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Abstract

Atherosclerosis is a focal disease affecting medium to large size arteries in the human body.
In these vessels, fibrous plaques are preferentially located at branches and bifurcations. The
localization of atherosclerotic plaques seems to correlate with areas of reduced laminar shear
stress with cyclic stretch being enhanced. CD40-CD40 ligand (CD154) interactions are
strongly involved in inflammatory processes in the vessel wall leading to development of
atherosclerotic disease. In this work we investigated the cyclic stretch (Flexercell Strain Unit
FX-3000) induced nitration of CD40 followed by its subsequent rapid degradation in human
umbilical cord venous endothelial cells (HUVEC). The stretch induced decrease in CD40
protein was prevented by inhibition of the 20S proteasome and by different scavengers of
peroxynitrite. CD40 nitration also occurred under static conditions upon addition of
exogenous peroxynitrite or the peroxynitrite generator SIN-1. Further investigations revealed
that CD154-induced interleukin-12 p40 and E-Selectin expression significantly decreased on
mRNA and protein level after brief exposure to exogenous peroxynitrite or cyclic stretch.
This effect was reversed by preincubation of the cells with the peroxynitrite scavenger urate.
Co-immunoprecipitation experiments revealed a decreased binding of Traf 2 and Traf 6 to
CD40 after peroxynitrite treatment. Urate as well as depletion of membrane cholesterol with
Methyl-B-Cyclodextrin restored CD154-mediated association of both Traf proteins with
CDA40. Additional Western Blot analyses showed a significant reduction in the localization of
CD40 in the plasma membrane in cultured HUVEC and THP-1 monocytes following
exposure to exogenous peroxynitrite. Immunofluorescence studies with THP-1 monocytes
demonstrated at least a peroxynitrite-dependent redistribution of cytokine-stimulated CD40
protein from the cell membrane to the cytoplasm which was prevented by methyl-f3-
cyclodextrin.

Through this posttranslational oxidative modification of CD40 endothelial cells may
endogenously limit their capacity to interact with pro-inflammatory CD154-positive T cells or

platelets, thus lowering the risk of atherosclerosis initiation and/or progression.






Kurzzusammenfassung

Die Arteriosklerose tritt im menschlichen Korper am hiufigsten in mittleren und groBen
Arterien auf. Dabei entstehen fibrose Plaques vorzugsweise an Biegungen und
Verzweigungen dieser Gefille. Die Lokalisation der arteriosklerotischen Plaques scheint mit
Bereichen verminderter laminarer Schubspannung bei gleichzeitiger zyklischer Dehnung zu
korrelieren. Interaktionen von CD40 mit CD40 Ligand werden als ein wesentlicher
pathogenetischer Mechanismus bei Entziindungen einschlieBlich der Entwicklung der
Arteriosklerose angenommen. In dieser Arbeit wurde die durch zyklische Dehnung
(Flexercell FX-3000) induzierte Tyrosinnitrierung von CD40, gefolgt von dessen schnellen
Abbau in kultivierten humanen Endothelzellen untersucht. Die Hemmung der 20S-
Untereinheit des Proteasoms und die Peroxynitritscavenger Urat und FeTPPs verhinderten die
dehnungsinduzierte Abnahme von CD40-Protein. Dariiber hinaus war eine Tyrosinnitrierung
von CD40 auch unter statischen Kulturbedingungen nach Inkubation mit exogenem
Peroxynitrit oder dem Peroxynitritdonor SIN-1 nachweisbar. Weitere Untersuchungen
ergaben einen signifikanten Riickgang der CD154-induziertem IL-12p40 und E-Selektin
Expression auf mRNA- und Protein-Ebene nach zyklischer Dehnung oder der Exposition mit
exogenem ONOOQO". Dieser Effekt wurde durch eine Vorinkubation der Zellen mit Urat
verhindert. Western Blot-Analysen mit immunprézipitiertem CD40 konnten eine signifikante
Abnahme der CD154-abhingigen Rekrutierung von Traf 2 und Traf 6 an CD40 nach kurzer
Exposition gegeniiber exogenen ONOO™ nachweisen. Eine Vorinkubation der Zellen mit Urat
oder die Depletierung von Cholesterin aus der Plasmamembran mit Methyl-B-Cyclodextrin
stellten die CD154-vermittelte Assoziation von Traf 2 und Traf 6 mit CD40 wieder her.
Zusitzliche Western Blot-Analysen ergaben eine signifikante Abnahme des CD40 Protein in
der mikrosomalen Membranfraktion von HUVECs und THP-1-Monozyten nach Zugabe von
exogenem ONOO". Immunfluoreszenzfirbungen von Monozyten zeigten letztlich eine
ONOQO -abhiéngige Internalisierung von CD40 von der Plasmamembran ins Zytoplasma der
Zellen, die durch Methyl-B-Cyclodextrin verhindert wurde.

Dieser posttranskriptionelle Mechanismus konnte Endothelzellen u. a. vor einer Initiation und
Progression der Arteriosklerose durch Kontakt mit pro-inflammatorischen CD154-positiven

T-Zellen oder Thrombozyten in Regionen mit verstiarktem hdmodynamischen Stress schiitzen.
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SEM Standardfehler des Mittelwertes (standard error of mean)
SOD Superoxid-Dismutase

STAT signal transducer and activator of transcription
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TEMED Tetramethylethylendiamin

Thl T-Helfer1-Lymphozyt

THP-1 Name der Zelllinie

TNF-a Tumor Nekrose Faktor alpha

Traf Tumor Nekrose Faktor assoziierter Faktor

Tris Tris(hydroxymethyl)-Aminomethan
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1. Einleitung

1.1 Arteriosklerose

Noch vor 20-30 Jahren wurde die Arteriosklerose als reine Lipidablagerung in Arterien
angesehen. Heute ist allgemein akzeptiert, dass es sich hierbei um eine chronisch
Entziindungserkrankung handelt, die zusammen mit ihren Folgeerkrankungen Myokardinfarkt,
Schlaganfall und Herzinsuffizienz fiir mehr als 50 % aller Todesfille in der westlichen Welt
verantwortlich ist. Es ist zu befiirchten, dass die Pridvalenz der Arteriosklerose zukiinftig
durch verédnderte Lebensgewohnheiten noch zunimmt und sich auch auf andere Kulturkreise
ausbreitet.

Nach heutigem Kenntnisstand spielen von Anfang an entziindliche Prozesse eine
Schliisselrolle. Diese tragen wesentlich zu allen Phasen der Krankheit bei: von der Initiation
arteriosklerotischer Plaques bis hin zur Ruptur mit den entsprechenden thromboembolischen
Komplikationen. Unter normalen Bedingungen kommt es zu keiner Adhésion von
Leukozyten an Endothelzellen, die die innere Oberfliche von Gefdfen bilden. Unter
pathophysiologischen Bedingungen kann jedoch die Funktion des Endothels gestort sein und
es kommt zu einer Veridnderung der GefdBBwand in Form einer Erniedrigung der vaskuldren
Elastizitit und strukturellen Wandverdickungen (Libby, 2006). Die so genannte ,,endotheliale
Dysfunktion® zusammen mit den klassischen Risikofaktoren (z.B. Dyslipiddmie, Rauchen,
Bluthochdruck, Diabetes und neuerdings der rheumatoiden Arthritis) kann z.B. die
Expression von Adhédsionsmolekiilen (E-Selektin und VCAM-1) in den Endothelzellen
anregen. Die Expression von VCAM-1 wird durch die Bindung von oxidiertem Low Density
Lipoprotein (oxLDL) an den LOX-1-Rezeptor auf den Endothelzellen initiiert wird (Cybulsky
et al., 2001; Li et al., 2002). Dariiber hinaus fiihrt die Stimulation der Endothelzellen mit
oxLDL zur Freisetzung pro-inflammatorischer Zytokine wie Interleukin-1f (IL-1B) und
Tumornekrosefaktor-o. (TNF-a) (Sever et al., 2003).

Die gesteigerte Expression der Adhésionsmolekiile ermoglicht die Interaktion von
Endothelzellen und Leukozyten. Dies fiihrt zur Aktivierung der Endothelzellen und zur
Freisetzung von Chemokinen wie z.B. MCP-1 (Monocyte chemoattractant protein-1) (Lukacs
et al., 1995). Anhand eines MCP-1-Gradienten werden zirkulierende Monozyten rekrutiert. Es
kommt zum so genannten ,,Monozytenrolling®, dem die Bindung an die Endothelzellen und
schlieBlich die Extravasation in die GefdBwand folgt (Kukreti et al., 1997, Reinhardt und

Kubes, 1998). Im subendothelialen Raum differenzieren die Monozyten zunichst zu
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Makrophagen und durch Aufnahme oxidierter Lipide zu Schaumzellen. Durch die
gleichzeitige  Ausschiittung von  pro-inflammatorischen ~ Zytokinen  (IL-8) und
Wachstumsfaktoren (M-CSF) kommt es zur Rekrutierung von glatten Muskelzellen aus der
Media, welche in die Intima einwandern und dort beginnen zu proliferieren (Clinton et al.,
1992, Rosenfeld et al., 1992). Die glatten Muskelzellen in der Intima setzen extrazellulédre
Matrixproteine frei und beférdern dadurch die Bildung einer fibrésen Kappe (Amento et al.,
1991). Dieser Prozess triagt grundsitzlich zur Stabilisierung arteriosklerotischer Plaques bei.
In den Plaques akkumulierende aktivierte T-Zellen, Makrophagen und Mastzellen
produzieren Matrixmetalloproteinasen, welche diese fibrose Kappe angreifen. Dadurch kann
diese mechanisch aufreilen, wodurch die subendotheliale Matrix exponiert wird, was
letztendlich zu einer lokalen Thrombose und damit zu einem moglichen Komplettverschluss
des betroffenen Gefilles fiihrt (Mach et al., 1997).

Somit wird deutlich, dass Entziindungsreaktionen nicht nur bei der Initiation
arteriosklerotischer Plaques, sondern dariiber hinaus auch bei der Entwicklung komplizierter

vulnerabler Lasionen beteiligt sind (Ross 1999, Glass und Witztum 2001).

1.2 Das Endothel und oxidativer Stress

Arteriosklerotische Lisionen bilden sich bevorzugt an Verzweigungen und Biegungen der
groflen Arterien, was den verdnderten Stromungsprofilen des Blutes an diesen so genannten
Pradilektionsstellen zugeschrieben wird. Die durch laminaren Blutfluss verursachte erhohte
Wandschubspannung stimuliert in den Endothelzellen die Expression von Superoxid-
Dismutasen (SOD) und steigert die Freisetzung von Stickstoffmonoxid (NO) durch
Aktivierung der endothelialen NO-Synthase (eNOS) (Gimbrone et al., 2000; Abb. 1). In
geringen Mengen hat NO eine vasodilatorische und vasoprotektive Wirkung und hemmt die
Expression pro-inflammatorischer Genprodukte wie VCAM-1 iiber eine Inhibierung des
Transkriptionsfaktors NF-kB (De Caterina et al., 1995). Weiterhin hemmt NO die Adhésion
und Aktivierung von Thrombozyten sowie zirkulierender Leukozyten und suppremiert die
Proliferation der glatten GefdBmuskelzellen (Vane et a., 1990).

Die Gruppe der so genannten reaktiven Sauerstoffspezies, kurz ROS genannt, beinhaltet

verschiedene reduzierte Formen von molekularem Sauerstoff, wie das Superoxidanion (‘O5),

Wasserstoffperoxid (H,O;) und das Hydroxylradikal (OH). ‘O,” wird vornehmlich durch
Mitglieder der NOX-Familie der Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat (NADPH)-
Oxidasen gebildet. Die membranstindige NOX2 wird dabei in Endothelzellen durch erhohte
zyklische Deformation aktiviert (Bedard und Krause, 2007, Abb. 1). Durch das an den

Bifurkationen zugunsten von ‘O, und seinen Folgeprodukten verschobene Gleichgewicht
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zwischen NO und ‘O, kommt es letztendlich zur Enthemmung der Expression pro-

arteriosklerotischer Genprodukte wie z.B. von CD40 (Abb. 1).

NADPH
Oxidase

Schub-
spannung

Zellmembran

sponta (/ l 202 @
NO, Protein-Kinase- .
Aktivitit 1 H,0 + 112 0,

. Transkriptionsfaktor-
Aktivierung

CD40, MCP-1, E-Selectin |

Abbildung 1: Das Endothel und oxidativer Stress.

Durch Aufdehnung der Gefi3wand kommt es zur gesteigerten O, -Bildung, die zu einer vermehrten Expression
pro-arteriosklerotischer Genprodukte fithrt. Das Ungleichgewicht von Stickstoffmonoxid (NO) und
Superoxidanion (O,) fiihrt dariiber hinaus zur Bildung erhohter Mengen von Peroxynitrit (ONOO’) und
Wasserstoffperoxid (H,O,), welche ihrerseits die Exposition pro-arteriosklerotischer Genprodukte steigern

konnen (mit freundlicher Genehmigung von Prof. Hecker).

Dariiber hinaus reagiert NO mit ‘O, zu Peroxynitrit (ONOO") (Bedard und Krause, 2007,
Beckmann et al., 1994, Abb. 1). Die Folge ist ein Absinken der ROS-Menge in den Zellen
insbesondere aber des arterioprotektiven NO. ONOO' ist eine reaktive Stickstoffverbindung
(RNS), die in der Lage ist verschiedene Proteine durch Nitrierung von Tyrosinresten oxidativ
zu modifizieren und gegebenenfalls zu inaktivieren (Beckmann et al., 1994). Akuter bzw.
chronischer oxidativer und ggf. nitrosativer Stress im vaskuldren Endothel wird als
endotheliale Dysfunktion bezeichnet und scheint maBgeblich an der Entstehung bzw.
Entwicklung nicht nur der Arteriosklerose sondern auch des Diabetes und neurodegenerativen

Erkrankungen beteiligt zu sein.
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1.3 Das CD40-CD154-System

Der CD40-Rezeptor ist ein 48 kDa grofles Transmembranprotein und gehort gemeinsam mit
den Rezeptoren fiir TNF-a und dem Apoptoserezeptor Fas/CD95 zur so genannten TNF-
Rezeptor-Superfamilie. Es wird konstitutiv von Antigenprisentierenden Zellen wie B-Zellen,
Monozyten/Makrophagen und dendritischen Zellen exprimiert (Foy et al., 1996). Dariiber
hinaus konnte der Rezeptor auf Zellen des GefidBBsystems (Endothelzellen, Fibroblasten und
glatten Muskelzellen), Epithelzellen und Thrombozyten nachgewiesen werden (Hollenbaugh
et al., 1995, Foy et al., 1996).

Der CD40-Ligand CD154 (CD40L) wurde erstmalig als Membranprotein auf aktivierten T-
Zellen beschrieben (Armitage et al., 1992, Hollenbaugh et al., 1992), wird aulerdem aber v.a.
von Thrombozyten, vaskuldren glatten Muskelzellen, Endothelzellen und Monozyten
exprimiert. CD154 ist ein Typ-II-Transmembranprotein und gehort zur TNF-Superfamilie.
Aus der 39 kDa groen Transmembranform kann durch Proteolyse eine kleinere 16sliche
Form, das so genannte sCD154 (soluble CD154) entstehen (Graf et al., 1995). Aktivierte
Plittchen stellen die Hauptquelle fiir sCD154 dar (Foy et al., 1996).

Neben seiner besonderen Bedeutung als kostimulatorisches Rezeptor/Liganden-Paar, z.B.
beim Immunglobulinklassenwechsel von B-Lymphozyten ist die pathophysiologische Rolle
des CD40-CD154-Systems bei chronisch entziindlichen und Autoimmunkrankheiten in den
letzten Jahren immer deutlicher geworden. So konnte bei Knockoutméusen gezeigt werden,
dass die Defizienz von CD40 oder CDI154 sich positiv auf den Verlauf von
Gelenkentziindungen, wie der Arthritis (Durie et al., 1993), der allergischen
Enzephalomyelitis (Grewal et al., 1993) und der Arteriosklerose auswirkt (Lutgens et al.,
1999, Mach et al., 1998, Schonbeck et al., 2000).

Da CD40 eine intrinsische Signalaktivitit fehlt, werden Adaptormolekiile, die so genannten
TNF-Rezeptor-assoziierten Faktoren (Trafs) zur Signalweiterleitung nach einer CD40-
CD154-Interaktion benétigt (Schonbeck und Libby, 2001). Die Traf-Familie besteht aus sechs
Mitgliedern, von denen fiinf (Traf 1, 2, 3, 5, 6) abhéngig von Zelltyp und -funktion an CD40
binden (Zapata et al., 2003). In Endothelzellen bewirkt die Assoziation von Traf 2 und CD40
die Aktivierung pro-inflammatorischer Signalwege (Munkundan et al., 2004).

Die Spezifitiat der CD40-Signalweiterleitung wird aber nicht nur durch das Zusammenspiel
mit den verschiedenen Trafs beeinflusst. Vielmehr spielt hierbei auch die Lokalisation des
Rezeptors eine wesentliche Rolle. CD40 ist in und an speziellen Membranmikrodoménen, den

so genannten ,,Lipid Rafts* lokalisiert. Nach einer CD40-CD154-Interaktion transloziert der
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Grofiteil von CD40 in die Lipid Rafts, wo der Rezeptor dann mit den verschiedenen Trafs
assoziiert (Arron et al., 2002). Die Lipid Raft-abhiingige Assoziation von Traf 2 an CD40
fiihrt zur Bildung pro-inflammatorischer Zytokine (z.B. MCP-1), welche die Arteriosklerose
(Aaron et al., 2002; Chen et al., 2006) begiinstigen.

1.4 Bedeutung des CD40/CD154-Systems in der Endothelzellen-Leukozyten-
Wechselwirkung

In der Endothelzellen-Leukozyten-Wechselwirkung wird dem CD40/CD154-System eine
besondere Bedeutung zugesprochen, seitdem bekannt ist, dass durch die Ligand-Rezeptor-
Interaktion eine ausgesprochen starke pro-entziindliche Reaktion ausgeldst werden kann.
Ahnlich wie durch die Stimulation mit pro-inflammatorischen Zytokinen (IL-1p, IFN-y und
TNF-a) wird in den Endothelzellen eine gesteigerte Expression von Chemokinen (MCP-1 und
IL-8) sowie Adhésionsmolekiilen ICAM-1, VCAM-1, E-Selektin) induziert (Mach et al.,
1998, Thienel et al., 1999, Lienenliike et al., 2000). Dies bewirkt die vermehrte Rekrutierung
und Aktivierung von Monozyten, was wiederum die Freisetzung pro-inflammatorischer
Zytokine, wie TNF-o und IFN-y, zur Folge hat. Diese stellen einen weiteren Stimulus fiir die
Endothelzellen dar und fiithren unter anderem zu einer deutlichen Verstirkung der CD40-
Expression (Wagner et al., 2002).

Ebenfalls rekrutierte CD154-positive T-Zellen konnen jetzt verstirkt mit CD40 auf
Endothelzellen und Monozyten/Makrophagen reagieren. So wird unter anderem die Bildung
von IL-18 und IL-12 in Monozyten/Makrophagen stimuliert (Robertson und Hansson, 2006).
In humanen Endothelzellen scheint die Produktion von IL-12p70 exklusiv iiber eine CD40-
CD154-Interaktion ausgeldst zu werden (Lienenliike et al., 2000, Abb. 2). Dabei exprimieren
die Zellen konstitutiv die IL-12p35-Untereinheit wihrend die IL-12p40-Untereinheit de novo
synthetisiert werden muss. IL-12 hat die Differenzierung von ThO-Zellen zu Th1-Zellen zur
Folge (Robertson und Hansson, 2006). Die verstirkte Bildung von Thl-Zellen fordert die
Entziindungsreaktion insbesondere durch die heraufregulierte Synthese von IFN-y, welches
Makrophagen zur Sekretion von Zytokinen (TNF-a, IL-1B und IL-6) anregt. Eine Th2-
Antwort, die durch die Freisetzung von IL-10 ausgelost wird, hat im Gegensatz dazu in
diesem Kontext anti-inflammatorische Effekte. So stellt IL-10 einen potenten Inhibitor der
Monozyten/Makrophagen-Funktion dar und verhindert somit unter anderem die Freisetzung
pro-inflammatorischer Zytokine (Robertson und Hansson, 2006). Insofern kann der CD40-
CD154-gesteuerten Endothel-Leukozyten-Wechselwirkung in der Initiationsphase der

Entziindung eine besondere Bedeutung zugesprochen werden.
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Abbildung 2: Aktivierung von humanen Endothelzellen.

Darstellung der CD40/CD154-vermittelten Interaktion von T-Lymphozyten, Endothelzellen und Monozyten.
Hervorgehoben ist die positive Riickkopplung des CD154-induzierten endothelialen IL-12.

(EZ: Endothelzelle; gl. MZ: glatte Muskelzelle; mit freundlicher Genehmigung von Prof. Hecker)

1.5 Endozytose und Proteinabbau

Transmembranrezeptoren und die zugehorigen Signal- und Adaptorproteine sind
hauptsichlich in den Lipid Rafts, die mit Caveolinen assoziiert sein konnen, lokalisiert. Die
Bindung der entsprechenden Liganden vermittelt hier eine Rezeptorinternalisierung, die
entweder Clathrin-abhéngig oder -unabhéngig ist (Le Roy et al., 2005). Die Clathrin-
abhidngige Endozytose findet dabei auBerhalb der Lipid Rafts statt (Wiley et al., 2001). Bei
diesem Prozess formieren sich 16sliche Clathrin-Molekiile an der Plasmamembran um den
Rezeptor. Diese bilden Clathrin-bedeckte Invaginationen der Plasmamembran und nach ihrer
Ablosung Clathrin-Vesikel. Der Rezeptor fiir den epidermalen Wachstumsfaktor (EGFR)
wird zum Beispiel auf diesem Weg ubiquitiniert und dem proteasomalen System zum Abbau
zugefiihrt (Wiley et al., 2001).

Die Clathrin-unabhéngige Endozytose ist dagegen direkt mit den Lipid Rafts assoziiert und
Caveolin-abhingig (Minshall et al., 2003). In vaskuldren Endothelzellen bilden Caveolae
Einstiilpungen der Plasmamembran, binden dort Cholesterin und sammeln dieses in Clustern
an (Pelkmans et al., 2004, Bauer et al., 2005). Nach der Rezeptoraktivierung kommt es

abhingig von GTPasen zur Bildung intrazelluldrer geschlossener Vesikel, den so genannten
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,»Cavikeln* (Navarro et al., 2004). Die Cavikel transportieren die aufgenommenen Rezeptoren
entlang von Mikrotubuli zu den Caveosomen (Tagawa et al., 2005, Pelkmans et al., 2005),
von wo aus die internalisierten Proteine weiter zum Golgi-Apparat oder dem
Endoplasmatischen Retikulum transportiert werden (Pelkmans et al., 2005).

In eukaryotischen Zellen wird der Proteinabbau hauptséchlich iiber den ATP- und Ubiquitin-
abhingigen Proteasom-Abbauweg bewerkstelligt. Hierbei werden die Proteine zunichst durch
kovalente Bindung mehrerer Ubiquitin-Molekiile markiert (siehe Ubersichtsartikel von
Hochstrasser, 1996) Der Konjugation mit den Ubiquitinmolekiilen folgt eine schnelle
Degradation durch das 26S-Proteasom, einer multikatalytischen Protease, die die Proteine in
kurze Peptidketten zerlegt (Hilt und Wolf, 1996). Das 26S-Proteasom besteht aus dem
zentralen 20S-Proteasom, in dem die Proteine degradiert werden und aus zwei flankierenden
19S-Komplexen, die die Substratspezifitdt und deren Regulierung sicherstellen. Obwohl es
eine zentrale Rolle beim intrazelluldren Proteinumsatz spielt, kommt dem 26S-Proteasom
auch eminente Bedeutung bei verschiedenen Prozessen wie der Antigenprdsentation iiber
MHC-Klasse I, Apoptose und Zellteilung zu (Ciechanover, 2006).

Neben der Proteolyse durch das 26S-Proteasom ist auch der ATP- und Ubiquitin-unabhingige
Abbau iiber das 20S-Proteasoms bekannt. Dabei wird der Abbau je nach Substrat durch die
Chymotrypsin-dhnliche Aktivitit, die groBe hydrophobe Reste erkennt, die Trypsin-dhnliche
Aktivitit, deren Substrat basische Aminosduren darstellen oder die Peptidyl-Glutamyl-Peptid-
hydrolisierende Aktivitit (PGPH), die saure Reste erkennt, katalysiert (Heinemeyer et al.,
1993, Boes et al., 1994, Bogyo et al. 1998). Dariiber hinaus gibt es Hinweise, dass
Modifikationen von Proteinen, die durch oxidativen Stress entstehen, z.B. die Nitrierung von
Tyrosinresten durch Peroxynitrit, ein Signal fiir deren Abbau iiber die Chymotrypsin-dhnliche
Aktivitat des 20S-Proteasoms darstellen (Szousa et al., 2000, Shringapure et al., 2001, Kretz-
Remy et al., 2003).

Zum besseren Verstindnis bzw. zur Aufklirung proteolytischer Prozesse werden
verschiedene Inhibitoren des proteasomalen Systems eingesetzt. Dabei sind die
Peptidaldehyde MG-132 und Lactacystin sowie das zu den Epoxoketonen gehorende
Epoxomicin (Meng et al., 1999) die am héufigsten und auch in der klinischen Therapie
eingesetzten Substanzen. Peptidaldehyde inhibieren die Funktionen aller proteasomalen
Untereinheiten und dariiber hinaus andere intrazelluldre Proteasen sowie Teile des
lysosomalen Systems (z.B. Cathepsin B) (Mellgren, 1997, Bogyo et al., 1997, Bromme et al.,
1999). Im Gegensatz dazu werden die Aktivititen von nicht-proteasomalen Proteasen

(Trypsin, Chymotrypsin, Papain, Calpain oder Cathepsin B) durch den Inhibitor Epoxomicin



Einleitung 8

nicht beeinflusst (Hanada et al., 1992). Dieser Inhibitor hemmt spezifisch die Chymotrypsin-
dhnliche Aktivitit des 20S-Proteasoms (Meng et al, 1999).

1.6 Zielsetzung der Arbeit

In den letzten Jahren wurde dem CD40-Rezeptor aufgrund seiner Bedeutung in der
Pathogenese chronischer Entziindungserkrankungen wachsende Aufmerksamkeit geschenkt.
In der Arbeitsgruppe von Prof. Hecker konnte bereits gezeigt werden, dass zyklische
Dehnung humaner Endothelzellen zu einer Degradation von CD40 fiihrt, die durch den
generellen proteasomalen Inhibitor MG-132 gehemmt werden kann. Weiterhin konnten erste
Hinweise auf eine dehnungsinduzierte Tyrosinnitrierung von CD40 gewonnen werden
(Dissertation Baumgarten, 2004).

In dieser Arbeit sollte daher im Detail untersucht werden, welche proteolytischen
Kompartimente in den dehnungsabhidngigen Abbau von CD40 involviert sind. Weiterhin
sollte der Zusammenhang zwischen der Peroxynitrit-mediierten Tyrosinnitrierung und dem
Abbau von CD40 nach dessen Internalisierung in humanen Nabelschnurvenen-Endothelzellen
auf molekularer Ebene untersucht werden. Zudem sollte die funktionelle Bedeutung der
Tyrosinnitrierung des CD40-Rezeptors fiir den CD40-CD154-Signalweg gekliart werden. Die
Identifizierung moglicher Regulationsmechanismen, die die Prisenz des CD40-Rezeptors auf
Endothelzellen limitiert, sollte ferner einen Beitrag zum besseren Verstdndnis der Initiation

der Arteriosklerose und ggf. deren therapeutischer Kontrolle liefern.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

Soweit nicht anders erwihnt, stammten die verwendeten Chemikalien und Reagenzien von
den Firmen Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe), Roche (Mannheim) oder Sigma
(Steinheim).

Plastikmaterialen fiir die Zellkultur wurden von TPP (Trassdingen, Schweiz), BD Falcon
(Heidelberg), Sarstedt (Hannover) und Eppendorf (Hamburg) bezogen.

2.1.1 Zellkultur

Die folgenden Medien, Zusitze und Puffer wurden von Gibco (Invitrogen, Wiesbaden)
bezogen:

Zur Kultivierung von primdren humanen Nabelschnurvenen-Endothelzellen

M199-Medium (Gibco; Invitrogen; Karlsruhe) mit 20 % fotalem Kilberserum (FKS), 1%

Penicillin-Streptomycin-Mix und 1 pg/ml ECGS (endothelial cell growth supplement)
Zur Kultivierung der CD40-Liganden transfizierten Maus-Myelomzelllinie P3xTB.A7
,Roswell Park Memorial Institute* (RPMI) 1640-Medium mit 10% FKS, 1% Pen-Strep

2.1.2 Enzyme

Taq Polymerase aus Thermus aquaticus (Bioron)

2.1.3 Kits und Reagenzien fiir die Nukleinsiuresolierung und PCR

RNA-Isolierung: RNeasy Total RNA Kit (Qiagen, Hilden)

Reverse Transkription: Omniscript reverse transcription Kit (Qiagen, Hilden)
Sensiscript reverse transcription Kit (Qiagen, Hilden)

RNase Inhibitor: RNase Inhibitor 100 U/ul (Promega, Madison, USA)

Light Cycler PCR: QuantiTect SYBR Green RT-PCR Kit (Qiagen, Hilden)

2.1.4 Molekulargewichtsstandards
DNA-Standards

Ultra-low-range-marker:
10, 15, 20, 25, 35, 50, 75, 100, 150, 200, 300 bp (Fermentas, St. Leon-Roth)
Proteinstandards

Prestained protein marker: 15, 20, 37, 50, 75, 100, 150, 200 kDa (Biorad, Miinchen)
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2.1.5 Primer

In dieser Arbeit wurden folgende Primer verwendet:

Tabelle 1: Primerbedingungen (Sequenzen, Zvklenzahlen, Annealingtemperaturen)

Primer Zyklen | Annealing- Sequenz 5°-3’ Genbanknr.
Temperatur

CD40 forward 35 TGGTCTCTGTAATCCCTTGTGCCT | NM_001250
CDA40 reverse 60°C GGAAGGCATTCCGTTTCA
RPL-32 forward 30 AGGCATTGACAACAGGGGTTC NM_001007074
RPL-32 reverse 58°C GCACA CAGCAGCACTTGTT
E-Selektin forward 35 AGCAAGGCATGATGTTAACC M17851
E-Selektin reverse 56°C GCATTCCTCTCTTCCAGAGC
VCAM-1 forward 30 CATGACCTGTTCCAGCGAGG X53051
VACM-1 reverse 56°C CATTCACGAGGCCACCACTC
IL12P40 reverse 35 CTGGTT TTTCTGGCATCTCC NM_002187
IL12p40 forward 53°C GTGAGGACCACCATTTCTCC

2.1.6 Antikorper

Primérantikérper

Kaninchen-anti-CD40-C-terminal (C-20; Santa Cruz; Heidelberg)
Kaninchen-anti-CD40-N-terminal (N-16; Santa Cruz; Heidelberg)
Maus-anti-CD40 (MC-159; AbD Serotec; Diisseldorf)
Maus-anti-CD40 (Ab-2, Klon BE-1; Dianova, Hamburg)

Phycoerythrin-konjugiertes Maus-anti-CD40 (BD Pharmingen)
Phycoerythrin-konjugiertes IgG « Isotyp Kontrolle (BD Pharmingen)
Kaninchen-anti-Nitrotyrosin (Upstate; Lake Placid; USA)
Maus-anti-Nitrotyrosin (Upstate; Lake Placid; USA)
Maus-anti-B-Aktin (Abcam; Cambridge; UK)

Ziege-anti-CD31 (Santa Cruz; Heidelberg)

Maus-anti-CD31 (#09096, Dianova, Hamburg)

Maus-anti-HSP70 (C92F3A-5; Stressgen)

Kaninchen-anti-TRAF6 (H-274; Santa Cruz; Heidelberg)
Maus-anti-TRAF2 (ab12122; Abcam; Cambridge; UK)
Kaninchen-anti-Proteasome 20S alpha+beta (ab22673; Abcam; Cambridge; UK)
Maus-anti-Ubiquitin (P4D1; Cell Signaling)
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Kaninchen-anti-VCAM-1 (H-276; Santa Cruz; Heidelberg)
NA/LE Maus-anti-CD154 (BD Pharmingen)

Sekundirantikorper

Peroxydase-konjugiertes Ziege F(ab’)2 anti-Kaninchen-IgG (Sigma; Miinchen)
Peroxydase-konjugiertes Ziege F(ab’)2 anti-Maus-IgG (Sigma; Miinchen)
Cy3-konjugiertes Esel F(ab’)2 anti-Kaninchen-IgG (Jackson Immunity)
Cy3-konjugiertes Esel F(ab’)2 anti-Maus-IgG (Jackson Immunity)
Cy3-konjugiertes Esel F(ab’)2 anti-Ziege-IgG (Jackson Immunity)
Cy2-konjugiertes Esel F(ab’)2 anti-Ziege-IgG (Jackson Immunity)

2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur
Alle Arbeiten der Zellkultur erfolgten unter sterilen Bedingungen. Die Zellen wurden bei
37°C, 5% CO, und gesittigter Luftfeuchtigkeit in einem Brutschrank (Thermo Scientific

Heraeus) inkubiert.

2.2.2 Isolierung und Kultivierung von humanen Nabelschnurvenen-Endothelzellen
(HUVEC)

Zur Préparation von HUVECs (human umbilical cord venous endothelial cells) wurden
Nabelschniire verwendet, bei denen die Geburt nicht ldnger als 24 Stunden zuriicklag. Die
Préparation erfolgte unter weitgehend sterilen Bedingungen. Nach der du3eren Reinigung der
Nabelschnur, wurde die Vena umbilicalis von beiden Enden mit Knopfkaniilen sondiert und
durch diese mit sterilem, auf 37 °C vorgewidrmten HANKS (PAA Laboratories) mit Penicillin
(50 U/ml), Streptomycin (50 ug/ml) und Nystatin (10 U/ml) gespiilt, um Blutreste und
Thromben zu entfernen. Nach der Reinigung des Venenlumens wurde Dispase-II-Losung
(neutrale Protease, 75 U/ml; Roche Diagnostics GmbH) eingefiillt und die Nabelschnur fiir
30 Minuten bei 37 °C inkubiert. AnschlieBend wurde die Nabelschnur vorsichtig massiert und
mehrfach mit sterilem HANKS gespiilt, um die HUVECs aus dem Gewebeverband zu
losen. Nach darauf folgender Zentrifugation der Zellsuspension bei 110 x g fiir 5 Minuten bei
Raumtemperatur wurden die Zellen in M199-Medium (Invitrogen, Karlsruhe) mit 20% FKS,
1% Pen-Strep und 1 pg/ml ECGS aufgenommen. Die Kultivierung der Zellen erfolgte auf 6-
Loch-Platten oder 6-Loch-FlexerCell Platten (FlexCell International Corp., Hillsborough,
USA), die mit 2% Gelatine (Sigma, gelost in 0,1 N HCI) beschichtet waren. Am ersten Tag
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nach der Priparation wurden die Zellen in serumfreiem Medium gewaschen, um noch
vorhandene Erythrozyten und abgestorbene Zellen zu entfernen. Die weitere Kultivierung
erfolgte in Medium (M199) mit Zusitzen, welches alle 48 Stunden gewechselt wurde. Eine
fiir die Versuche notwendige Konfluenz der primédren Zellen von 100% war in 4-6 Tagen

erreicht.

2.2.3 Isolierung und Kultivierung von humanen Nabelschnurarterien-Endothelzellen
(HUAEC)

Die Priparation und Kultivierung von HUAEC erfolgte im Wesentlichen wie fiir HUVEC in
Kapitel 2.2.2 beschrieben. Um einen Spasmus der Arterien zu vermeiden, wurde die
Préparation auf einer 37 °C warmen Heizplatte durchgefiihrt. Nach Erreichen einer 100%-
igen Konfluenz der priméren Zellen wurden diese fiir 8 Minuten mit 0,5% Trypsin in 0,2 mg/1
EDTA von den Kulturplatten abgelost. Nach einem Waschschritt in serumfreien Medium,
wurden sie in M199-Medium mit 20% FKS, 1% Pen-Strep und 1 pug/ml ECGS aufgenommen
und in 6-Loch-Platten ausgesit. Danach wurden die HUAECs bis zu 100%-iger Konfluenz 4-

6 Tage wachsen gelassen.

2.2.4 Kultivierung von Maus-Myelomzellen

Die stabil CDI154-transfizierte Maus-Myelomzelllinie P3XxTB.A7 wurde von Prof. Dr. R.
Kroczek (Robert-Koch-Institut, Berlin) zur Verfiigung gestellt. Eine Beschreibung ist durch
eine Publikation von Graf et al. (1992) gegeben. Als Kultivierungsmedium diente RPMI 1640
(10% FKS, 50 U/ml Penicillin, 50 pg/ul Streptomycin, 10 U/ml Nystatin). Die Zellen wurden

regelmifBig mittels Western Blot-Analyse auf die Expression von CD154 untersucht.

2.2.5 Kultivierung der humanen THP-1-Monozytenzelllinie

Die humane Monozytenzelllinie THP-1 (American Type Culture Collection, Rockville, MD,
USA) wurde in RPMI 1640 Medium plus 10% FKS, Penicillin (50 U/ml), Streptomycin
(50 pg/ul) und Nystatin (10 U/ml) kultiviert.

2.2.6 Kokultivierungsexperimente mit HUVECs und CD154-positiven Myelomzellen

Zur Aktivierung des membranstindigen CD40-Rezeptors wurden Endothelzellen mit CD154-
exprimierenden P3xTB.A7-Myelomzellen kokultiviert. Dafiir wurden jeweils 1x10°
P3xTB.A7-Zellen in 1ml M199 mit Zusdtzen aufgenommen und fiir 20 Minuten bis
24 Stunden den Endothelzellen bei 37 °C und 5% CO, hinzugefiigt. Um zu zeigen, dass es
sich um eine spezifische CDI154-induzierte CD40-Aktivierung handelte, wurde ein

neutralisierender Antikorper gegen CD154 eingesetzt (Trap-1, 40 ug/ml; Henn et al. 1998).
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Nach der Stimulation wurden die Myelomzellen mit Hilfe einer Pipette und 37 °C warmen
HEPES-Tyrode unter mikroskopischer Kontrolle nahezu vollstindig von den Endothelzellen

heruntergespiilt.

2.2.7 Zyklische Dehnung von HUVEC

Das FexCell-System (FlexCell International Corp., Hillsborough, USA) wurde eingesetzt, um
in vitro die lokale Aufdehnung der GefidBwand zu simulieren und die Endothelzellen unter
den dabei entstehenden Stressbedingungen zu untersuchen.

HUVECs wurden dazu auf speziellen FlexCell-Platten (FlexCell International Corp.,
Hillsborough, USA), auf einer Kautschukmembran kultiviert. Fiir die Versuche wurden die
Platten in die FlexCell-Dehnungsapparatur eingesetzt und mit Hilfe einer Vakuumpumpe fiir
die vorgesehenen Zeitspannen (3-16 Stunden) bei 16% Elongation und einer Frequenz von
0,5 Hz gedehnt. Das Einsetzen von Hartplastikscheiben in den unteren Teil der Wells vermied

die Dehnung der Zellen, die als ungedehnte Kontrollen dienten.

2.2.8 Zytokin-Stimulation der Zellen
Soweit nicht anders erwihnt, wurden die HUVECs und THP-1-Monozyten standardisiert
durch Zugabe von IFN-y (1000 U/ml Medium) in Kombination mit TNF-a (100 U/ml

Medium) (beide R&D Systems, Wiesbaden) zum Kultivierungsmedium stimuliert.

2.2.9 Nachweis einer CD40-Tyrosin-Nitrierung in der Zellkultur

Um membranstiandiges CD40 von HUVECs bzw. THP-1 Monozyten an seinen Tyrosinresten
zu nitrieren, wurden die Zellen entweder fiir 3 bzw. 6 Stunden mit 5mM des
Peroxynitritdonors SIN-1, oder fiir eine Stunde mit exogenem Peroxynitrit (ONOO", 160-
200 uM final) behandelt. Durch die Vorinkubation der Zellen mit den Peroxynitritscavengern
Urat (10 uM, 30 Minuten) und FeTPPs (100 uM, 1 Stunde) wurde die Selektivitit der
Tyrosinnitrierung durch ONOO' iiberpriift.

2.2.10 Inkubation der Endothelzellen mit Inhibitoren gegen verschiedene Protein-
abbauwege

HUVECs wurden nach unten aufgefiihrter Tabelle mit den einzelnen Inhibitoren vorbehandelt,
bevor sie anschliefend zyklisch gedehnt wurden (sieche Kapitel 2.2.7) oder eine Behandlung
mit ONOO' (siehe Kapitel 2.2.9) stattfand.
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Tabelle 2: Inhibitoren

Inhibitor Eingesetzte | Inkubationszeit Zielkompartiment
Konzentration
Ca-074-Me 50 uM 30 Minuten Cathepsin B
Chymostatin 100 uM 30 Minuten Serin und Cystein-Proteasen A, B,

D, G; Chymotrypsin, Papain,
Cathepsin A, B, C

Epoxomicin 10 uM 30 Minuten Chymotrypsin-dhnliche Aktivitit

des 20S-Proteasoms

Iodoacetamid 10 mM 30 Minuten Cathepsin B, C, Cystein-Proteasen

Lactacystin 50 uM 30 Minuten Chymotrypsin-dhnliche, Trypsin-
dhnliche, Caspase-dhnliche
Aktivitit des Proteasoms,
katalytische Untereinheiten des

26S-Proteasoms

Leu-Ala 2 mM 30 Minuten Ubiquitin-Ligase

MG-132 10 uM 30 Minuten Chymotrypsin-dhnliche, Trypsin-
dhnliche, Caspase-dhnliche
Aktivitiat des Proteasoms,

Cathepsin A, B, C, Cystein-

Proteasen, Calpaine,

2.2.11 mRNA-Isolierung

Gesamt-RNA wurde mittels des RNeasy Total RNA Isolation Kit (Qiagen, Hilden)
entsprechend den Angaben des Herstellers isoliert. Dabei wurden die Zellen direkt in den 6-
Lochplatten in 350 ul Lysepuffer mit 0,1% B-Mercaptoethanol lysiert und mikroskopisch
kontrolliert. Die Proben wurden in 1,5 ml Reaktionsgefdle tiberfiihrt und fiir 1 Minute kriftig
gevortext. AnschlieBend wurden die homogenisierten Proben mit dem dquivalenten Volumen

70% Ethanol gemischt und auf die im Kit enthaltenen RNA-bindenden Siulen gegeben, an
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deren Silica-Gel-Matrix die RNA-Molekiile gebunden wurden. Die anderen Bestandteile der
Lysate wurden durch Zentrifugation bei 8000 x g fiir 15 s und durch Waschen mit im Kit
enthaltenen Waschpuffern entfernt. Die Elution der RNA erfolgte in 30 ul RNase-freiem
Wasser mit einer abschlieBenden Zentrifugation bei 8000 x g fiir 1 Minute. Mittels dieser
Methode konnen RNA-Molekiile, die mindestens 200 bp grof3 sind, isoliert werden. Die
kleineren tRNAs und rRNAs werden mit den anderen Bestandteilen von der Matrix
gewaschen.

Zuletzt wurde die Konzentration der isolierten RNA photometrisch mit dem NanoDrop
(Peqlab, Erlangen) bestimmt. Die in den Proben enthaltene RNA-Konzentration wurde vom
Photometer in pg/ul angegeben. Bis zur weiteren Verwendung wurden die Proben bei -80 °C

gelagert.

2.2.12 Reverse Transkription

Mit Hilfe der reversen Transkriptasen Omniscript bzw. Sensiscript (Qiagen) wurde die
isolierte RNA in einzelstringige, komplementire cDNA umgeschrieben. Wihrend der
reversen Transkription wurden Oligo-dT-Primer eingesetzt, die sich an den Poly-A-Schwanz
der mRNA anlagern. Die RT-Ansdtze wurden auf Eis entsprechend dem folgenden
Pipettierschema gemischt, anschlieBend fiir 1 Stunde bei 37 °C inkubiert und konnten

anschlieBend bei -20 °C gelagert werden.

Menge Endkonzentration
10 x RT-Puffer 2ul 1x
dNTPs, 5 mM pro dNTP 2ul 0,5 mM pro dNTP
Oligo-dT-Primer, 10 uM 0,2 ul 0,2 uM
RNase-Inhibitor, 10 U/ml 1 ul 0,5 U/ul
Omniscript Reverse Transcriptase, 4 U/ml 1 ul 0,2 U/ul
HObidest ad 20 ul

2.2.13 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Polymerasekettenreaktion wurde zur Amplifizierung spezifischer cDNA-Sequenzen mit
Hilfe spezifischer Primerpaare benutzt.

Das Prinzip der Polymerasekettenreaktion beruht auf der zyklischen Wiederholung dreier
Reaktionsschritte: Zunichst wird die eingesetzte cDNA durch Erhitzen denaturiert. Darauf

folgt das Anlagern der spezifischen Primer an die einzelstrangige DNA und zuletzt, durch die
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Anwesenheit des Enzyms Taqg-Polymerase, die Rekrutierung von dNTPs und die Bildung von
komplementidren DNA-Striangen.

Um auszuschlieBen, dass das Ergebnis der Analyse durch unterschiedliche cDNA-Mengen in
den Proben verfilscht wird, wurde fiir die Verrechnung und statistische Auswertung das nicht
regulierte Housekeeping-Gen RPL-32 gemessen.

Bei jeder PCR wurde parallel eine Negativkontrolle angesetzt, in der statt cDNA H;Opjgest
enthalten war. Die Reaktionsgemische waren in einem Gesamtvolumen von 50 pl nach

folgenden Pipettierschema angesetzt.

Menge Endkonzentration
10 x PCR-Puffer Sul Ix
dNTPs 1 ul 0,2 uM
Primer forward (10 uM) 2ul 0,4 uM
Primer reverse (10 uM) 2ul 0,4 uM
Taq Polymerase 0,2 ul
cDNA 2 ul 40 ng/ul
H,Opidest ad 50 pl

2.2.14 Quantitative PCR (Light Cycler)

Die Polymerasekettenreaktion mit dem Light Cycler® (Roche, Mannheim) wurde fiir eine
relative Quantifizierung der Amplifizierung spezifischer cDNA-Sequenzen benutzt.

Bei der Light Cycler© PCR wird der DNA-Gehalt am Ende jedes Amplifikationszyklus durch
einen an doppelstringige DNA bindenden Fluoreszenzfarbstoff gemessen. Die urspriingliche
Menge an cDNA in den Proben wird anhand der Zyklen bis zum Erreichen des
Schwellenwerts, der fiir eine Detektion des PCR-Produktes iiber den Fluoreszenzhintergrund
hinaus notwendig ist, quantifiziert. Die Anzahl der Zyklen beim Erreichen des
Schwellenwerts wird als ,,Crossing Point* (CP) bezeichnet. Je niedriger der CP ist, desto
hoher war die Ausgangskonzentration der in cDNA umgeschriebenen Ziel-mRNA der
einzelnen Proben. Um Unterschiede bei der Menge der eingesetzten cDNA auszugleichen,
wurde das Verhiltnis der eigentlichen Proben zu einer internen Kontrolle ins Verhiltnis mit

den Werten des Housekeeping-Gens RPL derselben Proben gesetzt.

Verhiiltnis = (EPmbe)ACPpmbe(Kontrolle-Probe) / (ERPL)ACPRPL(Kontrolle-Probe)
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(Pfaffl, 2001). E ist hierbei die Effizienz der PCR und wurde 2 gesetzt.

Fir die PCR-Reaktionen wurden Primer, H,O, Quantitect SYBR Green Fast Start-
Reaktionsmix (Qiagen; Hilden) wie unten angegeben angesetzt. Die Primer wurden
standardisiert in einer Endkonzentration von 0,2 uM eingesetzt. Der Mastermix fiir jede
Reaktion wurde zusammen mit dem Template in eine Glaskapillare (Roche) gegeben. Diese
wurde fiir 30 Sekunden bei 1000 x g zentrifugiert und in das LC-Karussell gestellt. Im
Anschluss an die PCR wurden die Reaktionsansitze aus den Glaskapillaren durch
Zentrifugation isoliert und die Grofle und Menge der PCR-Produkte auf einem Agarosegel

kontrolliert.

Reaktionsansatz

1 ul cDNA

1 ul Primer forward
1 pl Primer reverse
7 [.ll HQO

10 ul Quantitect-Reaktionsmix

Die PCR-Produkte wurden mittels Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt. Dafiir wurden
jeweils 10 ul der Proben mit 10 x Ladepuffer (siehe unten) vermischt und in einem 2%-igen
Agarosegel in TBE-Puffer mit 1 ug/ml Ethidiumbromid analysiert. Zur Gro3enbestimmung
der PCR-Produkte wurde zusitzlich ein Groenstandard mit aufgetrennt. Die Banden wurden
mit Hilfe des Videodokumentationssystems (Gel-Doc 2000, Biorad, Miinchen) und der

Biorad Quanti One-Software (Biorad) quantifiziert.

2.2.15 Herstellung von Gesamtproteinlysaten

In den Versuchen behandelte HUVECs wurden zweimal mit HANKS gewaschen bevor sie
abgeschabt und in 1,5 ml-Reaktionsgefif3e iiberfithrt wurden. Die THP-1-Zellen wurden bei
4 °C und 2000 x g fiir 5 Minuten abzentrifugiert und zweimal in HANKS gewaschen. Nach
einem anschlieenden Zentrifugationsschritt fiir 5 Minuten bei 2000 x g und 4 °C wurden die
Zellpellets in fliissigem Stickstoff eingefroren und entweder bis zur weiteren Verwendung bei
-80 °C gelagert, oder direkt aufgearbeitet.

Nach Zugabe von 10 ul sterilem H,O zu jedem gefrorenen Pellet fand der Zellaufschluss
durch wiederholtes Auftauen bei 37 °C, gefolgt von kriftigem Vortexen und erneutem
Einfrieren in fliissigem Stickstoff statt. Insgesamt wurde die Prozedur 5 x wiederholt.

Anschlielend erfolgte die Bestimmung der Probenvolumina, und die Zugabe der dquivalenten
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Menge an 2 x Homogenisierungspuffer I. Der nach einer darauf folgenden Zentrifugation
(2000 x g, 5 Minuten, 4 °C) gewonnene Uberstand stellte das Gesamtzelllysat dar. Von den
Doppeltansitzen wurde jeweils einer als Gesamtlysat bei -80 °C gelagert, wihrend der andere
fiir die Generierung von zytosolischen und mikrosomalen Fraktionen verwendet wurde.

Die Bestimmung der Proteinmengen in den einzelnen Proben erfolgte photometrisch nach der
Micro-Lowry-Methode (siehe Kapitel 2.2.16). Die Proben wurden mit 1x SDS-Probenpuffer
(Roth), dem Bromphenolblau zugesetzt war, vermischt und weiter nach der Western Blot

Methode analysiert.

1 x Homogenisierungspuffer I

50 mM Tris-HCI, pH 7.4, 1,15% (w/v) KCl, 1 mM EDTA, 5 mM Glucose, 0,1 mM DTT,

2 mg/l Leupeptin, 2 mg/l Pepstatin A, 10 mg/l Trypsin-Inhibitor, 0,04 ug/l Pefabloc

2.2.16 Proteinbestimmung nach Micro Lowry

Die Bestimmung von Proteinkonzentrationen in Proteinlysaten erfolgte mit Hilfe eines Kits
(Total Protein Kit, Micro Lowry, Peterson’s Modification, Sigma), dem alle benétigten
Substanzen beigefiigt waren. Zunidchst wurde der BSA-Standard in 1% Glycin-PBS gelost
und auf folgende Konzentrationen eingestellt: 12,5, 25, 50, 100 pg/ul. In eine 96-Loch-Platte
wurden anschlieBend je 100 ul der Standards und Proben (1:100 in 1% Glycin-PBS
vorverdiinnt) als Doppeltansatz vorgelegt. Als Blankwert diente 1% Glycin-PBS. Zu den
Proben wurden 100 ul Lowry-Reagenz gegeben und die Platte fiir 20 Minuten bei
Raumtemperatur (RT) inkubiert. Nach der Zugabe von 50 ul Folin-Reagenz pro Vertiefung
und einer Inkubation bei RT fiir 30 Minuten erfolgte die photometrische Bestimmung des

Farbumschlags bei 500 nm mit einer A-Korrektur bei 800 nm.

2.2.17 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die SDS-PAGE wurde in einer Vertikalelektrophoresekammer (Mini-Protean III; Biorad,
Miinchen) durchgefiihrt. Fiir das Gel wurde zunidchst ein 10%-iges Trenngel in eine
GieBapparatur gegossen und zur vollstindigen Polymerisation mit Butanol iiberschichtet.
Danach wurde das Butanol abgegossen und die Trenngeloberfliche griindlich mit HyOp;gest
gespiilt. Letztlich erfolgte die Uberschichtung mit einem 5%-igen Sammelgel, in das ein
Probenkamm gesteckt wurde.

Das fertige Gel wurde in die Gelkammer eingebaut, die mit 1 x SDS-Laufpuffer gefiillt wurde.

Nach dem Entfernen des Probenkamms wurden die Taschen mit Hilfe einer Eppendorf-
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Pipette gespiilt. Parallel zu den Proteinproben (siehe Kapitel 2.2.9) wurde ein vorgeférbter
Protein Marker (Biorad) im Gel aufgetrennt.
Die SDS-PAGE wurde konstant mit einer Stromstirke von 25 mA durchgefiihrt, bis die

Bromphenolblaufront gerade aus dem Gelende gelaufen war.

Trenngel (10% Acrylamid)
0,375 M Tris-HCl, pH 8.8, 0,2% SDS, 10% Acrylamid/ 0,3% Bisacrylamid, 0,04%
Ammoniumpersulfat (APS), 0,02% Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Sammelgel (5% Acrylamid)
0,125 M Tris-HCI, pH 6.8, 0,2% SDS, 5% Acrylamid/ 0,13% Bisacrylamid, 0,04%

Ammoniumpersulfat , 0,04% Tetramethylethylendiamin

1 x SDS-Laufpuffer

25 mM Tris-HCI, pH 8.3, 192 mM Glycin, 0,1% SDS

2 x SDS-Probenpuffer

125 mM Tris-HCl, pH 6.8, 4% SDS, 20% Glycerin, 65 mM Dithiothreitol (DTT), 0,002%
Bromphenolblau (BPB)

2.2.18 Western Blot und Immunfirbung

Der Transfer der aufgetrennten Proteine auf eine PVDF-Membran (Imobilon-P, Millipore,
USA) wurde nach der Tankblot-Methode durchgefiihrt. Zunichst wurde die hydrophobe
Membran fiir 10 Minuten in Methanol und zweimal 10 Minuten in Reinstwasser geschwenkt.
Der Transfer fand in einer mit gekiihltem Transferpuffer gefiillten Transblot-Kammer (Mini-
Protean®3—Cell, Bio-Rad, Miinchen) fiir 60 Minuten bei 350 mA statt. Nachfolgend wurde die
Membran zur Kontrolle des Transfers mit Ponceau-S-Losung (Sigma-Aldrich, Hamburg)
angefidrbt. Nachdem dieses durch 10 Minuten waschen in TBS-Puffer entfernt worden war,
erfolgte die Absittigung unspezifischer Bindungsstellen durch eine 1-stiindige Inkubation bei
RT mit 5% (w/v) Magermilchpulver oder 5% BSA in TBST-Puffer. Die Inkubation mit den
verschiedenen Primirantikorpern, die in den entsprechenden Blockierlosungen verdiinnt
waren, wurde fiir 2 Stunden bei RT durchgefiihrt. Anschlieend folgten zwei Waschschritte
bei RT in TBST-Puffer und ein Waschschritt in TBS (jeweils 10 Minuten), bevor die
Membran fiir 1Stunde bei RT mit dem jeweiligen Peroxidase-konjugierten
Sekundirantikorper inkubiert wurde. Drei weitere Waschschritte mit TBST/TBS-Puffer
folgten (wie oben beschrieben), bevor die Membran fiir 5 Minuten mit Amersham ™M-ECL

Plus Western Blotting Detection System-Substrat (GE-Healthcare, UK) benetzt wurde. Die
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Aufnahme der Chemilumineszenz erfolgte mit Hilfe der ChemiDoc XRS-
Geldokumentationsstation (BioRad) und der Quantity One-Software (BioRad).

Fiir Mehrfachfiarbungen der Membranen wurde der vorherige Antikorper mit 0,2 M NaOH
(10 Minuten, RT) von dem Blot abgelost und der Farbevorgang wie oben beschrieben mit den
neuen Antikorpern durchgefiihrt. Als interner Standard zur Kontrolle der eingesetzten
Proteinmengen diente der Nachweis von B-Aktin. Die Banden der entwickelten Western-Blots
wurden mit der Quantity One-Software (BioRad, Miinchen) densitometrisch analysiert. Die
verwendeten Antikorper mit den entsprechenden Verdiinnungen und den zugehorigen

Sekundirantikorpern sind in Tabelle 3 aufgefiihrt.

Tabelle 3: Primire und sekundire AntikoOrper fiir Western Blot und Verdiinnungen

Primér-Antikorper Verdiinnung Sekundir-Antikorper Verdiinnung

Kaninchen-anti-CD40 (C-20) 1:1000 Ziege-anti-Kaninchen-1gG 1:5000

Kaninchen-anti-CD40 (N-16) 1:1000 Ziege-anti-Kaninchen-IgG 1:5000

Maus-anti-B-Aktin 1:5000 Ziege-anti-Maus-1gG 1:5000
Maus-anti-Nitrotyrosin 1:500 Ziege-anti-Maus-1gG 1:5000
Kaninchen-anti-Nitrotyrosin 1:500 Ziege-anti-Kaninchen-IgG 1:5000
Maus-anti-TRAF2 1:1000 Ziege-anti-Maus-1gG 1:5000
Kaninchen-anti-Proteasome 1:1000 Ziege-anti-Kaninchen-IgG 1:5000

20S alpha + beta

Maus-anti-Ubiquitin 1:500 Ziege-anti-Maus-IgG 1:5000
Maus-anti-HSP-70 1:500 Ziege-anti-Maus-IgG 1:5000
Kaninchen-anti-TRAF6 1:1000 Ziege-anti-Kaninchen-1gG 1:5000

Transferpuffer fiir PVDF 5x:
30 g Tris, 144 g Glycin, ad 2 1 HyOpgest, pH 8,3 (einstellen mit 5 M HCI)
TBS:




Material und Methoden 21

50 mM Tris-HCI, pH 7,6, 0,15 M NaCl, ad 2 1 HyOpjges
TBST:
50 mM Tris-HCI, pH 7,6, 0,15 M NaCl, 0,05% Tween-20, ad 2 1 H,Opjigest

2.2.19 Differentielle Zentrifugation und subzelluliire Fraktionierung

Fiir die Herstellung subzelluldrer Fraktionen mittels differentieller Zentrifugation wurden
HUVECs in 96 mm-Zellkulturschalen kultiviert und wie in Kapitel 2.2.8 beschrieben mit
Zytokinen stimuliert, mit ONOO™ (siehe Kapitel 2.2.9) behandelt und geerntet. Die
Gesamtzelllysate wurden wie in Kapitel 2.2.15 beschrieben, hergestellt. Vom Uberstand
wurde ein Aliquot von 30 ul entnommen und bei -80 °C gelagert. Die verbleibenden Lysate
wurden bei 10000 x g, 4 °C fiir 20 Minuten zentrifugiert. Der so erhaltene Uberstand enthielt
die zytoplasmatischen Proteine. Das Pellet wurde in 50 ul 1 x Homogenisierungspuffer I
aufgenommen und stellte die mikrosomale Fraktion dar. Die Proben wurden bis zur weiteren

Verwendung bei -80 °C gelagert.

Homogenisierungspuffer 1

50 mM Tris-HCI, pH 7.4, 1,15% (w/v) KCI, 1 mM EDTA, 5 mM Glucose, 0,1 mM DTT,

2 mg/l Leupeptin, 2 mg/l Pepstatin A, 10 mg/l Trypsin-Inhibitor, 44 mg/l Pefabloc

2.2.20 Herstellung von Kernextrakten

Um ein Vorhandensein von CD40 im Nukleus von HUVEC nachzuweisen, wurden
Kernextrakte von Endothelzellen hergestellt und im Western Blot analysiert. Dazu wurden
HUVECs mit Zytokinen (siehe Kapitel 2.2.8) stimuliert, oder mit CD154-exprimierenden
Myelomzellen (siehe Kapitel 2.2.6) kokultiviert. Nach griindlichen Waschen (2 x 5 Minuten
HEPES-Tyrode, 37 °C, pH 7,5) wurden die Zellen abgeschabt und fiir 5 Minuten bei 1000 x g
und 4 °C zentrifugiert. Das so gewonnene Zellpellet wurde mit Hilfe einer Pipette vorsichtig
in Puffer A resuspendiert, wobei Luftblasen vermieden wurden, und 15 Minuten auf Eis
inkubiert. Die Zellmembran wurde durch von 10%-igem IGEPAL gefolgt von kriftigen
vortexen fiir 10 Sekunden aufgelost. Nach einer erneuten Zentrifugation fiir 5 Minuten bei
1000 x g und 4 °C wurde der Uberstand (= Zytosol) in fliissigem Stickstoff eingefroren und
bei -80 °C gelagert. Das Kernpellet wurde in Puffer B resuspendiert, fiir 15 Minuten auf Eis
inkubiert wurde und alle 1-2 Minuten gevortext. Nach einer abschliefenden Zentrifugation
bei 10000 x g und 4 °C fiir 5 Minuten wurde der Uberstand (=Kernextrakt) in fliissigem

Stickstoff eingefroren und bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert.
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Stammlosung Puffer A
10 mM HEPES pH 7,9, 10 mM KCl, 0,1 mM EDTA, 0,1 mM EGTA, ad H,Opjgest
Puffer A

Stammlosung A, ImM DTT 1 mg/ml Pefabloc, 0,1 mg/ml Pepstatin A, 0,1 mg/ml Leupeptin
Stamml6sung Puffer B

10 mM HEPES pH 7,9, 0,4 M NaCl, 1| mM EDTA, 1 mM EGTA, ad H;Opjigest

Puffer B

Stammlosung B, ImM DTT 1 mg/ml Pefabloc, 0,1 mg/ml Pepstatin A, 0,1 mg/ml Leupeptin

2.2.21 Immunprizipitation (IP)

Zur Isolierung von CD40 und assoziierten Proteinen aus Gesamtzelllysaten wurden zunéchst
primdre HUVEC in 6-Loch-Platten bis zur Konfluenz kultiviert. Zum Nachweis einer Traf-
Rekrutierung an den CD40-Rezeptor wurden die Zellen fiir 10 Minuten mit 160-200 uM
ONOQO'’ vorbehandelt, bevor sie fiir 20 bzw. 40 Minuten mit CD154-positiven Myelomzellen
kokultiviert wurden. Die Myelomzellen wurden vorsichtig mit vorgewdrmten HANKSs
abgespiilt und 300 ul RIPA-Lysepuffer (Sigma, mit Proteaseinhibitoren) direkt auf die
HUVECs gegeben. Die Zelllyse erfolgte fiir 10 Minuten im Kiihlschrank. Nachdem die
Zelllysate mit Hilfe eines Zellschabers vom Boden der Kulturschalen abgekratzt und in ein
Reaktionsgefdl} iiberfiihrt worden waren, wurden sie zum endgiiltigen Aufschluss 10 x mit
einer Spritze auf- und abgezogen. Darauf folgte ein 5-miniitiger Zentrifugationsschritt bei
10000 x g und einer Temperatur von 4 °C. Von den Uberstinden wurde, wie in 2.2.8
beschrieben, die Proteinkonzentration mittels Micro Lowry bestimmt. Da nach einer
Immunprézipitation eine Normalisierung mittels eines Housekeeping-Proteins nicht moglich
ist, miissen die zur IP eingesetzten Proteinmengen gleich sein. Zu den eingestellten Proben
wurden zur Vorreinigung 5 ul Preclearing-Matrix-E (Exacta Cruz, Santa Cruz) pro 100 ul
Probenvolumen gegeben und fiir 1 Stunde bei 4 °C auf dem Drehrad inkubiert. Zeitgleich
erfolgte die Kopplung des gegen CD40 gerichteten monoklonalen Antikorpers (MC1590) an
die IP-Matrix-E (Exacta Cruz, Santa Cruz). Dazu wurden 5 pl Antikorperlosung (0,2 mg in
100 ul) mit 50 ul IP-Matrix-E fiir 1 Stunde bei 4 °C auf dem Drehrad koinkubiert. Auf die
Kopplung folgten zwei Waschschritte in PBS, zwischen denen die IP-Matrix-E jeweils fiir
30 Sekunden bei maximaler Geschwindigkeit abzentrifugiert wurde. Die Proteinproben
wurden nach der Vorreinigung ebenfalls fiir 30 Sekunden bei maximaler Geschwindigkeit
zentrifugiert und der Probeniiberstand mit der Antikdper-gekoppelten IP-Matrix-E vereinigt.
Um die Bindung des Antikorpers an CD40 zu ermdglichen, inkubierten die Proben {iiber
Nacht bei 4 °C auf dem Drehrad. Bevor die Antigen-Antikorper-IP-Matrix-Komplexe in 1 x



Material und Methoden 23

SDS-Probenpuffer (Roth) aufgenommen und denaturiert wurden, fanden zwei Waschschritte
mit PBS statt. Zuletzt wurden 20 pl der denaturierten Proben auf eine 10%ige-SDS-PAGE

aufgetragen und mittels Western Blot-Analyse untersucht.

2.2.22 Dynalbead-Immunprizipitation

Um die Tyrosinnitrierung von CD40 nachzuweisen, wurde natives Protein mittels Dynalbead-
Immunprézipitation (IP) aus HUVEC-Gesamtzelllysaten (vgl. Kapitel 2.2.15) isoliert. Um
groBBere Mengen von CD40-Protein isolieren zu konnen, wurden die Gesamtlysate von
insgesamt 10 100 mm-Zellkulturschalen primidrer HUVECs vereinigt.

Fiir die Kopplung des gegen CD40 gerichteten monoklonalen Antikorpers (MC159) an die
Protein-G-markierten Dynalbeads wurden zunichst 50 ul Dynalbead-Losung pro 300 ug
Gesamtprotein in Citrat-Phosphat-Puffer (pH 5.0) zweimal gewaschen, wobei die Beads
zwischen den Waschschritten mittels eines Magneten im Reaktionsgefidl3 behalten wurden.
Anschlielend erfolgte die Zugabe von 100 ul Antikorperlosung (2 ug pro 300 ug Protein) zu
den Dynalbeads und ein Inkubationsschritt fiir 45 Minuten bei Raumtemperatur auf dem
Drehrad. Nach zwei Waschschritten in Citrat-Phosphat-Puffer (pH 5.0) erfolgte die
Quervernetzung der Dynalbead-Protein-G-Antikorper-Komplexe. Dazu wurden die Komplexe
erst zweimal in 0,2 M Triethanolamin (pH 8.2.) gewaschen, bevor sie fiir 30 Minuten bei RT
in 1 ml 20 mM DMP in Triethanolamin (pH 8.2) geschiittelt wurden. Die Reaktion wurde
durch Inkubation der Bead-Antikorperkomplexe in 50 mM Tris (pH 7.5) fiir 15 Minuten bei
Raumtemperatur abgestoppt. Nach drei Waschschritten in 1ml PBS/ 0,1% Tween-20 erfolgte
die Zugabe der Gesamtproteinlysate und eine Inkubation fiir 60 Minuten bei 4 °C auf dem
Drehrad. Nach erneutem dreimaligem Waschen der Protein-Antikdrper-Dynalbeadkomplexe
mit PBS fand zuletzt die Elution des nativen CD40-Proteins aus den Komplexen statt. Dazu
wurden die gewaschenen Komplexe fiir 5 Minuten auf Eis in 100 ul Elutionspuffer (pH 2.0-
3.0) inkubiert. Nach Uberfiihren der Uberstinde in ein neues Reaktionsgefil wurde der pH-
Wert der Losung durch 50 ul Homopuffer (pH 11.0) neutralisiert. Die Proteinkonzentration
des Eluats wurde nach der Micro-Lowry-Methode (siehe Kapitel 2.2.16) bestimmt. Die
Proben wurden bis zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert, bevor sie fiir

Nitrierungsversuche eingesetzt wurden.

Waschpuffer: Citrat-Phosphat-Puffer (pH 5.0)
4,7 g Zitronensiure, 9,2 g Zweibasisches Natriumphosphat (Na,HPO,4) Dehydrat, ad 1 1
H2Opidest
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Elutionspuffer

0,1 M Citrat (pH 2-3)

Cross-linking-Puffer und Reagenzien

0,2 M Triethanolamin (pHS8.2)

20 mM DMP in 0,2 M Triethanolamin (pH 8.2), Frisch ansetzen!
50 mM Tris (pH 7.5)

0,1% Tween-20 in PBS

Immunprizipitationspuffer

PBS

2.2.23 Isolierung von nativem CD40 mittels Blau-Nativ-PAGE (BN-PAGE, nach
Schigger und von Jagow, 1991, modifiziert)

Im Gegensatz zur SDS-PAGE werden die Proteine iiber die Blau-Nativ-PAGE (BN-PAGE
nach Schigger und von Jagow (1991) in ihrem nativen Zustand aufgetrennt, d.h., neben ihrem
Molekulargewicht spielt auch ihre Konformation eine Rolle. Als Detergenzersatz wird der
anionische Farbstoff Coomassie-Brilliant-Blau G-250 verwendet. Die BN-PAGE wurde zur
Isolierung von nativen CD40 Protein aus Gesamtzelllysaten kultivierter Endothelzellen und
dem nachfolgenden Nachweis einer Tyrosinnitrierung verwendet. HUVECs wurden in
100 mm-Schalen bis zur vollstindigen Konfluenz kultiviert und Gesamtzelllysate, wie in
Kapitel 2.2.15 beschrieben, hergestellt. Die Proteinkonzentrationsbestimmung erfolgte nach
der Micro Lowry Methode. Jeweils 15 ug Gesamtprotein wurden mit 5 ul Auftragspuffer
vermischt und auf die PAGE aufgetragen. Der Einlauf ins Sammelgel erfolgte bei 100 V und
bei Erreichen der Trenngelgrenze wurde die Spannung auf 200 V erhoht. Die Elektrophorese
fand unter Kiihlung statt. Nach Ende der Elektrophorese wurden die Banden um 50 kDa,
deren GroBe anhand eines nativen Proteinstandards (Invitrogen) bestimmt werden konnte, aus
dem Gel ausgeschnitten und in ein Reaktionsgefdll iiberfithrt. Zu den Gelstreifen wurden
200 ul H,O pipettiert. Es folgte eine Inkubation bei 4 °C iiber Nacht. Wihrend dieses
Schrittes diffundierten die Proteine aus dem Gel in das Wasser. Nachdem die Gelreste kurz
abzentrifugiert worden waren, wurde der Uberstand in ein neues ReaktionsgefiB iiberfiihrt.

Der Nachweis der Tyrosinnitrierung erfolgte wie in Kapitel 2.2.24 beschrieben.

3x-Gelpuffer Sammelgel

150 mM Bis-Tris, 600 mM e-Aminocapronsiure, pH 7.0 mit HCI einstellen, steril filtrieren
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3x-Gelpuffer Trenngel
150 mM Bis-Tris, 600 mM e-Aminocapronsiure, 60% (w/v) Glycerin, pH 7.0 mit HCl

einstellen, steril filtrieren

Anodenpuffer

50 mM Bis-Tris, pH 7.0 mit HCI einstellen

BN-Kathodenpuffer

50 mM Tricin, 15 mM Bis-Tris, 0,002% (w/v) CBB G-250, pH 7.0 stellt sich ein

Auftragspuffer
5% (w/v) CBB G-250, 500 mM e-Aminocapronsiure, 50 mM Bis-Tris, pH 7.0 stellt sich ein

2.2.24 Nitrierungsassay CD40

Das iiber die BN-PAGE oder durch Dynalbead-Immunpriézipitation isolierte native CD40
Protein wurde fiir eine in vitro-Nitrierung verwendet. Dazu wurden jeweils 5 ug CD40 in
19 ul Puffer A aufgenommen. Fiir die Tyrosinnitrierung, wurden je 1 pul verschieden
konzentrierter Stammlosungen des Peroxynitritdonors SIN-1 (2 mM, 10 mM, 20 mM, 40 mM)
bzw. einer 160-200 mM ONOO -Stammlésung zu der Probe pipettiert und der
Reaktionsansatz fiir 1 Stunde bei 37 °C auf dem Schiittler inkubiert. AnschlieBend wurden die
Proben mit 5 pl 4 x SDS-Probenpuffer vermischt und bei 94 °C fiir 5 Minuten denaturiert,
bevor sie auf eine 10% SDS-PAGE (siehe Kapitel 2.2.17) aufgetragen wurden. Die
Tyrosinnitrierung wurde anschlieBend im Western Blot mit spezifischen Nitrotyrosin-
Antikorpern (Upstate) untersucht. Als Kontrolle wurden 5 pug unbehandeltes CD40, wie oben
beschrieben, in Puffer A aufgenommen und fiir 1 Stunde bei 37 °C inkubiert. Um die
Spezifitit des Antikorpers zu iiberpriifen, wurden die geblotteten PVDF-Membranen fiir
5 Minuten in 100 mM Natrium-Dithionit in TBS inkubiert, was zu einer Reduktion
Nitrogruppe fiihrte und die Firbung komplett unterband.

Analog zu den Versuchen mit nativen CD40 wurden Nitrierungs-Experimente durchgefiihrt,

bei denen eine rekombinante CD40-Fc-Chimire eingesetzt wurde.

Puffer A
100 mM KH,PO,, 0,1 mM DTPA (Diethylenetriaminepentaacetic acid), 25 mM NaHCO;

2.2.25 Proteasom-Assay
Um den Abbau von CD40 iiber das proteasomale System zu untersuchen, wurde natives
CD40 wie in Kapitel 2.2.24 beschrieben mit ONOQO™ inkubiert und anschlieend fiir 2 Stunden

mit 0,1 mg/ml rekombinanten 26S-Proteasom oder fiir 10, 20, 30 Minuten und 2 Stunden mit
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0,1 mg/ml rekombinanten 20S-Proteasom bei 37 °C auf dem Schiittler inkubiert und

anschlieBend mit Hilfe der Western Blot-Methode analysiert.

2.2.26 Biotin-Trypsin-Endozytose-Assay

Zum Nachweis einer moglichen Internalisierung von Tyrosin-nitriertem CD40 wurden
HUVECs in 6-Loch-Schalen bis zur Konfluenz kultiviert. Um die Oberflichenmolekiile der
Zellen zu biotinylieren, wurden die Zellen nach dreimaligem Waschen in sterilem HEPES-
Tyrode mit 0,5 mg/ml Biotin-N-Hydroxysuccinimide (Biotin-NHS, Fluka) fiir 45 Minuten bei
37 °C inkubiert. Darauf folgten drei Waschschritte in HEPES-Tyrode, bevor die Zellen mit
160-200ul ONOO' fiir 60 Minuten behandelt wurden. Die Oberflichenproteine wurden im
Anschluss an zwei Waschschritte mit HEPES-Tyrode durch die Zugabe von I1ml pro
Vertiefung 0,25% Trypsin, 1 M EDTA in HEPES-Tyrode fiir 30 Minuten auf Eis verdaut.
Nach erneuten Waschen (3 x in HEPES-Tyrode) wurden wie in Kapitel 2.2.15 beschrieben
Gesamtzelllysate hergestellt, aus denen, wie in Kapitel 2.2.21 erldautert, CD40 mittels

Immunprézipitation isoliert wurde.

2.2.27 Ubiquitin-Konjugations-Assay CD40

Um eine mogliche Ubiquitinierung von CD40 nachzuweisen, wurden HUVECs in 60 mm-
Kulturschalen bis zur vollstandigen Konfluenz kultiviert und wie in Kapitel 2.2.8 beschrieben
mit Zytokinen stimuliert. Nach zweimaligem Waschen der Zellen mit vorgewidrmter HANKSs-
Losung wurden 500 ul RIPA-Lysepuffer (Sigma) direkt auf die Zellen gegeben. Die Zelllyse
erfolgte fiir 10 Minuten bei 4 °C. Um eine vorzeitige Degradierung von ubiquitinyliertem
CD40 zu verhindern, enthielt der RIPA-Lysepuffer neben Proteaseinhibitoren (2 mg/l
Pepstain A, 2 mg/l Leupeptin, 44 mg/l Pefabloc) auch 10 mM Ilodoacteamid, 2 mM
Methylmaleimid und 5 uM Ubiquitin-Aldehyd.

Die Zelllysate wurden in ein Reaktionsgefdf tiberfiihrt und die Proteinkonzentration mittels
der Micro Lowry Methode bestimmt. Die Proben wurden auf vier Ansdtze mit gleichen
Proteinmengen verteilt. Da die Ubiquitinierung von Proteinen ein ATP-abhédngiger Prozess ist,
wurden zu zwei Proben 5 mM ATP hinzugegeben. Zu jeweils einer Probe mit und ohne ATP
wurden 10 pug Ubiquitin pipettiert und die Ansitze anschlieend fiir 2 Stunden bei 37 °C
inkubiert. Weiterhin erfolgte die Immunprizipitation von CD40 aus den Ansitzen nach

Kapitel 2.2.21.
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2.2.28 Nachweis der CD40-Ubiquitinierung

Das UbiQuaptureQ-Kits (Biomol) ermoglicht die Isolierung von ubiquitinierten Proteinen.
Die im Kit enthaltene UbiQuaptureQ-Matrix bindet dabei die Ubiquitinreste ubiquitinierter
Proteine, unabhéngig davon, ob es sich um eine Mono- oder Polyubiquitinierung handelt. Alle
benodtigten Substanzen, sowie der fiir die Western Blot-Analyse verwendete Antikorper und
eine Positiv-Kontrolle waren im Kit enthalten. Der Versuch wurde entsprechend den Angaben
des Herstellers durchgefiihrt. Proteinlysate von gedehnten und ungedehnten HUVECs wurden
wie in Kapitel 2.2.27 hergestellt und die Proteinkonzentration mittels Micro Lowry bestimmt.
Pro Probe wie auch von der Positivkontrolle wurden jeweils 2 x 25 ug Gesamtprotein mit
PBS, 10 mM Iodoacetamid, 10 mM Methylmaleimid auf ein Volumen von 100 ul eingestellt.
Ein Ansatz wurde sofort mit 25 pl 4 x SDS-Probenpuffer vermischt, bei 94 °C fiir 5 Minuten
denaturiert und anschlieBend bis zur weiteren Verwendung bei —20 °C gelagert. Dieses
»dtartmaterial“ diente zum Vergleich der Ausgangslysate mit den isolierten ubiquitinierten
Proteinen.

Zu den anderen Proben wurden 40 ul UbiQuaptureQ-Matrix gegeben und die Ansitze iiber
Nacht auf dem Drehrad bei 4 °C inkubiert und die Matrix anschlieBend durch Zentrifugation
fiir 30 Sekunden bei 5000 x g pelletiert. Der gewonnene Uberstand mit 25 ul 4 x SDS-
Probenpuffer vermischt und bei 94 °C fiir 5 Minuten denaturiert. Die als ,,unbound
fraction* bezeichneten Proben wurden bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert.

Die Matrix wurde zweimal in 200 ul Waschpuffer (180 ul PBS, 20 ul RIPA-Lysepuffer)
gewaschen und zwischen den Waschschritten wie oben beschrieben durch Zentrifugation
pelletiert. Der erste Waschpufferiiberstand wurde als ,,Waschfraktion* weiter verarbeitet. Die
Elution der Ubiquitin-Protein-Komplexe erfolgte durch eine 15-miniitige Inkubation bei 4 °C
auf dem Drehrad in 80 ul PBS und 25 pl 4 x SDS-Probenpuffer und einer abschlieBenden
Inkubation von 5 Minuten bei 94 °C. Diese letzte Fraktion, die ,,Eluted Fraction“, wurde bis

zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert.

2.2.29 Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) — IL-12p40

Zum Nachweis der CD154-induzierten IL-12p40-Expression und -Freisetzung wurde das BD
OptEIA Human IL-12(p40) Kit (Becton Dickinson, Heidelberg) eingesetzt. Alle verwendeten
Substanzen waren im Kit enthalten und wurden vor Beginn des Versuchs auf Raumtemperatur
erwarmt.

Zunichst wurden die lyophilisierten Standards in Standard/Sample-Verdiinnungspuffer in
einer Konzentration von 2000 pg/ml aufgelost; diese Stammlosung diente als hochster

Standard. Ausgehend davon wurden die Standards zu folgenden Konzentrationen verdiinnt:
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1000 pg/ml, 500 pg/ml, 250 pg/ml, 125 pg/ml, 62,5 pg/mlund 31,3 pg/ml. AnschlieBend
wurde die bendtigte Anzahl von Reaktionsvertiefungen, die bereits mit gegen IL-12p40
gerichtetem AntikOrper beschichtet waren, in die Reaktionsplatte eingesetzt und in diese
jeweils 50 ul ELISA-Verdiinnungspuffer vorgelegt. Es folgte die Zugabe von je 100 ul
Standards bzw. Probe als Doppeltansitze. Als Vergleichswert diente der Standard/Sample-
Verdiinnungspuffer. Nach einer Inkubation von 2 Stunden bei RT, wihrend der die Bindung
von IL-12p40 an die Antikorper stattfand, wurden die Wells geleert und 5 x mit 300 pl
Waschpuffer gewaschen. Nach dem letzten Waschschritt musste der Waschpuffer komplett
entfernt werden, bevor die Zugabe von 100 ul Working Detektor (bestehend aus 125 ul
Detektions-Antikorper und 0,5 ul Enzymkonzentrat) erfolgte. Die Platte wurde fiir 1 Stunde
bei RT inkubiert. AnschlieBend wurde die Reaktionsfliissigkeit vollstindig entfernt und die
Platte 7 x fiir 30 Sekunden mit 300 ul Waschpuffer pro Well gewaschen. Nachfolgend
wurden die Vertiefungen mit je 100 ul TMB One-Step Substrat fiir 30 Minuten bei RT im
Dunkeln inkubiert. Wihrend dieser Zeit fand der enzymatische Farbumschlag in den Proben
statt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 50 pl Stop-Losung beendet und die Absorption
bei einer Lichtwellenldnge von A = 450 nm mit einer A-Korrektur von 570 nm photometrisch

bestimmt.

2.2.30 Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) — IL-12p70

Zum Nachweis von IL-12p70 wurde das BD OptEIA Human IL-12(p70) Kit (Becton
Dickinson, Heidelberg) verwendet. Die Durchfithrung erfolgte wie in Kapitel 2.2.29
beschrieben. Allerdings wurden die Proben bzw. Standards unverdiinnt gemessen. Die
Standards wurden ausgehend von einer 500 pg/ml-Stammldsung auf 250 pg/ml, 125 pg/ml,
62,5 pg/ml, 31,3 pg/ml, 15,6 pg/ml und 7,8 pg/ml verdiinnt.

2.2.31 Anfertigung von Paraffinschnitten

Zum Vergleich von CD40- und VCAM-I1-Expression in vendsen und arteriellen
Endothelzellen in situ wurden zunichst die Nabelschniire mit einem scharfen Skalpell in
I mm dicke Scheiben geschnitten und in vorgewdrmtem HEPES Tyrode gespiilt. Dabei
wurden Blutreste entfernt und die Gefd3lumen moglichst weit gedffnet. Anschliefend wurde
je eine Scheibe in eine Vertiefung einer 12-Loch-Kulturplatte, die mit 3 ml M199-Medium
mit 20% FKS, 1% Pen-Strep und 1 ug/ml ECGS gefiillt war, iiberfiihrt. Ein Schnitt diente
jeweils als unbehandelte Kontrolle, wihren die anderen durch Zugabe von 1000 U/ml IFN-y

bzw. 100 U/ml TNF-a oder mit einer Kombination aus beiden Zytokinen fiir 16 Stunden
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stimuliert wurden. Zur Fixierung der Gewebeschnitte wurden diese anschlieBend jeweils
einzeln in 10 ml Zink-Fixans iiberfiihrt und tiber Nacht bei 4 °C inkubiert.

Zur Entwisserung der Proben wurden die einzelnen Schnitte in eine Einbettungskassette
iberfithrt und nacheinander jeweils 2 Stunden bei RT in 70% Ethanol, 85% Ethanol, 96%
Ethanol und Isopropanol gelagert. Nach Abschluss der Alkoholreihe folgte ein
Inkubationsschritt iiber Nacht in Low Melting Paraffin bei 65 °C. Die so entwésserten Proben
wurden in Paraffin eingegossen. Nachdem die Paraffinblocke abgekiihlt und ausgehirtet
waren, wurden am Mikrotom 5 um diinne Schnitte angefertigt, die auf Objekttrigern

aufgenommen wurden und dort trockneten.

2.2.32 Immunbhistologie

Die fiir die Immunhistologie angefertigten Prdparate (siehe Kapitel 2.2.31) mussten vor
Beginn der Fiarbung zunichst entparaffiniert werden. Dazu wurden sie in der absteigenden
Alkoholreihe nacheinander je 5 Minuten in Xylol I, Xylol II, Isopropanol, 99% Ethanol, 85%
Ethanol, 70% Ethanol und letztendlich fiir 5 Minuten in H;Opigess inkubiert. Unspezifische
endogene Peroxydase-Aktivitdt wurde zunidchst durch die Behandlung der Schnitte mit 3%
H,0; in H,Opigest blockiert. Hiernach wurden die Schnitte dreimal fiir je 5 Minuten in H,O
gespiilt, bevor die Gewebeschnitte auf den Objekttrigern mit einem Fettstift eingekreist
wurden. Auf die Gewebepriparate wurden jeweils 50 ul Blockierlosung pipettiert und fiir 30
Minuten in einer feuchten Kammer inkubiert. Die Objekttriger wurden vorsichtig abgetupft,
wobei darauf geachtet wurde, dass die Schnitte nicht austrockneten. Anschlieend folgte die
Zugabe von 20 ul des Primirantikorpers in Blockierlosung (Antikorper mit Verdiinnungen
sieche Tabelle 4) und eine Inkubation (2 Stunden, RT) in einer feuchten Kammer. Nach
dreimaligem Waschen in TBST fiir je 5 Minuten wurden abhéngig vom Primérantikérper
entweder 50 ul DAKO-Envision anti-Maus oder DAKO-Envision anti-Kaninchen (Dako,
Diénemark) auf die Gewebeschnitte gegeben und wirkten fiir 30 Minuten bei RT ein. Nach
drei weiteren Waschschritten fiir 5 Minuten in TBST wurde jeweils ein Tropfen DAB-Ldsung
(DAKO) auf die Schnitte getropft. Nachdem sich eine Braunfidrbung nach 1 bis 5 Minuten
entwickelt hatte, wurden die Prdparate in H,Opigesr gespiilt, bevor sie zum Anfarben des
Gewebes fiir 30 Minuten in Meyer’s Hamalaun (1:5 in H)Opiges) inkubiert wurden. Die
Préaparate wurden abschlieend fiir 10 Minuten unter flieBendem Leitungswasser gebldut und

mit Kaiser’s Glyceringelatine eingedeckelt.
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Tabelle 4: In der Histologie eingesetzte Primirantikorper mit Verdiinnungen

Primérantikrper Verdiinnung
Maus-anti-CD31 (Dianova #09096) 1:25
Maus-anti-CD40 (Dianova #6310) 1:20
Kaninchen-anti-CD40 (C-20) 1:100
Kaninchen-anti-VCAM-1 1:100

Zink-Fixans

0,1 M Tris, pH 7,4 (pH vor Zink-Zugabe einstellen), 0,5 g Calcium-Acetat, 5 g Zink-Acetat,
5 g Zink-Chlorid

Blockierlosung

0,25% Casein, 15 mM NaN3, 0,1% BSA, in 50 mM Tris-HCI, pH 7,6

TBST

50 mM Tris-HCI, pH7,6, 0,15 M NacCl, 0,05% Tween-20, in HyOpjgest

2.2.33 Doppelimmunfluoreszenzfirbung

Um die subzelluldre Verteilung von CD40 bzw. eine mogliche Internalisierung des Proteins
nachzuweisen, wurde die indirekte Immunfluoreszenzfirbung angewendet.

Dazu wurden Endothelzellen in 6-Lochplatten bis zur vollstindigen Konfluenz kultiviert. Die
Stimulation der Zellen erfolgte mit Zytokinen (siehe Kapitel 2.2.7) oder CDI154-
exprimierenden Myelomzellen. Des Weiteren wurden der Einfluss von ONOO™ (160-200 uM,
1 Stunde), bzw. zyklischer Dehnung auf die CD40-Distribution untersucht. Nach ausgiebigem
Waschen der Zellen mit Ca-Mg-PBS (0,9mM CaCl,, 0,5mM MgCl,) wurden die Zellen fiir
30 Minuten bei Raumtemperatur mit 3% Paraformaldehyd in PBS fixiert. AnschlieBend
wurden die Zellen zweimal in Ca-Mg-PBS gewaschen. Wenn die Préiparate nicht innerhalb
eines Tages gefdrbt wurden, wurden sie in PBS mit 0,02% NaN3 bei 4 °C gelagert. In diesem
Fall mussten sie vor der Immunfluoreszenzfirbung erneut zweimal in Ca-Mg-PBS gewaschen
werden.

Um die Hintergrundfarbung aufgrund der Paraformaldehydfixierung zu reduzieren, wurden
die Zellen fiir 10 Minuten in 50 mM NH4Cl in PBS inkubiert. Nach einem weiteren
Waschschritt in Ca-Mg-PBS wurden durch Inkubation mit PBS, 0,1 mg/ml Saponin, 1% BSA
fir 1Stunde bei RT gleichzeitig unspezifische Proteinbindestellen blockiert und die
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Zellmembran permeabilisiert. Anschlieend wurden die Zellen in 0,1 mg/ml Saponin in PBS
fiir 10 Minuten gewaschen und danach fiir 6 Stunden bei RT mit den Primérantikorpern (siehe
Tabelle 5) inkubiert.

Nach dreimaligem Waschen fiir 10 Minuten bei RT in 0,1 mg/ml Saponin in PBS folgte die
Inkubation mit den Fluochrom-markierten Sekundirantikorpern fiir eine Stunde
(Verdiinnungen siehe Tabelle 6). Aufgrund der Lichtempfindlichkeit der Fluochrome wurde
die Lichtexposition moglichst gering gehalten. Um nicht gebundene Antikorper zu entfernen,
wurden die Zellen drei Mal fiir 10 Minuten in 0,1 mg/ml Saponin in PBS und einmal in PBS
gewaschen. Die Zellkerne wurden unspezifisch durch eine Inkubation fiir 10 Minuten in Dapi
(1:5000 in PBS) angeférbt. AbschlieBend erfolgten drei weitere Waschschritte (2 x 5 Minuten
in PBS, 1 x kurz in H;Opgest) an die sich die Fixierung von Deckglédschen in den Vertiefungen
mit 20 ul Mowiol (Calbiochem, Bad Soden) und die Trocknung iiber Nacht bei 4 °C
anschloss. Nach der Polymerisation des Mowiols wurden die Boden der 6-Loch-Platten
ausgeschnitten und die Praparate mit Hilfe eines konfokalen Spinning Disc-

Fluoreszenzmikroskops (Olympus) ausgewertet.

Tabelle 5: Primér- und SekundirantikOrper mit Verdiinnungen

Primir-Antikorper | Verdiinnung Sekundér-Antikorper Verdiinnung
Kaninchen-anti-CD40 1:50 Cy3-konjugiertes Esel F(ab’)2 anti- 1:50
(C-20) Kaninchen-IgG
Kaninchen-anti-CD40 1:50 Cy3-konjugiertes Esel F(ab’)2 anti- 1:50
(N-16) Kaninchen-IgG
Maus-anti-CD40 1:50 Cy3-konjugiertes Esel F(ab’)2 anti- 1:50
(Dianova) Maus-IgG
Ziege-anti-CD31 1:100 Cy3-konjugiertes Esel F(ab’)2 anti- 1:50
Ziege-1gG

Die THP-1-Zellen wurden ausgezihlt und jeweils 1 x 10° Zellen/Vertiefung in 6-Lochplatten
ausgesit. Es folgte die Stimulierung mit Zytokinen, an die sich eine Behandlung mit ONOO-
anschloss. Anschliefend wurden die Zellen bei 1000 x g fiir 5 Minuten abzentrifugiert und
das Pellet in HANKSs-Losung resuspendiert. Der Waschschritt wurde zweimal wiederholt,

bevor die Zellen in 3% Paraformaldehyd fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur fixiert wurden.
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Auf die Fixierung folgten zwei Waschschritte in HANKSs-Losung und eine Inkubation fiir
5 Minuten in NH4CI-PBS. Zwischen den Waschschritten wurden die Zellen jeweils fiir
5 Minuten bei 1000 x g abzentrifugiert. Zuletzt wurden die Zellen in HANKSs-Losung
aufgenommen und je 5x 10* Zellen pro Ansatz und Antikorper auf Glasobjekttriger
aufpipettiert und iiber Nacht trocknen gelassen. Die weitere Firbung wurde nach dem oben

beschriebenen Protokoll durchgefiihrt.

2.2.34 Fluorescence-Activated-Cell-Sorting (FACS)

Der Nachweis von CD40-Protein auf der Zelloberfliche der Endothelzellen erfolgte mittels
FACS-Analyse. Fiir die Versuche wurden HUVECs in Gelatine beschichteten
Dehnungsplatten kultiviert (siehe Kapitel 2.2.6). Nach erreichen der 100%-igen Konfluenz
erfolgte die zyklische Dehnung (16 Stunden, 16% Elongation, 0,5 Hz). AnschlieBend wurden
die Zellen mit einem Zellkulturspatel abgeschabt (Sarstedt, Hannover) und fiir 3 Minuten bei
1000 x g und 4 °C zentrifugiert. Das Pellet wurde in 300 ul FACS-Puffer (2% FKS in PBS)
aufgenommen und 10 pl eines monoklonalen CD40-Primérantikorpers (R&D Systems)
zugegeben und fiir 2 Stunden bei 4 °C inkubiert. Darauf folgte ein Waschschritt mit 2 ml
kaltem FACS-Puffer und ein Zentrifugationsschritt bei 1600 x g und 4 °C fiir 10 Minuten.
Nach Dekantieren des Uberstandes wurde das Zellpellet in 100 ul Sekundirantikorperlosung
(Phycoerytrin (PE)-Antikdrper (BD Pharmingen); 1:100 in FACS-Puffer) resuspendiert und
fiir weitere 30 Minuten bei 4 °C und Dunkelheit inkubiert. Als Negativkontrolle wurde ein
dquivalenter Ansatz angefertigt, bei dem statt des spezifischen Antikorpers eine PE-
konjugierte IgG « Isotyp Kontrolle (BD Pharmingen) eingesetzt wurde. Es folgte ein weiterer
Waschschritt und Zentrifugation (s.0.). Das so gewonnene Pellet wurde in 1 ml Zell-Fixans
(1% Formaldehyd in PBS) mit Hilfe einer Pipette resuspendiert und bis zur Messung im
Dunkeln auf Eis aufbewahrt. Simtliche FACS-Analysen wurden mit einem EPICS®XL-MCL-
Gerit der Firma Coulter (Krefeld) durchgefiihrt.

FACS-Puffer
2% FCS, 0,01% Na-Azid, in PBS
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3. Ergebnisse

Die Grundlage fiir den ersten Teil der vorliegenden Arbeit lieferten Beobachtungen von Korff
et al. (Blood, 2007) aus unserer Arbeitsgruppe. In der Publikation wird beschrieben, dass
CD40 bei Méusen ubiquitér in vendsen Endothelzellen ex vivo detektierbar ist. Im Gegensatz
dazu ist eine Expression von CD40 in arteriellen Endothelzellen nur an Gefalverzweigungen
nachzuweisen. Im ersten Teil dieser Arbeit sollten daher Unterschiede in der Expression von
CD40 und VCAM-1 in humanen vendsen und arteriellen Endothelzellen untersucht werden.

Eine weitere Grundlage fiir die hier beschriebenen Untersuchungen stellten frithere
Experimente dar, in denen humane kultivierte Endothelzellen zyklisch gedehnt und
anschlieBend die CD40-Protein-Expression analysiert wurde. Dabei wurde ein
dehnungsabhingiger Abfall der CD40-Proteinmenge unter das Ausgangsniveau sowie eine
Tyrosinnitrierung des Proteins entdeckt. Diese nahm in Abhéngigkeit von der Dehnungsdauer
zu. Basierend auf diesen Beobachtungen sollte der Mechanismus des CD40-Proteinabbaus

aufgeklirt werden.

3.1 Charakterisierung der CD40- und VCAM-1-Expressionsmuster in venosen und

arteriellen Endothelzellen

3.1.1 Gewebeverband (Nabelschnur)

Um die Proteinexpression von CD40 und VCAM-1 in humanen Endothelzellen von Venen
und Arterien im Gewebeverband untersuchen zu konnen, wurden ca. 1 mm breite
Querschnitte von Nabelschniiren mit IFN-y oder TNF-a bzw. einer Kombination von beiden
Zytokinen stimuliert oder unstimuliert belassen. Die Gewebeschnitte wurden mit Hilfe
spezifischer Antikorper gegen CD40 bzw. VCAM-1 angefirbt und mikroskopisch
ausgewertet (Abb. 3). Die Endothelspezifitit der CD40- und VCAM-1-Verteilung wurde
durch eine Koimmunféarbung mit dem Endothelzellmarker CD31 nachgewiesen.

In venosen, nicht jedoch in arteriellen nativen Endothelzellen, konnte eine basale CD40-
Expression nachgewiesen werden. Dartiber hinaus fiihrte die Stimulation mit IFN-y zu einer
leichten Verstirkung bzw. Induktion der CD40-Expression in den Venen- und
Arteriensegmenten. Die Stimulation mit TNF-a allein hatte dagegen keinen Effekt. Die

Kombination der beiden Zytokine hatte denselben Effekt wie IFN-y alleine (Abb. 3).
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Abbildung 3: Vergleich der IFN-y- und TNF-o-induzierten CD40- und VCAM-1-Proteinexpression in
Endothelzellen humaner Nabelschnurvenen und -arterien.

Effekt von TNF-a (100 U/ml) und IFN-y (1000 U/ml, beide 16 Stunden) auf die CD40- und VCAM-1-Expression
in Endothelzellen in situ. Dargestellt sind exemplarische immunhistologische Firbungen von CD40, VCAM-1
und CD31 in Gewebeschnitten von humanen Nabelschnurvenen und -arterien. Die Venen wurden in 50-facher
VergroBerung aufgenommen; der Balken stellt 400 um dar. Arterien sind in 100-facher Vergroerung gezeigt; der

Balken stellt 200 pm dar. Die Resultate wurden in fiinf unabhéingigen Experimenten bestitigt.

VCAM-1 konnte weder in den unstimulierten Arteriensegmenten, noch nach Zytokin-
Stimulation detektiert werden (Abb.3). Im Gegensatz dazu war im Endothel der
Venensegmente eine basale Expression des Proteins nachweisbar, welche durch IFN-y bzw.
TNF-a leicht verstiarkt wurde. Einen deutlich groeren Effekt hatte die Kombination beider
Zytokine (Abb. 3).

3.1.2 HUVECs und HUAEC: (Zellkultur)

Sowohl in HUVECs als auch in HUAECs 16ste die Stimulation mit der Kombination von
IFN-y und TNF-a eine signifikante Steigerung der CD40- und VCAM-1-Proteinmengen aus
(Abb. 4B), die in den HUAECs allerdings deutlich schwicher ausgeprigt war als in den
HUVEGC:s. Dariiber hinaus war der basale Proteingehalt an VCAM-1 in den HUVECs deutlich
geringer als in den HUAECs (Abb. 4B). Die Analyse der mRNA-Expression von CD40 und
VCAM-1 ergab ein vergleichbares Resultat.
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Abbildung 4: Unterschiede in der CD40- und VCAM-1 -Expression in HUVECs und HUAECs.
Effekt der Kombination von TNF-a (100 U/ml) und IFN-y (1000 U/ml, 16 Stunden) auf die (A) mRNA- und
(B) Protein-Expression von CD40 und VCAM-1 in HUVECs und HUAECs. Zur Normalisierung wurde in

der quantitativen PCR (A) das Housekeeping-Gen RPL-32 gemessen und in der Western Blot-Analyse (B) das

Housekeeping-Protein B-Aktin gefirbt. Gezeigt werden Mittelwerte + SEM von 3 individuellen Versuchen
sowie exemplarische Western Blot-Analysen (B) (* P < 0,01 vs. HUVEC stimuliert; # P < 0,05 vs. HUVEC

unstimuliert).

Wie auf Proteinebene beobachtet, stieg die Menge an CD40- wie auch VCAM-1-mRNA nach
Zytokin-Stimulation in beiden Zelltypen sehr stark an (Abb. 4A). Deutlich erkennbar ist
allerdings auch hier die geringere Stimulierbarkeit der HUAECs im Vergleich zu den
HUVECs (Abb. 4A). Damit ist das Expressionsverhalten von kultivierten arteriellen und

vendsen Endothelzellen vergleichbar mit dem von nativen Endothelzellen im Gewebeverband.
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3.2 Tyrosinnitrierung von CD40 und proteasomaler Abbau

3.2.1 CD40 wird wihrend zyklischer Dehnung nicht ubiquitiniert

In fritheren Experimenten, in denen die Kinetik der CD40-Protein- und mRNA-Spiegel in
HUVECs wihrend zyklischer Dehnung untersucht worden war, konnte nach kurzen
Dehnungszeiten (3 Stunden) ein transienter Anstieg des mRNA- und auch des Proteingehalts
beobachtet werden. Lingere Dehnungszeiten von 16 Stunden oder mehr fiihrten zu einem
Riickgang des mRNA-Gehalts von CD40 auf das Basalniveau. Dagegen fiel die CDA40-
Proteinmenge nach Dehnungszeiten {iber 6 Stunden unter das Basalniveau ungedehnter
Kontrollzellen. Diese starke Abnahme der CD40-Proteinmenge lies einen aktiven Abbau
vermuten, der in der eukaryotischen Zelle hauptsédchlich in Ubiquitin-abhingiger Weise iiber
das 26S-Proteasom katalysiert wird.

Da die Ubiquitinierung von Proteinen ein ATP-abhéngiger Prozess ist, wurden Lysate von
gedehnten HUVECs in An- oder Abwesenheit von ATP mit Ubiquitin und Ubiquitin-Aldehyd
inkubiert. CD40 wurde mittels Immunprézipitation aus den Gesamtproteinlysaten isoliert. Die
Western Blot-Analyse zeigte die erfolgreiche Isolierung von CD40. Eine Ubiquitinierung des
Proteins konnte unter den gewéhlten Bedingungen jedoch nicht nachgewiesen werden (nicht
gezeigte Ergebnisse). Weiterhin konnte auch kein CD40 in mit dem Anti-Ubiquitin-
Antikorper hergestelltem Proteinprézipitat detektiert werden. Somit erscheint eine

Ubiquitinierung des Proteins nach Tyrosinnitrierung nicht stattzufinden.

3.2.2 Zyklische Dehnung fiihrt zu einem Abbau von CD40-Protein iiber die 20S-
Untereinheit des Proteasoms

In Vorarbeiten konnte bereits gezeigt werden, dass die beobachtete Abnahme der CD40-
Proteinmenge durch den Einsatz des proteasomalen Breitbandinhibitors MG-132 verhindert
wird. Um daher den genauen Abbauort von CD40 wihrend zyklischer Dehnung zu
identifizieren, wurden Inhibitoren gegen verschiedene proteasomale Kompartimente auf ihre
Fahigkeit hin untersucht, die dehnungsinduzierte Abnahme der CD40-Proteinmenge
verhindern zu konnen. Lactacystin weist eine hohere Spezifitit auf als MG-132, hemmt aber
wie dieses die drei wichtigsten katalytischen Funktionen des Proteasoms. Epoxomicin
dagegen inhibiert die Chymotrypsin-dhnliche Funktion des 20S-Proteasoms. Um
auszuschliefen, dass die beobachtete Degradierung von CD40 iiber das lysosomale System
oder andere proteolytische Kompartimente vermittelt ist, wurden zusétzlich Inhibitoren von
Serinproteasen, Cathepsinen und Cysteinproteasen (Ca-074-Me, Chymostatin, lodoacetamid)

eingesetzt.
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Abbildung 5: Effekt von Proteasom-Inhibitoren auf die dehnungsinduzierte Abnahme von CD40.
Statistische Zusammenfassung und exemplarische Western Blot-Analysen. Wirkung von (A) Lactacystin
(50 pM) und (B) Epoxomicin (10 uM) auf die dehnungsinduzierte (16 Stunden, 16% Elongation, 0,5 Hz)
Abnahme von CD40-Protein in HUVECs. Dargestellt ist der prozentuale CD40-Proteinsgehalt (Mittelwerte +
SEM, n=5) bezogen auf ungedehnte Kontrollzellen. (* P < 0.01 vs. ungedehnt; # P < 0.01 vs. Dehnung +
Inhibitor)

Nach 16 Stunden zyklischer Dehnung war die basale Menge an CD40-Protein deutlich
reduziert (Abb.5). Weder Ca-074-Me (50 uM) noch Chymostatin (100 uM) oder
Iodoacetamid (10 mM) konnten die dehnungsinduzierte Abnahme von CD40 verhindern
(nicht gezeigte Ergebnisse). Eine Vorbehandlung der Endothelzellen mit Lactacystin
verhinderte nicht nur den dehnungsinduzierten Abbau von CD40, sondern stabilisierte den
CD40-Proteingehalt auf einem Niveau deutlich iiber dem Basalwert (Abb. 5A).

Ebenso konnte in den Experimenten, bei denen die HUVECs mit Epoxomicin vorbehandelt
waren, ein Anstieg der CD40-Proteinmenge unter statischen Bedingungen und nach 16
Stunden zyklischer Dehnung beobachtet (Abb. 5B). Da die beiden Inhibitoren in Ethanol
gelost waren, wurden zusitzlich Losungsmittelkontrollen angefertigt. Ethanol beeinflusste die
CD40-Proteinmengen weder in gedehnten noch in ungedehnten Zellen (Abb. 5).

Um eine dehnungsabhingige Freisetzung des Proteins ins Medium (Shedding) und eine
daraus resultierende geringere nachweisbare CD40-Menge auszuschlieBen, wurden die
Mediumiiberstinde gedehnter Zellen mittels ELISA untersucht. CD40 war hierbei weder im
Uberstand ungedehnter Kontrollzellen noch nach 16-stiindiger Dehnung nachweisbar (nicht

gezeigte Ergebnisse). Somit kann eine Reduzierung des CD40-Spiegels durch Freisetzung des



Ergebnisse 38

Proteins ausgeschlossen werden. Weiterhin lieferten die hier gezeigten Experimente einen
Beleg dafiir, dass CD40 wihrend zyklischer Dehnung iiber das proteasomale System

degradiert wird. Hierfiir scheint die 20S-Untereinheit des Proteasoms verantwortlich zu sein.

3.2.3 Exogenes Peroxynitrit (ONOO) fiihrt zum Abbau von CD40-Protein iiber das
proteasomale System

Wie vorstehend beschrieben, nimmt die CD40-Proteinmenge in HUVECs wihrend zyklischer
Dehnung deutlich ab. Dariiber hinaus lieferte die Arbeit von Baumgarten (2004) den Hinweis,
dass es wihrend der Dehnung dieser Zellen zu einer vermehrten Bildung von Peroxynitrit
(ONOO") kommt. Aus diesem Grund sollte als ndchstes untersucht werden, ob die Inkubation
kultivierter Zellen mit exogenem ONOQO™ unter statischen Bedingungen ebenfalls zu einer
Abnahme der CD40-Proteinmenge fiihrt.

Zunichst wurden die Bedingungen fiir eine ONOO -Behandlung der Endothelzellen etabliert.
Dazu wurden HUVECs fiir 1 Stunde in M199-Medium mit verschiedenen Konzentrationen
von fetalem Kilberserum (FKS) und in HEPES-Tyrode kultiviert, bevor sie mit ONOO
behandelt wurden. Anschlieend wurden die Gesamtproteinlysate im Western Blot auf CD40-
Proteinmengen untersucht. Dabei stellte sich heraus, dass die ONOO™-Behandlung von
HUVECs, welche in 20%- bzw. 5%-FKS-haltigem Medium kultiviert wurden, keinen Effekt
auf den CD40-Spiegel der Zellen hatte (nicht gezeigte Ergebnisse). Vermutlich reagierte das
hinzugefiigte ONOO"™ sehr schnell mit den Serumproteinen des Mediums. Daher wurden die
Zellen vor der ONOQ -Zugabe fiir 24 Stunden in serumfreien Medium und anschliefend fiir
1 Stunde in HEPES-Tyrode kultiviert.

Wie in Abb. 6A zu sehen, hatte die Kultivierung unter serumfreien Bedingungen keine
Auswirkung auf die CD40-Proteinmenge per se. Die zusitzliche Behandlung mit ONOO
loste jedoch eine Abnahme der CD40-Proteinmenge um etwa 50% aus (Abb. 6A). Des
Weiteren konnte die durch ONOO™ hervorgerufene Tyrosinnitrierung von CD40 und weiteren
Proteinen mittels Western Blot-Analyse bestitigt werden. Die Spezifitit des verwendeten
Nitrotyrosin-Antikorpers wurde dabei mit einer Dithionit-vermittelten Reduktion der
Nitrogruppe iiberpriift, welche die Immunfirbung komplett unterband (nicht gezeigte
Ergebnisse).

Infolge der so verifizierten ONOO ™-abhingigen Abnahme der CD40-Proteinmenge in den
Endothelzellen, sollte nun ermittelt werden, worauf diese Abnahme beruht. Wie bereits in
den Dehnungsexperimenten wurden Inhibitoren gegen die verschiedenen proteolytischen
Kompartimente getestet. Ca-074-Me, Chymostatin und Iodoacetamid hatten hierbei keinen

Effekt auf die ONOO™-abhidngige Abnahme der CD40-Proteinmenge (nicht gezeigte
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Ergebnisse). Es wurden daher weitere Nitrierungsexperimente durchgefiihrt, bei denen die
Endothelzellen vor dem Einsatz von ONOO™ mit dem proteasomalen Inhibitor Lactacystin
vorinkubiert wurden. Lactacystin verhinderte deutlich die ONOO -vermittelte Abnahme der
CD40-Proteinmenge (Abb. 6B). Diese Experimente zeigen, dass die ONOO™-abhingige

Tyrosinnitrierung von CD40 zu einen Abbau des Proteins iiber das proteasomale System fiihrt.
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Abbildung 6: Effekt einer Inhibierung des Proteasoms auf die ONOO -induzierte Reduktion von CD40-
Protein.

Dargestellt ist die Auswirkung der Inkubation statisch kultivierter HUVECs mit (A) ONOO™ (160-200 uM,
60 Minuten) sowie (B) der Effekt des proteasomalen Inhibitors Lactacystin auf die ONOO™-abhingige
Abnahme von CD40. Zum Nachweis des Proteins im Immunblot wurden polyklonale Antikorper gegen den C-
Terminus (C-20) und den N-Terminus (N-16) verwendet. Nitrotyrosin wurde mittels eines monoklonalen
Antikorpers detektiert. Zur Normalisierung der eingesetzten Proteinmengen wurde zusitzlich -Aktin gefirbt.
Dargestellt sind die gemittelten Werte + SEM aus je 5 unabhingigen Experimenten sowie reprédsentative

Western Blot-Analysen (** P < 0.01 vs. Mediumkontrolle).
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3.2.4 Nachweis einer Tyrosinnitrierung von CD40-Protein im zellfreien System

Im néchsten Schritt sollte der Nachweis erbracht werden, dass die ONOQO’-vermittelte
Nitrierung an den Tyrosinresten von CD40 im N-terminalen extrazelluldren Bereich des
Proteins stattfindet. Zu diesem Zweck wurden Nitrierungsexperimente mit isoliertem nativem
CD40-Protein und zusitzlich mit einer rekombinanten CD40/Fc-Chimire, welche nur den N-
terminalen Teil des Proteins enthilt, durchgefiihrt.

Zunidchst wurde versucht, natives CD40 aus Gesamtzelllysaten von kultivierten
Endothelzellen aufzureinigen. Dazu wurden die Gesamtproteinlysate unter Kiihlung und unter
nicht denaturierenden Bedingungen iiber eine Blau-Native-PAGE (Schigger und von Jagow,
1991) aufgetrennt, die Banden mit einer Groe von etwa 50 kDa ausgeschnitten und CD40
durch Diffusion in Wasser eluiert. Nach einer Inkubation mit 0,5 mM ONOO™ wurde das
Protein iiber eine SDS-PAGE aufgetrennt und im Western Blot mit Antikorpern gegen CD40
und Nitrotyrosin gefdrbt. Die Analyse ergab eine deutliche Tyrosinnitrierung nach ONOO -
Behandlung, welche in unbehandelten Proben nicht nachweisbar war (nicht gezeigte
Ergebnisse). Der Nachteil dieser Methode ist allerdings, dass neben CD40 prinzipiell auch
andere Proteine mit der gleichen Grof3e isoliert werden kénnen, so dass eine Tyrosinnitrierung
von CD40 nicht einwandfrei bestidtigbar war. Daher wurde das CD40-Protein anschliefend
tiber eine Dynalbead-Immunprézipitation unter Verwendung eines spezifischen Antikorpers
nativ aufgereinigt.

Das isolierte Protein und die rekombinante CD40/Fc-Chimire wurden nachfolgend mit
verschiedenen Konzentrationen des Peroxynitritdonors SIN-1 bzw. mit authentischem
Peroxynitrit inkubiert und im Western Blot gegen CD40 und Nitrotyrosin gefédrbt. Natives
CD40 war mit einem gegen den N-Terminus gerichteten CD40-Antikorper (N-16) nach der
SIN-1-Behandlung als Bande mit einer Groe von 48 kDa, das rekombinante Protein bei 60
kDa nachweisbar. Nach Peroxynitritexposition war weder das isolierte Protein noch die
Chimére mit dem verwendeten Antikorper zu detektieren (Abb. 7A und 7B), vermutlich da
der verwendete Antikorper das Epitop nach der Modifikation nicht mehr erkannte. Die
Tyrosinnitrierung der beiden Proteine stieg mit zunehmender Konzentration von SIN-1 an und
war nach ONOO-Behandlung am stirksten ausgeprigt (Abb. 7A und 7B). Die Banden fiir das
nitrierte Protein lagen iibereinstimmend bei 48 kDa bzw. 60 kDa.

Dariiber hinaus wurden nach der Behandlung der Proteine mit ONOO™ Nitrotyrosin-haltige

Banden bei circa 100 kDa (natives Protein) bzw. 120 kDa (rekombinantes Protein) detektiert,
die aber nicht CD40-immunreaktiv waren (Abb. 7A und 7B).
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Abbildung 7: Nachweis der in vitro Tyrosinnitrierung von CD40.

Zum Nachweis einer Tyrosinnitrierung von CD40 wurden (A) eine rekombinante CD40/Fc-Chimére und (B)
natives CD40-Protein, welches mittels Dynalbead-Immunprizipitation aus primidren HUVECs gewonnen
worden war, mit verschiedenen Konzentrationen des Peroxynitritdonors SIN-1 und mit authentischem ONOO
fir 1 Stunde bei 37 °C inkubiert. Die Tyrosinnitrierung wurde anschliefend im Western Blot mit einem
polyklonalen Nitrotyrosin-Antikérper nachgewiesen. Abgebildet sind exemplarische Western Blots, deren

Ergebnisse in je fiinf unabhingigen Versuchen bestétigt werden konnten.

3.2.5 Tyrosin-nitriertes CD40-Protein wird iiber das 20S-Proteasom degradiert

Im zellfreien System sollte ferner der Nachweis gefiihrt werden, dass die bereits in Kapitel
3.2.3 beschriebene Tyrosinnitrierung von CD40 als Signal fiir den Abbau des Proteins
fungiert. Weiterhin sollte die 20S-Untereinheit des Proteasoms als die dafiir verantwortliche
Untereinheit bestitigt werden. Zu diesem Zweck wurde aus primédren Endothelzellen isoliertes
natives CD40-Protein zunédchst mit authentischem Peroxynitrit an seinen Tyrosinresten nitriert
und anschliefend mit humanem rekombinanten 26S- bzw. 20S-Proteasom inkubiert. Analog
erfolgte die Inkubation von Protein und Proteasom in Gegenwart von Lactacystin. Wie in
Abbildung 8 deutlich zu sehen, war die CD40-Proteinmenge in Gegenwart des 26S-
Proteasoms im Vergleich zum Kontrollprotein, welches nicht mit einem der beiden
Proteasom-Untereinheiten inkubiert worden war, unverdndert. Die vorherige Nitrierung des
Proteins fiihrte ebenfalls nicht zu einer Degradierung von CD40 durch das 26S-Proteasom.
Demzufolge hatte auch der Zusatz von Lactacystin keinen Effekt auf die detektierbare CD40-
Proteinmenge (Abb. 8).

Im Gegensatz zum 26S-Proteasom hatte die Inkubation von CD40 mit dem 20S-Proteasom
eine deutliche Verminderung der Proteinmenge im Vergleich zum Kontrollansatz zur Folge

(Abb. 8). Allerdings schien das 20S-Proteasom CD40 ungeachtet der Tyrosinnitrierung gleich
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gut abzubauen. In Gegenwart von Lactacystin war die beobachtete Abnahme der CD40-

Proteinmenge deutlich geringer (Abb. 8).
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Abbildung 8: Proteasomaler Abbau von nativem Nitrotyrosin-haltigem CD40 im zellfreien System.

Natives CD40-Protein wurde mit rekombinantem 20S- bzw. 26-Proteasom (beide 0,1 mg/ml) in Abwesenheit
oder Gegenwart von Lactacystin (50 uM) fiir 2 Stunden inkubiert. In der Western Blot-Analyse wurden CD40
(N-16-Antikorper) und Nitrotyrosin nachgewiesen. Der gezeigte Western Blot ist reprisentativ fiir zwei

weitere unabhingige Experimente mit demselben Resultat.

Der fehlende Unterschied im Abbau von nitriertem und nicht-nitriertem CD40 war vermutlich
auf die lange Inkubationszeit von 1 Stunde zuriickzufiihren. Dariiber hinaus konnte eine
Tyrosinnitrierung fiir natives ebenso fiir das rekombinante nur den N-Terminus enthaltendes
Protein beobachtet werden (siehe Kapitel 3.2.4). Daher wurden Experimente durchgefiihrt, bei
welchen das rekombinante CD40-Protein mittels ONOO'™ an seinen Tyrosinresten nitriert bzw.
unnitriert belassen und anschlieBend fiir verschiedene Zeitpunkte mit dem rekombinanten
20S-Proteasom inkubiert wurde.

Wie in Abbildung 9 erkennbar, fiihrte die Nitrierung von CD40 allein zu keinem Unterschied
in der nachweisbaren Proteinmenge. Auch nach 20 Minuten Inkubation mit dem 20S-
Proteasom bestand kein Unterschied der verbleibenden Proteinmenge zwischen nitriertem und
nicht-nitriertem CD40. Des Weiteren waren die Proteinmengen nach 20 Minuten mit der nicht
inkubierten Kontrolle vergleichbar. Im Gegensatz dazu war nach 30 Minuten die Menge an
Tyrosin-nitriertem CD40 im Vergleich zu unnitriertem CD40 deutlich auf etwa 60% des
Referenzwertes vermindert (Abb. 9). Insofern scheint die Tyrosinnitrierung von CD40 den

Abbau durch das 20S-Proteasom tatsdchlich zu beschleunigen.
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Abbildung 9: Kinetik des Abbaus von CD40 iiber das 20S-Proteasom.

Tyrosin-nitriertes rekombinantes CD40-Protein wird durch rekombinantes 20S-Proteasom (0,1 mg/ml)
schneller degradiert als unmodifiziertes Protein. Die Tyrosinnitrierung wurde vorher durch 15-miniitige
Inkubation mit 10 mM ONOO" erzeugt. Der gezeigte Western Blot ist reprisentativ fiir 3 unabhingige
Experimente. Dargestellt sind auBerdem die Mittelwerte =+ SEM in % des unbehandelten rekombinanten

Proteins (* P < 0.01 vs. unbehandeltes CD40).

3.2.6 Zyklische Dehnung fiihrt nicht zu einer Freisetzung des 20S-Proteasoms aus
kultivierten humanen Endothelzellen

Die bisher vorliegenden Daten zeigen, dass das an einem oder beiden Tyrosinresten nitrierte
CD40-Protein wihrend zyklischer Dehnung durch das 20S-Proteasom abgebaut werden kann.
Beide Tyrosinreste von CD40 liegen in der extrazellularen Doméne, so dass sich die Frage
stellte wie das Protein dem Proteasom zugefiihrt wird. In diesem Zusammenhang haben
verschiedene Arbeitsgruppen iiber eine zirkulierende extrazelluldre Form des 20S-Proteasoms
berichtet (Egerer et al., 2002; Sixt et al., 2007). Insofern sollte {iberpriift werden ob kultivierte
HUVEC:s bei zyklischer Dehnung das 20S-Proteasom in den Zelliiberstand freizusetzen.

Wie in Abbildung 10 dargestellt, konnte die 20S-Untereinheit erfolgreich aus
Gesamtproteinlysaten der Endothelzellen isoliert werden. Die detektierten Banden waren in
der IgG-Negativkontrolle nicht vorhanden, was die Spezifitit der Immunprézipitation zeigt.
Dagegen konnte das 20S-Proteasom weder in den Zelliiberstanden ungedehnter Zellen noch

nach 3 bzw. 16 Stunden zyklischer Dehnung nachgewiesen werden (Abb. 10). Damit kann ein
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extrazelluldarer Abbau von CD40 unter den vorliegenden Versuchsbedingungen

ausgeschlossen werden.
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Abbildung 10: Das 20S-Proteasom wird wihrend zyklischer Dehnung nicht von HUVECs freigesetzt.

20S-Proteasom-Immunprézipitation der Zelliiberstinde ungedehnter und gedehnter HUVECs (Dehnung:
16 Stunden, 16% Elongation, 0,5Hz). Parallel wurden eine IgG-Negativkontrolle sowie eine
Immunprizipitation (IP) mit Gesamtzelllysaten von ungedehnten Zellen durchgefiihrt. Zum Nachweis des
20S-Proteasoms im Western Blot wurde derselbe Antikorper wie fiir die IP eingesetzt, welcher mit einem
speziellen IP-Sekundirantikorper (Exacta Cruz-Anti-Kaninchen-HRP) detektiert wurde. Gezeigt ist ein

repriasentativer Western Blot, der stellvertretend fiir 3 unabhéngige Experimente steht.

3.3 Subzelluléire Lokalisierung von CD40

Die bisher vorgestellten Daten zeigen, dass eine Tyrosinnitrierung von CD40-Protein nach
langerer zyklischer Dehnung bzw. in Gegenwart von exogenem ONOQ™ erfolgt und mit dem
nachfolgenden Abbau des Proteins iiber das 20S-Proteasom assoziiert ist. Die zwei
nitrierbaren Tyrosinreste von CD40 sind in der extrazelluliren Doméne des Proteins
lokalisiert. Da Endothelzellen kein 20S-Proteasom wéhrend zyklischer Dehnung freisetzen, ist
zu vermuten, dass der Abbau des Proteins intrazellulédr erfolgt. Insofern wurde nachfolgend
die Internalisierung des nitrierten Proteins in kultivierten Endothelzellen und zum Vergleich

in THP-1-Monozyten untersucht.

3.3.1 Tyrosin-nitriertes CD40-Protein wird internalisiert

Zum Nachweis der mutmaBlichen Internalisierung von CD40 wurden zunichst die
Oberflichenproteine der Endothelzellen biotinyliert. Danach folgte die Inkubation mit
exogenem ONOO', der Verdau aller Oberflichenproteine mit Trypsin und schlieBlich eine

CD40-Immunprézipitation.
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Abbildung 11: ONOO'-abhiingige Internalisierung von CD40 Protein in HUVECs.

Dargestellt ist eine exemplarische Western-Blot-Analyse von immunprézipitiertem CD40 (CD40 IP), dass aus
ONOO -behandelten (160-200 uM, 60 min) HUVECs mit biotinylierten Oberflichenproteinen isoliert wurde.
Biotinyliertes Protein wurde mit HRP-gekoppeltem Streptavidin nachgewiesen. Der gezeigt Western Blot

steht stellvertretend fiir 4 unabhidngige Experimente mit vergleichbarem Resultat.

In Abb. 11 ist deutlich zu erkennen, dass die Menge an CD40-Protein in den Zellen nach
Peroxynitritexposition signifikant reduziert war. Dariiber hinaus war keine Biotinylierung in
Zellen detektierbar, die nicht mit Biotin behandelt worden waren. Die Menge an CD40, die
aus biotinylierten Zellen isoliert wurde, war nach Peroxynitritexposition dhnlich deutlich
reduziert wie die Menge an nachweisbarem Biotin (Abb. 11). Da vor der Herstellung der
Gesamtzelllysate sdmtliche Oberflichenproteine mit Trypsin verdaut und abgewaschen
worden waren, konnte ein Nachweis von membranstindigen Proteinen ausgeschlossen
werden. Das mittels Streptavidin-HRP detektierte Biotinylierung musste daher ausschlielich
von internalisiertem Protein stammen. Demnach scheint Zellmembranstindiges CD40 nach
ONOO -vermittelter Tyrosinnitrierung tatsidchlich ins Innere der Endothelzellen transloziert

zu werden.

3.3.2 ONOO" vermindert die Zytokin-induzierte CD40-Proteinmenge in den
Mikrosomen von HUVECs und THP-1-Monozyten

Um die Ergebnisse der Biotinylierung der Endothelzelloberflachenproteine zu bestitigen,
wurde aus Zytokin-stimulierten und anschlieBend mit Peroxynitrit behandelten HUVECs die
mikrosomale Membranfraktion isoliert. Analoge Experimente wurden mit THP-1-Monozyten
durchgefiihrt. Der Nachweis der CD40-Verteilung erfolgte durch Western Blot-Analyse.
Unter basalen Bedingungen war in den Gesamtzelllysaten der Endothelzellen CD40 sowohl
mit dem C-terminalen als auch mit dem N-terminalen Antikérper nur schwach geférbt. Die
Stimulation mit Zytokinen verstirkte den CD40-Gehalt deutlich (Abb. 12A). Eine zuséitzliche
Behandlung mit ONOQ " fiihrte zu einer deutlichen Abnahme der Zytokin-induzierten CD40-

Menge. In den zytosolischen Fraktionen war CD40 unter keinen Bedingungen nachweisbar.
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Dagegen zeigte sich eine deutliche Anreicherung des Proteins in den mikrosomalen
Fraktionen unstimulierter Zellen im Vergleich zum Gesamtprotein. Der Gehalt an CD40 in
der mikrosomalen Fraktion war nach Zytokin-Stimulation signifikant erhoht (Abb. 12A). Der
Zusatz von Peroxynitrit verursachte eine deutliche Abnahme der Zytokin-induzierbaren
CD40-Menge. Hierbei ist zu beachten, dass sich die durch die beiden CD40-Antikorper
nachgewiesenen Proteinmengen nicht unterschieden, so dass ein extrazelluldrer Protease-
Verdau bzw. ein Verlust des N-Terminus nach Tyrosinnitrierung unwahrscheinlich ist (Abb.

12A).
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Abbildung 12: ONOO' reduziert die TNF-a- und IFN-y-induzierte mikrosomale CD40-Proteinmenge.

Dargestellt sind subzelluldre Fraktionen von (A) humanen Endothelzellen und (B) humanen Monozyten.
HUVECs und THP-1-Zellen wurden fiir 16 Stunden mit 1000 U/ml IFN-y und 100 U/ml TNF-a stimuliert
und fiir 1 Stunde exogenem ONOO™ (160-200 uM) ausgesetzt. Gesamtproteinlysate (L) wurden generiert und
in zytosolische (ZF) und mikrosomale (MF) Fraktion aufgetrennt. CD40 wurde mit einem C-terminalen
Antikorper (C-20) und einem N-terminalen Antikorper (N-16) gefarbt. Zur Kontrolle der eingesetzten
Proteinmengen wurde zusitzlich B-Aktin gefirbt. Die dargestellten Western Blots sind reprisentativ fiir

jeweils 5 unabhiéngige Versuche.
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In den Gesamtlysaten der Monozyten war CD40 unter basalen Bedingungen nicht
nachweisbar (Abb. 12B), jedoch nach Zytokin-Stimulation deutlich gesteigert. Die Menge an
CD40 war nach ONOO"-Behandlung reduziert. Wie auch in den HUVECs war CD40 in den
zytosolischen Fraktionen der THP-1-Zellen unter keinen Bedingungen nachweisbar
(Abb. 12B). Die Menge an mikrosomalem CD40 war nach Zytokin-Stimulation im Vergleich
zu unstimulierten Proben signifikant erhoht. Die zusitzliche Behandlung der Zellen mit

ONOO ' fiihrte zu einer Verminderung des mikrosomalen CD40-Proteingehalts (Abb. 12B).
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Abbildung 13: Effekt von Methyl-B-Cyclodextrin auf die Peroxynitrit-abhiingige Verminderung von
mikrosomalem CD40 in HUVECs und THP-1-Monozyten.

Dargestellt ist die Western Blot-Analyse von zytosolischen und mikrosomalen Fraktionen kultivierter
humaner Endothelzellen (A) und Monozyten (B) nach Behandlung mit Methyl-B-Cyclodextrin (MCD; 5 uM,
30 Minuten) und Inkubation mit ONOO™ (160-200 uM, 60 Minuten). Die THP-1-Monozyten, nicht aber die
Endothelzellen, wurden zuvor fiir 16 Stunden mit IFN-y (1000 U/ml) und TNF-a (100 U/ml) stimuliert. Die
Gesamtproteinlysate (L) wurden durch Zentrifugation in zytosolische (ZF) und mikrosomale (MF) Fraktionen
getrennt und CD40 anschlieBend mittels Western Blot-Analyse detektiert. Gezeigt sind fiir je 4 unabhéngige

Experimente reprisentative Western Blots.
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3.3.3 Die Depletierung des Cholesterins in der Zellmembran verhindert die Peroxynitrit-
abhiingige Reduktion von mikrosomalem CD40 in HUVECs und THP-1-Monozyten

Um nachzuweisen, dass ONOO' fiir eine Cholesterin-abhingige Internalisierung von CD40
verantwortlich ist, wurden HUVECs mit Methyl-B-Cyclodextrin (MCD) inkubiert. MCD
depletiert das in der Zellmembran befindliche Cholesterin und verhindert somit die
Relokalisation von in der Membran lokalisierten Proteinen. Nachfolgend wurden die Zellen
mit ONOO' inkubiert, Gesamtzelllysate hergestellt und diese in zytosolische und mikrosomale
Fraktionen getrennt. Analoge Experimente wurden mit THP-1-Monozyten durchgefiihrt.
Hierbei fand allerdings vor der MCD-Behandlung zusitzlich eine Stimulation mit TNF-o und
IFN-y statt.

Die Behandlung der Endothelzellen mit ONOO' fiihrte zur bereits beschriebenen Abnahme
von mikrosomalem CD40 im Vergleich mit unbehandelten Proben (Abb. 13A). War das
Cholesterin der Zellen depletiert, so trat dieser Effekt nicht auf. In der zytosolischen Fraktion
war grundsitzlich kein CD40 detektierbar. Ebenso fiihrte die Peroxynitritbehandlung in der
mikrosomalen Fraktion der THP-1-Zellen zu einer deutlichen Reduktion des CD40-
Proteingehalts verglichen mit unbehandelten Zellen. Cholesterindepletierung verhinderte
diesen Effekt genauso wie in den HUVECs (Abb. 13B). Auch in der zytosolischen Fraktion
der Monozyten war kein CD40 detektierbar.

B-Aktin P | e e e — e S D — —

Zyklische Dehnung (h) - 3 16 - 3 16 - 3 16

Abbildung 14: Verinderung der subzelluliéiren Verteilung von CD40 nach zyklischer Dehnung.

Exemplarischer Western Blot der verschiedenen Fraktionen kultivierter HUVECs. Die Endothelzellen wurden
fiir 3 bzw. 16 Stunden mit 16% Elongation und 0,5 Hz zyklisch gedehnt. Die Gesamtproteinlysate (L) wurden
in zytosolische (ZF) und mikrosomale (MF) Fraktionen separiert und die CD40-Proteinmenge anschliefend
mittels Western Blot-Analyse bestimmt. Der gezeigte Western Blot ist reprédsentativ fiir die aus 4

unabhingigen Versuchen gewonnenen Ergebnisse.
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3.3.4 Einfluss von zyklischer Dehnung auf die subzellulire Verteilung von CD40 in
HUVECs

Unter statischen Kulturbedingungen war CD40 in humanen Endothelzellen nur in der
mikrosomalen, nicht jedoch in der zytosolischen Fraktion detektierbar. Auch nach zyklischer
Dehnung fiir 3 bzw. 16 Stunden dnderte sich die subzelluldre Verteilung des Proteins nicht
(Abb. 14). Allerdings schien CD40 deutlich in der mikrosomalen Fraktion angereichert zu
sein. Die Gesamtproteinmenge nach drei Stunden Dehnung war im Vergleich zu den
ungedehnten Kontrollen nicht verdndert. Nach 16 Stunden Dehnung war der CD40-Gehalt im

Gesamtlysat ebenfalls wie in der Mikrosomenfraktion deutlich reduziert (Abb. 14).

3.3.5 HSP-70 spielt bei der Peroxynitrit-abhéingigen Internalisierung von CD40 keine
Rolle

Die bisherigen Versuche deuten auf eine Internalisierung des nitrierten CD40-Proteins in
Endothelzellen und THP-1-Monozyten hin. Des  Weiteren stabilisiert eine
Cholesterindepletierung den mikrosomalen CD40-Gehalt in Gegenwart von exogenem
ONOQ'. Infolge von Berichten, dass CD40 in antigenprisentierenden Zellen HSP-70 bindet
und in dieser assoziierten Form internalisiert wird (Becker et al., 2002), sollte die Beteiligung
von HSP-70 an der Internalisierung von CD40 in den kultivierten Endothelzellen
experimentell iiberpriift werden. Der CDA40-Gehalt der Zellen war nach einstiindiger
Peroxynitritexposition deutlich reduziert (Abb. 15A). Zur Gewihrleistung einer effizienten
ONOQO -vermittelten Tyrosinnitrierung wurden die Zellen in HEPES-Tyrode kultiviert. In den
in Medium kultivierten Kontrollzellen war kein HSP-70 im Gesamtzelllysat nachweisbar.
Allerdings 16ste schon die Inkubation der Zellen in HEPES-Tyrode eine Induktion von HSP-
70 aus (Abb. 15A). ONOO-Exposition hatte keine Anderung der HSP-70-Menge zur Folge.
Allerdings war der Gehalt an HSP-70 deutlich hoher, wenn die Endothelzellen zuvor mit
Epoxomicin inkubiert worden waren. Die Menge an immunprézipitiertem CD40 war nach
ONOO-Behandlung im Vergleich mit unbehandelten Kontrollproben ebenfalls signifikant
reduziert. Dieser Effekt wurde durch Vorinkubation mit Epoxomicin aufgehoben (Abb. 15B).
HSP-70 konnte nach CD40-Immunprézipitation weder in den Medium- bzw. HEPES-Tyrode-
Kontrollen noch in ONOO™-behandelten Proben nachgewiesen werden (Abb. 15B). Damit ist
eine Peroxynitrit-abhéngige Interaktion von CD40 und HSP-70 zumindest unter den

gewihlten Versuchsbedingungen unwahrscheinlich.



Ergebnisse 50

A B
CD40 > | S s CD40 (CD40TP) » | S W
HSP-70 » i i—c HSP-70 (CD40 IP) »
PAkline- | — — — HEPES-Tyrode -  +  +
HEPES-Tyrode - + + Epoxomicin - - +
Epoxomicin - - + ONOOr - +

ONOO: + +

Abbildung 15: Auswirkung von ONOO™ und Epoxomicin auf die mogliche Interaktion von CD40 und
HSP-70.

Die Abbildung zeigt den Effekt ONOO™ (160-200 uM, 60 Minuten) alleine bzw. in Kombination mit von
Epoxomicin (10 pM, 30 Minuten) auf CD40 und seinen moglichen Interaktionspartner HSP-70 in
Gesamtzelllysaten (A) und nach CD40-Immunprézipitation (B). Exemplarische Western Blot-Analysen, die fiir

je 3 unabhingige Experimente stellvertretend sind.

3.3.6 Uberpriifung der CD40-Lokalisation in humanen Endothelzellen nach Zytokin-
Stimulation mittels Immunfluoreszenz

Mit Hilfe der FACS-Analyse konnte unter Basalbedingungen kein immunreaktives CD40 auf
der Oberfliche von humanen Endothelzellen nachgewiesen werden (nicht gezeigte
Ergebnisse). Daher wurden Immunfluoreszenzanalysen durchgefiihrt, bei denen zunichst der
Einfluss von IFN-y und TNF-a auf die zelluldre Verteilung von CD40 untersucht wurde. Zum
Nachweis von CD40 wurden dabei die gegen den C-Terminus (C-20) und den N-Terminus
(N-16) gerichteten polyklonalen Antikorper eingesetzt. Unter basalen Bedingungen war mit
dem C-20-Antikorper eine diffus iiber die gesamte Zelle verteilte zytoplasmatische
Fluoreszenz detektierbar. Eine eindeutige Lokalisation des Proteins in der Zellmembran war
nicht erkennbar (Abb. 16). Mit Hilfe des N-16-Antikorpers angefirbte Zellen zeigten eine
deutlich akzentuierte Lokalisation von CD40 teilweise im Zellkern und vor allem in der
perinukledren Region (Abb.16). Die Stimulation mit IFN-y und TNF-a fiir 16 Stunden
verstiarkten das CD40-Immunfluoreszenzsignal deutlich, allerdings war auch unter diesen
Bedingungen kein Nachweis einer CD40-Lokalisation in der Zellmembran moglich (Abb. 16).
Die Spezifitit der beiden verwendeten Antikérper konnte mithilfe spezifischer blockierender

Peptide verifiziert werden.
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Abbildung 16: IFN-y- und TNF-a-Exposition verstirkt die CD40-Expression in HUVECs.

Effekt einer 16-stiindigen Stimulation mit TNF-a (100 U/ml) und IFN-y (1000 U/ml) auf die CD40-Expression
in HUVECs. Gezeigt sind reprisentative Immunfluoreszenzfiarbungen mit spezifischen Antikdrpern gegen den
C-Terminus (C-20) bzw. N-Terminus (N-16) des Proteins. Zum Vergleich sind die unstimulierte Kontrolle
und die Negativkontrolle (ohne primidren Antikorper, NK) gezeigt. Die Spezifitit der Antikorper wurde mittels
spezifischer blockierender Peptide, die in zehnfacher Menge der Antikorperkonzentration eingesetzt wurden,

iiberpriift. Die Zellen wurden mit 400-facher Vergroerung aufgenommen. Der Balken stellt 20 um dar.

3.3.7 Effekt von ONOO" auf die subzelluliire Verteilung von CD40 in Endothelzellen
Neben der Auswirkung einer Zytokin-Stimulation auf die intrazelluldre Lokalisierung von
CD40 wurde zusitzlich der Effekt von ONOO™ mit Hilfe von Immunfluoreszenzfirbungen
untersucht. Im Gegensatz zu unbehandelten Kontrollzellen war die mit Hilfe des C-20-
Antikorpers detektierte Immunfluoreszenz nach Peroxynitritexposition deutlich abgeschwicht,
wobei die Immunfiarbung keine eindeutige Zuordnung zu zelluldren Strukturen zuliefl (Abb.17,
obere Reihe).

Die unter Kontrollbedingungen mit Hilfe des N-16-Antikorpers beobachtete klar begrenzte
perinukledre Rotfluoreszenz von CD40 war nach ONOO -Inkubation eindeutig vermindert

und deutlich diffuser(Abb. 17, untere Reihe).
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Kontrolle 160-200 uM ONOOr

CD40 (C-20)

CD40 (N-16)

Abbildung 17: Einfluss von ONOQO™ auf die Lokalisation von CD40 in kultivierten humanen
Endothelzellen.

Die Abbildung zeigt reprisentative Immunfluoreszenzfirbungen mit dem polyklonalen Antikdrper gegen den
C-Terminus (C-20) bzw. den N-Terminus (N-16) des Proteins. Vorbehandlung mit 160-200 uM ONOO" (60
Minuten) schwichte das Immunfluoreszenzsignal in den kultivierten HUVECs deutlich ab. Die Zellen wurden
mit Hilfe eines konfokalen Fluoreszenzmikroskops in 400-facher Vergroferung aufgenommen. Der Balken

stellt 20 um dar.

3.3.8 Einfluss zyklischer Dehnung auf die CD40-Protein-Verteilung in HUVECs

Neben der Behandlung von statisch kultivierten HUVECs mit exogenem ONOO™ sollte der
Einfluss der zyklischen Dehnung auf die Lokalisation von CD40 untersucht werden.
Zyklische Dehnung fiir 3 Stunden fiihrte zu einer transienten Zunahme des durch beide
Antikorper detektierten Immunfluoreszenzsignals, allerdings nicht zu einer Umverteilung von
CD40 (Abb. 18). Nach 16 Stunden Dehnung entsprachen die Fluoreszenzintensitit und die
Verteilung der mit beiden Antikorpern detektierten Signale in etwa den Ausgangswerten

(Abb. 18).
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Abbildung. 18: Einfluss der zyklischen Dehnung auf die CD40-Expression in kultivierten humanen

Endothelzellen.
Gezeigt sind reprisentative konfokale Aufnahmen von CD40-Immunfluoreszenzfiarbungen mit spezifischen

Antikorpern gegen den C-Terminus (C-20) bzw. N-Terminus (N-16) des Proteins. Primdre HUVECs wurden
fir 3 bzw. 16 Stunden mit 16% Elongation und 0,5 Hz zyklisch gedehnt. Die Aufnahme erfolgte mit 400-

facher VergroBerung. Der Balken stellt 20 pm dar.

3.3.9 CD40 ist in Kernextrakten kultivierter HUVECs nachweisbar
Der Befund aus den Immunfluoreszenzanalysen, dass CD40 teilweise im Zellkern der
Endothelzellen lokalisiert ist, sollte in anschlieBenden Versuchen mit Hilfe von Kernextrakten

verifiziert werden. Dariiber hinaus wurde eine mogliche Abhéngigkeit dieser Kernlokalisation

von einer Zytokin- bzw. CD154-Stimulation untersucht.
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Abbildung 19: CD40 ist in Kernextrakten von humanen Endothelzellen nachweisbar.

Dargestellt sind repréisentative Western Blots von Kernextrakten (K) aus primdren HUVECs, die zuvor mit
(A) IFN-y (1000 U/ml) und TNF-a (100 U/ml) fiir 16 Stunden stimuliert oder (B) fiir 12 Stunden mit CD154-
positiven Myelomzellen kokultiviert wurden. Zum Vergleich der Proteinmengen wurden ebenfalls

Gesamtproteinlysate (GL) analysiert. Die dargestellten FErgebnisse sind reprisentativ fiir jeweils 3

unabhingige Experimente.
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Wie in Abb. 19A dargestellt, nahm die Menge an nukledrem CD40 nach Zytokin-Stimulation
im Vergleich mit unbehandelten Endothelzellen deutlich zu. Auch die zytosolische CD40-
Menge war nach Stimulation mit IFN-y und TNF-a erhoht. Anders verhielt es sich nach
Koinkubation der Endothelzellen mit CD154-positiven Myelomzellen (Abb. 19B). Hier war

weder die Menge an nukledrem noch zytosolischem Protein verdndert.

CD40 CD31 Uberlagerung

- - - o
IFN-y/
TNF-a
IFN-y/
TNF-a
ONOO-
MCD
IFN-y/
TNF-a
MCD
IFN-y/
TNF-a
ONOO-

Abbildung 20: Effekt von Methyl-p-Cyclodextrin auf die ONOO-induzierte Umverteilung von CD40
nach Zytokin-Stimulation in humanen Monozyten.

THP-1-Zellen wurden fiir 16 Stunden mit IFN-y (1000 U/ml) und TNF-o (100 U/ml) stimuliert und
anschliefend fiir 30 Minuten mit Methyl-B-Cyclodextrin (MCD, 5 uM) inkubiert bevor die Zellen mit ONOO"
(160-200 uM, 60 Minuten) behandelt wurden. Gezeigt wird eine fiir 3 unabhiingige Versuche reprisentative
Firbung mit spezifischen Antikorpern gegen CD40 (rot) und CD31 (griin) und deren Uberlagerung. Die
Zellkerne wurden zur besseren Orientierung mit Dapi (blau) gefirbt. Die Zellen wurden mit 400-facher

Vergroferung aufgenommen. Der Balken stellt 20 pm dar.
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3.3.10 Methyl-p-Cyclodextrin verhindert die durch ONOO" induzierte Umverteilung von
CD40 in humanen THP-1-Monozyten

Da im Western Blot eine deutliche ONOO -abhiingige Abnahme des CD40-Proteingehalts in
THP-1-Zellen nachweisbar war, wurden zusitzliche Immunfluoreszenz-Analysen der Zellen
durchgefiihrt, die eine mogliche Internalisierung des Proteins zeigen sollten.

In den unbehandelten Kontrollzellen war nur wenig CD40-Protein in vesikuldren Strukturen
im Zytoplasma nachweisbar. Die Stimulation mit IFN-y und TNF-a fithrte zu einem
deutlichen Anstieg der CD40-Proteinmenge und auch zu einer deutlichen Lokalisation des
Proteins in der Zellmembran (Abb. 20). Wurden die Zellen dariiber hinaus mit ONOO"
behandelt, nahm die membrandre CD40-Farbung deutlich ab, wogegen der CD40-Nachweis
in vesikuldren Strukturen deutlich zunahm (Abb. 20). Die Depletierung des Cholesterins in
der Plasmamembran mit Methyl-B-Cyclodextrin verhinderte diese Peroxynitrit-induzierte
Umverteilung von CD40. Die Lokalisation von CD40 in der Plasmamembran wurde durch
Uberlagerung von roter (CD40) und griiner (Oberflichenprotein CD31) Fluoreszenz
(Gelbfarbung) nachgewiesen (Abb. 20).

3.4 Tyrosinnitrierung von CD40 und deren Auswirkung auf die CD40-Funktion

Bislang konnte nur in den humanen Monozyten nicht aber in den Endothelzellen eine ONOO
-mediierte Internalisierung von immunreaktivem CD40 nachgewiesen werden. Aus diesem
Grund sollten im Folgenden die funktionellen Konsequenzen dieser mutmalBlichen
Endozytose von Tyrosin-nitriertem CD40 analysiert werden. Die CD154-abhingige
Expression der Interleukin-12 (IL-12) Untereinheit IL-12p40 und von E-Selektin dienten

hierbei als Readout-Parameter fiir CD40-abhingige Anderungen der Genexpression.

3.4.1 Effekt von ONOO™ und Urat auf die CD154-abhiingige IL-12p40- und E-Selektin-
Expression in statisch kultivierten HUVECs

Zunichst sollte untersucht werden, inwieweit eine Tyrosinnitrierung von CD40 sich auf die
Expression CD154-abhéngiger Genprodukte wie IL-12p40 und E-Selektin auswirkt. HUVECs
wurden fiir 1 Stunde mit ONOO™ inkubiert, gefolgt von einer 6-stiindigen Kokultur mit
CD154-positiven Myelomzellen. Die Stimulation mit CD154-positiven Myelomzellen hatte
einen signifikanten Anstieg sowohl der IL-12p40- als auch der E-Selektin-Expression auf
mRNA-Ebene zur Folge (Abb. 21). Die Spezifitit der Reaktion wurde mit Hilfe eines
spezifischen blockierenden Anti-CD154-Antikorpers iiberpriift, welcher die Myelomzellen-

induzierte Expression beider Genprodukte verhinderte.
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Abbildung 21: Effekt von ONOO™ und Urat auf die CD154-induzierte Expression von IL-12p40 und E-
Selektin-mRNA in HUVECs.

Gezeigt ist die Auswirkung von ONOO™ (160-200 uM, 60 Minuten) und seinem Scavenger Urat (10 uM, 30
Minuten Vorinkubation) auf die CD154-abhingige mRNA-Expression von (A) IL-12p40 und (B) E-Selektin,
relativ zum internen Standard RPL-32. Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM aus jeweils 5 unabhingigen

Experimenten (** P < (0.01 vs. CD154; # P < 0.01 vs. CD154 + ONOO).

Die Inkubation der HUVECs mit exogenem ONOQO™ verminderte die CD154-induzierte 1L-
12p40-mRNA-Expression um etwa 60% verglichen mit den stimulierten Kontrollzellen. Die
CD154-induzierte E-Selektin-mRNA-Expression wurde sogar komplett inhibiert. Eine
zusitzliche Inkubation der Zellen mit dem ONOO’-Scavenger Urat konnte die Peroxynitrit-
vermittelte Hemmung der IL-12p40-Expression vollstindig, die fiir E-Selektin nur partiell
aber signifikant autheben (ca. 50% verglichen mit den CD154-stimulierten Kontrollzellen).

Als nichstes wurden die auf mRNA-Ebene erzielten Ergebnisse fiir IL-12p40 auf
Proteinebene iiberpriift. Hierfiir wurde die Dauer der Kokultur mit den CD154-positiven
Myelomzellen von 6 auf 24 Stunden verldngert und das konditionierte Medium im ELISA
analysiert. Abb. 22 zeigt, dass sich das Ergebnis der PCR-Analyse auch auf der Proteinebene
einwandfrei reproduzieren lie3. Dabei zeigte der alleinige Zusatz von Urat keinen Effekt auf

die CD154-induzierte Freisetzung von IL-12p40 in den Mediumiiberstand der Endothelzellen.
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Abbildung 22: Effekt von ONOO™ und Urat auf die CD154-induzierte IL-12p40-Protein-Expression in
HUVECs.

Gezeigt sind die Effekte von ONOO™ (160-200 uM, 60 Minuten) mit und ohne Vorbehandlung mit Urat
(10 pM, 30 Minuten Vorinkubation) auf die CD154-induzierte IL-12p40-Protein-Expression in
Mediumiiberstinden von HUVECs. Nachfolgend fand eine 24-stiindige Kokultur mit CD154-positiven
Myelomzellen gefolgt von einem ELISA mit dem Kulturiiberstand statt. Dargestellt sind die Mittelwerte +

SEM von 3 unabhingigen Experimenten (** P < 0.01 vs. CD154-Stimulation).

3.4.2 Methyl-B-Cyclodextrin verhindert die ONOO -abhiingige Abnahme der CD154-
induzierten IL-12p40- und E-Selektin-Expression in HUVECs

Im néchsten Schritt sollte iiberpriift werden, ob die durch ONOQO™ ausgeloste Verminderung
der CD154-induierten IL-12p40- und E-Selektin-mRNA-Expression einer Entfernung durch
Internalisierung des CD40-Rezeptors von der Zelloberfliche bzw. einem durch die
Tyrosinnitrierung ausgeldstem Funktionsverlust des Proteins zuzuschreiben ist. Dazu wurden
die kultivierten Endothelzellen vor der Behandlung mit ONOO™ und der nachfolgenden
Kokultur mit CD154-positiven Myelomzellen mit Methyl-B-Cyclodextrin (MCD) inkubiert,
um das Cholesterin in den Zellmembranen zu depletieren und somit eine Internalisierung von
CDA40 zu verhindern.

Wie bereits in vorhergehenden Versuchen beobachtet, war die CD154-stimulierte IL-12p40-
und E-Selektin-mRNA-Expression nach kurzer Exposition gegeniiber ONOO™ signifikant
gehemmt (Abb. 23). Die Vorinkubation mit MCD hatte keinen Effekt auf den basalen IL-
12p40- bzw. E-Selektin-mRNA-Spiegel. Bei Stimulation mit CD154 bewirkte die



Ergebnisse 58

Vorinkubation mit MCD dahingegen nahezu eine Verdopplung der CD154-induzierten IL-
12p40- und E-Selektin-mRNA-Mengen (Abb. 23A und B).
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Abbildung 23: Effekt von ONOO™ und Methyl-g-Cyclodextrin (MCD) auf die CD154-abhiingige IL-
12p40- und E-Selektin-mRNA -Expression in HUVECs.

Statistische Zusammenfassung der (A) IL-12p40- und (B) E-Selektin-mRNA-Mengen in % bezogen auf die
CD154-Stimulation. HUVECs wurden mit MCD (5 pM, 30 Minuten Vorinkubation) und ONOO™ (160-200
uM, 60 Minuten) behandelt und nachfolgend 6 Stunden mit CD154-positiven Myelomzellen kokultiviert.
Gezeigt sind die Mittelwerte + SEM von 4 unabhéngigen Experimenten (** P < 0.01 vs. CD154; * P < 0.01
vs. ONOO + CD154; # P < 0.01 vs. MCD + CD154).

Nach Applikation von ONOO™ war dieser Effekt von MCD auf die IL-12p40-Expression
nahezu halbiert aber noch doppelt so grol wie nach alleiniger Peroxynitritexposition
(Abb. 23A). Die CD154-stimulierte Expression von E-Selektin wurde durch ONOO™ nach
MCD-Vorbehandlung sogar auf einen vergleichbaren Wert wie mit ONOQO™ alleine gesenkt
(Abb. 23B). Insofern scheint die durch ONOO™ ausgeltste Tyrosinnitrierung von CD40
zumindest einen teilweisen Funktionsverlust des Rezeptors zur Folge zu haben. Andererseits
schlieBen diese Experimente eine Internalisierung und nachfolgende proteasomale

Degradation des Proteins nicht aus.

3.4.3 Der ONOO -bedingte Funktionsverlust von CD40 ist offenbar nicht durch dessen
Abbau iiber das 20S-Proteasom bedingt

Im Folgenden sollte deshalb geklart werden, ob der Funktionsverlust von CD40 mit dessen
Depletierung von der Zelloberfliche und dem nachfolgenden Abbau iiber das 20S-Proteasom

assoziiert ist. Sowohl Urat wie auch MCD konnten in diesen Versuchen die nach ONOO -
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Exposition verminderte CD154-stimulierte Expression von IL-12p40 und E-Selektin wieder
herstellen. Damit konnten die Ergebnisse der vorangegangenen Experimente bestitigt werden.
Im Gegensatz dazu verringerte Lactacystin alleine die CD154-stimulierte Expression beider

Genprodukte signifikant. Dariiber hinaus war die Inhibierung des 20S-Proteasoms nicht in der
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Abbildung 24: Vergleich der Wirkung von Urat, Lactacystin und MCD auf die CD154-abhiingige (A)
IL-12p40- und (B) E-Selektin-mRNA-Expression in HUVECs.

Die kultivierten Zellen wurden fiir 30 Minuten mit Lactacystin (50 uM), Urat (10 uM) oder Methyl-B-
Cyclodextrin (MCD; 5 uM) und nachfolgend fiir 60 Minuten mit ONOO™ (160-200 uM) behandelt.
AnschlieBend erfolgte eine Kokultur mit CD154-exprimierenden Myelomzellen fiir 6 Stunden. Gezeigt sind
die Mittelwerte + SEM aus 3 unabhéngigen Experimenten (** P < 0,01 vs. CD154; # P < 0.01 vs. CD154 +
ONOO).
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Lage, den Peroxynitriteffekt aufzuheben (Abb. 24). Trotz der iiberraschenden Eigenwirkung
von Lactacystin kann man aus diesen Befunden dennoch vorsichtig schlussfolgern, dass die
durch hohe exogene Konzentration von ONOQO™ induzierte Tyrosinnitrierung von CD40 eher

zu einem Funktionalititsverlust des Proteins fiihrt.
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Abbildung 25: Effekt von zyklischer Dehnung auf die CD154-abhéingige Expression von (A) IL-12p40-,
(B) E-Selektin- und (C) CD40-mRNA in kultivierten HUVECs.
Die kultivierten Zellen wurden fiir 30 Minuten mit Urat (10 uM) vorbehandelt und anschlieBend zyklisch
gedehnt (16 Stunden, 16% Elongation, 0,5 Hz). Danach folgte die Stimulation mit CD154-positiven
Myelomzellen fiir 6 Stunden. Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM aus jeweils 4 unabhidngigen Experimenten

(** P < 0.01 vs. Ungedehnt, # P < 0.01 vs. Dehnung + CD154).
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3.4.4 Zyklische Dehnung reduziert die CD154-induzierte Expression von IL-12p40- und
E-Selektin in Endothelzellen

Zyklische Dehnung per se hatte auf mRNA-Ebene keinen Effekt auf die Basalexpression von
IL-12p40 und E-Selektin. In Endothelzellen, die vor der CD154-Stimulation fiir 16 Stunden
zyklisch gedehnt worden waren, war der mRNA-Spiegel von IL-12p40 um 50% und der von
E-Selektin sogar um 75% reduziert (Abb. 25). Die Vorbehandlung mit Urat fiihrte zu einem
Wiederanstieg der 1L-12p40-Expression auf ca. 80 % des Kontrollwertes (Abb. 25A). Die E-
Selektin-Expression war unter diesen Bedingungen sogar genau so hoch wie in den CD154-
stimulierten Kontrollzellen (Abb. 25B). Die basale Expression beider Genprodukte war
dagegen durch Urat nicht beeinflusst (Abb. 25). Interessanterweise verhielt sich die
Expression von CD40 in den Endothelzellen genauso wie die von IL-12p40 und E-Selektin
(Abb. 25C).
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Abbildung 26: Effekt von zyklischer Dehnung und Urat auf die CD154-induzierte Freisetzung von IL-
12p40-Protein aus kultivierten HUVECs.

Die Zellen wurden in Gegenwart von Urat (10 pM, 30 Minuten Vorinkubation) zyklisch gedehnt (16 Stunden,
16 % Elongation, 0,5 Hz) und nachfolgend fiir 24 Stunden mit CD154-positiven Myelomzellen stimuliert.
Dargestellt sind die IL-12p40-Proteinmengen in % der stimulierten Kontrolle in den Kulturiiberstdnden als

Mittelwerte £ SEM von 3 unabhéngigen Experimenten. (** P < 0.01 vs. stimulierte Kontrolle).

Die Analyse der IL-12p40-Proteinmengen im konditionierten Medium der gedehnten
Endothelzellen erbrachte ein mit der PCR-Analyse vergleichbares Resultat. Dabei war die
Konzentration des Proteins in den Uberstinden ungedehnter und gedehnter Kontrollzellen

gleichermallen gering (Abb. 26). Die Exposition gegeniiber den CDI154-positiven
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Myelomzellen fiihrte in den ungedehnten Endothelzellen zu einer deutlichen Induktion der IL-
12p40-Synthese wihrend vorhergehende zyklische Dehnung der Zellen diese um 90%
inhibierte (Abb. 26). Der Zusatz von Urat restaurierte die CD154-stimulierte Freisetzung von

IL-12p40 vollstindig (Abb. 26).
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Abbildung 27: Effekt von ONOO™ und Methyl-p-Cyclodextrin (MCD) auf die CD154-abhiingige
Expression von (A) IL-12p40-, (B) E-Selektin- und (C) CD40-mRNA in THP-1-Monozyten.

Die Monozyten wurden fiir 30 Minuten mit MCD (5 uM) und anschliefend fiir 60 Minuten mit 160-200 uM
ONOO'’ behandelt, bevor sie fiir 6 Stunden mit CD154-positiven Myelomzellen kokultiviert wurden. Gezeigt
sind die Mittelwerte + SEM aus 5 unabhidngigen Experimenten. (** P < 0.01 vs. CD154; # P < 0.01 vs. CD154
+ ONOO)

3.4.5 ONOO' beeintrichtigt die CD40-Funktion in THP-1-Monozyten
Wie erwihnt, zeigte die Immunfluoreszenzanalyse von THP-1-Zellen eine zumindest partielle

ONOQO -abhingige Internalisierung des CD40-Rezeptors (siehe Kapitel 3.3.11).
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Analog zu den Endothelzellen wurde daher in diesen Zellen untersucht, ob die
Tyrosinnitrierung von CD40 die CD154-induzierte IL-12p40- bzw. E-Selektin-Genexpression

beeinflusst.
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Abbildung 28: Effekt von ONOQO™ und Urat auf die CD154-induzierte Freisetzung von IL-12p40-Protein
aus THP-1-Monozyten.

Dargestellt sind die im Uberstand der Zellen detektierten Proteinkonzentrationen in % der CD154-stimulierten
Kontrolle. Vor der Stimulation mit den CD154-positiven Myelomzellen (24 Stunden) wurden die humanen
Monozyten mit Urat (10 uM, 30 Minuten) und ONOO™ (160-200 uM, 60 Minuten) behandelt. Die Spezifitit der
CD40-CD40 Ligand-Interaktion wurde mit einem blockierenden Anti-CD154-Antikorper (40 ug/ ml) verifiziert.
Die gezeigten Mittelwerte + SEM stammen aus 3 unabhédngigen Experimenten (** P < 0.01 vs. CD154; # P <
0.01 vs. CD154 + ONOO)).

Die Stimulation des CD40-Rezeptors in diesen Zellen fiihrte zu einer deutlichen
Heraufregulierung der mRNA-Spiegel fiir IL-12p40 und E-Selektin (Abb. 27A und B). Diese
war durch Zugabe von ONOQO™ nahezu auf das Ausgangsniveau gesenkt. Die Vorbehandlung
mit Methyl-B-Cyclodextrin (MCD) hob diesen Effekt von ONOQO" vollstindig auf, hatte aber
per se keinen Effekt auf die basale bzw. CD154-induzierte Expression beider Genprodukte
(Abb. 27A und B). Im Gegensatz zu den kultivierten Endothelzellen verstirkte MCD die
CD154-stimulierte Expression von IL-12p40 und E-Selektin nicht. Daher wurde zusétzlich
die CD40-mRNA-Expression in den THP-1-Zellen untersucht, um diesbeziiglich einen
Unterschied zwischen beiden Zelltypen auszuschlieBen. Die Kokultur der THP-1-Zellen mit
den CD154-positiven Myelomzellen fiihrte wie bei den Endothelzellen zu einer signifikanten
Steigung der CD40-mRNA-Menge (Abb.27C). Diese war nach Exposition gegeniiber
ONOQO signifikant reduziert. MCD-Vorbehandlung verstirkte die CD154-induzierte CD40-
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Expression moderat, erhohte aber auch die basale CD40-Expression in diesen Zellen um einen
vergleichbaren Betrag. Dariiber hinaus hatte MCD auch in unstimulierten Monozyten einen
6-fachen Anstieg der CD40-mRNA-Menge zur Folge (Abb. 27C). Weiterhin verhinderte
MCD wie in den Endothelzellen die ONOO -vermittelte Hemmung der CD154-induzierten
CD40-Expression (Abb. 27C).

Wie in den HUVECs wurde auch in den THP-1-Zellen die IL-12p40-Protein-Expression
analysiert. Um einen weiteren Einblick in den Verlust der CD40-Funktion zu erhalten, wurde
untersucht, inwieweit die inhibitorische Wirkung von ONOQO™ durch Urat aufgehoben werden
kann. Wie bereits auf mRNA-Ebene beobachtet, fiihrte die Stimulation des CD40-Rezeptors
zu einer deutlichen Heraufregulierung (25-fach) der IL-12p40-Protein-Expression, die nach
ONOO -Exposition nahezu komplett gechemmt war und durch Urat vollstindig rekonstituiert

werden konnte (Abb. 28).

3.4.6 Die Rekrutierung von Traf 2 und Traf 6 wird durch ONOO" beeintrichtigt

Die bislang beschriebenen Analysen der CD154-induzierten Genexpressionsdnderungen in
den kultivierten Endothelzellen und Monozyten lassen keine Differenzierung dahingehend zu,
ob exogenes bzw. endogenes Peroxynitrit durch Tyrosinnitrierung des CD40-Rezeptors
diesen fiir den Abbau durch das 20S-Proteasom markiert oder zu einer Entkopplung von der
nachgestellten Signaltransduktion nach Ligandbindung fiihrt. Insofern wurde in einer
abschlieenden Serie von Versuchen die Rekrutierung der CD40-Rezeptor-assoziierten
Proteine Traf 2 und Traf 6 analysiert.

Hierfiir wurden Endothelzellen zunichst mit Urat behandelt, bevor sie kurz mit ONOO™ und
anschliefend mit CD154-exprimierenden Myelomzellen inkubiert wurden. Um eine Aussage
tiber die spezifische Interaktion von CD40 mit Traf 2 bzw. Traf 6 treffen zu konnen, erfolgte
zusitzlich eine CD40-Immunprizipitation.

In Abbildung 29 ist zunichst die basale Assoziation von Traf 2 und Traf 6 mit dem CD40-
Rezeptor ersichtlich. Nach CD154-Stimulation nahm die Menge an Traf 2 deutlich zu,
wihrend der Traf 6-Gehalt im Immunprizipitat weitgehend unveridndert blieb. ONOQO™-Zusatz
bewirkte in unstimulierten und CD154-stimulierten Zellen eine deutliche Dissoziation von
Traf 2 und Traf 6 vom CD40-Rezeptor. Die Vorbehandlung der Zellen mit Urat hob diesen
ONOQO -Effekt nicht nur auf, sondern verstirkte sogar die Interaktion beider Traf-Molekiile
mit CD40 (Abb. 29).
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Abbildung 29: Auswirkung von ONOO" und Urat auf die Assoziation von CD40 mit Traf 2 bzw. Traf 6
in Endothelzellen.

Dargestellt sind oben reprisentative Western Blot-Analysen nach CD40-Immunprizipitation aus kultivierten
primidren HUVECs. Zuvor erfolgte die Behandlung mit Urat (10 uM, 30 Minuten Vorinkubation) und ONOO
(160-200 uM, 15 Minuten), an die sich eine CD154-Stimulation (20 Minuten) anschloss. Unten sind die
Mittelwerte + SEM von 3 unabhingigen Experimenten gezeigt. (* P < 0.01 vs. CD154; # P < 0,01 vs. CD154
+ ONOO).

3.4.7 Methyl-B-Cyclodextrin stellt die durch Peroxynitrit verminderte Traf-Rekru-
tierung wieder her

Im néchsten Schritt sollte untersucht werden, inwieweit die Rekrutierung von Traf 2 und
Traf 6 an den CD40-Rezeptor durch MCD, d.h. eine Depletierung des Cholesterins in der
Zellmembran, beeinflusst wird. Wie in Abb. 29 bereits gezeigt, wurde die Assoziation von
Traf 2 und Traf 6 mit dem CD40-Rezeptor nach CD154-Stimulation der Endothelzellen
deutlich verstirkt. Die Vorbehandlung mit MCD stellte die durch ONOO™-Exposition
verursachte Dissoziation beider Traf-Molekiile mit dem CD40-Protein wieder her (Abb. 30).
Dabei war die rekrutierte Menge von Traf 2 sogar um 50% groBer als in stimulierten
Kontrollzellen (Abb. 30). Im Gegensatz zu Urat hatte MCD selbst keinen Effekt auf die
CD154-stimulierte Rekrutierung der beiden Traf-Molekiile.
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Abbildung 30: Wirkung von MCD und ONOO’ auf die Assoziation von CD40 mit Traf 2 bzw. Traf 6 in
Endothelzellen.

Dargestellt sind oben reprisentative Western Blot-Analysen nach CD40-Immunprizipitation aus kultivierten
HUVECs. Zuvor erfolgte die Behandlung mit Methyl-B-Cyclodextrin (MCD, 5 upM, 30 Minuten
Vorinkubation) und ONOO™ (160-200 uM, 15 Minuten), an die sich eine CD154-Stimulation (20 Minuten)
anschloss. Unten sind die Mittelwerte £ SEM von 3 unabhingigen Experimenten gezeigt. (¥ P < 0.01 vs.

CD154; #P < 0,01 vs. CD154 + ONOO).

3.4.8 Effekt zyklischer Dehnung auf die Rekrutierung von Traf 2 und Traf 6

SchlieBlich wurden noch Dehnungsexperimente durchgefiihrt, um den Effekt von endogen
generiertem ONOO™ auf die CD154-vermittelte Assoziation von Traf 2 bzw. Traf 6 mit CD40
zu analysieren.

In Proben von ungedehnten HUVECs war nach CD40-Immunprézipitation sowohl Traf 2 als
auch Traf 6 nachweisbar. Eine 3-stiindige (Abb. 31A) ebenso wie 16-stiindige Dehnung
(Abb. 31B) ohne CD154-Stimulation fiihrte zu einer deutlichen Rekrutierung von Traf 2 wie
auch Traf 6 an den CD40-Rezeptor. Die Menge rekrutierter Traf-Molekiile war mit der nach
CD154-Stimulation ungedehnter Zellen vergleichbar. Im Gegensatz dazu war die CD154-
induzierte Assoziation von Traf 2 und Traf 6 mit dem CD40-Rezeptor durch zyklische

Dehnung und Urat (10 uM) nicht veridndert (nicht gezeigte Ergebnisse).
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Abbildung 31: Zyklische Dehnung vermittelt die Assoziation von Traf2 bzw. Traf 6 an CD40 und
TNFR-1 in humanen kultivierten Endothelzellen.

Dargestellt sind repriasentative Western Blots nach CD40-Immunprizipitation (A und B) bzw. TNFR-1-
Immunprizipitation (C und D). Vor der IP wurden die HUVECS fiir 3 Stunden (A und C) bzw. 16 Stunden (B
und D) zyklisch gedehnt (16% Elongation, 0,5 Hz). Als Positivkontrollen wurden ungedehnte Zellen entweder
fiir 20 Minuten mit CD154 (A und B) oder fiir 60 Minuten mit TNF-a (100 U/ml) (C und D) stimuliert. Die

gezeigten Ergebnisse stehen stellvertretend fiir je 3 unabhiingige Experimente.

Um zu iberpriifen, ob es sich bei diesen Ergebnissen um einen generell durch zyklische
Dehnung verursachten Effekt handelt, wurden zusétzliche Versuche durchgefiihrt, bei denen
der Tumor-Nekrose-Faktor-Rezeptor (TNFR)-1 immunprizipitiert wurde. Auch hier waren
sowohl Traf 2 als auch Traf 6 in ungedehnten Zellen schwach mit dem TNFR-1 assoziiert
(Abb. 31C und D). Nach drei Stunden Dehnung war dieser Effekt deutlich ausgepréigter und
weitgehend identisch mit dem einer 60-miniitigen Stimulation mit TNF-a (Abb. 31C). Auch
nach 16 Stunden Dehnung schien die Assoziation von Traf 2 bzw. Traf 6 mit dem CD40-

Rezeptor vergleichbar mit der nach 3 Stunden zu sein (Abb. 31D).
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4. Diskussion

Die in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse zeigen, dass CD40 in humanen Endothelzellen
wihrend zyklischer Dehnung vermutlich durch das dabei entstehende Peroxynitrit (ONOQO)
an seinen Tyrosinresten nitriert wird. Nitrotyrosin-haltiges CD40 wird anschlieend schnell
tiber die 20S-Untereinheit des Proteasoms abgebaut. Weiterhin war die CD154-abhingige
Expression von IL-12p40 und E-Selektin ebenso wie die Rekrutierung von Traf-Proteinen mit

CD40 durch diese posttranskriptionelle Modifikation stark beeintrachtigt.

4.1 Charakterisierung der Expressionsmuster von CD40 und VCAM-1 in veniésen und
arteriellen Endothelzellen

CD40 wird eine zentrale Rolle bei der Kontrolle inflammatorischer Prozesse wie z.B. der
Transplantatabstoung oder der Arteriosklerose zugeschrieben. Eine weitere Schliisselrolle in
der Arterioskleroseentstehung nimmt das Vascular Cell Adhesion Molecule-1 (VCAM-1) ein,
welches auf aktivierten Endothelzellen verstirkt exprimiert wird und so zur initialen
Rekrutierung zirkulierender Monozyten fiihrt (Libby 2006). In Experimenten mit LDL-
Rezeptor-defizienten Méusen konnte gezeigt werden, dass die Neutralisierung des CD40-
Liganden CD154 zu einer deutlichen Reduktion des Gehalts von Makrophagen, T-Zellen,
Lipiden und VCAM-1 in arteriosklerotischen Lésionen fiihrt (Mach et al., 1998, Lutgens et al.,
1999, Schonbeck et al., 2000). Dariiber hinaus beschrieben Lienenliike et al. (2000) eine
verstiarkte Expression von ICAM-1, VCAM-1 und E-Selektin in humanen Endothelzellen
nach CD40-Stimulation. Die Expression von VCAM-1 und CD40 in Endothelzellen kann
auch durch pro-inflammatorische Zytokine wie IL-1B, TNF-a und IFN-y ausgelost werden,
die in arteriosklerotischen Plaques hochreguliert sind (Schonbeck und Libby, 2001). Die in
dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente zur Zytokin-induzierten CD40- und VCAM-1-
Expression in humanen nativen Endothelzellen bestitigen die bisher verdffentlichten Daten zu
den kultivierten Zellen. So waren sowohl CD40 als auch VCAM-1 durch TNF-a und IFN-y in
venosen, nicht jedoch in arteriellen Endothelzellen induzierbar. Weiterhin ergaben die
histologischen Untersuchungen eine geringe Basalexpression von CD40 und VCAM-1 in
venosen nicht aber in arteriellen Endothelzellen. Dies bestitigt Beobachtungen in NMRI-
Mausen, die eine Expression von CD40 nur in Endothelzellen von Venen und Kapillaren
nicht aber Arterien zeigen (Korff et al., 2007).

Weiterhin berichten Korff et al. (2007) von einer Zunahme der CD40-Proteinmenge in

humanen Endothelzellen, wenn diese aus dem Gewebeverband isoliert worden waren. In den
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hier durchgefiihrten Experimenten konnte eine Basalexpression von CD40 sowohl in
isolierten vendsen als auch in kultivierten arteriellen Endothelzellen detektiert werden.
Interessanterweise war auch eine Basalexpression von VCAM-1 in kultivierten, nicht aber in
nativen arteriellen Endothelzellen detektierbar. Venose Endothelzellen der postkapilldren
Venolen stellen die Hauptinteraktionspartner fiir Leukozyten unter Entziindungsbedingungen
dar. In arteriellen Endothelzellen z.B. an Gefid3verzweigungen wiirde die Expression von
CD40 und VCAM-1 allerdings das Risiko der Arterioskleroseenstehung erheblich verstirken.
Somit ist die Basalexpression von CD40 und VCAM-1 in kultivierten arteriellen
Endothelzellen zum einen mit der fehlenden Wandschubspannung unter statischen
Zellkulturbedingungen zu begriinden, welche im Gefdl durch den laminaren Blutfluss
ausgelost wird. Diese mechanische Kraft hat eine Steigerung der Expression und Aktivitéit der
endothelialen NO-Synthase zur Folge (Fisslthaler et al., 2000). Das schubspannungsabhingig
gebildete NO verhindert die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren, die zur Expression pro-
arteriosklerotischer Genprodukte wie CD40 fiihren. Korff et al. (2007) vermuten zum anderen,
dass die unterschiedlichen Expressionsmuster nativer bzw. kultivierter Endothelzellen auf ein
fehlendes TGF-B1-Signal aus glatten GefaBmuskelzellen zuriickzufiihren ist. TGF-B1 gilt als
ein Schliisselregulator in der Kommunikation zwischen Endothel- und glatten Muskelzellen in

situ (Bobik, 2006).

Demnach liefern die vorgenannten Befunde einen klaren Hinweis darauf, dass Endothelzellen
unterschiedlicher Ursprungsgefiale in der Kultur ein &dhnliches Verhalten zeigen. Somit
eriibrigt sich die Frage, inwieweit sich grundlegende Erkenntnisse aus in vitro-Versuchen

ohne weiteres auf die Situation des Gefdendothels in vivo iibertragen lassen.

4.2 Tyrosinnitrierung von CD40 und proteasomaler Abbau

Bereits seit Mitte des 19. Jahrhunderts ist bekannt, dass arteriosklerotische Veridnderungen
bevorzugt an Verzweigungen bzw. Biegungen der groflen Arterien entstehen. Dies ist
zweifelsohne den besonderen himodynamischen Bedingungen an diesen Orten zuzuschreiben.
Unter normalen Flussbedingungen fiihrt laminare Schubspannung zu einer erhohten
Expression von Superoxid-Dismutase (SOD) und endothelialer NO-Synthase (eNOS) und
auch zu einer erhohten eNOS-AKktivitdt (Gimbrone et al., 2000). Letztendlich resultiert dies in
der Bildung vasoprotektiver Mengen von NO. An Gefid3verzweigungen ist der laminare Fluss
vermindert und es kommt gleichzeitig zu einer pulsatilen Dehnung der GefiBwand. Durch
diese himodynamische Besonderheit wird die mechanosensitive NADPH-Oxidase NOX2
aktiviert (Silacci et al., 2001, Dworakowski et al., 2003). Die dadurch erhohte ‘O, -Bildung
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hat unter anderem einen Abfall des biologisch aktiven NO durch die Bildung von ONOO'™ zur
Folge (Cai und Harrison, 2000). Das so entstehende Ungleichgewicht von NO und 'O, fiihrt
in Endothelzellen zu einer verstirkten Expression pro-arteriosklerotischer Genprodukte wie
Adhésionsmolekiilen (VCAM-1) und auch von CD40.

Im Wesentlichen bauen die hier durchgefiihrten Untersuchungen auf den Ergebnissen einer
medizinischen Doktorarbeit auf (Baumgarten, 2004). Dabei wurde beobachtet, dass es in
humanen kultivierten Nabelschnurvenen-Endothelzellen bei zyklischer Dehnung zu einer
kurzfristigen Zunahme des CD40-Proteingehalts kommt (3 Stunden), nach 6 Stunden das
Ausgangsniveau erreicht und nach 18 Stunden um 75% unter diesen Wert abgefallen ist. Der
Zusatz des unspezifischen Proteasominhibitors MG-132 verhinderte diesen Abfall der CD40-
Proteinmenge, der mit einer Tyrosinnitrierung des Proteins assoziiert zu sein schien.

Der Abbau geschidigter oder modifizierter Proteine findet hauptsidchlich in ATP-abhéngiger
Weise iiber das Ubiquitin-Proteasom-System statt (Ciechanover, 2006). Dabei wird das
Ubiquitin zunédchst durch ein E1-Ubiquitin-aktivierendes Enzym aktiviert und anschlieBend
von so genannten E2-Ubiquitin-Transport-Enzymen zu den substratspezifischen E3-
Ubiquitin-Ligasen transferiert (Ciechanover, 1998). Die E3-Ligasen wiederum markieren ihre
Substrat-Proteine mit einem oder mehreren Ubiquitinmolekiilen und machen sie so dem
Abbau iiber das 26S-Proteasom zuginglich (Ciechanover, 2000). Die Ausgangshypothese
dieser Arbeit, nach der es wie mehrfach beschrieben zu einer Polyubiquitinierung des durch
Nitrierung an seinen Tyrosinresten modifizierten CD40 und nachfolgend zu einem Abbau
iber das 26S-Proteasom kommt (Grune et al., 1998, Young et al., 1998, Buchczyk et al.,
2003), konnte iiberraschenderweise nicht bestitigt werden. Zwar war der dehnungsabhéngige
Abbau von CD40 durch Hemmung der E3-Ubiquitin-Ligasen mit dem Dipeptid Leu-Ala
vermindert (Baumgarten, 2004), der Nachweis einer Mono- oder Polyubiquitinierung des
Proteins konnte jedoch trotz diverser experimenteller Ansidtze nicht gefiihrt werden.
Andererseits belegten die im zellfreien System durchgefiihrten Experimente, dass die 20S-
Untereinheit des 26S-Proteasoms grundsitzlich in der Lage ist CD40 abzubauen und dass
dieser Abbau durch die Tyrosinnitrierung des Proteins beschleunigt wird.

Weiterhin bestand die Moglichkeit, dass CD40 iiber das lysosomale System degradiert wird.
Vor allem bei membranstindigen Proteinen wie Rezeptoren fiir Wachstumsfaktoren,
Hormone und Zytokine kommt es nach deren Aktivierung zu einer Polyubiquitinierung und
infolgedessen zu einem Transfer zu den Lysosomen, wo letztendlich der Abbau der
markierten Proteine erfolgt (Raiborg und Stenmark, 2009). So wird beispielsweise der

Rezeptor fiir EGF nach Bindung seines Liganden noch in der Membran polyubiquitiniert,
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anschliefend in frithen Endosomen internalisiert und im lysosomalen Kompartiment abgebaut
(Katzmann und Odorizzi, 2002). Fiir den Abbau des Nitrotyrosin-haltigen CD40 konnte diese
Alternative durch die fehlende Wirkung der entsprechenden Inhibitoren weitgehend
ausgeschlossen werden.

Eine weitere Moglichkeit der oxidativen Proteinmodifikation mit anschlieBendem Abbau
wurde unter anderem von Souza et al. (2000) beschrieben. So wird die Cu**/Zn**-
Superoxiddismutase (SOD-1) an ihren Tyrosinresten nitriert und dadurch dem Abbau iiber die
Chymotrypsin-dhnliche Aktivitdt des 20S-Proteasoms zugefiihrt. Dieser Prozess ist komplett
unabhingig von Ubiquitin und ATP und wurde auch fiir andere Proteine wie z.B. die
Glutamin-Synthase beschrieben (Gorg et al., 2007). Die Ergebnisse der vorliegenden Studie
aus Dehnungsexperimenten mit spezifischen Inhibitoren gegen das proteasomale System
weisen im Fall von CD40 eindeutig auf den zuletzt erwidhnten Mechanismus hin. So konnten
sowohl der spezifische 26S-Inhibitor Lactacystin wie auch das die 20S-Untereinheit des
Proteasoms hemmende Epoxomicin die Abnahme der CD40-Proteinmenge nach zyklischer
Dehnung verhindern. Im zellfreien System wurde, wie bereits erwihnt, das Tyrosin-nitrierte
CD40 iiber das 20S- nicht aber iiber das 26S-Proteasom degradiert. Bei diesem Ansatz liefl
sich zunédchst kein Unterschied zwischen dem Nitrotyrosin-haltigen und dem unmodifizierten
Protein feststellen, offenbar weil die Aktivitit des rekombinanten Proteasoms fiir die gewihlte
Inkubationsdauer zu hoch war. Durch Verkiirzung der Expositionszeit gelang es schlie3lich
einen schnelleren Abbau der Nitrotyrosin-haltigen Form durch das 20S-Proteasom zu
verifizieren.

Neben der normalen Lokalisation gibt es seit einigen Jahren Hinweise auf eine extrazellulire,
zirkulierende Form des 20S-Proteasoms. Dieses weist alle drei substratspezifischen
Aktivititen (Chymotrypsin-, Trypsin- und Caspase-dhnliche Aktivitdt) der intrazelluldren
Variante auf (Sixt und Dahlmann, 2008). Allerdings lie sich im Rahmen dieser Arbeit kein
20S-Proteasom im konditionierten Medium humaner gedehnter Endothelzellen nachweisen.
Insofern scheint unter Zellkulturbedingungen kein extrazellulirer Abbau des Tyrosin-
nitrierten CD40 stattzufinden. Das schlieBt aber nicht aus, dass diese Komponente im nativen
Kontext in situ, d.h. im arteriosklerotischen Plaque, nicht zumindest anteilig realisiert ist.

Die Nitrierung von Tyrosinresten in Proteinen wird hauptsidchlich {iber eine spontane
Reaktion von ONOO™ mit dem aromatischen Ring der Aminosdure Tyrosin katalysiert
(Ischiropoulus, 1998). Am Beispiel der Cyclooxygenasen 1 und 2 wird deutlich, dass bereits
sehr geringe Peroxynitritkonzentrationen (0,1-3 uM) ausreichen, um die Proteine zu nitrieren

und dadurch eine schnelle funktionelle Beeintrichtigung hervorzurufen (Ndengele et al.,
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2008). Das so entstehende 3-Nitrotyrosin ist nicht nur ein Hinweis auf die Bildung von
ONOO’, sondern wird auch als Marker fiir Entziindungsreaktionen gewertet. So kann
beispielsweise =~ mithilfe =~ immunhistochemischer =~ Firbungen  3-Nitrotyrosin  in
arteriosklerotischen Plaques nachgewiesen werden. Dariiber hinaus wird diese oxidative
Modifikation von Proteinen als Marker fiir das Risiko eines Herzversagens betrachtet
(Anzalone et al., 2009) und spielt scheinbar eine Rolle fiir die Integritit der Blut-Hirn-
Schranke (Ischiropoulos und Beckmann, 2003).

1 mvrlplgevl wgclitavhp epptacrekg ylinsgcgsl cqpggkivsd cteftetecl
61 pcgesefldt wnrethchgh kycdpnldir vagkgtsetd tictceegwh ctseacescv

121 lhrscspgfg vkaiatgvsd ticepcpvgf fsnvssafek chpwtscetk dlvvggagtn

181 ktdvvegpqd riralvvipi ifgilfaill vivflkkvak kptnkaphpk gepgeinfpd
241 dipgsntaap vgetlhgcgp vtgedgkesr isvgerq

Abbildung 32: CD40-Aminosiuresequenz.

Die Aminosduresequenz von CD40 Typ I enthilt 2 Tyrosinreste (y, blau markiert: + 5 Aminoséduren). Neben
dem Tyrosin an Position 82 ist ein Prolin (p) wie auch ein negativ geladenes Aspartat (d) zu finden. Diese
begiinstigen die Nitrierung des Tyrosins durch ONOO™ (s. u.). Weiterhin ist die nukleédre

Translokationssequenz (NLS) rot hervorgehoben.

Auch wenn ONOO'" spontan aus der Reaktion von ‘O, mit NO entsteht (Cai und Harrison,
2000), so sind nicht alle Tyrosinreste eines Proteins gleichermallen fiir diese oxidative
Modifikation empfindlich. Die Bedingungen, die fiir eine Tyrosinnitrierung erfiillt sein
miissen, konnten von Souza et al. (1999) umfassend gekldrt werden. Danach scheint die
Anwesenheit von Loop-bildenden Aminoséduren (z.B. Prolin oder Glycin) ebenso wie von
negativ geladenen Aminosduren (z.B. Glutamat oder Aspartat) in direkter Ndhe zum Tyrosin
die Bildung von 3-Nitrotyrosin eindeutig zu begiinstigen. CD40 besitzt in seinem
extrazelluldren N-terminalen Teil zwei Tyrosine. Betrachtet man die zugehorigen
Aminosduresequenzen (Abb. 32), so erfiillt das Tyrosin an Position 31 keine der erwédhnten
Bedingungen. Im Gegensatz dazu hat das Tyrosin an Position 82 in unmittelbarer
Nachbarschaft sowohl ein Aspartat (Dg4) wie auch ein Prolin (Pgs). Zurzeit werden diese
hypothetischen Uberlegungen mithilfe einer massenspektrometrischen Analyse des nitrierten
Proteins verifiziert. Interessanterweise scheint bereits die Nitrierung eines Tyrosinrestes einen
deutlichen Funktionsverlust des Proteins auszuldsen, wie in Mesangialzellen aus Ratten am

Beispiel der Prostacyclin-Synthase belegt werden konnte (Zou et al., 1998).
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4.3 Subzelluléire Lokalisierung von CD40

Die Endozytose von Rezeptoren auf der Zelloberfliche ist fiir die Einleitung der
Signaltransduktion nach Interaktion mit dem Liganden ebenso von entscheidender Bedeutung
wie fiir deren Regulation. Mittlerweile wei3 man, dass bestimmte flache Strukturen in der
Membran, die so genannten Lipid Rafts, fiir die Assoziation von Rezeptoren mit ihren
entsprechenden zytoplasmatischen Effektormolekiilen essentiell sind (Allen, Halverson-
Tamboli und Rasenick, 2007). Lipid Rafts ,,schwimmen* frei in der Lipiddoppelschicht der
Zellmembran und sind durch eine Anreicherung von Cholesterin, Sphingomyelin und
Glycosylphosphatidylinositol- (GPI)-verankerten Proteinen ebenso wie durch eine direkte
Assoziation mit dem Zytoskelett charakterisiert (Allen et al., 2007). In Endothelzellen wie
auch in anderen Zellen konnte dariiber hinaus die Existenz von speziellen invaginierten Lipid
Rafts nachgewiesen werden, die sich durch einen hohen Gehalt an Caveolinen, insbesondere
Caveolin-1 (Cav-1) auszeichnen. Lipid Rafts und Caveolae stellen sowohl einen rdumlichen
wie auch zeitlichen Treffpunkt fiir Oberflachenrezeptoren und Signalmolekiile in der Zelle dar.
Ein Beispiel dafiir ist der Rezeptor fiir den Endothelial growth factor (EGF). Dieser ist in den
Lipid Rafts lokalisiert und wird in einem ERK 1/2, p38 MAP-Kinase-regulierten, Ligand-
vermittelten Prozess internalisiert (Winograd-Katz und Levitzki, 2006). Der CD40-Rezeptor
ist in Endothelzellen unter basalen Bedingungen nicht in den Lipid Rafts lokalisiert. Sobald es
aber zu einer Interaktion mit CD154 kommt, transloziert CD40 in die Lipid Rafts (Xia et al.,
2007) wo er weiterhin mit den Tumornekrosefaktor assoziierten Proteinen (Trafs) assoziiert
(Chen et al., 2006).

Wie zuvor beschrieben, befinden sich die beiden Tyrosinreste von CD40 in der
extrazelluldiren Domine des Proteins. Die Degradierung des Rezeptors iiber das 20S-
Proteasom in den kultivierten Zellen ist dagegen mit aller Wahrscheinlichkeit ein
intrazelluldrer Prozess. Hierfiir ist eine Internalisierung des Nitrotyrosin-haltigen Proteins
zwingend erforderlich (Abb. 33). Erste Hinweise fiir eine derartige Internalisierung lieferten
Versuche bei denen Oberflichen-CD40 biotinyliert wurde. Hierbei kann aufgrund der
diversen Waschschritte eine Kontamination mit nicht vollstindig verdauten Oberfldchen-
CD40 weitgehend ausgeschlossen werden. Einen weiteren Hinweis auf eine Lokalisation von
CD40 in der Zellmembran der Endothelzellen und Monozyten konnte mithilfe von Western
Blot-Analysen erzielt werden, nach denen CD40 stark in der mikrosomalen Fraktion
angereichert ist. Allerdings setzt sich diese mikrosomale Fraktion aus allen membranédren
Strukturen der Zellen zusammen. Ferner konnte eine Peroxynitrit-abhidngige Translokation

von CD40 von der Plasmamembran ins Zytoplasma der Monozyten mittels
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Immunfluoreszenzanalysen gezeigt werden. Aufgrund der hemmenden Wirkung von Methyl-

B-Cyclodextrin (MCD) scheint dieser Internalisierungsprozess Cholesterin-abhingig zu sein.

N,
»

Tyrosinnitrierung

Internalisierung

auflen

@@

. 19S Regulator

Abbau iiber das 20S- 20S Untereinheit

Proteasom

Abbildung 33: ONOO -abhiingige Internalisierung des CD40-Rezeptors.

Die Nitrierung eines oder beider Tyrosinreste im extrazelluldren Teil von CD40 durch ONOO™ hat den
intrazelluliren Abbau des Proteins iiber das 20S-Proteasom zur Folge. Dabei scheint die durch die
Modifikation ausgeloste Konformationsidnderung die Endozytose des Rezeptors einzuleiten. Weiterhin
fungiert die Tyrosinnitrierung als Signal fiir den Abbau durch das 20S-Proteasom und konnte eine

Entkopplung zwischen Rezeptor und nachfolgender Signaltransduktion herbeifiihren.

In den Endothelzellen konnte dagegen trotz mehrerer Anldufe mit dieser Methode keine
eindeutige Lokalisation von CD40 in der Plasmamembran dargestellt werden, obwohl diese
fiir Endothelzellen mehrfach beschrieben worden ist (Chen et al., 2006, Chen et al., 2007).
Ein moglicher Grund dafiir mag die Lokalisation von CD40 in den Caveolae sein (Chen et al.,
2007). Wie bereits erwihnt stellen diese Strukturen Invaginationen der Zellmembran dar, so
dass darin lokalisiertes CD40 fiir einen Antikorper moglicherweise nicht zugédnglich ist.
Dariiber hinaus gibt es Hinweise (Karmann et al., 1995), dass CD40 auf humanen kultivierten
Endothelzellen konstitutiv nur in sehr geringer Menge (5-10x10° Molekiile/ Zelle) exprimiert
wird, was dessen Nachweis zusitzlich erschweren diirfte. Dariiber hinaus fillt auf, dass die in
den meisten Publikationen beschriebene Lokalisierung von CD40 in der Zellmembran, z.B. in
B-Zellen oder in Endothelzellen (Tone et al., 2001, Chen et al., 2006, Lin-Lee et al., 2006,
Chen et al., 2007), erst nach Uberexpression des Proteins sichtbar ist, nicht aber wie hier
versucht unter Basalbedingungen. Um eine eindeutige Lokalisation des Proteins in der

Zellmembran der humanen Endothelzellen nachweisen zu konnen, miisste dieses idealerweise
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mit griin fluoreszierendem EGFP o.4. gekoppelt, in einem adeno- oder lentiviralen Ansatz
tiberexprimiert werden. Derartige Untersuchungen sind zwischenzeitlich angelaufen.
Prinzipiell gibt es verschiedene Mechanismen, die fiir eine Endozytose von CD40 nach
Tyrosinnitrierung in Frage kommen. Die meisten Oberflichenrezeptoren werden iiber den
klassischen Clathrin- und Dynamin-abhéngigen Internalisierungsprozess endozytiert (Wolfe
und Trejo, 2007). Ein Beispiel dafiir liefern Untersuchungen von Gavard und Gutkind (2006),
die iiber eine Clathrin-abhingige Endozytose von VE-Cadherin nach VEGF (Vaskulirer
Endothelialer Wachstumsfaktor)-Stimulation berichten. Untersuchungen von kultivierten
Endothelzellen, die mit einer dominant-negativen Dynamin-1 Mutante (freundlicherweise von
Prof. Dr. H.-J. Schnittler, Miinster zur Verfiigung gestellt) transfiziert worden waren, lieferten
aber fiir das Nitrotyrosin-haltige CD40 keine eindeutig interpretierbaren Ergebnisse. Hierbei
sollte geklart werden, ob die Internalisierung von biotinyliertem CD40 nach
Peroxynitritexposition durch die Dynamin-1-Depletierung aufgehoben ist.

Wie bereits oben erwihnt, scheint CD40 in Endothelzellen vorzugsweise in Caveolae
lokalisiert zu sein (Chen et al., 2007). Fiir diese Strukturen sind andere Clathrin-unabhingige
Endozytose-Mechanismen beschrieben. So berichten Damm et al. (2005) iiber eine
Cholesterin-abhéngige aber Clathrin- und Dynamin-unabhingige Aufnahme von
Simianvirenpartikeln in Maus-Fibroblasten. Weiterhin ist bekannt, dass in Lipid Rafts
lokalisierte Histamin-H1-Rezeptoren eine Clathrin-unabhédngige Internalisierung durchlaufen,
bei der ein Mitwirken von Caveolinen grundsitzlich ausgeschlossen werden kann (Self et al.,
2005). In Bezug auf CD40 konnte in Endothelzellen aus der Schweineaorta ein Cholesterin-
und Caveolin- vermittelter aber Clathrin-unabhéingiger Endozytoseprozess nach
Ligandbindung beobachtet werden (Chen et al., 2007). Inwieweit sich dieser Mechanismus
auf einen Ligand-unabhéngigen durch oxidative Modifikation vermittelten Prozess iibertragen
lasst, bleibt fraglich. Erste Ergebnisse von Versuchen mit einem Caveolin-1 Antisense-Ansatz,
deuten aber auf eine Caveolin-1-unabhéngige Internalisierung von Tyrosin-nitriertem CD40
hin. Diese Versuche sind noch nicht ganz abgeschlossen, so dass die Daten hier nicht
prasentiert werden konnten.

Eine weitere Moglichkeit fiir die Nitrotyrosin-vermittelte Translokation von CD40 bietet die
Arbeit von Becker et al. (2002), die eine durch die Assoziation mit HSP-70 hervorgerufene
Internalisierung von CD40 in murinen Makrophagen beschreibt. Versuche im Rahmen dieser
Studie, bei denen CD40 immunprizipitiert wurde, um eine Assoziation des Rezeptors mit
HSP-70 in den humanen kultivierten Endothelzellen nachzuweisen, verliefen jedoch

ergebnislos. Auflerdem konnten Becker et al. (2002) eine HSP-70-CD40-Interaktion nur dann
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detektieren, wenn HSP-70 mit einem bestimmten Peptid-Antigen beladen war. Es ist daher
fraglich, ob der Nitrotyrosin-modifizierte N-Terminus von CD40 als Peptidsubstrat fiir HSP-
70 dienen und gleichzeitig seine eigene Internalisierung vermitteln kann.

In diesem Zusammenhang stellt sich allerdings die Frage, wie die Nitrierung von einem oder
beiden extrazelluliren Tyrosinresten von CD40 durch das intrazelluldr gebildete ONOO
wihrend der zyklischen Dehnung zustande kommt. Die NO-Synthase ist in Endothelzellen v.a.
in den Caveolae lokalisiert (Fulton et al., 2002). Auch die NADPH-Oxidase NOX2 als
vermutliche dehnungsabhingige Hauptquelle von ‘O, scheint in Endothelzellen primér mit
der Plasmamembran assoziiert zu sein (van Buul et al., 2005). Somit kénnte es zu einer quasi
extrazelluldren Bildung von ONOO™ in den Caveolae kommen. Allerdings ist auch bekannt,
dass ONOQO'" passiv und schnell durch biologische Membranen diffundieren kann (Ferrer-
Sueta und Radi, 2009), so dass hiermit eine weitere Moglichkeit fiir die Tyrosinnitrierung
eines extrazellularen Proteins besteht. Allerdings verfiigt das hochreaktive Peroxynitrit
wahrscheinlich nur iiber eine relativ geringe freie Diffusionsstrecke.

Interessanterweise wurde CD40 bei dem Versuch, den Rezeptor mittels Immunfluoreszenz-
analyse in der Plasmamembran der Endothelzellen zu detektieren, u.a. im Zellkern entdeckt.
Dieser Befund deckt sich mit einem Bericht von Lin-Lee et al. (2006), der erstmalig nukleéres
CD40 in aggressiven Lymphom B-Zellen bzw. in aktivierten B-Zellen beschrieben hat. Das
Protein hat eine nukledre Translokationssequenz in der C-terminalen Domine (Gorlich und
Mattaj, 1996, s. Abb. 32), die die Translokation des Rezeptors in den Zellkern prinzipiell
ermoglicht. Die funktionelle Bedeutung von Rezeptorproteinen im Zellkern wird bislang
kontrovers diskutiert. Allerdings existieren Berichte iiber den EGF-Rezeptor, der im Zellkern
einer Brustkrebszelllinie (MDA-MB-468 Zellen) entdeckt wurde und dort als
Transkriptionsfaktor fungiert (Lin et al., 2001). Auch fiir CD40 konnte eine die Transkription
regulierende Funktion beschrieben werden. So bindet der Rezeptor nach einer Stimulation mit
CD154 in normalen aktivierten B-Zellen wie auch in Lymphom B-Zellen zusammen mit der
NF-«xB-Untereinheit cRel an NF-kB-Bindungsstellen in der Promotorregion von Genen,
welche die B-Zell-Proliferation beeinflussen, interessanterweise aber auch im Promotor des
CD154-Gens (Zhou et al., 2007). Im Rahmen dieser Arbeit wurde CD40 hauptsichlich im
Kern ruhender Endothelzellen detektiert. Diese Kernfarbung nahm nach Zytokin-Stimulation
zu; ein Zusammenhang mit der Bindung von CD154 an den Rezeptor lieB sich aber nicht
nachweisen. So bleibt die funktionelle Bedeutung von CD40 im Kern der Endothelzellen

zunichst weiter unklar.
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Neben der Lokalisierung von CD40 im Zellkern berichten Lin-Lee et al. (2006) auch von
einer Lokalisation des Rezeptors im Endoplasmatischen Retikulum (ER) von B-Zellen. Dies
deckt sich mit den hier durchgefiihrten Immunfluoreszenzanalysen kultivierter Endothelzellen
bei denen CD40 in perinukledren Strukturen detektiert werden konnte. Das ER ist fiir die
Synthese von Transmembranproteinen verantwortlich (Nickel und Rabouille, 2009), was eine
Erklédrung fiir das Vorkommen von CDA40 in diesem Kompartiment wiére.

Trotz der zahlreichen experimentellen Hinweise die subzellulidre Lokalisation von CD40 bzw.
seine ONOO -abhingige Internalisierung betreffend, sind fiir die vollstindige Aufkldarung des

mutmaBlichen Internalisierungsprozesses zweifellos weitere Arbeiten notwendig.

4.4 Tyrosinnitrierung von CD40 und deren Auswirkung auf die CD40-Funktion

Wie bereits im vorhergehenden Teil ausfiihrlich diskutiert, stellt die Internalisierung von
Rezeptoren einen wichtigen regulatorischen Prozess dar, der direkt in die nachgeschaltete
Signaltransduktionskaskade eingreift. Funktionelle Analysen z.B. zu den Auswirkungen auf
die nachgeschaltete Verdnderung der Genexpression sind eine weitere Moglichkeit die
Konsequenzen der oxidativen Modifikation von CD40 auf der Oberfliche der Endothelzellen
aufzukldren.

So ist allgemein akzeptiert, dass die als posttranskriptionelle Modifikation geltende
Tyrosinnitrierung von Proteinen einen Funktionsverlust nach sich zieht. Als
~Modellprotein®“ hierfiir kann die Mn**-SOD oder SOD-2 herangezogen werden
(Ischiropoulos, 2009). Unter anderem wurde gezeigt, dass eine Nitrierung des Tyrosins an
Position 34 der Polypeptidkette zu einem dramatischen Verlust der Dismutaseaktivitit fiihrt
(Neumann et al., 2008). Andere Enzyme, die durch eine ONOO -vermittelte Tyrosinnitrierung
inaktiviert werden, sind die Prostacyclin-Synthase (Bachschmidt et al., 2003; Nie et al., 2006,
Davis et al., 2005) oder die Cyclooxygenasen vom Typ I und II (Ndengele et al., 2008).
Dariiber hinaus kann die Tyrosinnitrierung membranstindiger Proteine zu deren
Dimerisierung fithren (Bartesaghi et al., 2008). Auch im Rahmen dieser Arbeit konnten
Dimere von Nitrotyrosin-haltigem CD40 im Western Blot detektiert werden. Im Falle des
EGF-Rezeptors fiihrt dies zu einem Funktionsverlust des Tyrosin-nitrierten dimerisierten
Proteins, dass auch nachfolgend nicht mehr durch Phosphorylierung aktiviert werden kann
(van der Vliet et al., 1998).

Neben der Einleitung pro-inflammatorischer Signalwege fiihrt die Interaktion von CD154 mit
CDA40 in Endothelzellen selbst auch zu einer intrazelluldren Bildung von ONOQO"™ (Urbich et
al., 2002, Davis et al., 2005). Die so gebildete ONOO™-Menge scheint ausreichend zu sein, um

die katalytische Aktivitit der Prostacyclin-Synthase dramatisch zu reduzieren (Davis et al.,
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2005). Fiir die Experimente dieser Arbeit sind diese Beobachtungen allerdings zu
vernachldssigen, da CD40 bereits vor der Stimulation mit CD154 durch Dehnung bzw.
exogenes ONOO™ an seinen Tyrosinresten nitriert ist. Im Zellverband allerdings konnte die
hier beschriebene Tyrosinnitrierung auch als regulatorischer Mechanismus nach einer
Ligandbindung fungieren, bei dem de novo synthetisiertes Protein an seinen Tyrosinresten
nitriert und somit eine Interaktion von Rezeptor und Ligand begrenzt wird.

Fiir die Interaktion von CD40 mit seinem Liganden scheint eine bestimmte Sequenz im N-
terminalen extrazelluldren Teil der Polypeptidkette von entscheidender Bedeutung zu sein
(Bajorath et al. (1995a und b). In dieser Doméne befindet sich auch der Tyrosinrest an
Position 82, der besonders anfillig fiir eine Nitrierung zu sein scheint. Insofern ist neben der
Internalisierung des Rezeptors auch eine Entkopplung von der nachfolgenden
Signaltransduktion als Mechanismus fiir den Funktionalititsverlust des Proteins nach
Tyrosinnitrierung denkbar.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde zunichst die CD154-abhingige Expression von 1L-12p40 als
spezifisches und von E-Selektin als allgemeiner Readout-Parameter fiir den Funktionsverlust
Nitrotyrosin-modifiziertem CD40 untersucht. Tatsdchlich war die CD154-stimulierte IL-
12p40-Synthese nach zyklischer Dehnung ebenso wie nach Zusatz von exogenem ONOO' in
den Endothelzellen bzw. Monozyten signifikant reduziert. Dieser Effektes war in allen Fillen
durch den ONOQO'-Scavenger Urat aufthebbar. Auch die Depletierung von Cholesterin in der
Zellmembran, um die Internalisierung des Tyrosin-nitrierten Proteins zu verhindern, fiihrte
nicht nur zu einer Restaurierung der CDI154-stimulierten IL-12p40-Expression in den
Endothelzellen bzw. Monozyten, sondern steigerte diese sogar deutlich. Dies konnte auf eine
Anreicherung von de novo synthetisierten CD40 in der Zellmembran hinweisen, dessen
Funktion durch die ONOO™-bedingte Tyrosinnitrierung des Proteins erheblich eingeschrinkt
ist. Im Gegensatz dazu konnte der proteasomale Inhibitor Lactacystin die CD154-abhingige
Expression von IL-12p40 und E-Selektin nicht wiederherstellen. Dariiber hinaus verhinderte
Lactacystin allein die Expression beider Genprodukte. Dieser Effekt ist moglicherweise auf
die Ubiquitin- und Proteasom-abhingige Aktivierung von Transkriptionsfaktoren
zuriickzufithren. So beinhaltet die CD154-abhédngige Expression von E-Selektin u. a. eine
Aktivierung von NF-kB (Karmann et al., 1996) iiber den kanonischen Signalweg eine
Ubiquitinierung und den proteasomalen Abbau der inhibitorischen Untereinheit IxkB (Karin et
al., 2004).

Interessanterweise fiihrte die CD40-CD154-Interaktion auch zu einem markanten Anstieg der

CD40-Expression. Dies steht im Widerspruch zu fritheren Untersuchungen von Lienenliike et
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al. (2000), bei denen eine Ligand-abhéngige Induktion des CD40-Rezeptors in HUVECsS nicht
nachgewiesen werden konnte. Allerdings bestétigen die hier erzielten Resultate Arbeiten von
Chai et al. (2006), die eine CDI154-abhingige Steigerung der CD40-Expression in
Endothelzellen aus humanen Koronararterien gezeigt haben.

Die zusitzliche Analyse der CD40-assoziierten Traf-Proteine sollte einen Einblick in die
frithe Aktivierungsphase der CD154-induzierten Signaltransduktionskaskade vermitteln.
CDA40 weist in seinem zytoplasmatischen Teil Bindungsstellen fiir diese Adaptorproteine auf
(Schonbeck und Libby, 2001). Die Familie der Trafs hat sechs Mitglieder, wobei bis auf Traf
4 alle iibrigen Familienmitglieder mit CD40 assoziieren konnen (Zirlik et al., 2007b). Welche
weiterfithrenden Signalwege anschliefend eingeleitet werden, ist dabei von den
verschiedenen Traf-Molekiilen aber auch vom Zelltyp abhingig (Zirlik et al., 2007b). In
Endothelzellen fungiert Traf 2 als Aktivator der CD154-abhédngigen IL-6 und IL-8-Expression
(Zirlik et al., 2007b). Ebenso wie Traf 2 konnte Traf 6 eine essentielle Rolle bei der
Aktivierung NF-kB-abhidngiger Gene in Endothelzellen zugeschrieben werden (Ahonen,
2002).

In dieser Arbeit konnte iibereinstimmend eine deutliche Zunahme der Assoziation von Traf 2
und Traf 6 mit CD40 nach CD154-Stimulation beobachtet werden. Exogen zugesetztes
ONOQO verhinderte diesen Effekt signifikant und ldsst insofern auf einen Funktionsverlust des
Rezeptors nach Tyrosinnitrierung schlieen. Diese Annahme wurde durch die Aufhebung des
Peroxynitrit-Effekts durch Urat und Cholesterindepletierung untermauert. Im Gegensatz zu
den Arbeiten von Xia et al. (2007) und Rub et al. (2009), die eine verminderte Traf-
Rekrutierung in Endothelzellen und Makrophagen nach Cholesterindepletierung beschreiben,
behinderte diese die Assoziation von CD40 und Traf2 und 6 in den hier gezeigten
Experimenten nicht. Allerdings stimmen diese Befunde mit Berichten von Chen et al. (2007)
iberein, die ebenfalls eine Cholesterin-unabhingige Rekrutierung der Traf-Molekiile an
CD40 nach Stimulation mit membranstindigem Liganden beschreiben. Ein moglicher Grund
fiir die unterschiedliche Auswirkung der Cholesterindepletierung konnte die circa 10-fach
niedrigere Konzentration von Methyl-B-Cyclodextrin sein, die in dieser Arbeit verwendet
wurde.

Im Gegensatz zu den vorgenannten Ergebnissen unter statischen Versuchsbedingungen
lieferte die Analyse der Assoziation der Traf-Molekiile mit CD40 in zyklisch gedehnten
Endothelzellen iiberraschende Resultate. Hier war die Menge an Traf 2 wie auch Traf 6 nach
3 bzw. 16 Stunden Dehnung ohne CD154-Exposition erhoht und mit der nach CD154-

Stimulation vergleichbar. Mechanische Deformation fiihrt in glatten Muskelzellen ebenfalls
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zu einer Traf 2-Rekrutierung an den TNF-Rezeptor 1 und weiterhin auch ohne TNF-a-
Stimulation zu einer Aktivierung des p38/MAP Kinase und Janus-Kinase-Signalwegs
(Sotoudeh et al., 2002). Ubereinstimmend mit diesen Ergebnissen konnte in dieser Arbeit eine
initial durch zyklische Dehnung signifikant erhohte Assoziation von Traf 2 und Traf 6 mit
dem TNF-Rezeptor 1 in den Endothelzellen detektiert werden. Dies bedeutet, dass die unter
statischen Bedingungen mit exogenem ONOQ" erzielten Resultate nicht wie bisher auf die in
Dehnungsexperimenten generierten Daten iibertragen werden konnen, da mechanische
Stimuli scheinbar eine Traf-Rekrutierung bewirken. Dafiir sprechen auch Beobachtungen von
Urbich et al. (2001), dass in Endothelzellen unter laminaren Flussbedingungen Traf 3 an
CDA40 assoziiert. Da Traf 2 und Traf 3 an dieselbe Stelle im zytoplasmatischen Teil von CD40
binden, wird so die Aktivierung pro-inflammatorischer Signalwege durch Traf 2 verhindert
(Urbich et al., 2001). Inwieweit allerdings die Bildung von NO bzw. reaktiven
Sauerstoffspezies hierfiir von Bedeutung sind, bleibt aufzukléren.

Weiterhin stellt sich die Frage, ob die CD154-abhingige IL-12p40-Synthese, welche durch
zyklische Dehnung in Endothelzellen nicht verdndert war, mit der Rekrutierung von Traf 2
und 6 zusammenhéngt. Bislang ist jedoch die Signalkaskade, die zur Initiierung der IL-12p40-

Expression in Endothelzellen fiihrte, trotz intensiver Bemiithungen nicht aufgeklart.

4.5 Zusammenfassung und Ausblick

Unter in vivo-Bedingungen sind Endothelzellen kontinuierlich biomechanischen Kriften wie
Schubspannung und zyklischer Dehnung ausgesetzt. Arteriosklerotische Plaques entstehen
bevorzugt an Gefdverzweigungen, an denen es zu einer Reduktion der Schubspannung bei
gleichzeitig verstérkter zyklischer Dehnung kommt. In dieser Arbeit wurde auf molekularer
Ebene untersucht wie Endothelzellen in der Lage sind, an Orten mit himodynamischen Stress
den Verlauf einer Entziindungsreaktion durch Regulation der CD40-Expression und
Proteinstabilitit zu steuern. Die posttranskriptionelle Nitrierung der extrazelluldren
Tyrosinreste von CD40 und den dadurch entstehenden Funktionsverlust bzw. das
Verschwinden des Rezeptors von der Oberfliche der Endothelzellen stellt somit einen
Schliisselschritt das, um die Intensivierung der Interaktion dieser Zellen mit CD154-positiven
aktivierten T-Zellen bzw. Thrombozyten zu begrenzen. Dadurch kann die nachfolgende
Expression pro-inflammatorischer Genprodukte reduziert und somit die Initiation bzw.
Progression der Arteriosklerose verlangsamt werden.

Es sind jedoch noch weitere Forschungsaktivititen notig, um eindeutig zu differenzieren, ob
die Unterbrechung der CD40-Signaltrabsduktionskaskade durch den Funktionalititsverlust

des Proteins oder dessen Internalisierung zustande kommt. In dieser Arbeit wurde
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ausschlieBlich der Effekt der Tyrosinnitrierung auf CD40 untersucht. Inwieweit neben CD40
auch andere kostimulatorische oder Adhésionsmolekiile iiber einen derartigen Mechanismus
reguliert werden, stellt eine interessante Frage fiir weiterfiihrende Experimente dar. Weiterhin
konnte untersucht werden, ob sich aus den vorliegenden Befunden therapeutische
Ansatzmoglichkeiten ableiten lassen. Im klinischen Alltag werden
Stickstoffmonoxiddonatoren wie Molsidomin u.a. zur Therapie der koronaren Herzkrankheit
eingesetzt. Auf molekularer Ebene wirkt Molsidomin durch direkte Freisetzung von
Stickstoffmonoxid aus seinem aktiven hepatischen Metaboliten SIN-1, der in dieser Studie als
Peroxynitritdonor eingesetzt wurde. Der beschleunigte Abbau von pro-entziindlichen
Proteinen nach Tyrosinnitrierung durch Molsidomin konnte neben seinen bekannten
Wirkmustern (Vorlastsenkung, Dilatation der Koronaraterien) einen schiitzenden Effekt auf
die arteriellen Bifurkationen als Pradilektionsstellen fiir Arteriosklerose haben. Dieser Aspekt

wire ebenfalls ein interessanter Ansatzpunkt fiir weiterfilhrende Forschungsarbeiten.
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5. Zusammenfassung

Das CDA40-CD154-Rezeptor-Ligand-System ist maBigeblich an zentralen Funktionen des
Immunsystems, wie z.B. der humoralen und zelluldren Immunantwort beteiligt; Mechanismen
die auch in der Pathogenese der Arteriosklerose eine wichtige Rolle spielen. Besondere
Bedeutung kommt dem CD40-Signalweg daher an den Pridilektionsstellen fiir diese
Erkrankung im GefidB3system zu. Dies sind im Wesentlichen arterielle Bifurkationen und
Biegungen, Bereiche in denen eine turbulente Blutstromung mit lokaler Wandaufdehnung
vorherrscht. Diese hdmodynamischen Bedingungen fithren zu einer Storung der Balance
zwischen Stickstoffmonoxid (NO) und Superoxidanionen (O;’) in den Endothelzellen. Das
abhingig von laminarer Schubspannung gebildete NO wird dabei durch das wéhrend
zyklischer Dehnung verstéirkt gebildete O, neutralisiert und resultiert in einer Enthemmung
pro-arteriosklerotischer Genprodukte. Bei dieser Reaktion von NO und 'O, entsteht
Peroxynitrit (ONOO’), dem durch die 3-Nitrotyrosin-Modifikation von Proteinen und der
daraus resultierenden Einschrinkung ihrer Funktionalitdt Second Messenger-Eigenschaften
zukommen konnten. Eine andere Folge dieser Tyrosinnitrierung kann der Abbau der so
modifizierten Proteine iiber das proteasomale System sein. In der vorliegenden Arbeit wurde
der Einfluss zyklischer Dehnung auf die CD40-Protein-Expression sowie die mutmalliche
Internalisierung und den Abbau des Rezeptors in humanen kultivierten Nabelschnurvenen-
Endothelzellen (HUVEC) im Detail untersucht. Dariiber hinaus sollten die funktionellen
Konsequenzen der diesem Abbau zugrunde liegenden 3-Nitrotyrosin-Modifikation des
Proteins fiir die CD40-abhingige Expression pro-arteriosklerotischer Genprodukte
charakterisiert werden.

Im Vergleich zu statisch kultivierten Kontrollzellen war die CD40-Proteinmenge nach 16-
stiindiger Dehnung in den kultivierten HUVECs signifikant reduziert. Eine Hemmung des
26S-Proteasoms (Lactacystin) oder der Chymotrypsin-dhnlichen Aktivitit des 20S-
Proteasoms (Epoxomicin), welches den Kernkomplex des 26S-Proteasoms bildet, verhinderte
die Degradation von CDA40 vollstindig. Diese war eng mit der dehnungsabhingigen
Tyrosinnitrierung des Proteins assoziiert und konnte durch die Peroxynitrit-Scavenger Urat
und FeTPPs verhindert werden. Ebenso war eine 3-Nitrotyrosin-Modifikation von CD40 unter
statischen Bedingungen nach Exposition gegeniiber authentischem Peroxynitrit oder dem
Peroxynitritdonor SIN-1 detektierbar. Die dadurch verursachte Degradation des Proteins

konnte durch Hemmung des 20S-Proteasoms komplett blockiert werden. Diese Peroxynitrit-
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mediierte 3-Nitrotyrosin-Modifikation war auch im zellfreien System mit nativem
immunprizipitierten CD40 sowie einem rekombinanten aminoterminalen CD40-Fragment des
Proteins nachweisbar. Dabei beschleunigte die Tyrosinnitrierung deren Abbau durch die
rekombinante 20S-Untereinheit des Proteasoms. Die chemische Reduktion der Nitrogruppe an
Position 3 des Tyrosinrings mithilfe von Dithionit bestétigte Katalyse dieser Reaktion durch
das endogen gebildete bzw. exogen zugesetzte Peroxynitrit.

Einen Hinweis auf die wahrscheinliche Internalisierung des so modifizierten Proteins lieferten
die Biotinylierung der Proteine der Zellmembran mit anschlieBendem Trypsinverdau. Da die
Zahl von CD40-Molekiillen in der Endothelzellmembran zu gering fiir eine
Immunfluoreszenzdarstellung ist, wurde die Rezeptormenge mittels Western Blot-Analyse in
der Mikrosomenfraktion der Endothelzellen bzw. der humanen monozytédren Zelllinie THP-1
quantifiziert. Dabei zeigte sich, dass der mikrosomale CD40-Gehalt in den Endothelzellen
nach zyklischer Dehnung bzw. Exposition beider Zelltypen gegeniiber exogenem Peroxynitrit
deutlich reduziert war. Neutralisierung von Peroxynitrit bzw. Cholesterindepletierung mit
Methyl-B-Cyclodextrin hoben diesen Effekt auf. Immunfluoreszenzfiarbungen der Monozyten
zeigten dariiber hinaus eine deutliche Peroxynitrit-abhidngige Translokation von CD40 von
der Plasmamembran ins Zytoplasma der Zellen, die in Gegenwart von Methyl--Cyclodextrin
gehemmt war.

Ferner war die CD154-stimuliertbare Expression von IL-12p40 und E-Selektin in den
kultivierten Endothelzellen nach 16 Stunden zyklischer Dehnung deutlich reduziert.
Vorinkubation mit Urat verhinderte dies. Auch die Exposition gegeniiber authentischem
Peroxynitrit hemmte die CD154-stimulierte IL-12p40- und E-Selektin-Expression in beiden
Zelltypen deutlich und dieser Effekt war durch vorherige Cholesterindepletierung authebbar.
In den Endothelzellen verhinderte Zugabe von Peroxynitrit auch die Rekrutierung der
Adaptorproteine Traf 2 und Traf 6 an den zytoplasmatischen Teil des CD40-Rezeptors.
Vorbehandlung mit Urat bzw. Methyl-B-Cyclodextrin fiihrten zu einer Restaurierung der
CD154-induzierten Assoziation von Traf 2 und Traf 6 mit dem Rezeptor.

Zusammenfassend weisen die vorliegenden Daten eine Tyrosinnitrierung von CD40 in den
Endothelzellen nach, die durch das wihrend der zyklischen Dehnung endogen gebildete
Peroxynitrit katalysiert wird. Die wahrscheinliche Nitrierung des Tyrosins an Position 82 in
der extrazelluliren Domine des Proteins, die fiir die CD154-induzierte Trimerisierung und
Aktivierung des CD40-Rezeptors malgeblich ist, konnte zunéchst zu einer Entkopplung von
der nachfolgenden Signaltransduktionskaskade fiihren, indem die Assoziation der Traf-

Molekiile mit dem Rezeptor verhindert wird. Das nitrierte Protein wird anschlieBend durch
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einen Cholesterin-abhidngigen Endozytoseprozess in die Endothelzelle aufgenommen und
durch die Chymotrypsin-dhnliche Aktivitit des 20S-Proteasoms abgebaut. Dieser
posttranskriptionelle Mechanismus konnte Endothelzellen vor der Initiation und
moglicherweise auch Progression der Arteriosklerose durch Verringerung der CD40/CD154-
vermittelten Kostimulation zwischen Endothelzellen und aktivierten T-Zellen bzw.

Thrombozyten in Regionen mit verstiarktem hdmodynamischen Stress schiitzen.
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