elemente schon gezeigt — zu
synergistischen Effekten fiihren (Schile et al., 1988) und damit die Sensitivitat des Reportersystems
erhohen. Zudem war gezeigt worden, dass die kooperative Bindung von Nrf2-sMaf-Heterodimeren an
benachbarte AREs den Transkriptionskomplex stabilisiert und eine starkere Induktion als bei Einzel-
AREs bewirkt. Dies erklart sich dadurch, dass die Besetzung eines AREs durch ein Nrf2-Maf Heterodimer
das Binden der Transkriptionsfaktoren an benachbarter AREs erleichtert (Zhang et al., 2010).

Wahrend in der Literatur tandemartige ARE-Reporter als etabliertes Werkzeug zur Untersuchung der
Nrf2-Aktivitdt beschrieben worden waren (Ungvari et al., 2010; Zhang et al.,, 2013), erfolgte die
Validierung der Spezifitat dort meist ausschlieRlich Giber funktionelle Modulation des Nrf2-Signalweges,
wie z.B. Keap1-Uberexpression oder Nrf2-Knockdown (Ungvari et al., 2010). Eine direkte Kontrolle der
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Sequenzspezifitat des ARE-Elements wurde in solchen Systemen jedoch nicht vorgenommen. Um diese
methodische Liicke zu schlieBen und Nrf2-abhdngige Transkription unabhdngig von genetischen
Eingriffen am Signalweg zu erfassen, wurde in dieser Arbeit ein mutiertes Kontrollkonstrukt nach dem
gleichen Design hergestellt. Die ARE-Sequenzen wurden gezielt an den invarianten Positionen der ARE-
Konsensussequenz, basierend auf der Analyse von 57 funktionellen AREs (Wang et al., 2007), mutiert.
Durch zusatzliche Punktmutationen in benachbarten Nukleotiden, die flir die transkriptionelle
Grundaktivitat oder die Induzierbarkeit verantwortlich sind (Erickson et al., 2002; Wasserman & Fahl,
1997), wurde die Spezifitdtskontrolle weiter optimiert.

Zunachst wurde durch Titration des Nrf2-Expressionsvektors gezeigt, dass bereits bei sehr niedrigen
Plasmidmengen eine nukledre Lokalisation von Nrf2 moglich ist, was ein essenzielles Kriterium filr
dessen transkriptionelle Aktivitdt darstellt. Das Pilotexperiment mit der Co-Transfektion des
Reporterkonstrukt p(ARE),TATA LUC+ und dem mutierten Konstrukt p(AREmut),TATA LUC+ sowie
einem Nrf2-Expressionsvektor demonstrierte, dass die Steigerung der Luziferaseaktivitat ausschliefRlich
auf die intakten ARE-Sequenzen zurlickgeht Die in dieser Arbeit nachgewiesene Nrf2-spezifische
Transkriptionsaktivierung unterstreicht die Funktionalitdit und Spezifitdit des entwickelten
Reportersystems, das inzwischen auch in weiteren Studien erfolgreich angewandt wurde (Jakobs et al.,
2024).

Allerdings ist zu bedenken, dass die ARE-Region des GSTal-Promotors auch Bindemotive fiir den
Transkriptionsfaktor AP-1 enthalt (Friling et al., 1992). Da sich die Konsensussequenzen von ARE- und
AP-1-Elementen teilweise Uberschneiden, reagieren beide auf &hnliche redoxabhangige Stimuli
(Soriano et al., 2009). Ob AP-1 auch an die in dieser Arbeit eingesetzten, mutierten ARE-Sequenzen
bindet, wurde bislang nicht experimentell untersucht. Aufgrund der eingefiihrten Punktmutationen an
fir die Nrf2-Erkennung konservierten Positionen sowie der in der Co-Transfektion mit dem Nrf2-
Expressionsvektor beobachteten starken Aktivitatssteigerung ausschlieBlich im intakten Konstrukt ist
eine relevante AP-1-abhangige Beteiligung jedoch unwahrscheinlich.

Mit der Etablierung des Nrf2-abhangigen Luziferase-Reportersystems konnten in dieser Arbeit erstmals
in primadren humanen Endothelzellen Aussagen zur sequenzspezifischen transkriptionellen Aktivierung
durch Nrf2 getroffen werden. Dies stellt gegeniber haufig verwendeten, weniger spezifischen
Readouts wie der Gesamt-Nrf2-Proteinmenge oder der Expression einzelner Zielgene einen
methodischen Fortschritt dar. Dieses Design schlielRt die Licke kommerzieller Reporter und bietet eine
wertvolle Grundlage fiir die weitere Erforschung therapeutischer Ansatze, die auf die Modulation von
Nrf2 abzielen.

4.2 Kurzzeitexperimente mit 7,5 uM Curcumin

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass Curcumin in primdren humanen
Endothelzellen den Transkriptionsfaktor Nrf2 funktionell aktiviert. Die Behandlung der Zellen mit
7,5 UM Curcumin fiihrte zu einer ausgepragten Steigerung der Nrf2-abhangigen Luziferaseaktivitat im
neu etablierten Reportersystem. Parallel dazu zeigte die Immunfluoreszenzanalyse eine vermehrte
Kernlokalisation von endogenem Nrf2, und in den Immunoblots lieR sich eine signifikante
Hochregulation der MnSOD nachweisen. Zusammengenommen belegen diese Befunde, dass eine
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einmalige Behandlung mit 7,5 uM Curcumin eine spezifische Aktivierung von Nrf2 in Endothelzellen
vermittelt und nachgeschaltete antioxidative Zielgene stimuliert.

Curcumin wird seit vielen Jahren als potenziell gefaRprotektiver Pflanzenstoff diskutiert, da zahlreiche
experimentelle und klinische Studien eine Verbesserung der Endothelfunktion, eine Abschwachung
entzlindlicher Prozesse und eine Reduktion oxidativen Stresses beschreiben (Changal et al., 2020; Cox
et al., 2022; Karimian et al., 2017). In frilheren Arbeiten unserer Arbeitsgruppe konnte bereits gezeigt
werden, dass Curcumin Nrf2 stabilisiert, dessen Kerntranslokation férdert und die Expression von
MnSOD erhoht (Brinkmann et al., 2022). Die vorliegenden Daten ergédnzen diese Befunde, indem sie
mit Hilfe eines spezifischen Nrf2-Reportersystems einen direkten Nachweis der transkriptionellen
Aktivitdt von Nrf2 nach Curcuminbehandlung liefern. Die Beobachtung, dass ausschlieBlich das
Reporterplasmid mit intakten ARE-Sequenzen, nicht jedoch das mutierte Kontrollkonstrukt, auf
Curcumin mit einer deutlichen Zunahme der Luziferaseaktivitat reagiert, beweist die Spezifitat.

Die durch Immunfluoreszenzfarbung nachgewiesene Kerntranslokation von endogenem Nrf2 blieb
trotz Transfektion des Reporterplasmids unbeeintrachtigt, was darauf hindeutet, dass das
Reportersystem die physiologischen Regulationsmechanismen des Nrf2-Signalwegs nicht stort. Die
parallel beobachtete Hochregulation der MnSOD-Proteinmenge liefert einen molekularen Beleg dafiir,
dass die Nrf2-Aktivierung nicht auf der Ebene der Reporterfunktion stehenbleibt, sondern in eine
verstarkte Expression endogener Zielgene libersetzt wird. Dies spricht dafiir, dass Curcumin unter diese
Bedingungen die antioxidative Kapazitidt des Endothels stdrkt und somit zur Stabilisierung der
Redoxhomoostase beitragen kann.

Die Nrf2-Aktivierung durch Curcumin wurde in zahlreichen Arbeiten auf dessen elektrophile
Eigenschaften zurlickgefiihrt, die eine kovalente Modifikation des Keap1-Cysteins Cys151 ermoglichen
und dadurch die Ubiquitinierung sowie den proteasomalen Abbau von Nrf2 hemmen (Shin et al., 2020).
Ergdnzend destabilisiert eine Protein Kinase C Delta (PKCS8)-vermittelte Phosphorylierung von p62 den
Keap1-Nrf2-Komplex und foérdert die nukleare Translokation von Nrf2 (Park et al.,, 2021). Diese
Mechanismen wurden bisher vorwiegend in epidermalen und kortikalen Nervenzellen der Maus
nachgewiesen. Die in dieser Arbeit durch sequenzspezifische ARE-Reporterkonstrukte nachgewiesene
Nrf2-Transkriptionsaktivitdt sowie die parallele Hochregulation der MnSOD, einem klassischen Nrf2-
Zielgen, legen nahe, dass Curcumin auch in primdren humanen Endothelzellen {iber vergleichbare
Signalwege wirkt. Eine direkte Uberpriifung dieses Mechanismus erfordert jedoch weitere
Experimente. Zur Validierung der Curcumin-induzierten Nrf2-Aktivierung koénnten zukinftige
Untersuchungen eine konstitutiv aktive Nrf2-Mutante einsetzen, die - analog zu den onkogenen
Mutationen in Krebszellen beschrieben (Shibata et al., 2008) - Keap1-Bindungsstellen wie ETGE- oder
DLG-Motive verandert und somit unabhdngig von Keapl-reguliertem Abbau transkriptionell aktiv
bleibt. Die Co-Transfektion dieser Mutante mit dem in dieser Arbeit etablierten ARE-Reporter wiirde
eine Nrf2-abhangige Luziferaseaktivitat ohne Curcumin-Behandlung erzeugen und klaren, ob Curcumin
primar Gber Keap1-Inhibition oder andere Mechanismen der Nrf2-Aktivierung wirkt.

Die Ergebnisse dieser Arbeit stehen im Einklang mit weiteren Studien, die Curcumin als Modulator von
Transkriptionsfaktoren im Endothel beschreiben. So hemmt Curcumin proinflammatorische
Signalwege wie NF-kB und reduziert die Expression von Adhasionsmolekiilen (Kim et al., 2007),
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wahrend antioxidative Signalwege liber Nrf2 verstarkt werden. Darlber hinaus wurden fiir andere
Polyphenole wie Resveratrol und Equol ebenfalls Nrf2-abhangige Effekte in GefalRzellen beschrieben
(Ungvari et al., 2010; Zhang et al., 2013), was die Bedeutung dieses Signalwegs als gemeinsamen
Angriffspunkt pflanzlicher Inhaltsstoffe unterstreicht.

Zusammenfassend belegt die vorliegende Arbeit erstmals in primdren humanen Endothelzellen eine
direkte, sequenzspezifische Nrf2-Transkriptionsaktivierung durch Curcumin und liefert damit einen
mechanistischen Beitrag zum Verstandnis seiner gefaRprotektiven Wirkungen. Diese Erkenntnisse
bilden die Grundlage fiir die Untersuchung einer Langzeitbehandlung mit Curcumin in Endothelzellen.

4.3 Kurzzeitexperimente mit 50 uM Koffein

In Kurzzeitexperimenten konnte gezeigt werden, dass Koffein im Gegensatz zu Curcumin weder
die transkriptionelle Aktivitat von Nrf2 noch dessen subzelluldare Lokalisation in primaren humanen
Endothelzellen beeinflusst. Weder im Nrf2-abhdngigen Luziferase-Reportersystem noch in der
Immunfluoreszenzfarbung ergaben sich Hinweise auf eine erhéhte Nrf2-Stabilisierung oder vermehrte
Kerntranslokation nach Behandlung mit 50 uM Koffein. Auch die MnSOD-Proteinmenge blieb nach
Kurzzeitbehandlung mit Koffein unverandert. Diese Befunde schlieBen eine Aktivierung des Nrf2-
Signalwegs in Endothelzellen durch die Kurzzeitbehandlung mit 50 uM Koffein aus.

Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit fritheren Arbeiten unserer Arbeitsgruppe, in denen fiir Koffein
bei physiologisch relevanten Konzentrationen von 30 - 50 uM vor allem eine Verbesserung der
mitochondrialen Funktion und der migratorischen Kapazitat von Endothelzellen beschrieben wurde
(Spyridopoulos et al., 2008). Ale-Agha et al. konnten zeigen, dass Koffein (iber eine Phosphorylierung
und mitochondriale Translokation des Zellzyklusinhibitors p27 die Atmungskettenfunktion verbessert
(Ale-Agha et al., 2018). Spyridopoulos et al. konnten die positiven Effekte von Koffein im Endothel Gber
einen AMPK-abhangigen Signalweg zeigen. Orefice et al. beschreiben das regelmaRiger Koffeinkonsum
das Uberleben und die Vitalitit endothelialer Vorlduferzellen iber den A2AR/SIRT3/AMPK-Signalweg
fordert (Orefice et al., 2024). Obwohl ein AMPK-Nrf2-Crosstalk in der zelluldaren Homdostase
beschrieben ist (Petsouki et al., 2022), schlieRen die fehlende Nrf2-Aktivierung mittels
Reporterkonstrukt, nicht vorhandene Nrf2-Kerntranslokation und unverdanderte MnSOD-Proteinmenge
nach Koffeinbehandlung einen Nrf2-abhangigen Signalweg aus.

Zusammenfassend zeigte Koffein in den hier untersuchten Kurzzeitexperimenten im Gegensatz zu
Curcumin weder eine Aktivierung von Nrf2 noch eine Zunahme der MnSOD-Proteinmenge, was darauf
hinweist, dass die in der Literatur beschriebenen positiven Effekte von Koffein auf Endothelfunktion
und Mitochondrienfunktion iber Nrf2-unabhangige Signalwege vermittelt werden.

4.4 Einfluss von Curcumin auf die Endothelzellseneszenz

In den Seneszenzexperimenten dieser Arbeit induzierte eine zweiwéchige Behandlung
primdrer humaner Endothelzellen mit niedrigen H,0,-Konzentrationen oder niedrig-Dosis
Endotoxamie einen seneszenten Phdnotyp, charakterisiert durch p21-Hochregulation und eNOS-
Herunterregulation auf Proteinebene, wahrend auf RNA-Ebene keine signifikanten Veranderungen
beobachtet wurden. Die parallele Behandlung mit 500 nM Curcumin modulierte diese Marker jedoch
weder auf RNA- noch auf Proteinebene signifikant.

- 86 -



Diskussion

Wahrend die p21-Immunoblots der niedrig-Dosis Endotoxamie-induzierten seneszenten Zellen keine
Modulation durch Curcumin zeigten, deuteten die Immunfluoreszenzfarbungen jedoch auf eine
potenzielle Hemmung der nukledren Lokalisation von p21 durch Curcumin hin. Diese Diskrepanz lasst
sich u.a. durch methodische Unterschiede erklaren: Immunoblots erfassen die Gesamtproteinmenge
und sind wenig sensitiv fir Veranderungen in Subpopulationen (Quadri, 2015), wohingegen die
Immunfluoreszenzfarbung zelluldre Heterogenitat sichtbar macht und auch Unterschiede in der
subzelluldren Lokalisation von p21 abbildet (Waters, 2009). Generell kdnnte biologische Heterogenitat
eine Rolle spielen, da seneszente und nicht seneszente Zellen im Gefal koexistieren. Curcumin kdnnte
selektiv auf weniger stark vorgeschadigte Zellen wirken ohne aber den mittels Immunblot ermittelten
Gesamtdurchschnitt an senszenten und nicht seneszenten Zellen zu verandern (Seshadri et al., 2025).
Zukinftig konnte die subzelluldare Verteilung von p21 auch im Immunblot nachgewiesen werden.
Dadurch misste zunachst eine Fraktionierung in nukledrer und nicht-nukledre Zellfraktionen
durchgefiihrt werden. Durch diese Vorgehensweise kdnnte untersucht werden, ob sich die in der
Immunfluoreszenz erhobenen Daten bestatigt werden kénnen.

Die Beobachtung, dass 7,5 uM Curcumin in Kurzzeitexperimenten die Expression von MnSOD erhoht,
wahrend eine Langzeitbehandlung mit 500 nM Curcumin keinen Effekt auf die Gesamtproteinmenge
zeigt, lasst sich durch dosis- und zeitabhangige Wirkungen erklaren. Héhere Curcuminkonzentrationen
stabilisieren den Transkriptionsfaktor Nrf2 und aktivieren die Expression antioxidativer Zielgene wie
MnSOD, wahrend niedrigere Konzentrationen in chronischen Experimenten moglicherweise nicht
ausreichend starke Signale liefern, um eine messbare Hochregulation der MnSOD im Gesamtlysat zu
induzieren (Zia et al., 2021). In Makrophagen wurde gezeigt, dass 5 und 25 uM Curcumin initial Nrf2
aktiviert, was zur Hochregulation antioxidativer Gene fiihrt, mit fortschreitender Exposition jedoch die
Glutathion-Pools erschopft werden und die Nrf2-Aktivitat wieder abnimmt; GSH-Supplementation
konnte diesen Effekt teilweise aufheben (Kunwar et al., 2009). Ubertriagt man diese Mechanismen auf
seneszente Endothelzellen, fir die bereits beschrieben wurde, dass reduzierte GSH Spiegel vorliegen
(Han & Kim, 2023; Sun et al., 2018), kénnte dies erkldaren, warum eine langfristige, niedrig dosierte
Curcuminbehandlung keine Hochregulation von MnSOD in der untersuchten niedrig-Dosis
Endotoxamie-induzierten Seneszenz zeigte.

Die Literatur zu Curcumin im Endothel zeichnet insgesamt ein widerspriichliches Bild, das stark vom
experimentellen Kontext abhangt. Zahlreiche Studien beschreiben protektive Effekte insbesondere in
Modellen akuten oxidativen Stresses. So konnte eine 24-stiindige Vorbehandlung von Endothelzellen
mit 25 uM Curcumin eine H,0O,-induzierte vorzeitige Seneszenz abschwachen, was sich in einer
reduzierten SA-B-Gal-Aktivitat, verminderter p21 Expression und gesteigerter Zellproliferation duBerte;
vermittelt wurden diese Effekte tiber die Aktivierung von SIRT1 und eine verbesserte Stressresistenz
(Sun et al., 2015). Dariiber hinaus zeigen weitere Arbeiten, dass Curcumin oxidativen Stress reduziert
und entziindungsassoziierte Signalwege moduliert, unter anderem Uber AMPK-abhangige
Mechanismen (Ouyang et al., 2019; Zhao et al., 2021). In akuten Stressmodellen schiitzt Curcumin die
Endothelzellen, indem es die Pyroptose, eine entziindliche Form des programmierten Zelltods, hemmt
und die Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms reduziert (Yuan et al., 2022). Die Unterdriickung des
NLRP3-Inflammasoms begrenzt die Freisetzung proinflammatorischer Zytokine und wird als zentraler
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Mechanismus der anti-inflammatorischen Wirkung von Curcumin diskutiert, insbesondere in Modellen
akuter Entziindung oder Sepsis (Gong et al., 2015).

Demgegenliber existieren jedoch auch Studien, die einen hemmenden oder sogar schadlichen Einfluss
von Curcumin auf Endothelzellen beschreiben. Grabowska et al. zeigten, dass Curcumin in humanen
vaskuldaren Zellen dosisabhangig wirkt. Vergleichsweise hohe Konzentrationen von 2,5 - 5 uM fiihrten
zu einer leichten Hemmung der Zellproliferation und einer Zunahme seneszenzassoziierter Marker,
wahrend noch hohere Dosen Uber 10 uM zytotoxisch waren (Grabowska et al., 2015). Forschungen
haben zudem gezeigt, dass 10 uM Curcumin Seneszenz induzieren kann. Im Falle von Tumorzellen kann
dies als eine Art der Krebsbekdmpfung angesehen werden (Mosieniak et al., 2012). Jedoch in
vaskuldren Zellen konnten niedrige Curcuminkonzentrationen zwischen 0,1 und 1 uM zwar die
Expression von Sirtuinen erhéhen, jedoch nicht die Seneszenz verzogern (Grabowska et al., 2016). Dies
unterstreicht, dass Curcumin zwar zelluldare Stressmechanismen moduliert, seine Wirkung auf
seneszente Zellen jedoch begrenzt zu sein scheint, was mit den Beobachtungen in der vorliegenden
Arbeit konsistent ist. Liu et al. beobachteten dass ein Curcumin-Analogon ab 20 uM und hd&her
potenziell die Angiogenese in Endothelzellen hemmt, indem es Migration, Tube Formation und
Proliferation durch ROS-abhangigen Endothelzelltod stark inhibiert, was im Alter zur Dysfunktion fiihrt
(Graves & Baker, 2020; Liu et al., 2019). Weitere Arbeiten zeigten eine dosisabhéngige Inhibition der
Proliferation endothelialer Vorlauferzellen im Bereich von 1 bis 50 uM Curcumin (Vyas et al., 2015),
was die vaskulare Regeneration beeintrachtigen und Alterungsprozesse fordern kann (Reutersberg et
al., 2022).

Ein zentraler Erklarungsansatz fir diese widerspriichlichen Befunde ist die ausgepragte
Dosisabhdngigkeit der Curcumin-Wirkung. Humanstudien zeigen positive Wirkungen von Curcumin auf
die Endothelfunktion, wie Aggarwal et al. zusammenfassen, wo orale Dosen (4-8 g/Tag)
proinflammatorische Biomarker wie TNF-a senken und vaskulare Parameter verbessern (Aggarwal et
al., 2013). Allerdings blieben in Studien mit niedrigen Serumkonzentrationen Effekte aus. Ringman et
al. zeigten bei 2-4 g/Tag Serumspiegel von nur 7,32 ng/ml Curcumin ohne klinische oder
biomarkerbasierte Verbesserungen bei Alzheimer-Patienten, und Baum et al. bei 1 g/Tag lber 4
Monate keine Kognition- oder Biomarker-Verdanderungen (Baum et al., 2008; Ringman et al., 2012). Die
vorliegende Arbeit mit 500 nM Curcumin, welche physiologisch vergleichbar niedrig ist, zeigt daher
wahrscheinlich keine Curcumineffekte. Dies unterstreicht die Notwendigkeit hoherer Konzentrationen
fur therapeutische Effekte in gestressten Gefalizellen.

Ein weiterer limitierender Faktor fir die Wirksamkeit von Curcumin in vivo ist seine schlechte
Wasserloslichkeit und ausgepragte Metabolisierung. Nach oraler Aufnahme wird Curcumin zlgig in der
Leber und im Darm metabolisiert, wodurch nur geringe Mengen des freien Wirkstoffs in den
systemischen Kreislauf gelangen. Selbst hohe orale Dosen fiihren daher nur zu niedrigen Spiegeln im
Serum, die zudem stark zwischen Individuen variieren (Cheng et al., 2001; Dei Cas & Ghidoni, 2019; Lao
et al., 2006). Diese pharmakokinetischen Eigenschaften erschweren die direkte Ubertragbarkeit
beobachteter Effekte in Zellen auf den Organismus und unterstreichen die Notwendigkeit verbesserter
Formulierungen wie Liposomen, Mizellen oder Nanopartikel, um die Bioverfligbarkeit zu erhéhen und
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die Wirksamkeit von Curcumin zu optimieren (Prasad et al., 2014). Zudem deuten die leichten Effekte
auf p21 auf Einzelzellebene an, dass Curcumin scheinbar Effekte hat, was zukiinftige Untersuchungen
im Hinblick auf praventive Strategien und verbesserte Formulierungen (z. B. Liposomen, Nanopartikel)
relevant macht.

4.5 Einfluss von Koffein auf die Endothelzellseneszenz

In den vorliegenden Experimenten konnte gezeigt werden, dass eine zweiwochige Behandlung
primarer humaner Endothelzellen mit 10 uM Koffein die Induktion von Seneszenz sowohl durch
wiederholte H,0,-Exposition als auch durch niedrig-Dosis Endotoxdamie effektiv verhindert. Konkret
verhinderte Koffein die Seneszenz-assoziierte Hochregulation des Zellzyklusinhibitors p21, wahrend es
unter Kontrollbedingungen keinen Einfluss auf die p21-Proteinmenge hatte. Parallel dazu konnte
Koffein dem Verlust der eNOS entgegenwirken, der in seneszenten Zellen typischerweise auftritt, und
somit potenziell die NO-Produktion erhalten. Diese Befunde deuten darauf hin, dass Koffein auf Stress-
induzierte Signalwege wirkt, die zur Etablierung des seneszenten Phanotyps fiihren, und gleichzeitig
essenzielle Endothelfunktionen stabilisiert.

Diese experimentellen Ergebnisse korrespondieren mit epidemiologischen Studien, die einen
Zusammenhang zwischen moderatem Kaffeekonsum und einer verminderten kardiovaskuldren
Mortalitdt aufzeigen (Freedman et al., 2012; Gunter et al., 2017). Allerdings ist hierbei zu beachten,
dass Kaffee zahlreiche bioaktive Substanzen enthalt und die Schutzwirkung nicht allein auf Koffein
zurickgefiuhrt werden kann. Klinische Studien mit reiner Koffeingabe konnten jedoch auch eine
verbesserte endothelabhadngige Vasodilatation, gesteigerte eNOS-Aktivitat, erhohte NO-Produktion
und eine Reduktion von Entziindungsmarkern nachweisen (Shechter et al., 2011; Umemura et al.,
2006). Diese Effekte werden durch die Befunde dieser Arbeit unterstiitzt, da Koffein auch unter
Seneszenz-induzierenden Bedingungen die eNOS-Menge stabilisiert.

Ein zentraler Aspekt bei der Entstehung und Aufrechterhaltung der Endothelzellseneszenz ist die Rolle
von mitochondrialer Dysfunktion und der daraus resultierenden vermehrten Produktion von ROS
(Jendrach et al., 2005). Wie in der Einleitung beschrieben, fiihren strukturelle Verdnderungen und eine
reduzierte Effizienz der mitochondrialen Atmungskette zu erhohten mtROS, welche DNA-Schaden
verursachen und eine DNA-Schadensantwort auslésen (Moiseeva et al., 2009). Diese aktiviert den
Tumorsuppressor p53 und den Zellzyklusinhibitor p21, um die Zelle im Zellzyklus zu arretieren.
Gleichzeitig aktiviert der durch mitochondriale Dysfunktion bedingte ATP-Mangel die AMP-aktivierte
Proteinkinase, wodurch unter anderem auch der proinflammatorische SASP verstarkt wird (Wiley et
al., 2016; Ziegler et al., 2015). Dieser ,vicious cycle” aus mitochondrialer Schadigung und erhohter ROS-
Produktion tragt wesentlich zur Progression der Seneszenz bei (Fukui & Moraes, 2008).

Frihere Arbeiten unserer Arbeitsgruppe konnten zeigen, dass Koffein die Migrationsfahigkeit humaner
Endothelzellen erhéht. Mechanistisch beruht dieser Effekt auf einer Translokation des
Zellzyklusinhibitors p27 in die Mitochondrien, wobei sowohl die basale als auch die koffeininduzierte
Migrationsfahigkeit endothelialer Zellen vollstandig von mitochondrialem p27 abhéngig ist (Ale-Agha
et al., 2018; Spyridopoulos et al., 2008). In vivo verbesserte Koffein die Aktivitat der mitochondrialen
Atmungskette im Herzen von Wildtyp-Mausen, nicht jedoch in p27-defizienten Tieren. Besonders
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ausgepragt war dieser Effekt bei alten Mausen, bei denen die Aktivitat der Elektronentransportkette
auf das Niveau junger Tiere angehoben werden konnte, was auf eine altersprotektive Wirkung von
Koffein hinweist (Ale-Agha et al.,, 2018). Vor diesem Hintergrund fligen sich die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit schlissig in dieses Modell ein, indem sie zeigen, dass Koffein die Hochregulation
von p21 wahrend der Induktion der Endothelzellseneszenz hemmt, moglicherweise durch eine
Verbesserung der mitochondrialen Funktion. Diese Annahme wird dadurch gestitzt, das wir zudem
zeigen konnten, dass die dauerhafte Expression von mitochondrialem p27 einen vergleichbaren
Seneszenz-hemmenden Effekt zeigte (Merk et al., 2023).

Zusammenfassend legen diese Daten nahe, dass Koffein eine vielversprechende Substanz zur
Pravention von Endothelzellseneszenz darstellt. Zukiinftige Studien sollten sich darauf konzentrieren,
die Signalwege zu identifizieren, um zu klaren, wie Koffein zur Unterbrechung des seneszenzférdernden
yvicious cycle” und so zur Entwicklung gezielter therapeutischer Strategien gegen vaskuldre Alterung
beitragen kann.

4.6 Pilotstudie zum Einfluss von Curcumin und Koffein auf die

Adipogenese

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Pilotexperimente im 3T3-L1
Differenzierungsmodell dienten der explorativen Untersuchung moglicher Effekte von Curcumin und
Koffein auf adipogene, redoxregulatorische und thermogene Programme. Aufgrund der geringen Zahl
biologischer Replikate und des explorativen Charakters der Versuche ist eine vorsichtige Interpretation
der Ergebnisse erforderlich. Dennoch lassen sich mehrere konsistente Beobachtungen diskutieren, die
Ansatzpunkte fur weiterfiihrende Studien liefern.

Zunachst bestétigen die vorliegenden Daten die erfolgreiche Differenzierung der 3T3-L1 Praadipozyten
zu reifen Adipozyten. Die morphologischen Verdnderungen mit Ausbildung lipidreicher Zellen sowie die
deutliche Hochregulation adipogener Marker wie ppary und cidea stehen im Einklang mit der
etablierten Literatur zur 3T3-L1 Adipogenese (MacDougald & Lane, 1995; Tontonoz et al., 1994).
Ergdnzend zeigt die konsistente Induktion der relativen sod2 Expression, dass die Differenzierung mit
einer Anpassung der mitochondrialen Redoxhomoostase einhergeht, was den bekannten
Anforderungen an einen erhéhten mitochondrialen Stoffwechsel wahrend der Adipogenese entspricht
(Higuchi et al., 2013).

Aufféllig ist, dass nahezu alle untersuchten Marker, mit Ausnahme von pgcla, durch die
Differenzierung hochreguliert werden. Dies konnte darauf hindeuten, dass die Adipogenese im 3T3-L1
Modell zwar mit einer funktionellen Aktivierung thermogener Effektoren wie ucpl einhergeht, jedoch
nicht zwingend eine ausgepragte mitochondriale Biogenese im Sinne einer pgcla-abhangigen
Transkriptionsantwort erfordert. Dieses Ergebnis steht im Einklang mit Befunden, die zeigen, dass
PGCla zwar die thermogene Kapazitat steigert, jedoch nicht zwingend fir die Differenzierung oder
Basalexpression thermogener Gene erforderlich ist (Uldry et al., 2006; Villena, 2015). Die hier
beobachtete Diskrepanz zwischen der ucpl-Induktion und unveranderter relativer pgcla Expression
spricht somit fur ein thermogenes Programm, das zumindest teilweise unabhdngig von einer
klassischen mitochondrialen Biogenese aktiviert wird.
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Im Hinblick auf die Effekte von Curcumin zeigen die Pilotdaten ein heterogenes Bild. Wahrend Curcumin
keinen konsistenten Einfluss auf die differenzierungsabhangige Induktion von sod2 zeigt, deuten die
Ergebnisse auf eine tendenzielle Abschwachung adipogener Programme hin. Insbesondere die
verminderte relative cidea Expression in undifferenzierten Zellen sowie die konzentrationsabhangige
Reduktion der relativen ppary Expression in differenzierten Zellen sprechen dafiir, dass Curcumin
adipogene Differenzierungsprozesse modulieren konnte. Auch in der Literatur werden die Effekte von
Curcumin auf die Adipogenese kontrovers diskutiert. Es gibt Berichte, die Curcumin antiproliferative
und differenzierungshemmende Effekte in verschiedenen Zelltypen zuschreiben (Lee et al., 2009),
unter anderem durch eine Suppression von PPARy-Signalwegen und eine Reduktion der
Lipidakkumulation (Ejaz et al., 2009). Die in dieser Arbeit beobachtete tendenzielle Abnahme der
relativen ppary Expression in differenzierten Zellen unter Curcuminbehandlung steht mit diesen
Befunden in Einklang. Allerdings wurde in anderen Studien mit dem gleichen 3T3-L1 Modell eine
Hochregulation von ppary durch dhnliche Curcuminkonzentrationen beobachtet (Lone et al., 2016).
Gleichzeitig zeigen einzelne Konzentrationen Hinweise auf eine Induktion von pgcla und ucpl in
undifferenzierten Zellen, was auf eine mogliche frilhe metabolische oder thermogene
Umprogrammierung hindeuten konnte. In vivo Studien an einem Leptinrezeptor-defizienten
Mausmodell fiir Typ-2-Diabetes zeigen, dass Curcumin der mitochondrialen Dysfunktion in Leber- und
Nierenmitochondrien entgegenwirkt, was die ucpl Hochregulation in diesen Pilotdaten unterstitzt
(Soto-Urquieta et al., 2014). Die zuvor genannte Studie von Lone et al., die kontrédre Ergebnisse in der
ppary Expression fand, stimmt mit der hier gefunden ucpl Hochregulation jedoch Uberein, was
unterstreicht, dass die vorliegenden Ergebnisse aufgrund der geringen Replikatzahl und der fehlenden
funktionellen Analysen nicht abschlieBend bewertet werden kdnnen.

Die Koffeinbehandlung zeigte insgesamt geringere Auswirkungen auf klassische adipogene Marker wie
ppary und sod2, was darauf hindeutet, dass Koffein die Adipogenese selbst im 3T3-L1 Modell nicht
wesentlich beeinflusst. Auffillig ist jedoch die Zunahme der cidea und insbesondere der ucpl
Expression bei hohen Koffeinkonzentrationen in differenzierten Zellen. Diese Beobachtung kénnte auf
eine Verstarkung der thermogenen Kapazitdt reifer Adipozyten hindeuten, ohne dass die
Differenzierung an sich verandert wird. Solche Effekte waren konsistent mit bekannten mitochondrien-
und stoffwechselmodulierenden Eigenschaften von Koffein und kénnten im Kontext eines ,,Browning”“-
dhnlichen Phanotyps relevant sein (Velickovic et al., 2019). Acheson und Kollegen zeigten bereits, dass
Koffein bzw. Kaffee die metabolische Rate und die Lipidoxidation beim Menschen erhoht, ein Effekt,
der liber das sympathische Nervensystem vermittelt wird und fiir die Aktivierung von Thermogenese
relevant ist (Acheson et al., 1980). Auch fiir die hier erhobenen Daten gilt jedoch, dass es sich um
vorlaufige Hinweise handelt, die in weiteren Untersuchungen validiert werden miissen.

Zusammenfassend zeigen die Pilotexperimente, dass die Differenzierung der 3T3-L1 Praadipozyten der
dominierende Faktor fir die Hochregulation adipogener, redoxregulatorischer und thermogener
Marker ist. Curcumin und Koffein scheinen, abhingig von Konzentration und Differenzierungsstatus,
einzelne Aspekte dieser Programme zu modulieren, ohne die Adipogenese grundlegend zu verdndern.
Die Daten liefern damit erste Hinweise darauf, dass insbesondere hohe Koffeinkonzentrationen
thermogene Effektorprogramme verstarken konnten, wahrend Curcumin eher abschwachende Effekte
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auf adipogene Signalwege zeigt. Diese vorlaufigen Befunde sollten daher als Grundlage fiir zukiinftige
systematische Untersuchungen dienen.

4.7 Schlussfolgerungen

Diese Arbeit etabliert erstmals ein Nrf2-spezifisches Reportersystem fiir humane
Endothelzellen und belegt eine direkte transkriptionelle Aktivierung durch 7,5 uM Curcumin, jedoch
nicht durch 50 uM Koffein. Kurzzeitige Behandlung mit 7,5 uM Curcumin kann die antioxidative
Kapazitat des Endothels stdarken und somit zur Stabilisierung der Redoxhomdostase beitragen.
Wahrend niedrigdosierte Langzeit-Curcuminbehandlung mit 500 nM Seneszenzmarker nicht signifikant
moduliert, inhibiert 10 uM Koffein effektiv p21-Hochregulation und eNOS-Verlust in H,O,- und LPS-
induzierter  Endothelzellseneszenz. Pilotdaten  zur  3T3-L1  Adipogenese bestatigen
Differenzierungsinduktion durch Hochregulation der Differenzierungsmarker. Curcumin zeigt
heterogene Effekte, Koffein verstarkt dosisabhingig ucpl und cidea in differenzierten Zellen. Die
Befunde positionieren Koffein als vielversprechenden Kandidaten zur Seneszenz-Pravention und
thermogenen Modulation, wahrend Curcumins therapeutisches Potenzial dosis- und kontextabhangig
bleibt.

Dies eroffnet vielversprechende Forschungsrichtungen zur Translation pflanzlicher Inhaltsstoffe in die
Pravention vaskularer Alterung und metabolischer Dysregulation. Der zugrunde liegende molekulare
Mechanismus der schiitzenden Wirkung von Koffein im Seneszenzmodell ist noch nicht vollstandig
aufgeklart und kénnte daher neue Ansatzpunkte flir gezielte Interventionen er6ffnen, um der
Seneszenzinduktion entgegenzuwirken. Curcumin erfordert optimierte Formulierungen (Nanopartikel,
Liposomen) sowie Untersuchung praventiver Strategien um die positiven Kurzzeitwirkungen auf das
antioxidative Systems des Endothels auch in der vaskuldaren Alterung zu (ibertragen. Die Adipogenese-
Pilotdaten bedirfen systematischer Erweiterung mit erhéhten Replikatzahlen und funktionellen
Readouts.

Die vorliegenden Ergebnisse beleuchten das differenzierte Wirkpotenzial pflanzlicher Inhaltsstoffe bei

der Regulation endothelialer Seneszenz und adipogener Differenzierung und schaffen die methodische
sowie konzeptionelle Basis fiir zukiinftige Forschungsansatze.
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