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Einleitung und Fragestellung 1

1 Einleitung und Fragestellung

Arterio- oder Atherosklerose ist die Ursache fiir mehr als die Hélfte aller Todesfalle in
den westlichen Industrienationen. Hier handelt es sich um eine langsam fortschreitende
Arterienerkrankung, bei der die Intima durch fibrése Einlagerungen verdickt ist. Durch
subendotheliale Anh&ufung von Schaumzellen bilden sich fibrgse Plaques oder
Atherome. Diese Plaques sind eine Ansammlung von Monozyten, Makrophagen,
Schaumzellen, T-Lymphozyten, Bindegewebe sowie von Gewebstrimmern und
Cholesterinkristallen [SILBERNAGL und LANG, 2005]. Diese Einlagerungen engen

zunehmend das Lumen ein und sind der Ort von Blutungen und Thrombusbildung.

In der atherosklerotischen Plaqueentstehung stellen die Angiogenese und

inflammatorischen Reaktionen wichtige Bereiche dar.

Der Transkriptionsfaktor HIF-1oo (Hypoxie-induzierter Faktor la) fungiert als
Schlisselregulator der Angiogenese und vermittelt die Expression von Genen, die unter
anderem fur die Vasodilatation, vaskuldre Permeabilitdt, Glukoseaufnahme und
Glykolyse verantwortlich sind [VINK et al., 2007]. Eine erhéhte Produktion an HIF-1a
Proteinen wurde bei Entziindungen beobachtet [BILTON und BOOKER, 2003]. HIF-1a
registriert die Sauerstoffversorgung der Zellen [SEMENZA, 2003]. Es wird diskutiert,
ob in den Plaques hypoxische Bedingungen herrschen [SILVOLA et al., 2011], und
Sauerstoffmangel konnte maBgebend flr eine Anreicherung des HIF-1a Proteins in
Plaques sein. Dadurch wére die Né&hrstoffversorgung der Zellen in den Plagues
verbessert, und es konnte somit auch, zum Beispiel durch erhdhte enzymatische
Aktivitat der Makrophagen, zu einer Destabilisierung der Plagues kommen [VINK et
al., 2007].

Schwefelwasserstoff (H,S), Stickstoffmonoxid (NO) und Kohlenstoffmonoxid (CO)
sind biologisch aktive Gase, die naturlich in den Zellen des menschlichen Korpers
vorkommen und fir eine Reihe von biologischen Effekten verantwortlich gemacht
werden. Aktuelle Studien zeigen, dass H,S [BUDDE und ROTH, 2010] und NO
Einfluss auf die Aktivitdt von HIF-1a haben [BERCHNER-PFANNSCHMIDT et al.,
2010].

2011, Monika Praschberger



Einleitung und Fragestellung 2

Die Zielsetzung dieser Arbeit ist es, die Wirkung von H,S auf die Akkumulation des
HIF-1a Proteins in zu Makrophagen differenzierten THP-1 Zellen zu untersuchen.
Weiteres soll mittels der DCF-Methode der oxidative Stress der THP-1 Zellen nach
Gabe von NaHS und GYY4137 unter Hypoxie (1% O;) und Normoxie (20 % O,)

ermittelt werden.

2011, Monika Praschberger



Literaturtiberblick 3

2 Literaturuberblick

2.1 Atherosklerose

Atherosklerose wird auch als arterielle Verschlusskrankheit bezeichnet und stellt die
Ursache fur verschiedene Folgeerkrankungen des Herz-Kreislauf-Systems dar. Laut
Weltgesundheitsorganisation starben 2004 17,1 Millionen Menschen weltweit an den
Folgeerkrankungen von Atherosklerose [WHO, 2011]. Bis 2030 soll die Zahl der
Menschen, die an kardiovaskuldren Erkrankungen sterben, bis auf 20,6 Millionen
ansteigen [WHO, 2011].

2.2 Pathogenese der Atherosklerose

2.2.1 Entstehung von Plaque

Die Verletzung der Gefdle stellt einen zentralen Bereich der Pathogenese der
Atherosklerose dar. Das Lipoprotein niedriger Dichte (LDL) ist fiir den Transport von
Cholesterin, Cholesterinestern, Phospholipiden und Apolipoproteinen von der Leber zu
extrahepatischen Geweben verantwortlich. Liegt eine Verletzung der Intima vor, kommt
es zur Einwanderung von Monozyten, die zu Makrophagen differenzieren und
modifiziertes LDL aufnehmen [HANSSON, 2005; LUSIS, 2000]. Durch die anhaltende
Aufnahme von modifiziertem LDL kommt es zu einer Anh&ufung von Schaumzellen
[BOBRYSHEV, 2006]. Im fortschreitenden Stadium der Atherosklerose ist es kaum
mehr mdglich, dass die lipidbeladenen Makrophagen aus der Intima wieder in den
Blutstrom gelangen, da sich eine sogenannte fibrose Kappe (fibrous cap) bildet
[BOBRYSHEV, 2006]. Durch die intensive Anhdufung von Schaumzellen kommt es
zur Bildung eines atheromatdsen Kerns. In der Mitte dieses Kerns sterben die Zellen ab,

wodurch zytotoxische Komponenten und auch Lipide freigesetzt werden.

Abbildung 1: Ablagerungen (Plaques) im Blutgefa mit Erytrozyten (RED, 2011)

2011, Monika Praschberger



Literaturiiberblick 4

Das vermehrte Vorkommen von Plaques ist keine Bedingung fiir Atherosklerose,
sondern ist vielmehr die physiologische Antwort auf den pathophysiologischen Zustand
der Gefalwand [SLUIMER und DAEMEN, 2009].

2.2.2 Die Rolle der Monozyten/Makrophagen in der Atherosklerose

Bei Atherosklerose handelt es sich um einen chronisch entzlindlichen Prozess, bei dem
Zellen des angeborenen und des erworbenen Immunsystems, aber auch
GeféaRendothelzellen und glatte Muskelzellen eine Rolle spielen [HANSSON et al.,
2002; LIBBY, 2002].

Monozyten sind Zellen, die zum zellularen Immunsystem gehdren und die Im
Knochenmark aus myeloiden Vorlauferzellen entstehen. Aus den Stammzellen
entwickeln sich reife Monozyten, die in die Blutbahn entlassen werden. Werden diese
von Zytokinen angelockt und aktiviert, migrieren sie ins Gewebe, wo sie sich zu
sessilen Gewebsmakrophagen entwickeln und ihre Umgebung vor Infektionen und

anderen Schéaden schiitzen konnen.

2011, Monika Praschberger



Literaturtiberblick 5

2.2.3 Vom Monozyten zum Makrophagen in der Atherogenese

M
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Abbildung 2: Monozyten/ Makrophagen in der Atherosklerose[ modifiziert aus Libby, 2002].

Durch die chemotaktische Stimmulierung (Chemokine) verlassen Monozyten den
zentralen Blutstrom. Durch die Zytokine, welche in den atherosklerotischen Plaques
produziert werden, findet eine Aktivierung der Monozyten statt. Daraus folgt eine
Expression von Oberflaichenmolekiilen der Endothelzellen und so beginnen die
Monozyten durch Verlangsamung der Flussgeschwindigkeit tber die Oberflache der
geschidigten Endothelzellen zu rollen (,,rolling”) [ROSALES und JULIANO, 1995;
PETRI und BIXEL, 2006].

Aufgrund der Entziindung exprimieren die Endothelzellen eine Reihe von
Oberflachenmolekiilen, die vom Monozyten erkannt werden und die Adhésion an den
Endothelzellen und ihre Einwanderung ermoglichen. Zu diesen Oberflachenmolekiilen
gehéren ICAM-1 (CD54), PECAM-1 (CD31), VCAM-1 (CD106) und P-Selectin
(CD62P) [BOGEN et al., 1994; CYBULSKY und GIMBRONE, 1991; JOHNSON-
TIDEY et al., 1994; POSTON et al., 1992; ZIBARA, et al., 2000; DONG et al., 1998].
Zytokine werden auch in atherosklerotischen L&sionen produziert, welche aktivierend
auf Makrophagen und Endothelzellen wirken. Zu den Zytokinen gehdren unter anderen
Interleukin IL-1, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12 und der Tumornekrosefaktor-a (TNF-a)
[LINTON und FAZIO, 2003; TAKAHASHI et al., 2002].

2011, Monika Praschberger



Literaturiiberblick 6

In der Anlockung von Makrophagen und deren Adhasion an Endothelzellen spielt
oxLDL eine zentrale Rolle. oxLDL wirkt einerseits chemotaktisch auf Monozyten,
andererseits kann es auch die Expression anderer chemotaktischer Molekile wie zum
Beispiel MCP-1 (monocyte chemoattractant protein-1) induzieren [NAVAB et al.,
1996; STEINBERG et al., 1989]. MCP-1 scheint besonders wichtig fir die
Einwanderung von Monozyten in atherosklerotische Lasionen zu sein [BORING et al.,
1998].

Ebenso wird der M-CSF (macrophage clony- stimulating factor) von oxLDL induziert
und fordert so die Differenzierung von Monozyten zu Makrophagen [LIAO et al.,
1991].

M-CSF ist ein wichtiges Zytokin, das die Differenzierung von Monozyten zu
Makrophagen einleitet. Verschiedene Zellen in der GefaBwand konnen M-CSF
produzieren, die wichtigste Quelle in den atherosklerotischen Plaques aber sind
wahrscheinlich die Makrophagen selbst [CLINTON et al., 1992; ROSENFELD et al.,
1992].

Neito und seine Kollegen zeigten anhand eines Mausmodells, dass osteopetrosis Mause
(op/op) M-CSF frei und dadurch auch weitgehend Atherosklerose-resistent sind. Die
Differenzierung von Monozyten zu Makrophagen in der atherosklerotischen Plaques ist
also ein essentieller Schritt der Atherogenese ist [NAITO et al, 1991].

Sogenannte mustererkennende Rezeptoren ( PRRs, pattern recognition receptors)
werden von differenzierenden Monozyten exprimiert, welche Pathogene anhand
bestimmter Strukturen erkennen konnen und damit Bestandteile der angeborenen
Immunitét sind.

Bei Atherosklerose sind dies vor allem die Scavenger Rezeptoren (ScRs) und die Toll-
like Rezeptoren (TLRs) [HANSSON et al., 2002]. Uber die Scavenger Rezeptoren
Scavenger receptor A (SR-A), Scavenger receptor Bl /SR-BI, CD36 und CD68 nehmen
die Makrophagen oxidierte Lipoproteine auf und entwickeln sich dann zu Schaumzellen
[BOULLIER, 2001; FEBBRAIO et al., 2001; LINTON und FAZIO, 2001].

2011, Monika Praschberger
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2.2.4 Bedeutung von oxidiertem LDL in atherosklerotischen Plaques

Monozyten und Makrophagen in Verbindung mit modifizierten LDL sind

pathophysiologisch gesehen maligebend in der Entstehung der Atherosklerose.

LDL ist sowohl im Plasma, als auch an der GefaBwand anzutreffen. Antioxidantien des
Plasmas bieten guten Schutz gegen die oxidative Modifizierung des LDL [FREI et al.,
1988]. Es wird angenommen, dass die Oxidation von LDL grofteils im
subendothelialen Raum stattfindet. Dort scheint jede bei Atherosklerose beteiligte
Zellart, wie Endothelzellen, glatte Muskelzellen und Makrophagen, zur Oxidation
befahigt zu sein [STEINBERG, 1997].

Wo und wie die Modifikation durch Oxidation von LDL in vivo stattfindet ist bisher
aber noch nicht genau beantwortet [CHISOLM und STEINBERG, 2000].

OxLDL wirkt direkt chemotaktisch auf Monozyten ein und tragt so indirekt zur
Einwanderung von Monozyten bei [NAVAB et al., 1996].

Makrophagen besitzen einen oxLDL-Rezeptor (Scavenger-Rezeptor), der oxLDL
erkennt, und somit eine Schlusselrolle bei der Entstehung von Schaumzellen spielt
[HENRIKSEN et al., 1982; KODAMA et al., 1988].

Natives LDL wird von den Makrophagen nur in geringen Mengen aufgenommen. Es
wird von zustandigen Rezeptoren iberwacht, so dass es durch das native LDL zu keiner
Schaumzellenbildung kommt [BROWN und GOLDSTEIN, 1986].

Oxidativer Stress spielt in der Entstehung und dem Fortschreiten der Atherosklerose
ebenfalls eine wichtige Rolle [SLUIMER und DAEMEN, 2009].

2.2.5 Toxische Formen des Sauerstoffes - reaktive Sauerstoffspezies (ROS)

Sauerstoff dient als Oxidans und als Elektronenakzeptor fir die Atmung in der Zelle
und stellt somit einen wichtigen Teilbereich im Zellmetabolismus dar. Andererseits
kann er, wenn sich seine Elektronenkonfiguration &ndert, toxisch auf seine Umgebung

wirken. Die so entstehenden Sauerstoffderivate werden auch als reaktive

2011, Monika Praschberger
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Sauerstoffspezies (ROS) bezeichnet. Dazu zahlen unter anderen Superoxid ( O,- ), das
Hydroxyl-Radikal ( OH-) und Wasserstoffperoxid ( H,O, ). Durch ein Ungleichgewicht

zwischen Pro- und Antioxidantien im Korper kann es zu oxidativem Stress kommen.

Das Enzym 12/15 Lipoxygenase, das von Monozyten/Makrophagen und Endothelzellen
exprimiert wird, oxidiert ungeséttigte Fettsauren zu Lipidperoxiden, die wiederum LDL
oxidieren kénnen [MERTENS und HOLVOET, 2001]. Eine Studie zeigt, dass in
Méusen, denen das Enzym 12/15 Lipoxygenase fehlt, viel weniger atherosklerotische
GeféaRablagerungen gefunden werden. Dies dirfte auf eine verminderte LDL-Oxidation
zuruckzufuhren sein [CYRUS et al., 1999].

Die Konzentration von oxLDL im Serum fungiert als Marker von oxidativem Stress in
den Zellen. Weiteres wurde ein Zusammenhang zwischen erhdhten oxLDL Werten im
Serum und einer erhohten Inzidenz fur Herz-Kreislauf Erkrankungen beobachtet
[KOENIG et al., 2011].

Die Oxidation von LDL in vivo findet hauptsachlich in der Gefalwand statt. Hier
befinden sich Enzyme, die ROS produzieren. Sie sind fir die Abwehr zustdndig und
oxidieren als Nebeneffekt LDL [BERLINER und HEINECKE, 1996].

NADPH Oxidase ist ein Schlusselenzym fur die Generierung von ROS aus
molekularem Sauerstoff [WHITE et al., 1994]. Dieses membranstdndige Enzym
besitzen vor allem Makrophagen und neutrophile Granulozyten. Die Reduktion von
molekularem Sauerstoff zu Superoxid wird vom Enzym NADPH Oxidase katalysiert.
Aus Superoxid entsteht Wasserperoxid und andere ROS, die alle zur Oxidation von
LDL beitragen. Die tatséachliche Bedeutung der NADPH Oxidase in der Atherogenese
ist jedoch noch nicht geklart [KIRK et al., 2000].

Ebenso wird die Rolle von NO Synthase (iNOS) in der Generierung von oxLDL

diskutiert [BUTTERY et al., 1996]. In vivo Studien liefern allerdings widerspriichliche
Ergebnisse [NIU et al., 2001; DETMERS et al., 2000].
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Ebenso hat der Sauerstoffgehalt der Umgebung Auswirkungen auf die Bildung von
ROS, die Oxidation von LDL und die Aufnahme von oxidiertem LDL in die Zelle
[BOSTROM et al., 2006; NAKANO et al., 2005; SAVRANSKY et al., 2007;
SLUIMER und DAEMEN, 2009].

2.3 Hypoxie in Atherosklerose

Hypoxie (niedriger Sauerstoffgehalt) wird als Anregung von physiologischer und

pathophysiologischer Angiogenese gesehen.

SLUIMER et al., 2008 zeigten, dass in atherosklerotischen Lé&sionen hypoxische
Zustande herrschen. Auch wurde gezeigt, dass eine Korrelation von hypoxischen
Sauerstoffbedingungen in  Plaques mit dem Vorkommen von Makrophagen,

Angiogenese und Thrombusbildung besteht.

Ein weiterer indirekter Nachweis, dass in menschlichen Plaquezellen hypoxische
Bedingungen vorherrschen, ist das Umstellen vom  aeroben zum anaeroben
Glukosemetabolismus [COZZI et al., 1988].

Hypoxie wird nicht nur bei vermindertem Sauerstoffangebot sondern auch bei erhéhtem
Bedarf an Sauerstoff festgestellt [SEMENZA 2003; PUGH und RATCLIFFE 2003,
POELLINGEr und JOHNSON 2004].

Es wird angenommen, dass in atherosklerotischen Lé&sionen durch die intimale
VergrolRerung und die Verstopfung die Sauerstoffbereitstellung limitiert ist. Daruiber
hinaus kann es auch durch Erhéhung der Stoffwechselrate wvon aktiven
Entzindungszellen zu vermehrtem Sauerstoffbedarf kommen, der nicht gewahrleistet
werden kann [MURDOCH et al., 2005].

Unter Hypoxie ausgesetze Makrophagen weisen eine erhohte Produktion an Zytokinen
[MURDOCH et al., 2005] und Metalloproteinasen [BURKE et al., 2003] auf. Zytokine
regulieren das Zellwachstum und die Differenzierung und spielen eine Rolle in
immunulogischen Reaktionen. Metalloproteinasen sind eine grole Gruppe von

Enzymen, die die Zellmatrix regulieren. Sie sind in normalen und pathologischen
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Prozessen, wie Embryogenese, Wundheilung, Entzindung, Arthritis und
Tumorerkrankungen involviert [MASSOVA et al., 1998].
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2.3.1 Hypoxie induzierter Faktor-1a (HIF-1a)

Der Hypoxie induzierte Faktor-la ist ein ubiquitdrer Transkriptionsfaktor, der eine
zentrale Rolle im Metabolismus der Zelle spielt und als Regelglied in hypoxischen
Zellgegebenheiten fungiert [WENGER, 2002].

HIF-1 ist ein Heterodimer, bestehend aus einer a- und einer - Untereinheit.

Unter normalen Sauerstoffbedingungen (Normoxie) kommt HIF-lo in kaum
nachweisbaren Mengen vor, da ein rascher Abbau durch den Ubiquitin/Proteasom
Stoffwechselweg erfolgt [SALCEDA und CARO, 1997]. Unter Sauerstoffmangel
(Hypoxie) wird der Abbau von HIF-1a gehemmt und HIF-1a wandert in den Zellkern
um sich mit HIF-1B zu verbinden [WANG und SEMENZA, 1995]. Es entsteht der
aktive HIF-1 Komplex, der sich an Hypoxie responsive Elemente (hypoxic response
elements, HRE), den regulativen Sequenzen der Zielgene bindet, und die Transkription
von sauerstoffabhéngigen Genen reguliert. Bisher sind ber 200 Zielgene von HIF-1a
bekannt wie zum Beispiel der endotheliale Wachstumsfaktor, Erythropoietin,
Glukosetransporter der GLUT-Familie. Diese Gene sind unter anderem an der
Angiogenese, der Erythropoese und dem Glucosemetabolismus beteiligt [LIU et al.,
1995]. Die nachstehende Abbildung 3 zeigt die Expression von HIF-1a unter Normoxie
und Hypoxie.
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Abbildung 3: HIF-1a Pathway unter Normoxie und Hypoxie (Strobinger, 2009)

Unter normalen Sauerstoffbedingungen (Normoxie) erfolgt ein rascher Abbau von HIF-1a durch das Proteasom.
Unter hypoxischen Bedingungen wird der Abbau von HIF-1a gehemmt. HIF-1a geht in den Zellkern um sich mit HIF-
1B zu verbinden. Ein aktiver HIF-1 Komplex bindet an Hypoxie responsive Elemente (hypoxic response elements,
HRE) der regulativen Sequenzen der Zielgene. Dies flihrt zur Transkription von sauerstoffabhangigen Genen, die

beispielsweise an der Angiogenese, der Erythropoese und dem Glucosemetabolismus beteiligt sind. [Liu et al.,
1995].
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2.3.2 Makrophagen und HIF-1a

In Makrophagen wird eine Anpassung an die Sauerstoffbindungen der Umgebung durch
Anreicherung von HIF-1a nachgewiesen [SLUIMER et al., 2008]. Das Gen
HIF-1 gilt dabei als Schusselfaktor fur die Regulierung der Anpassung von Zellen und

Geweben bei Hypoxie.

ROS sind Teile der intrazellularen Kommunikation und spielen in der Atherosklerose
ebenfalls eine wichtige Rolle. Unter Sauerstoffmangel produzieren Zellen verstarkt
ROS, besonders in den Mitochondrien. So zeigen die Ergebnisse einiger Studien eine
Verbindung zwischen der HIF-1o Stabilisierung und dem Vorkommen von ROS
[CHANDEL et al., 1998; WOOD et al., 1999]. Dabei wird angenommen, dass ROS
wihrend einer Hypoxie am Komplex III der Atmungskette erhdht vorkommen. Diese
ROS werden fir die Aktivierung die Stabilisierung von HIF-1a verantwortlich gemacht
[GUZY et al., 2005]. ROS reguliert HIF-1 nicht nur unter Hypoxie sondern auch unter
Normoxie [RICHARD et al., 2000].

HIF-1a induziert den vaskuléren endothelialen Wachstumsfaktor (VEGF) und spielt
deshalb im Bereich der Angiogenese eine Rolle [VINK et al., 2007]. Der VEGF
induziert Migration und Proliferation von Endothelzellen, rekrutiert Monozyten und
moduliert die Thrombusbildung [CELLETTI et al., 2001]. Auch andere
Wachstumsfaktoren, wie PDGFB, FGF2 konnen von HIF-1o beeinflusst werden
[SLUIMER et al., 2008].

HIF-1a beeinflusst auch die Aktivierung von BID, eines proapoptotischen Proteins, das
zur Makrophagen Apoptose fihrt [SEENATH et al., 2008].

Hohe HIF-1o Werte in Makrohagen unterstiitzen die Schaumzellenbildung durch die
Aufnahme von oxLDL [JIANG et al., 2007].

Hypoxische Bedingungen in Makrophagen erhéhen die Cytokinproduktion (VCAML,
MGP1, IL1b) und die Metalloproteinase ( z.B. MMP2) Sekretion und haben somit
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Einfluss im Zellwachstum und in der Differenzierung der Zellen [MURDOCH et al.,
2005; BURKE et al., 2003; SLUIMER et al., 2008].

Die nachstehende Abbildung 4 zeigt diese mutmaBlichen Effekte von Hypoxie in
Makrophagen und HIF-1a in der Atherogenese.
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Abbildung 4: MutmaRliche Effekte von Hypoxie in Makrophagen und HIF-1a in der Atherogenese.

Durch die Stimulation von Hypoxie und/oder ROS wird das HIF1a Protein akkumuliert und induziert eine
Transkription von Genen, die in der Angiogenese, der Aufnahme von ox.LDL, Apoptose, Inflammation und Matrix
Degradation involviert sind. Diese Prozesse spielen auch in der Destabilisierung von Plaques, Intraplaques,
Hamorrhagie und Ruptor eine Rolle. Die schwarzen Pfeile deuten auf die HIF regulierten Genbereiche hin, die
durch Knock-out Studien erhoben wurden. Der nicht durchgéngige Pfeil zeigt eine Einzelstudie in der Verwendung
der DNA microarray Technologie [JIANG et al., 2007].

Die Abbildung 4 wurde modifiziert [SLUIMER et al., 2008].
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2.4 Biologisch aktive Gase

In den letzten Jahren ist das Interesse der Forschung an biologisch aktiven Gasen, die
vom Korper selbst synthetisiert werden und an einer Reihe von biologischen Effekten
beteiligt sind, gestiegen. Sauerstoff (O,), Kohlenstoffdioxid (CO;) und auch reaktive
Sauerstoffverbindungen zeigten Einfluss auf die physiologische Regulation des
Stoffwechsels, dariiber hinaus sollen sie als ,,Regler” in kranken Zellen fungieren.
Stickstoffmonoxid (NO) und Schwefelwasserstoff (H,S) werden positive Effekte im

kardiovaskularen System zugeschrieben [LING et al., 2009].

2.4.1 Schwefelwasserstoff (H,S)

H,S ist ein durchsichtiges und entflammbares Gas, dessen Geruch an faule Eier erinnert.
Ob H,S positiv oder negativ auf den Organismus wirkt, hangt von der Konzentration,
welche in der Umgebung herrscht und vom Metabolismus im betreffenden Organismus
ab. In hohen Dosen ist Schwefelwasserstoff letal.

In der wissenschaftlichen Literatur wird die Bezeichnung ,,H,S* generell fiir die Summe
der drei Spezien (HS", H,S und S%) verwendet [WEBB, et al., 2008; DOMBKOWSKI
et al., 2004].

Bei physiologischem pH-Wert existiert H,S zu zwei Drittel als HS™ und nur zu einem
Drittel als undissoziiertes H,S. Kleine Mengen an S* sind in Lésungen mitunter auch zu
finden [WHITEMAN und MOORE, 2009].

2.4.2 Biosynthese von H,S

H>S wird vom Korper synthetisiert. Dies kann endogen durch enzymatische oder nicht
enzymatische Vorgénge (Reduktion von Thiolen) ablaufen. Es sind vier verschiedene
enzymatische Stoffwechselwege bekannt, die jeweils tber die Bildung von L-Cystein
fuhren.

Im ersten Stoffwechselweg wird L-Cystein von der Cystathionin B-Synthase (CBS)
hydrolysiert. Dadurch entstehen gleiche Mengen an H,S und Serin, wobei bei geringen
Cysteinkonzentrationen diese Reaktion reversibel ist.

Der zweite Stoffwechselweg fuhrt tber zwei L-Cysteinmolekile, unter Bildung von

L-Cystin. Durch die Cystathionin-y-Lyase (CSE) wird L-Cystin zu Thiocystein, Pyruvat
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und NHs. Aus dem so erhaltenen Thiocystein kann nun H,S generiert werden
[STIPANUK, 1982; CAVALLINI et al.,1962].

Im dritten Stoffwechselweg fungiert das Enzym Cysteinaminotransferase (CAT) als
Katalysator fiir L-Cystein mit Ketosauren (zum Beispiel a-Ketoglutarat), um
3-Mercaptopyruvat und eine Aminoséure wie L-Glutamat zu bilden.

Das 3-Mercaptopyruvat wird durch das Enzym 3-Mercaptopyruvat Schwefeltransferase
(MPST) zu H,S und Pyruvat.

Im vierten Stoffwechselweg wandelt das Enzym Cysteinlyase, L-Cystein und Sulfid zu
L-Cysteat und H,S um. Der Cofaktor Pyridoxal 5 -Phosphat ist notwendig fiir CBS,
CAT, CSE und Cysteinlyase [LI et al., 2009].

CBS und CSE werden organspezifisch exprimiert.

CBS gilt als Schwefelwasserstoff generierendes Enzym und wird im Gehirn, im
Nervengewebe und vorranging in der Leber und in den Nieren hergestellt. CSE wird in
der Leber und in den glatten Muskelzellen gebildet [FIORUCCI et al., 2006].

Die Aktivitat der H,S-synthetisierenden Enzyme wird von vielen Faktoren beeinflusst,
wie zum Beispiel glukocortikoiden Hormonen und cAMP [DOMBKOWSKI et al.,
2004].

Die absolute Konzentration von H,S in den verschiedenen Geweben ist sehr schwer zu
messen und liegt im Plasma bei 20 bis 80 uM [WHITEMAN und MOORE, 2009]. Die
Konzentration von H,S in der Zirkulation scheint um einiges geringer zu sein [FURNE
et al., 2008].

2.4.3 H,S und seine Bedeutung im kardiovaskularen System

H.S unterbindet die Proliferation der glatten Muskulatur, die mitunter maRgebend in der
Entstehung von Atherosklerose ist. Es wurde gezeigt, dass es durch das Herabsetzen
endogener H,S-Produktion ( bis 100 uM) durch DL-Propargyglycin (PPG) oder durch
Ausschalten des CSE-Gens zur Apoptose von humanen glatten Muskelzellen in der
Aorta kommt [YANG et al., 2004]. Ohne diese Regulierung des endogenen H,S und die
exogene Verabreichung von H,S in der Hohe von 100 pM hatte es nur geringe
Auswirkungen auf die Apoptose von humanen glatten Muskelzellen der Aorta. Diese

Ergebnisse zeigen, dass es durch Behandlungen mit H,S zu einer Hemmung der
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Proliferation von glatten Muskelzellen kommt und H,S sich somit auf etwaige
Neubildungen von Stenosen nach einer GefélRerweiterung (Angioplastie) auswirken
kann [BASKAR und BIAN, 2011].

Ob H,S als Dilator oder Konstriktor von GefaRen fungiert, ist von der verwendeten
Konzentration abhangig [WEBB et al., 2008]. Dartber hinaus werden die
unterschiedlichen Reaktionen den verschiedenen Sauerstoffkonzentrationen, in denen
die verschiedenen Studien erhoben wurden, zugeschrieben. Eine Vasokonstriktion wird
in hoher Sauerstoffumgebung beobachtet, bei niedriger Sauerstoffkonzentration kommt
es zur Vasodilatation [KOENITZER et al., 2007].

Es wurde auch gezeigt, dass H,S ein Herabsetzen von Homocystein-induzierter
GeféaBwandschadigung bewirkt. Homocystein z&hlt als Risikofaktor in der Entstehung
von Atherosklerose [WANG, 2009].

LAGGNER et al., 2007 zeigten, dass Schwefelwasserstoff das durch Myeloperoxidase/
HOCI/ CI" -System modifizierte LDL vor den Verénderungen schitzen kann.
2.5 Erzeugung von H,S mittels H,S Releaser

Um Schwefelwasserstoff im Korper freisetzen zu kénnen und dadurch Wirkungen in
der Zelle zu erforschen, sind einige Substanzen in der Literatur bekannt. In folgender
Diplomarbeit wurden NaHS und GY'Y4137 verwendet.

2.5.1 NaHS als schneller H,S Releaser

Natriumhydrogensulfid wird als schneller Schwefelwasserstoff Releaser eingesetzt. Von
WHITEMAN et al., 2010 ist bekannt, dass die H,S Freisetzung mit NaHS spontan in

einer kurzen Zeitspanne (einige Sekunden) vor sich geht.
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2.5.2 GYYA4137 als langsamer H,S Releaser

19

GY'Y4137 ist eine langsame tber Stunden H,S freisetzende Substanz [LI et al., 2008].

Es handelt sich hier um ein Morpholin-4-ium 4 methoxyphenyl(morpholino)

phosphinodithionat.

S H
I '/\N'/
o} P—§S NH
/ | o\)
Nj
[o
Abbildung 5: Molekularer Aufbau von GYY4137 (Biotechnology, 2007-2011)

Die molekulare Masse betragt 376,5 g, die
C11H16NO,PS,C4H1oNO

molekulare Formel lautet:
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2.5.3 Freisetzung von H,S in vitro und in vivo

Aus der Literatur ist ersichtlich, dass die Wirkung von H,S komplex ist und nicht nur
von der Konzentration des Gases sondern auch von der Geschwindigkeit der H,S
Freisetzung abhangig ist [WHITEMAN et al., 2010].

Die nachfolgende Tabelle zeigt die zeitabhdngige Freisetzung von H,S aus
verschiedenen Schwefelwasserstoff freisetzenden Substanzen.
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Abbildung 6: Zeitabhangige enzymatische Freisetzung von H,S aus L-Cystein durch rekombinantes CSE und CBS in
vitro (A)

Spontane H,S Freisetzung von NaHS (1 uM) (B) und GYY4137 (100 pM) (C).

Die Konzentration von H,S wurde mittels Elektrode ermittelt [WHITEMAN et al., 2010].

Wie aus der Tabelle 6 A ersichtlich ist, produziert CSE in einem Zeitraum von 180
Minuten groRere Mengen an H,S als CBS. Bei GYY4137 mit -einer
Anfangskonzentration von 100 uM zeigt sich eine gleichméaRige Freisetzung von H,S in
der gleichen Zeitspanne (Tabelle 6 B). Wird NaHS als H,S Quelle genommen, ist ein
deutlicher Unterschied bemerkbar. Die Freisetzung von NaHS war viel hoher, dies aber
in einer viel kiirzeren Zeitspanne (einige Sekunden) (Tabelle 6 C).

Die durch die verschiedenen Releaser hervorgerufenen H,S Konzentrationsunterschiede
konnten ein Grund flr die Diskrepanzen in der Literatur bezlglich der pro-versus
antiinflammatoren Rolle von H,S sein [WHITEMAN et al., 2010].
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2.6  Stickstoffmonoxid (NO)

NO st ein farbloses, brennbares und geruchloses Gas. Das Molekil besitzt ein
ungepaartes Elektron und ist dadurch sehr reaktiv. Es wird zu NO*(Nitrosium) oxidiert
oder zu HNO/NO’(Nitroxyl) reduziert. Diese werden gemeinsam als reaktive
Stickstoffspezies (RNS) zusammengefasst. Stickstoffmonoxid ist an sich ein toxisches
Gas. Es wird in geringen Mengen im Organismus gebildet und wird flr eine Reihe von
physiologischen  Prozessen verantwortlich gemacht. Es zeigte sich, dass
Stickstoffmonoxid mit einem von vaskuldren Endothelzellen  gebildeten
gefassrelaxierenden Faktor (EDRF) gleich ist [MURAD, 2006]. Aus der Literatur ist
bekannt, dass NO Schlisselfunktionen fir intrazellulare Prozesse besitzt.
Stickstoffmonoxid ist auch ein Regulator flr intrazellulare Botenstoffe, wie zum

Beispiel cyclisches Guanosinmonophosphat (cGMP).

2.6.1 Biosynthese von NO

Die Synthese erfolgt mit Hilfe von L-Arginin durch NO-Synthasen [STUEHR, 2004;
LING et al., 2009]. Bei diesem sogenannten L-Arginin-NO-Stoffwechselweg werden
drei Synthasen unterschieden:

die endotheliale NO-Synthase (eNOS)

die neuronale NO-Synthase (NNOS)

und die induzierbare NO-Synthase (iNOS)

Letztere wird im Gegensatz zu den anderen Synthasen in ihrer Aktivitat kaum vom
Korper reguliert. Die produzierten NO-Mengen sind zytotoxisch und dienen den

Makrophagen zur Immunabwehr.

2.6.2 NO und die Bedeutung im kardiovaskularen System

NO reguliert den Muskeltonus. Es wurde gezeigt, dass es durch seine Uber- bzw.
Unterproduktion mit einer Reihe von kardiovaskularen Erkrankungen verknipft ist
[ALI et al., 2006].

Aus der Literatur sind sowohl pro- als auch anti-angiogenetische Eigenschaften von NO

bekannt. Es ist mdglich, dass geringe Konzentrationen von NO pro-angiogenetisch,

wahrend hohe Konzentration anti-angiogenetisch wirken [LING et al., 2009)].
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Es wurde auch gezeigt, dass NO die Apoptose in Zellen hemmt, eine Stimulation der
endothelialen Zellproliferation und die Synthese und die Freisetzung von VEGF
unterstitzt [DULAK et al., 2000]

Zusammenfassend ist NO ein Vasodilatator und seine direkten Effekte beeinflussen den
endothelialen Zellmetabolismus. Auch beginstigt NO die Angiogenese durch die
Erhohung des lokalen Blutflusses [LING et al., 2009].

Die antientzlindlichen Eigenschaften von NO sind mit der Aktivierung des nukleéren
Faktors KB (NF-xB) verbunden [KANG et al., 2002].

2.6.3 NO — Releaser

Um die physiologische Wirksamkeit des Molekdls zu untersuchen, wurden sogenannte
Stickstoffmonoxid-Releaser entwickelt, die unter physiologischen Bedingungen NO
freisetzen. Zu den NO-Donatoren z&hlt unter anderem DETA-NO, das fr die
vorliegende Arbeit ausgewahlt wurde. DETA-NO zéhlt zu den NO-Releasern die eine
hohe Halbwertszeit aufweisen und dadurch viele Stunden (20 — 23 h bei 37 °C) NO
freisetzen konnen [HRABIE et al., 1993].

2.6.4 Zusammenspiel von H,S, NO und HIF-1a

Wie unter 2.3.1. ausfuhrlich erklart wurde, wird HIF-1a unter Normoxie stdndig
abgebaut, unter Hypoxie findet eine Akkumulation des Proteins statt.

Es wurde beobachtet, dass in einer sauerstoffarmen Umgebung haufig hohe Werte an
H,S verzeichnet werden. Diese Gegebenheit bestatigt BUDDE und ROTH, 2010 durch
ihren  Versuch an C.elegans. Sie beobachteten, dass unter hypoxischen
Sauerstoffbedingungen die Exposition mit H,S die Aktivitat von HIF-1 erhoht, und es

dadurch vor nachfolgenden Hypoxieschaden schiitzt.

Auch BLACKSTONE et al., 2005 bestatigen die protektive Rolle von H,S unter
hypoxischen Sauerstoffbedingungen. Aulerdem wurde durch einen erhohten endogenen
H,S-Wert ein Schutz des Herzens beobachtet. Dieser erhthte Wert ist auf eine
Uberproduktion des H,S generierenden Enzymes (CSE) zuriickzufiihren [ELROD,
2007].
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Eine Studie zeigt, dass H,S die Angiogenese unter Hypoxie fordert, die auf den HIF-
1o/VEGF pathway in vitro zurtickzufiihren ist [LIU et al., 2010]
Diese Ergebnisse deuten auf einen nutzbringenden Einsatz von Hydrogensulfid in der

Therapie von Krankheiten hin.

H,S [BUDDE und ROTH, 2010] und NO [BERCHNER-PFANNSCHMIDT et al.,
2010] greifen in die Aktivitat von HIF-1a ein. Das Protein HIF-1a ist fiir die Regulation
von Sauerstoffbedarf und Sauerstoffverbrauch in der Zelle verantwortlich. Durch die
mogliche Interaktion mit andere Gase wird in den Aktionsradius der Zelle auf die

Verfugbarkeit von Sauerstoff eingegriffen.
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3 Material und Methoden

Die verwendeten Reagenzien und Chemikalien sind von Sigma-Aldrich, Merck oder
Roth, falls nicht anders angegeben. GYY4137 wurde von Univ. Prof. Thomas Erker

Universitat Wien, Fakultat fiir Lebenswissenschaften synthetisiert.
3.1 Zellkultur

3.1.1 Zelllinien

THP-1 Zellen

Hier handelt es sich um eine humane monozytare Zelllinie, die 1980 aus dem Blut eines
einjahrigen Knaben, der an der akuten monozytéren Leuk&mie erkrankt war, isoliert
wurde [TSUCHIYA et al., 1980]. Die Besonderheit dieser Zelllinie ist ihre Fahigkeit

unter bestimmten Bedingungen zu Makrophagen zu differenzieren.

3.1.2 Herstellung eines Zellkulturmediums

Das Mediumpulver (RPMI 1640 Instamed 10,34 g/l, Biochrom AG) wird in 9 Liter
Wasser geldst und 10 g Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3) dazugegeben. Ein pH-
Wert von 7,25 wird mittels HCI eingestellt und auf ein Volumen von 10 Liter aufgefullt.
Uber einem in der Laminar Air Flow (clanLAF) aufgebauten Glockenfilter (Satorius)
wird das Medium mittels Pumpe in zuvor sterilisierten 0,5 | Glasflaschen uber einen
Vorfilter mit einer PorengréRe von 0,2 um gepumpt. Die Lagerung erfolgt bei 4 °C im
Kihlraum.

Um das N&hrmedium fur die Zellen zu erhalten, wird dem unkomplimentierten Medium
10 % fotales Kalberserum (FCS, Gibco), 2 ml L-Glutamin (PAA) und 100 U/ml
Penicillin (PAA) sowie 0,1 mg/ml Streptomycin (PAA) zugeflgt.

3.1.3 Kultivierung der Zellen

Es werden sterile Kulturflaschen (TPP, 75 cm?®) mit rund 20 ml Zellsuspension im
Brutschrank (Binder) bei 37 °C und 5 % iger CO,-Atmosphare zur Kultivierung der
Zellen verwendet. Alle zwei bis drei Tage werden die Zellen mit auf 37 °C erwdrmtem

Nahrmedium auf eine Zelldichte von 0,6 Millionen Zellen/ml verdinnt.
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Unter sterilen Bedingungen in einem Laminar Air Flow erfolgt die Fitterung, das
Aussetzen und die Inkubation der Zellen. Die Sterilisation des Laminarhut erfolgt Gber
Nacht mit Hilfe eines UV-Lichtes. Alle verwendeten Materialien werden bei 180 °C

sterilisiert, oder es werden sterile Einwegprodukte verwendet.

3.1.4 Bestimmung von Zellzahl und Viabilitat

Die Zellzahl und die Viabilitat der Zellen werden mittels CASY® Cell Counter +
Analyser System Model TT (Schérfe Systeme GmbH, Reuttlingen) gemessen.

3.1.5 Arbeiten mit Zellen

3.1.5.1 Differenzieren von THP-1 Zellen zu Makrophagen

Nicht adh&rente Monozyten werden durch Zusatz von PMA (Phorbol 12-Myristat 13-
Acetat; Stammldsung 810 uM in DMSO, gelagert bei -20 °C) zu Makrophagen
differenzeirt [TSCHUCHIYA et al.,, 1982]. Morphologisch unterscheiden sich
differenzierte THP-1 Zellen von ihrer monozytéren Form dadurch, dass sie an der well-
Oberflache festsitzen und Ausléufer bilden.

3 ml Zellsuspension pro well mit je einer Dichte von 0,5 Mio Zellen/ml werden in 6
well-Platten ausgesetzt und mit PMA (160 uM) versetzt. Nach ca. 72 Stunden im

Brutschrank ist die vollstandige Ausdifferenzierung erreicht.

3.1.5.2 Inkubation differenzierter THP-1 Zellen

Verwendete Ldsungen

HBSS- Hank’s buffered salt solution:
Hierfur werden CaCl,*2H,0 mit einer Konzentration von 1,26 mM, MgSQO, (0,8 mM),
KCI (5,4 mM), KH,PO,4 (0,44 mM ), NaHCO3 (4,2 mM), NaCl (137 mM) und Na,HPO,

(0,34 mM) bendétigt und in einem Liter bidestilliertem Wasser geldst.

Nach viertagiger Differenzierung der Zellen in 6-well-Platten kann mit der Inkubation
begonnen werden. Der Mediumiiberstand wird abgesaugt und anschlieend erfolgt das
Waschen der Zellen mit HBSS (37 °C). NaHS, GYY4137 und Deta-NO (10 mM)

werden in einer 0,9 % NaCl-L6ésung gel6st und in unterschiedlichen Mengen auf die
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Zellen aufgebracht. Unter Hypoxie gehaltene Zellen werden 5 Minuten bei 15-20 I/min
begast und anschlieBend 4 Stunden inkubiert.

3.1.5.3 Erzeugung einer hypoxischen Umgebung mittels Hypoxiekammer

Die Zellkulturplatten mit den entsprechenden Reaktionsansatzen werden in die
Hypoxiekammer (Billups-Rothenberg, MC-101) gegeben. Darin befinden sich noch
zwei kleine GefaRe mit bidestilliertem Wasser. Die Kammer wird finf Minuten lang mit
einem Spezialgas (1 % O, und 5 % CO, ) und einer Duchflussrate von 15-20 I/min
begast und anschlieBend dicht verschlossen. Die Kammer wird danach fiir 4 Stunden in
den Brutschrank bei 37 °C gestellt.

3.1.5.4 Lysieren von Zellen

Eingesetzte Losungen

Zell- Lysispuffer:

125 mM Tris-HCI, pH 6,5

2 % Natriumdodecylsulfat (SDS)

10 % Glycerin

100 mM Dithiothreitol

Die Lagerung erfolgt im Kihlschrank bei 4 °C.

Vor der Zelllyse wir dem Lysispuffer ein Protease Inhibitor Cocktail im Verhéltnis

1:100 zugesetzt.

Alle nachfolgenden Arbeitsschritte erfolgen auf Eis.

Der Uberstand wird abgesaugt, und die Zellen werden zweimal mit kaltem PBS
gewaschen. Im Anschluss werden die Zellen finf Minuten mit Lysispuffer (70 pl)
inkubiert. Mit dem Zellschaber werden die Zellen abgeschabt, und anschliefend mit
einer Pipette in frische Eppis transferiert. Die Eppis werden fir 60 Minuten auf Eis
gestellt. Nach Ablauf der Inkubationszeit werden die Lysate fir zwei Sekunden mit
Ultraschall (Inula) behandelt und bei 14.000 rpm zehn Minuten bei 4 °C zentrifugiert.

Der Uberstand wird in frische Eppis transferiert und bei -20 °C tiefgefroren.
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3.2 Elektrophorese & Western Blot

Eingesetzte Ldsungen

10 % SDS- Losung
10 g Natriumdodecylsulfat (SDS) wird in 100 ml destilliertem Wasser geldst. Die
Lagerung erfolgt bei Raumtemperatur.

10 x Tris/Glycin Puffer

30 g Tris (Hydroxymethyl)-Aminomethan (Tris Base), 144 g Glycin und 100 ml einer
10 % SDS-Losung werden in einem Gesamtvolumen von einem Liter destillierten
Wasser geldst. Die Lagerung erfolgte bei Raumtemperatur. Um den Tris/Glycin Puffer

flr die Elektrophorese zu erhalten wird der 10-fach Puffer 1:10 verdiinnt.

3 M Tris-HCI, pH 8,45/0,3 % SDS
182 g Tris-Base wird in 400 ml destilliertem Wasser gelést und mit HCI auf pH 8,45
eingestellt. AnschlieRend wird 1,5 g SDS zugegeben und auf 500 ml mit bidestilliertem

Wasser aufgefiillt. Die Lagerung erfolgt bei Raumtemperatur.

TEMED (N,N- Tetramethylethylendiamin, Fluka)

10 % APS
500 mg Ammoniumpersulfat (APS, PharmaciaBiotech) werden in 5 ml destilliertem
Wasser geldst und aliquotiert. Die Lagerung erfolgt bei -20 °C.

Probenpuffer

200 pl Glycerin (Merck)

160 pl Puffer (85ul 0,5M Tris-HCL pH 6,8; 75ul Aqua dest.; 8 % SDS)
40 ul Mercaptoethanol (BioRad)

eine Spatelspitze Bromphenolblau

Der Probenpuffer wird vor jeder Verwendung frisch hergestellt.
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Bevor mit der Herstellung der Gele begonnen wird, mussen die Glasplatten mit
bidestilliertem Wasser und Ethanol gereinigt, mit einem Mikrofasertuch getrocknet und
in den Glasplattenstédnder gegeben und fixiert werden. Im Anschluss werden die Stander
in einer Vorrichtung fixiert, um den Zwischenraum der Glasplatten gut mit dem Gel

befiillen zu kdnnen.

Herstellung von Polyacrylamid Gelen:

10 % Trenngel fur 2 Gele 4 % Sammelgel fir 2 Gele
Agua bidest. 2,7ml 2,2 ml
30 % Acrylamid 2,7ml 0,6 ml
gh'\ﬁs”%} ;JCSIDS 2,7 ml L4ml
10 % APS 60 pl 40 pl
TEMED 6 ul 4l

Tabelle 1: Pipettierschema fiir die Herstellung von Polyacrylamidgelen

Zur Herstellung des Trenngels werden die ersten drei Reagenzien in das Rohrchen
pipettiert. Nun wird die Losung gevortext und die letzen zwei Reagenzien beigegeben.
TEMED und 10 % APS starten die Polymerisation des Gels, daher muss nach Zugabe
dieser Reagenzien zligig gevortext und weitergearbeitet werden.

Mit einer Pipette wird die erhaltene Losung in den Zwischenraum der Glasplatten
gespritzt bis noch ein halber Zentimeter unter dem Kamm frei bleibt. Um das
Austrocknen des polymerisierenden Gels zu verhindern, wird noch mit Isopropanol
uberschichtet und eine halbe Stunde gewartet.

Nach der Wartezeit wird das Isopropanol mit bidestilliertem Wasser vom Gelrand
gewaschen. Das noch vorhandene Wasser wird mittels Filterpapier aus dem
Glasplattenzwischenraum entfernt.

Die Herstellung des Sammelgels erfolgt nach Pipettierschema und zusatzlich wird noch
Bromphenolblau beigemengt um das Trenngel und somit die Kammern, die zur

Beftllung der vorbereiteten Zelllysate dient, besser zu sehen.
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Das Trenngel wird nun auch in den Glasplattenzwischenraum bis zum Abschluss der
kleinen Glasplatte eingebracht. Es ist darauf zu achten, dass sich keine Luftblasen im
Gel befinden. Im Anschluss wird ein Kamm eingefligt und eine Wartezeit von 20

Minuten eingehalten, damit das Trenngel Zeit zum Polymerisieren hat.

Probeberechnungen und Herstellung der aufzutragenden Zelllysate

Die Probe muss vor der Auftrennung mittels Elektrophorese mit 4 fach-Probenpuffer

versetzt werden.

3 Teile Zelllysat werden mit 1 Teil Probenpuffer versetzt und anschliefend im
Thermoblock bei 90 °C finf Minuten lang erhitzt. Danach werden sie auf
Raumtemperatur abgekihlt. Nach diesem Schritt sind die Proben soweit vorbereitet,
dass diese in die Ladekammern der Elektrophorese eingebracht werden kénnen. In einer
Kammer wird nun auch ein Marker aufgetragen, damit spater das Molekulargewicht der

aufgetrennten Proteine festgestellt werden kann.

Die Elektrophorese lauft in den Versuchen fur den Nachweis von HIF-1o und B-Actin
zwei Stunden bei einer Spannung von 180 Volt.
Nach beendeter Elektrophorese werden die Gele mittels Sandwich auf die Nitrocellulose

Ubertragen.

3.2.1 Western Transfer Blotting

Eingesetzte LGsungen

Transfer-Puffer
100 ml 10 x Tris/ Glycin Puffer (siehe Kapitel 3.2. ) und 200 ml Methanol werden mit
destilliertem Wasser auf 1000 ml aufgefillt. Der Puffer kann mehrmals

wiederverwendet werden und die Lagerung erfolgt bei 4 °C.
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Ponceau S
10 g Ponceau S, 300 g Trichloressigsdure und 300 g Sulfosalicylsdure wird mit
destilliertem Wasser auf ein Endvolumen von einem Liter aufgefullt. Die Lagerung

erfolgt bei Raumtemperatur, und die Losung kann mehrere Male verwendet werden.

Fur den Western Blot werden ein kalter Transferpuffer (mindestens 1 1) und das

Zubehor flr das Herstellen des Sandwichs benétigt.

Der Aufbau des Sandwichs:
weil3e Platte

Gel
—Nitrocellulose

dicker Schwamm

e Filterpapier
Schwamm

Filterpapier — Platten
Nitrocellulose
Gel

Filterpapier

Gel/Membran/Filter
Sandwich

——— Puffer Tank

Anode (+)
B e
Katodets) Elektroden

Richtungdes

ddnner Schwamm

Transfers

schwarze Platte Abbildung 7: Aufbau des Sandwichs [Biotechnology, 2007-2011]

Filterpapier und Schwamme werden in eine kleine Wanne mit Transferpuffer gelegt.
Die Nitrocellulosemembran wird laut Muster zugeschnitten und auch in eine extra
Wanne mit Transferpuffer gelegt.

Vor dem Transfer wird das Trenngel mittels Rasierklinge entfernt.

Das Sandwich wird verriegelt und in die Transferkammer gegeben, wobei darauf zu
achten ist, dass die schwarze Seite des Sandwichs zur schwarzen Seite der Kammer
zeigt. Danach wird ein Eisblock in die Transferwanne gegeben und mit Transferpuffer
gefullt. Die Transferwanne wird 50-55 Minuten in den Kiihlschrank gestellt.

Der Transfer erfolgt bei 0,4 Ampere, dies entspricht einer Spannung von > 100 V.
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3.2.2 Immunodetektion

Reagenzien und LOsungen

10 x TBS Puffer
24,2 g Tris- Base und 84,8 g NaCl werden in rund 800 ml destilliertem Wasser gelGst.
Der pH-Wert wird mit HCI auf 7,4 eingestellt. Nun wird mit destilliertem Wasser auf

ein Endvolumen von einem Liter aufgefullt. Die Lagerung erfolgt bei Raumtemperatur.

Washing Buffer (TBS-T)
100 ml 10 xTBS werden mit destilliertem Wasser auf 1000 ml aufgefillt und mit 1ml

Tween20 versetzt. Die Lagerung erfolgt bei Raumtemperatur.

Blocking Buffer
2,5 g Milchpulver (Fixmilch) werden in einem 50 ml Rohrchen in Washing Buffer

aufgelost. Die Losung wird frisch hergestellt.

Primar Antikorper

HIF-1a: 120 kDa, Mouse IgG1, BD-Transduction Laboratories, 1:300 in 3 % BSA in
TBS-T

B-Actin: 42 kDa, Mouse 1gG2a, 1:3000 in 3 % BSA in TBS-T

Die priméren Antikdrper werden mehrmals verwendet.
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Durchfiihrung der Immunodetektion

Nach dem Transfer wird die Nitrocellulose mit Ponceaurot gefdarbt und somit die
Banden der Proteine sichtbar gemacht. Die Nitrocellulose wird mit Hilfe des
GroRenmarkers tber und unter 120 kD fir HIF-1a in Streifen geschnitten und ebenso
iiber und unter 42 kD fiir -Actin. Danach werden die erhaltenen Streifen mit Wasser
gewaschen und mit Blocking Buffer 60 Minuten auf den Belly Dancer inkubiert.
AnschlieRend wird zweimal mit Washing Buffer je 5 Minuten gewaschen.

HIF-1a Streifen werden nun in eine extra Wanne gelegt und mit dem primiren
Antikorper versetzt. Es handelt sich hier um einen Mouse 1gG1 von BD-Transduction
Laboratories, 1:300 in 3% BSA in TBS-T.

Die B-Actin Streifen werden ebenfalls in eine Wanne gelegt und der primare Antikdrper
(Mouse 1gG2a, 1:3000 in 3 % BSA in TBS-T) wird zugegeben.

Die Wannen werden verschlossen, auf den Belly Dancer in den Kihlschrank gestellt

und Uber Nacht inkubiert.

Am nichsten Tag werden die Wannen aus dem Kihlschrank genommen und die
Antikorper zurtck in ihre Behalter geleert. Die Nitrocellulosestreifen werden dreimal je
10 Minuten mit Washing Puffer gewaschen und anschliefend mit einem sekundaren
Antikorper 1 Stunde inkubiert. Der sekundére Antikorper besteht aus Ziegen- Anti-
Maus IgG-HRP Konjugat; 1:10 000 in 50 ml Blocking Buffer und reicht fur 2 Gele und
dem Nachweis fur HIF-10 und B-Actin.

Danach werden die Streifen nochmals dreimal je 10 Minuten gewaschen und zur
Messung der Chemilumineszenz zum Imager gebracht.

Proteine, die durch Elektrophorese in einem Gel aufgetrennt werden und nach einer
Ubertragung auf eine Nitrocellulosemembran fixiert werden, werden unter Verwendung
eines Chemilumineszenz Substrates auswertbar gemacht. Dieses Substrat bindet sich an
das HRP Konjugat des Antikdrpers. Bei dieser chemischen Reaktion wird eine

elektromagnetische Strahlung im Bereich des sichtbaren Lichts emittiert.

Bei B-Actin wird Super Signal (Alpha Innotech) eingesetzt, wobei die Streifen damit

benetzt und mittels Chemilumineszenz im Imager gemessen werden.
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HIF-1a Streifen werden mit ChemiGlow (Alpha Innotech) benetzt und ebenfalls
gemessen.

Die benetzten Blots werden in eine Plastikfolie gegeben, damit sie nicht austrocknen.
Danach werden sie in die Imagerkammer gelegt, ein Foto wird gemacht, und die
weiteren Belichtungszeiten werden eingestellt. Die erhaltenen Bilddaten werden

ausgewertet.

Die Signalstarke der Banden wird mit dem Programm AlphaEase FC (Chemilmager

4400) bestimmt. Die statistische Auswertung erfolgt tber Excel und GraphPadPrism.
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3.3 2,7-Dichlorofluorescein

Als ROS bezeichnet man eine Reihe von reaktiven Molekilen, die von molekularem
Sauerstoff abstammen. Sie spielen bei der Immunabwehrreaktion und den
Signaltransduktionen eine bedeutende Rolle. Diese Verbindungen sind hochreaktiv,
kurzlebig und in niedrigen Konzentrationen in der Zelle vorhanden. Durch eine
unkontrollierte ROS Produktion kommt es zum oxidativen Stress, der in der

Pathogenese von Krankheiten eine tragende Rolle spielt.

Um den Stress in der Zelle zu erheben, ist die Messung des fluoreszierenden Farbstoffes
2,7-Dichlorofluorescein (DCF) eine gebrduchliche Methode. Es ist bekannt, dass dieser
Farbstoff neben den verschiedenen Sauerstoffderivaten der Zelle auch mit anderen
Oxidantien wie RNS reagiert. [CHEN et al., 2010].

Die Zellen werden mit 2,7-Dichlorodihydrofluorescein Diacetat (DCFH-DA), welches
selbst nicht fluoresziert und membrandurchlassig ist, inkubiert. Durch Esterasen wird es
deacyliert und es entsteht 2,7-Dichlorodihydrofluorescein (DCFH). Dieses Molekdl ist
nicht mehr membrangédngig und kann somit die Zelle nicht mehr verlassen. Durch eine
nachfolgende Oxidation durch ROS entsteht 2,7-Dichlorofluorescein (DCF), welches
fluorimetrisch bestimmt werden kann [BASS et al., 1983].

Die nachstehende Abbildung 8 zeigt den zugrundeliegenden Mechanismus.
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(o} 0
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Abbildung 8: Sie zeigt den hypothetischen Mechanismus des nicht fluoreszierenden
2,7-Dichlorodihydrofluorescein Diacetat (DCFH-DA) zu dem fluoreszierenden 2,7-Dichlorofluorescein (DCF). Die
Abbildung wurde moduliert aus BASS et al., 1983.

3.3.1 2,7- Dichlorodihydrofluorescein (DCFH) als Nachweis fur reaktive
Sauerstoffe (ROS)

Fur diese Nachweismethode werden zu Makrophagen differenzierte THP-1 Zellen
verwendet. (siehe Differenzieren von THP-1 Zellen zu Makrophagen Kapitel 3.1.5.1.)

Eingesetzte Losungen

HBSS
DCFH-DA (60 mM in Dimethylformamid, gelagert bei -20 °C)
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AAPH

2,2"-Azobis-2-Methyl-Propanimidamid-Dihydrochlorid ~ ist ~ eine  wasserlésliche
Azoverbindung welche als Generator von freien Radikalen fungiert. Meist wird sie in
Studien zur Lipidperoxidation und fir die Charakterisierung von Antioxidantien
[NAGUCHI,et al. 1998] verwendet.

3.3.2 Versuchsaufbau

3.3.2.1 Wirkung von NaHS und GYY4137 auf die AAPH-vermittelte DCF-
Fluoreszenz in THP-1 Makrophagen

Nach viertagiger Differenzierung der Zellen in einer 96-well Platte kann mit der
Inkubation mit GYY4137 und NaHS begonnen werden. Der Mediumdiberstand wird
entfernt und anschlielend erfolgt das Waschen der Zellen mit HBSS (37 °C).
AnschlieRend werden die Zellen mit 20 uM DCF-DA in HBSS 30 Minuten bei 37 °C
beladen. Danach folgt ein weiterer Waschschritt mit HBSS (37 °C). Die zur Inkubation
verwendeten Substanzen werden in HBSS Losung geldst und in unterschiedlichen
Konzentrationen auf die Zellen aufgebracht und 15 Minuten bei 37 °C inkubiert. AAPH
(2 mM) wird eingewogen und in HBBS geldst. Nach der Inkubation wird AAPH als
Startlésung aufgebracht und die Fluoreszenz unverziglich mit dem Plattenlesegerét
(Multilabel Counter, WallacVictor 1420) bei 37 °C gemessen. Die Messung erfolgt bei
einer 0,1 Sekunden langen Anregung der Proben bei einer Wellenldnge von 485 nm, die
Emission erfolgt bei 535 nm und wiederholt sich alle drei Minuten tber eine Dauer von
4 Stunden.

3.3.2.2 Wirkung von NaHS und GYY4137 auf die DCF-Fluoreszenz in THP-1

Makrophagen unter normoxischen und hypoxischen Bedingungen

Es werden THP-1 Makrophagen in zwei 96-well Platten mit jeweils 20 uM DCF-DA in
HBSS bei 37 °C 30 Minuten inkubiert. Anschliefend werden die Zellen gewaschen und
NaHS und GYY4137 in unterschiedlichen Konzentrationen (62,5; 125; 250; 500; 1000
MM) zugefigt. Die Anfangswerte werden mit dem Fluorimeter gemessen. Sodann wird
eine 96-well Platte unter Hypoxie gesetzt. Dies erfolgt durch Einsatz der
Hypoxiekammer. In ihr herrscht eine hypoxische Atmosphére von 1 % Sauerstoff, 5 %

Kohlendioxid und 94 % Stickstoff. Die Hypoxiekammer wird fir vier Stunden in den
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Zellinkubator gestellt. Die zweite Platte wird nach der Messung gleich in den
Zellinkubator gestellt. Nach Ablauf der vier Stunden wird eine Endpunktmessung der

Platten durchgefihrt.

3.3.2.3 Einfluss der Belichtung von NaHS und GY'Y4137 auf die DCF-

Fluoreszenz

Es wird 0,5 ml DCF-DA (1 mM) und 2 ml einer 10 mM NaOH 30 Minuten
lichtgeschitzt inkubiert, um die Diacetatgruppen abzuspalten. Wahrendessen werden
4 mM NaHS und GYY4137 eingewogen und mit HBSS seriell verdunnt. 25 ul je well
vorgewarmter HBSS (37 °C) wird in den 96-well Platten vorgelegt. Danach wird mit 25
pl je well HBSS, NaHS oder GY'Y4137 besetzt. Nun wird 10 ml einer 25 mM PBS mit
pH 7,2 in die lichtgeschitzte Losung dazugegeben, dies entspricht einer 40 uM DCFH-
Losung.

Beide Platten werden direkt beim Fluorimeter mit 50 pl pro well DCFH versetzt. Die
erste Platte wird gemessen und anschlielend vier Stunden in den Zellinkubator gestellt.
Nach Ablauf der vier Stunden erfolgt eine Endpunktmessung. Die zweite Platte wird im
Fluorimeter fortlaufend vier Stunden lang gemessen (Extinktion 485 nm / Emission 535

nm).

3.3.2.4 Wirkung von NaHS und GYY4137 auf die Eigenfluoreszenz von THP-1
Makrophagen

Die Zellen werden nach der viertagigen Differenzierung mit HBSS (37 °C) gewaschen
und mit verschiedenen Konzentrationen (62,5; 125; 250; 500; 1000 uM) von NaHS und
GYY4137 inkubiert. Danach wird die 96-well Platte alle drei Minuten bei einer

Extinktion von 485 nm und einer Emisson von 535 nm vier Stunden lang gemessen.
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3.4 Statistische Auswertung

Zur statistischen Auswertung wird das Programm GraphPadPrism (Version 5)
herangezogen. Der Mittelwert +/- Standardabweichung wird von mindestens drei
unabhéngigen Versuchen ermittelt.

Die Ergebnisse fiir die Proteintrennung, werden aus der Bandenintensitat tber das
Programm Alpha EaseFC (Chemielmager 4400) ermittelt, und auf B-Aktin im Western

Blot normiert.
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4 Ergebnisse und Diskussion

Fur die Analysen werden die Methoden Western Blot und DCF-Fluoreszenz
durchgefuhrt. Der Western Blot dient dem Nachweis bestimmter Proteine, die DCF-

Methode wird verwendet um allgemein oxidativen Stress zu messen.

4.1 Einfluss von NaHS auf das HIF-1a Protein in THP-1 Makrophagen unter

verschiedenen Sauerstoffbedingungen

NaHS, ein Natriumsalz der Schwefelwasserstoffsaure, ist in der Lage H,S unter
physiologischen Bedingungen freizusetzen. NaHS dient als schneller Releaser fir H,S,
das zu den Gasotransmittern im Korper zéhlt und fur verschiedene physiologische

Effekte im Korper verantwortlich gemacht wird.

THP-1 Zellen wurden mit PMA (160 nM) zu Makrophagen differenziert und mit
verschiedenen Konzentrationen an NaHS inkubiert. Die Zellen wurden 4 Stunden
parallel unter Normoxie und Hypoxie (1 % O, 5 % CO,, 94 % N,) im Brutschrank (5 %
CO,) gehalten.

Die relative Intensitat des Signals ohne Zusatz und nach vierstiindiger Inkubation unter
Hypoxie wurde fir die folgenden Abbildungen 1 gesetzt und dient als BezugsgroRe fur

die Auswertungen.
Die nachfolgende Abbildung 9 A zeigt einen représentativen Western Blot und 9 B die

statistische Auswertung der Ergebnisse von drei unabhangigen Experimenten (n=3), die

jeweils im Dreifachansatz durchgeftihrt wurden.
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Abbildung 9: Einfluss von NaHS auf das HIF-1a Protein in THP-1 Makrophagen unter Normoxie und Hypoxie.
A) Zeigt einen reprisentativen Blot. B) Die Symbole zeigen die MW+/-SD, n= 3.

Mittels Western Blot wird der Einfluss von NaHS auf die Stabilisierung vom HIF-1a
Protein unter den verschiedenen Sauerstoffbedingungen untersucht. Das ubiquitér
vorkommende B-Aktin dient als Ladekontrolle. Unter Normoxie kann das HIF-1a
Protein nahezu nicht detektiert werden. Ein Einfluss von NaHS auf das HIF-1a Protein
kann nicht beobachtet werden. Eine vierstiindige Inkubation der Zellen unter Hypoxie
fuhrt bis zu einer 147-fachen Anreicherung des HIF-1a Proteins gegeniiber jener unter
Normoxie. Ein Einfluss von NaHS auf die Menge von HIF-1a kann auch unter Hypoxie

nicht beobachtet werden.

2011, Monika Praschberger



Ergebnisse und Diskussion 41

4.2 Einfluss von GYY4137 auf HIF-10 Protein in THP-1 Makrophagen unter

verschiedenen Sauerstoffkonditionen

GYY4137 ist ein langsamer H,S Releaser sowohl in vivo als auch in vitro.
[WHITEMAN et al., 2010].

Fur Western Blot Analysen werden THP-1 Zellen mit PMA (160 nM) zu Makrophagen
differenziert und mit verschiedenen Konzentrationen an GY'Y4137 inkubiert. Die Zellen
werden 4 Stunden parallel unter Normoxie und Hypoxie im Brutschrank gehalten. Die
Zelllysate werden fir Western Blot Analysen aufbereitet und die Proteine HIF-1a und
B-Actin werden detektiert. Die nachfolgende Abbildung 10 zeigt den Einfluss von
GYY4137 auf die Stabilisierung von HIF-1a Proteinen unter verschiedenen

Sauerstoffbedingungen sowie die Auswertung von 3 unabhangigen Experimenten.
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Abbildung 10: Einfluss von GYY4137 auf das HIF-1a Protein in THP-1 Makrophagen unter normoxischen und
hypoxischen Bedingungen. A) Die Abbildung zeigt einen reprdsentativen Blot von drei unabhangigen
Experimenten. B) Die Symbole zeigen den MW +/-SD (n=3).
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GY'Y4137 zeigt keinen Einfluss auf das HIF-1a Protein unter Normoxie. Im Falle einer
Hypoxie zeigt sich eine konzentrationsabhéngige Verminderung der Anreicherung des
HIF-1a. Proteins durch GYY4137. Nach Inkubation der THP-1 Makrophagen mit
500 uM GY'Y4137 zeigt sich bereits eine deutlich geringere Akkumulation des HIF-1a
Proteins im Vergleich zur Kontrolle. Bei einer GYY4137 Konzentration von 1 mM
unter Hypoxie sient man einen Rickgang der Ansammlung des HIF-1a Proteins um
43 * 23 % der relativen Intensitat im Vergleich zur Kontrolle des Proteins ohne Einsatz
von GYY4137.

4.3 Einfluss von DETA-NO auf das HIF-1a Protein in THP-1 Makrophagen

unter verschiedenen Sauerstoffkonditionen

Um einen moglichen Einfluss von DETA-NO auf das HIF-1a Protein festzustellen,
werden zu Makrophagen differenzierte THP-1 Zellen (160 nM) mit verschiedenen
Konzentrationen an DETA-NO inkubiert. Die Zellen werden 4 Stunden parallel unter
Normoxie und Hypoxie (1 % O,, 5 % CO,, 94 % Nj) im Brutschrank (5 % COy)
gehalten. Die nachfolgende Abbildung 11 zeigt den Einflu@ von DETA-NO auf die
Stabilisierung vom HIF-1a Proteins unter verschiedenen Sauerstoffbedingungen sowie

die Auswertung von 3 unabhéngigen Experimenten.
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Abbildung 11: Einfluss von DETA-NO auf das HIF-1a Protein in THP-1 Makrophagen unter Normoxie und Hypoxie.
A) Die Abbildung zeigt einen reprasentativen Blot von drei unabhingigen Experimenten. B) Die Symbole zeigen
den MW +/-SD (n=3).

Unter Hypoxie steigt die Akkumulation des HIF-1a Proteins bei Zusatz von 1 mM
DETA-NO auf 186 + 60 % der relativen Intensitat der Kontrolle. Auch unter
Verwendung von geringeren DETA-NO Konzentrationen ist ein Anstieg des HIF-1a
Proteins zu verzeichnen. Bei Einsatz von 100 uM DETA-NO ist eine Steigerung von
17 + 30 % und bei Einsatz von 500 uM DETA-NO sogar eine Steigerung von

90 =* 45 % gegeniber der Kontrolle zu beobachten.

Unter Normoxie zeigt sich ein Anstieg des HIF-1a Proteins durch Einsatz von DETA-
NO ab einer Konzentration von 100 uM. Bei Konzentrationen von 500 uM DETA-NO
betragt der Anstieg des Proteins 35 + 17 % der Menge, die unter hypoxischen
Bedingungen ohne Zusatz gemessen wird (Kontrolle) und bei 1 mM DETA-NO werden
bereits 80 + 37 % der Kontrolle unter Hypoxie erreicht.
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4.4 Messung von oxidativem Stress in THP-1 Makrophagen

Um den Stress in der Zelle zu erheben, ist die Messung des fluoreszierenden Farbstoffes

2,7-Dichlorofluorescein (DCF) eine gebrauchliche Methode.

4.5 Wirkung von NaHS und GYY4137 auf die AAPH-vermittelte DCF-
Fluoreszenz in THP-1 Makrophagen

Um oxidativen Stress der verschiedenen Zellen zu simulieren wird AAPH als

Radikalgenerator verwendet.

Die Zellen werden mit fluoreszierendem DCF-DA 30 Minuten inkubiert, gewaschen,
und anschlieBend werden die verschiedenen Konzentrationen von NaHS und GYY4137
zugesetzt, um ihren Einfluss auf das oxidative Potential von AAPH Uber einen Zeitraum
von vier Stunden mit dem Fluorimeter (Multilabel Counter, Wallac Victor 1420) zu
messen. Die Messung findet bei einer Wellenlange von 485 nm statt. Die Proben
werden hier 0,1 Sekunden lang angeregt und die Messung der Emission erfolgt bei
535 nm und wird alle drei Minuten wiederholt.

Die Abbildung 12 zeigt die Wirkung von NaHS (linke Spalte) und GYY4137 (rechte
Spalte) auf die AAPH-vermittelte DCF-Fluoreszenz in THP-1 Makrophagen im
Zeitverlauf. Aufgezeigt wird ein reprasentatives Ergebnis aus drei Versuchen im

Finffachansatz.
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Abbildung 12: Einfluss von NaHS (A,C,E,G) und GYY4137 (B,D,F,H) auf die AAPH-vermittelte DCF-Fluoreszenz in
THP-1 Makrophagen unter Normoxie. Die Symbole stellen die unterschiedlichen Konzentrationen von NaHS und
GYY4137 [(o)ohne, mit 100 uM NaHS bzw. GYY4137 (e) oder 1 mM (V)] dar. Die Abbildungen zeigen die
Ergebnisse eines reprasentativen Experiments aus drei durchgefiihrten Versuchen.
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AAPH st eine wasserlosliche Azoverbindung welche als Generator von freien
Radikalen fungiert. In Abbildung 12 zeigt sich, dass durch Erhdhung der AAPH
Konzentration, DCFH schneller verbraucht wird und somit das Plateau friher erreicht
ist. Durch Einsatz von NaHS findet eine konzentrationsabhangig Hemmung der AAPH
vermittelten DCF-Fluoreszenz statt. Bei GYY4137 ist dies nicht zu beobachten.
Allerdings ist bei Einsatz von GYY4137 ohne AAPH sogar eine
konzentrationsabhangige Steigerung der Fluoreszenz (Abbildung 12 B) zu beobachten.

Diese Beobachtung wird im folgenden naher untersucht.
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4.6  Wirkung von NaHS und GYY4137 auf die DCF-Fluoreszenz in THP-1

Makrophagen unter normoxischen Bedingungen im Fluorimeter gemessen

THP-1 Zellen werden in 96-well Platten ausgesetzt und zu Makrophagen (PMA
160 uM) differenziert. Anschlieend werden die Zellen mit DCF-DA in HBSS bei
37 °C 30 Minuten vorinkubiert. Danach werden die Zellen gewaschen und mit NaHS
und GYY4137 in unterschiedlichen Konzentrationen (62,5 pM; 125 pM; 250 pM;
500 uM; 1 mM ) inkubiert. Anschlielend erfolgt die Messung im Fluorimeter Uber

einen Zeitraum von vier Stunden.
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Abbildung 13: Einfluss von NaHS (A) und GYY4137 (B) in THP-1 Makrophagen auf die DCF-Fluoreszenz unter
Normoxie bei einer 4-stiindigen Dauermessung im Fluorometer. Die Symbole stellen die unterschiedlichen

Konzentrationen von NaHS und GYY4137 dar. Die Abbildungen zeigen die Ergebnisse eines reprasentativen
Experiments aus drei durchgefiihrten Versuchen.

Diese Versuche zeigen bei Inkubation mit unterschiedlichen NaHS Konzentrationen
(Abbildung 13 A) keinen Einfluss auf die DCF- Fluoreszenz. Im Gegensatz zeigt sich
bei GYY4137 (Abbildung 13 B) ein konzentrationsabhangiger Anstieg der DCF-

Fluoreszenz.
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4.7  Wirkung von NaHS und GYY4137 auf die DCF-Fluoreszenz in THP-1

Makrophagen unter normoxischen und hypoxischen Bedingungen

Im folgenden Versuch wurde Uberpruft, ob eine Inkubation unter Hypoxie einen
Einfluss auf die DCF-Fluoreszenz in THP-1 Makrophagen hat.

THP-1 Makrophagen werden in zwei 96-well Platten mit jeweils 20 uM DCF-DA in
HBSS bei 37 °C 30 Minuten vorinkubiert. AnschlieRend werden die Zellen gewaschen
und mit NaHS und GYY4137 in unterschiedlichen Konzentrationen (62,5; 125; 250;
500; 1000 uM) inkubiert. Die Anfangswerte werden mit dem Fluorimeter (Multilabel
Counter, Wallac Victor 1420) gemessen. Dann wird eine von zwei 96-well Platten unter
Hypoxie durch Einsatz einer Hypoxiekammer gesetzt. Dort herrscht eine hypoxische
Atmosphéare von 1 % Sauerstoff, 5 % Kohlendioxid und 94 % Stickstoff. Die
Hypoxiekammer wird vier Stunden in den Zellinkubator gestellt. Die zweite Platte wird
nach der Messung gleich in den Zellinkubator gestellt. Nach Ablauf von vier Stunden
wird eine Endpunktmessung der Platten durchgefihrt. Die nachfolgende Abbildung 14
zeigt die DCF-Fluoreszenz pro Minute von drei voneinander unabhéngigen Versuchen
unter normoxischen (Abbildung 14 A) und hypoxischen (Abbildung 14 B)

Bedingungen.
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Abbildung 14: Der Effekt von NaHS und GYY4137 auf die DCF-Fluoreszenz in THP-1 Makrophagen unter Normoxie
(A) und Hypoxie (B). Die Symbole zeigen den MW+/-SD von drei unabhingigen Experimenten.

Sowohl NaHS als auch GYY4137 zeigen bereits bei der niedrigsten Konzentration
(62,5 pM) eine Abnahme der Fluoreszenzrate, die jedoch bei den hoheren
Konzentrationen nicht noch weiter abnimmt. Die Sauerstoffbedingungen (Normoxie

oder Hypoxie) scheinen keinen Einfluss auf die DCF- Fluoreszenz zu haben.
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4.8 Einfluss der Belichtung von NaHS und GYY4137 auf die zellfreie DCF-

Fluoreszenz

Unter Punkt 4.6 wurde gezeigt, dass durch Einsatz von GYY4137 ein
konzentrationsabhangiger Anstieg der DCF- Fluoreszenz erfolgt. Im folgenden Versuch
wird die Belichtung von NaHS und GYY4137 auf die DCF-Fluoreszenz ohne Zellen
gemessen. 0,5 ml DCF-DA (1 mM) und 2 ml einer 10 mM NaOH werden 30 Minuten
lang lichtgeschitzt inkubiert. Wéhrendessen wird 4 mM NaHS und GYY4137
eingewogen und mit HBSS seriell verdiinnt. Nun wird 10 ml einer 25 mM PBS mit pH-
Wert von 7,2 in die lichtgeschitzte Lésung dazugegeben, damit man 40 uM DCFH
erhalt.

Beide Platten werden direkt beim Fluorimeter mit 50 pl pro well DCFH versetzt. Die
erste Platte wird gemessen und flr vier Stunden in den Zellinkubator gestellt. Nach
Ablauf der vier Stunden erfolgt eine Endpunktmessung. Die zweite Platte wird im
Fluorimeter fortlaufend vier Stunden lang bei einer Anregungswellenlédnge von 485 nm
und einer Emissionswellenldnge von 535 nm gemessen. Die nachstehende Abbildung
15 zeigt die DCF-Fluoreszenzrate/min von zwei unabhdngigen Versuchen unter
Normoxie im Zellinkubator mit Anfangs- und Endpunktbestimmung beziehungsweise
bei einer vier-Stunden-non-stop-Messung im Fluorimeter. (n=2)
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Abbildung 15: Einfluss der Belichtung von NaHS(o) und GYY4137(A) auf die zellfreie DCF-Fluoreszenz.
Links im Zellinkubator 37 °C, 5 % CO,. Rechts im Fluorimeter (Viktor) bei 37 °C Umgebungsluft.
Gezeigt werden Resultate von zwei unabhéngigen Experimenten.

Die Versuchsreihen, die im Zellinkubator mit Anfangs- und Endpunktmessungen
durchgefiihrt werden, zeigen bei der Kontrolle ohne GYY4137 und NaHS eine
Fluoreszenzrate von 183 + 20. GYY4137 (A) zeigt im Zellinkubator keinen
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Unterschied, in der DCF-Fluoreszenzrate. Hingegen fiihrt NaHS (o) zu einer erhéhten
DCF- Fluoreszenz und zeigt die 4-fache Fluoreszenzrate bei 125 uM und die 6-fache
bei 250; 500 und 1000 pM gegentber der Kontrolle.

Im Fluorimeter unter Dauermessung und Belichtung alle 3 Minuten sind
unterschiedliche Effekte zu beobachten. Die Kontrolle zeigt bereits eine hohere DCF-
Fluoreszenz/min als bei den Versuchen im Zellinkubator. Liegen die Kontrollwerte von
NaHS und GYY4137 im Zellinkubator bei ca. 180 Fluoreszenzeinheiten, so erreichen
sie im Fluorimeter 1705 + 219 Fluoreszenzeinheiten, sind also knapp um das Zehnfache
hoher. Ferner ist ein konzentrationsabhangiger Anstieg der DCF-Fluoreszenz bei beiden
Substanzen im Fluorimeter zu erkennen. Dieser wurde im Zellinkubator nur bei NaHS
gesehen. Zusammenfassend ist zu sagen, dass die Versuchsreihen im Fluorimeter,
unabhéngig von den inkubierten Substanzen, eine viel hohere allgemeine DCF-
Fluoreszenz aufweisen als im Zellinkubator. Dies l&sst den Schluss zu, dass die
Anregung bei 485 nm zu einer erhéhten Umwandlung von DCFH zu DCF fihrt und
dies sowohl durch NaHS als auch GY'Y4137 verstarkt wird.
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4.9 Wirkung von NaHS und GYY4137 auf die Eigenfluoreszenz der THP-1
Makrophagen

Die Zellen werden nach 4-tagiger Differenzierung mit HBSS (37 °C) gewaschen und
mit verschiedenen Konzentrationen (62,5; 125; 250; 500; 1000 puM) NaHS und
GYY4137 inkubiert. Danach wird die 96-well Platte alle drei Minuten bei einer
Extinktion von 485 nm und einer Emission von 535 nm vier Stunden lang gemessen. Es
zeigt sich, dass die Eigenfluoreszenz der Zellen bei ca. 7000 Fluoreszenzeinheiten liegt.
Die Abbildung 16 zeigt ein Experiment im Finffachansatz aus zwei voneinander

unabh&ngigen Versuchsreihen.
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Abbildung 16: Wirkung von GYY4137 (A) und NaHS (B) auf die Eigenfluoreszenz von THP1-Makrophagen. Die
Tabelle zeigt die MW eines Experiments von zwei durchgefiihrten im Fiinffachansatz.
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In den ersten 30 Minuten der Messung wird ein allgemeiner Abfall der Fluoreszenz
beobachtet, welcher konzentrationsunabhangig von GYY4137 und NaHS ist. Danach
bleiben die Werte Giber die gesamte Messperiode (vier Stunden) stabil und die Zusétze
von NaHS beziehungsweise GYY4137 zeigen keinen Einfluss auf die Eigenfluoreszenz

der Zelle.
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5 Schlussbetrachtung

Die Ursache von Atherosklerose wird heute als multifaktorielles, chronisch-
inflammatorisches Geschehen angesehen.

Makrophagen spielen eine entscheidende Rolle in der Entstehung von
atherosklerotischen Plaques. Sie nehmen Lipoproteine auf, werden in Schaumzellen
umgewandelt und tragen zu einem lokalen, chronischen entzlindlichen Prozess bei.

Es wird diskutiert, ob in den Plaques hypoxische Bedingungen herrschen [COZZI et al.,
1988]. Diese Sauerstoffbedingungen konnten maligebend an einer gemessenen

Steigerung des HIF-1a Proteins in Plaques sein.

Fur die vorliegende Arbeit wurden zu Makrophagen differenzierte THP-1 Zellen
verwendet und verschiedenen Sauerstoffbedingungen ausgesetzt. Dabei wurde
besonders auf die Expression von HIF-1a Protein geachtet. Aus der Literatur ist
bekannt, dass das HIF-1o Protein als Schaltzentrale und Indikator fir die
Sauerstoffverfiigbarkeit der Zelle fungiert. Unter normoxischen Sauerstoffbedingungen
wird HIF-1a stdndig abgebaut, und unter hypoxischen Bedingungen wird dieser Abbau
gehemmt und es findet eine Akkumulation des Proteins statt. Bisher sind uber 200
Zielgene von HIF-1a bekannt wie zum Beispiel der endotheliale Wachstumsfaktor,
Erythropoietin, Glukosetransporter der GLUT-Familie. Diese Gene sind unter anderem
an der Angiogenese, der Erythropoese und dem Glucosemetabolismus beteiligt [LIU et
al., 1995].

Hypoxie, HIF und Angiogenese werden als neue Ansatzmdglichkeiten in der
Behandlung von Atherosklerose gesehen, da sie stark mit der Entwicklung von
Atherosklerose und Plaqueruptur in Zusammenhang gebracht werden. Ob sie eine
reaktive oder kausale Rolle in der Atherogenese spielen, kann noch nicht beantwortet
werden. Es wird auch diskutiert, ob die Erhéhung der adventitialen und intraplaguen
Mikrogefalie eine physiologische Reaktion auf den pathophysiologischen Zustand der
Arterienwand darstellt, oder ob die abweichende Struktur der Mikrogefdlie zu einer
Destabilisierung des Plaques fiihren. Hypoxie, HIF, ROS und Inflammation konnten zur
Angiogenese fiihren [SLUIMER und DAEMEN, 2009].
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Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Zellen mit biologisch aktiven Gasen inkubiert und
dabei wurde wiederum auf die Expression von HIF-1a geachtet. In den Zellen des
menschlichen Kérpers sind biologisch aktive Gase zu finden. Diese sind flr eine Reihe
von biologischen  Effekten verantwortlich.  Stickstoffmonoxid (NO) und
Schwefelwasserstoff (H,S) gehoren zu diesen Gasen. In den Versuchsreihen wurde der
Einfluss von NO und H,S auf das HIF-1a Protein in zu Makrophagen differenzierten

THP-1 Zellen unter Normoxie als auch unter Hypoxie gemessen.

Fur die Simulation von Hypoxie wurde eine Hypoxiekammer verwendet. Die Kammer
wurde funf Minuten lang mit einem Spezialgas (1 % O3, 5 % CO,, 94 % N) und einer
Durchflussrate von 15/20 | pro Minute begast und anschlielend dicht verschlossen.
Diese Methode zur Generierung von hypoxischen Sauerstoffbedingungen ist in der

derzeitigen Literatur haufig zu finden.

Dass erhohte HIF-la Proteinwerte unter hypoxischen Sauerstoffbedingungen in

Makrophagen anzutreffen sind, konnte auch in dieser Arbeit bestatigt werden.

Unter Normoxie ist HIF-1a nahezu gar nicht nachzuweisen. Durch Inkubation der
Zellen in einer Hypoxiekammer reichert sich HIF-1a Protein um das 50 bis 150 fache

des Ausgangswertes an.

Stickstoffmonoxid (NO) steht schon lange im Fokus der Wissenschaft. Im
Zusammenhang mit dem kardiovaskuldren System ist NO vasodilatorisch [LI et al.,
2009]. AulRerdem greift NO in die Aktivitat von HIF-1a ein [BERCHNER et al., 2010].

Der Einfluss von NO auf das redox-sensitive Zielgen HIF-1 wird kontrovers diskutiert.
Einige Autoren berichten von einer Hemmung der Hypoxie- oder der CoCl,- induzierten
HIF-1 Aktivierung in Verbindung mit NO Donatoren [LIU et al., 1998; SOGAWA, et
al., 1998] wahrend andere eine verstarkte HIF-1 Aktivitat verzeichnen [KIMURA et al.,
2000]. Es ist auch bekannt, dass unter normoxischen Sauerstoffbedingungen nur eine
sehr geringe Menge des HIF-1a Proteins gefunden werden kann [BRUENE und ZHOU,
2007].
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Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass bei THP-1 Makrophagen durch Inkubation
mit DETA-NO (500 uM; 1000 puM) uber einen Zeitverlauf von vier Stunden und unter
normoxischen Sauerstoffbindungen eine Akkumulation des HIF-lo Proteins zu
verzeichnen ist. Bei einer DETA-NO Konzentration von 100 uM konnte noch keine

Akkumulation festgestellt werden.

Der Einsatz von DETA-NO filhrt zu einer NO-Freisetzung von /i der
Anfangskonzentration und DETA-NO hat eine Halbwertszeit von 20 Stunden. Man
kann daher davon ausgehen, dass die Zugabe von 1 mM DETA-NO 1 uM NO freisetzt
[KOHL et al., 2006].

Unter hypoxischen Bedingungen zeigte sich wiederum eine dosis-abhangige
Akkumulation des HIF-1a Proteins. Die Mehrzahl der bis dato wissenschaftlichen
Publikationen berichten tber eine Hemmung des HIF-1a Proteins unter Einsatz von NO

und Hypoxie.

SANDAU et al., 2001 zeigen, dass eine HIF-1a Akkumulation stark mit der Freisetzung
von NO aus den verwendeten NO Releasern korreliert. Durch Einsatz von DETA-NO
besteht eine transiente Akkumulation von HIF-1a tiber einen Zeitraum von 24 Stunden,

wobei das Protein nach vier Stunden die starkste Prasenz zeigt.

NO fuhrt in einer anderen Studie bei niedrigen Konzentrationen (unter 400 nM) zu einer
Steigerung des HIF-1a Proteins bei einer Sauerstoffkonzentration von 3 % (Hypoxie).
Hingegen bleiben bei hohen Konzentrationen von NO ( > 1 puM) die HIF-1a Proteine
gleich, sowohl bei normoxischen als auch bei hypoxischen Sauerstoffbedingungen
[HAGEN et al., 2003].

In dieser Arbeit konnte eine Stabilisierung des HIF-1o Proteins unter hypoxischen

Bedingungen nicht beobachtet werden.
H,S z&hlt auch zu den biologisch aktiven Gasen. Das Wissen Uber die Produktion, den

Metabolismus von H,S und deren Funktion in physiologischer und

pathophysiologischer Hinsicht gewinnt immer mehr an Bedeutung.
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H,S wird als anti-apoptotisch, entziindungshemmend, antioxidativ und als
kardioprotektiv beschrieben. Schwefelwasserstoff spielt auch eine kritische Rolle in
mehreren pathophysiologischen Bereichen der Zellerhaltung [PAN, 2009].

Ob H,S am Leben hélt oder es schadigt, hédngt von der Konzentration ab, welche in der
Umgebung herrscht und vom Metabolismus im betreffenden Organismus. In hohen
Dosen ist Schwefelwasserstoff letal.

Die exakte physiologische Konzentration von H,S in den verschiedenen Geweben ist
jedoch noch nicht geklart [SZABO, 2007; OLSON, 2009].

Die unterschiedlichen Effekte von H,S sind unter anderen auch auf die
Sauerstoffkonzentrationen in der Umgebung zurlickzufiihren [KOENITZER et al.,
2007].

Um den Einfluss von H,S in vitro auf die Akkumulation von HIF-1a in THP-1
Makrophagen unter Hypoxie und Normoxie zu messen, wurden zwei unterschiedliche

H,S Releaser verwendet.

NaHS fungiert als schneller Releaser. Er weist eine spontane H,S Freisetzungsrate auf,
die aber von geringer Zeitspanne (einige Sekunden oder Minuten) ist [WHITEMAN et
al., 2010].

GYY4137 ist ein langsamer Releaser und zeigt eine sukzessive Freisetzung von
Schwefelwasserstoff [WHITEMAN et al., 2010]. Dadurch erfolgt eine Imitierung der

biologische Freisetzung von endogenem H,S in den Zellen [LI, et al., 2008].

Durch  die unterschiedlichen  Freisetzungsraten  entstehen  unterschiedliche
Konzentrationen von H,S. Dies fiihrt zu Diskrepanzen fir die pro- versus
antiinflammatore Rolle von H,S in der Literatur [WHITEMAN et al., 2010].

Es besteht die Annahme, dass dies mitunter ein Grund fir die unterschiedlichen
Ergebnisse beziglich der Akkumulation von HIF-1a unter der Verwendung von NaHS
oder GY'Y4137 darstellt, die in dieser Arbeit festgestellt wurden.
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NaHS hat auf die Akkumulation des HIF-1a Proteins in THP-1 Makrophagen unter
Normoxie keinen Einfluss.

Es zeigte sich, dass unter Hypoxie eine Anreicherung des HIF-1a Proteins stattfindet,
aber ein Einfluss von NaHS auf die Menge von HIF-1a konnte auch unter Hypoxie

nicht beobachtet werden.

Unter Normoxie zeigt GYY4137 keinen Einfluss auf das HIF-la Protein. Bei
Inkubation mit GYY4137 unter hypoxischen Sauerstoffbedingungen zeigt sich eine
konzentrationsabhéngige Verminderung der Anreicherung des HIF-1a Proteins und eine
50 % ige Hemmung der HIF-1a Anreicherung in der Gegenwart von 1 mM GY'Y4137.

LIU und seine Kollegen berichten tber eine Steigerung von HIF-1a bei Einsatz von H,S
unter hypoxischen Zustanden [LIU et al., 2010].

Sie wéhlten ein Zellmodell mit Endothelzellen aus dem Rattenhirn fur ihre Experimente
und die Simulation der Hypoxie wurde durch Einsatz von Cobaltchlorid generiert.
Durch die unterschiedliche Art, wie Hypoxie simuliert wurde, kénnen diese Daten nicht

mit unseren verglichen werden.

BUDDE und ROTH beobachteten eine Steigerung des HIF-1a durch H,S bei einer
Versuchsreihe mit C. elegans [BUDDE und ROTH, 2010].

In dieser Arbeit wurde ein Zellmodell mit humanen zu Makrophagen differenzierten
THP-1 Zellen zur Durchfuhrung der Experimente verwendet.

Aus der Literatur ist bekannt, dass die Effekte von H,S vom Metabolismus des
Organismus abhangig sind [LAVU et al.,, 2011]. Das konnte die unterschiedlichen
Ergebnisse erklaren.

Bei der Entstehung von Atherosklerose spielen Entziindungsreaktionen eine Rolle.
Durch die Endothelschadigung in der Pathogenese der Atherosklerose kommt es zur
Infiltration von Makrophagen, die im Verlauf der Krankheit zu atherosklerotischen
Lasionen heranreifen. Es wird angenommen, dass in atherosklerotischen L&sionen,

durch die VergrofRerung der Intima und die Verstopfung, die Sauerstoffbereitstellung
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limitiert ist. Dartber hinaus kann es auch durch Erhéhung der Stoffwechselrate von
aktiven Entzlindungszellen zu vermehrtem Sauerstoffbedarf kommen. [MURDOCH et
al., 2005]

Der Sauerstoffgehalt der Umgebung hat Auswirkungen auf die Bildung von ROS
[LABONOVA und TAHANOVICH, 2006], auf die Oxidation und auf die Aufnahme
von oxLDL [BOSTROM et al., 2006] in der Zelle.

Es ist wissenschaftlich anerkannt, dass bei geringem Sauerstoffvorkommen ROS
gebildet werden und ein Anstieg der ROS Produktion unter hypoxischen Bedingungen
zu beobachtet ist. Dies fihrt zu einem Ungleichgewicht zwischen Pro- und
Antioxidantien im Korper und somit zu oxidativem Stress [NAKANO et al., 2005,
SAVRANSKY et al., 2007].

In der vorliegenden Arbeit wurde der oxidative Stress von THP-1 Makrophagen in
Reaktion auf die Inkubation mit NaHS und GYY4137 unter Normoxie und Hypoxie

gemessen.

Um ROS in der Zelle nachzuweisen, wurde die Messung des fluoreszierenden
Farbstoffes 2,7 Dichlorofluorescein (DCF) Uber einen Zeitraum von vier Stunden
durchgefuhrt. AAPH wurde als Radikalgenerator verwendet um den oxidativen Stress
zu simulieren. Die Zellen wurden mit DCF-DA beladen, und AAPH fihrte
konzentrationsabhangig zu einer Oxidation des intrazelluldren DCFH zu DCF.

Die Wirkung von NaHS und GYY4137 auf die AAPH vermittelte DCF-Fluoreszenz in
THP-1 Makrophagen zeigte einen wesentlichen Unterschied.

NaHS hemmt konzentrationsabhé&ngig die AAPH vermittelte DCF-Fluoreszenz bei jeder
verwendeten AAPH Konzentration (125 - 500 puM).

Unter Verwendung von GY'Y4137 zeigte sich unabhangig von der H6he des generierten
oxidativen Stresses durch AAPH keine Hemmung der DCF-Fluoreszenz. Ohne AAPH
Einsatz fuhrt es durch Inkubation mit GYY4137 sogar zu einer

konzentrationsabhédngigen Steigerung der DCF-Fluorezenz.
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Um die Wirkung der verschiedenen Releaser in den zu Makrophagen differenzierten
THP-1 Zellen auf die DCF-Fluoreszenz aufzuzeigen, wurden 4-stiindige
Dauermessungen im Fluorometer durchgefuhrt. GY'Y4137 zeigte auch hier onne AAPH

eine konzentrationsabhangige Zunahme der Fluoreszenz, wéhrend NaHS keine zeigte.

Um einen moglichen Einfluss der Belichtung der Substanzen im Fluorometer (alle 3
Minuten erfolgte eine Anregung bei A = 485 nm) zu untersuchen, wurde DCF-DA mit
NaOH zu DCFH gespaltet umd mit NaHS beziehungsweise GYY4137 inkubiert. Ein
Versuchsansatz erfolgte unter Dauermessung in Fluorimeter, eine anderer wurde in den
Zellinkubator gestellt und die Fluoreszenz zu Beginn und am Ende der 4 stiindigen
Inkubation gemessen.

Die DCF-Fluoreszenz der bloRen DCFH Lésung war bereits um das 10 fache hdéher,
wenn sie im Fluorimeter fortlaufend belichtet und gemessen wurde. Ein zusatzlicher
Anstieg kann sowohl in Gegenwart von NaHS als auch GYY4137 beobachtet werden.
Im Zellinkubator bei Anfangs- und Endpunktsmessungen konnte beobachtet werden,
dass NaHS die DCF-Fluoreszenz steigert, GYY4137 aber keinen Einfluss hat. Um zu
uberprufen, ob NaHS beziehungsweise GYY4137 Auswirkung auf die Eigenfluoreszenz
der Zellen haben, wurden diese ohne DCF-DA Beladung verfolgt. Es konnten keine
Unterschiede festgestellt werden. Dies belegt die Vermutung, dass die Belichtung und

die Releaser im Fluorometer Auswirkungen auf die DCF-Fluoreszenz hat.

H,S ist ein reaktives Molekil und reagiert leicht mit anderen Verbindungen, speziel mit
ROS und RNS. Es zeigte sich, dass durch diese Interaktion der beiden Molekile ein
Schutz fiir Proteine und Lipide entsteht, der einer Schadigung durch freie ROS/RNS
entgegenwirkt [BELTOWSKI et al., 2010].

Aus der Literatur ist bekannt, dass bei einer Homocystein induzierten Toxizitat in
glatten Gefalmuskelzellen aber auch eine Behandlung mit NaHS eine Steigerung von
ROS bewirkt [YAN et al., 2006]. Uber die Wirkung von NaHS bei lichtinduzierten
Stress ist bislang nichts bekannt. GY'Y4137 ist ein neuartige H,S Releasersubstanz, die

erst in einigen wenigen Studien verwendet wurde.

2011, Monika Praschberger



Schlussbetrachtung 61

Weiters wurde uberpruft, ob eine Inkubation unter Hypoxie einen Einfluss auf die DCF-
Fluoreszenz in THP-1 Makrophagen hat. Da zeigte sich weder unter Normoxie noch
unter Hypoxie ein Unterschied zwischen NaHS und GY'Y4137.

Zusammenfassend wurde festgestellt, dass der Effekt von H,S auf das HIF-1a Protein in
differenzierten THP-1 Makrophagen unter verschiedenen Sauerstoffbedingungen
abhangig vom verwendeten H,S-Releaser ist. Bei Inkubation mit GYY4137 zeigt sich
eine konzentrationsabhéngige Abnahme von HIF-1a Protein unter Hypoxie. Unter
Normoxie sind keine Effekte auf das HIF-1a Protein erkennbar. NaHS zeigt keinen
Einfluss auf die Stabilisierung des HIF-1o Proteins unter Hypoxie, und es finden sich
keine Effekte von NaHS auf HIF-1a unter Normoxie.

NO aus DETA-NO erzeugt vermehrt HIF-1a Protein sowohl unter Normoxie als unter
Hypoxie.

Ob NaHS oder GY'Y4137 sich pro- oder antioxidativ auf zellul&ren Stress auswirken
kdnnen, kann mit dieser Arbeit nicht gesagt werden, da die beobachteten Effekte stark
von den gewdhlten Experimentienbedingungen abhéngen. Allerdings scheint eine 4

stiindige Hypoxie keinen Einfluss auf die Zellintegritat zu haben.
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6 Zusammenfassung

Der Transkriptionsfaktor HIF-1o ist fir die Messung der Sauerstoffversorgung der
Zellen verantwortlich [SEMENZA, 2003] und es wird diskutiert, ob in
atherosklerotischen Plaques hypoxische Bedingungen herrschen [SILVOLA et al.,
2011]. Aus der Literatur ist bekannt, dass biologisch aktive Gase wie zum Beispiel H,S
[BUDDE undROTH, 2010] und NO [BERCHNER-PFANNSCHMIDT et al., 2010]
Einfluss auf die Aktivitat von HIF-1a haben.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Wirkung von H,S und NO auf zu Makrophagen
differenzierte THP-1 Zellen erhoben. Dabei wurde gezielt auf die Anreicherung des
Proteins HIF-1a unter verschiedenen Sauerstoffbedingungen geachtet. Zur Generierung
von H,S wurden NaHS und GYY4137 und von NO wurde DETA-NO verwendet.
Weiters wurde oxidativer Stress in Zellen nach Einsatz der beiden H,S Releaser

untersucht.

Erhohte HIF-1o  Proteinwerte unter hypoxischen Sauerstoffbedingungen in
Makrophagen konnten auch in dieser Arbeit bestdtigt werden. Eine vierstindige
Inkubation der Zellen unter Hypoxie fuhrte zu einer bis 150-fachen Anreicherung des
HIF-1a Proteins gegeniber jener unter Normoxie. Je nach verwendetem H,S Releaser,
wurden unterschiedliche Auswirkungen auf das HIF-1a Protein beobachtet. Ein Einfluss
von NaHS auf die Menge von HIF-1a konnte nicht beobachtet werden. GYY4137
zeigte dagegen eine hemmende Wirkung auf das HIF-1a Protein unter Hypoxie. Durch
die Verwendung von DETA-NO konnte sowohl unter Normoxie als auch unter Hypoxie

ein Anstieg des HIF-1a Proteins verzeichnet werden.

Die verschiedenen H,S Releaser zeigten Unterschiede im Einfluss auf die DCF-
Fluoreszenz in THP-1 Makrophagen. Allein die Methoden fuihrten zu unterschiedlichen
Ergebnissen, und es kann keine klare Aussage Uber moglische pro- oder antioxidative
Eigenschaften von NaHS und GY'Y4137 getroffen werden.
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7  Summary

The transcription factor HIF-1a is well known to respond to alterations in oxygen
availability in cells [SEMENZA, 2003] and there is strong evidence for plaque hypoxia
[SILVOLA et al., 2011]. It is known from the literature that biologically active gases
such as H,S [BUDDE and ROTH, 2010] and NO [BERCHNER-PFANNSCHMIDT et
al., 2010] can influence the activity of HIF-1a.

In the present work, we investigated the role of H,S and NO on the expression of HIF-
1a protein under different oxygen conditions in THP-1 macrophages. We compared the
effect of the fast-releasing H,S donor, NaHS and the slow-releasing H,S donor,
GYY41370n HIF-1la protein in THP-1 macrophages. These donors release H,S at
different rates and therefore give rise to different concentrations of the gas over
different time periods The influence of NO generated by DETA-NO on THP-1
macrophages was also investigated. Furthermore, oxidative stress was examined in cells

after the use of different H,S releasers.

Increased HIF-1a protein levels in macrophages due to hypoxia were confirmed in this
work. We observed an accumulation of HIF-1a protein when cells were under hypoxia
for 4 hours leading to an up to 150-fold enrichment compared with cells incubated
under normoxia. There was an important difference in the effect of the two H,S donors
on the HIF-1a protein levels of cultured macrophages. Treatment of THP-1 cells with
NaHS caused no effect on the amount of HIF-1la protein, whereby administraton of
GYY4137 decreased HIF-1a protein under hypoxia concentration dependently.

DETA-NO showed an increase of HIF-1a independent from oxygen conditions.

We monitored several effects of the H,S donors on DCF-fluorescence in THP-1
macrophages. It seems that different methods led to different results, and we cannot
make a clear statement concerning pro- or antioxidative properties of NaHS and
GYY4137.
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