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1  Einleitung und Zielstellung

Die Atherosklerose ist eine multifaktorielle Erkrankung, die von genetischer Disposition
und einer Vielzahl kardiovaskularer Risikofaktoren abhangig ist. Zugrundeliegend ist
eine Erhdhung des Plasma-LDL-Cholesterins, dessen atherogene Wirkung durch
arterielle  Hypertonie, Diabetes mellitus, Stérungen der Gerinnung und
Thrombozytenfunktion, sowie Nikotinabusus und Bewegungsmangel potenziert wird
(Gerok et. al.,, 2000). Sie ist eine der Hauptursachen fur Erkrankungen und
Sterblichkeit in den Industrielandern und zugrundeliegender Ausléser von
Herzinfarkten, Schlaganfallen und peripheren Arterienerkrankungen (Lucas & Greaves,
2001).

Bei der Atherosklerose kommt es durch endotheliale Dysfunktionen zu pathologischen
Veranderungen in den GefalRwanden der BlutgefalRe. Diese sind aus 3 Schichten
aufgebaut. Die auRere Lamina adventitia besteht (berwiegend aus Bindegewebe und
beinhaltet die vegetativen Nervenfasern. Die Lamina media besteht aus glatter
Muskulatur und elastischem Bindegewebe und wird durch die Elastica externa zur
adventitia und durch die Elastica interna zur Lamina intima abgegrenzt. Die Lamina
intima, die Innenauskleidung der BlutgefaRe, besteht aus einem einschichtigen
Endothel und dem angrenzenden Subendothelialraum. Durch seine Lage zwischen
zellularen Blutbestandteilen und der glatten GefalRmuskelschicht spielt das Endothel
eine zentrale Rolle bei der Modulierung des Gefafltonus, der
Thrombozytenaggregation, der Blutgerinnung und der Monozytenadhéasion. Diese
werden durch die Bildung und Freisetzung von vasodilatatorischen und

vasokonstriktorischen Substanzen reguliert (Gerok et. al., 2000).

Die wichtigsten vasoaktiven Substanzen sind Stickstoffmonoxid (NO), Endothelin-1
(ET-1) und die Prostanoide Prostazyklin (PGl,) und Thromboxan A2 (TXA,). Der
Vasodilator NO wird aus L-Arginin unter Bildung von L-Citrullin durch NO-Synthasen
(NOS) gebildet. Die endotheliale NOS (eNOS) wird Uberwiegend in gesundem
GefalRendothel groRer und mittelgroRer Arterien (Marsden et. al., 1992) exprimiert. Die
Freisetzung von NO durch Endothelzellen in den Blutgefassen bewirkt cGMP-
gekoppelt eine Inaktivierung von Blutplattchen (Ignarro, 1999) und die Relaxation von
glatten Muskelzellen (SMC) (Moncada et. al, 1991). Neben seiner Wirkung als

Vasorelaxans hat NO auch einen inhibitorischen Einfluss auf die Proliferation der
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glatten Muskelzellen, die Expression von Adhasionsmolekillen und die Endothelin-
Synthese (Toborek & Kaiser, 1999).

Das vasokonstriktorische ET-1, der Gegenspieler von NO, wird tber Zwischenstufen
aus Pra-Proendothelin durch das Endothelin-konvertierende Enzym (ECE-1)
freigesetzt (Toborek & Kaiser, 1999). Es bewirkt Uber den ETA-Rezeptor der glatten
Muskelzellen (SMC) eine Kontraktion der Blutgefalle.

Die Eicosanoide PGI, und der Gegenspieler TXA, kontrollieren den Blutflu durch
Beeinflussung der Aktivitat der Blutplattchen und der glatten Muskelzellen. Aus
Arachidonsaure werden durch Cyclooxygenasen (COX-1 und COX-2) zunachst die
Prostaglandine PGG, und PGH, gebildet. Die PGI,-Synthase und die TXA,-Synthase
bilden in einem zweiten Schritt aus PGH, die Eicosanoide PGI, und TXA,. PGI, bindet
an G-Protein-gekoppelte Prostazyklin-Rezeptoren von Blutplattchen und glatten
Muskelzellen und bewirkt Uber eine Erhéhung des intrazellularen zyklischen AMP
(cAMP) eine Hemmung der GefaRRkontraktion bzw. Inaktivierung von Blutplattchen.
TXA, aktiviert die Thrombozytenaggregation tber die Thromboxan-Rezeptoren der
Thrombozyten und wirkt kontrahierend auf glatte Muskelzellen. Aul3erdem induziert es
die Bildung von Adh&sionsmolekilen (Ishizuka et. al., 1996) und damit die
Umwandlung der endothelialen Oberflache in ein vor-thrombotisches Stadium (Patrono
& FitzGerald, 1997).

Die Bindung von Leukozyten wird Uber eine Vielzahl von Adh&sionsrezeptoren auf der
Oberflache der EC gesteuert. Selektine initiieren zunachst eine lose Bindung, das
Leukozyten ,rolling”. Die feste Bindung der Leukozyten erfolgt hauptséchlich tber
Integrinrezeptoren, die Adhasionsmolekile intercellular adhesion melecule -1 (ICAM-1)
und vascular cellular adhesion molecule-1 (VCAM-1), die von intaktem Gefal3endothel
nur gering exprimiert werden. Unter physiologischen Bedingungen verhindert das
GefalRendothel die Bindung von Leukozyten und bildet eine Barriere gegen ihr
Eindringen in den Subendothelialraum. Es Uberwiegen Faktoren, die die
Thrombozytenaggregation, die Monozytenadhésion und die Proliferation und Migration

von glatten Muskelzellen inhibieren (Gerok et. al., 2000).

Bei der Atherosklerose kommt es neben Veranderungen in der Sekretion von
Chemokinen, Wachstumsfaktoren und Koagulationsfaktoren, Veranderungen der
Permeabilitit des Endothelzellverbandes, und der Aktivierung der glatten
GefalRmuskulatur auch zu einer veranderten Freisetzung von vasoaktiven Substanzen
und einer verstarkten Expression von Adhasionsmolekilen (Cascieri, 2002). Diese

Veranderungen werden ausgeldst durch pro-inflammatorische Substanzen wie

2
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Tumornekrosefaktor a (TNFa) oder Interleukin 18 (IL-1B), die Uber den
Transkriptionsfaktor NF-kB, bzw. dessen Untereinheiten p 50 und p 65 eine verstéarkte
Expression von proinflammatorischen Genen wie die induzierbare NO-Synthase
(INOS), die Cyclooxygenase-2 (COX-2), ICAM-1 oder VCAM-1 bewirken (Lawrence, et.
al., 2002).

So wird in humanen Endothelzellen die eNOS Uber bereits verénderten
atherosklerotischen Lasionen groRRer und mittelgroRer Arterien (Marsden et. al., 1992)
nur noch vermindert exprimiert, was zu einer verschlechterten Bereitstellung von NO
fahrt. (Wilcox et. al., 1997). Die induzierbare NOS (iNOS) und neuronale NOS (nNOS),
die in gesunden Endothelzellen nicht nachweisbar waren, wurden in beginnenden und
bereits ausgepragten atherosklerotischen Lasionen gefunden (Buttery et. al., 1996),
auch in Assoziation mit Makrophagen und Endothelzellen (Wilcox et. al., 1997). Der
Vasokonstriktor ET-1 und ECE-1 werden ebenfalls vermehrt in atherosklerotischen
Plagues mit chronischen Entziindungen, in Makrophagen, glatten Muskelzellen und

Endothelzellen exprimiert (Ihling et. al., 2001; Kinlay et. al., 2001).

Durch Induzierung der COX-2 wird vermehrt Prostazyklin gebildet. Auch erhohte
Konzentrationen von TXA, konnen bei verschiedenen Thrombosen und
Gefasskrankheiten nachgewiesen werden (Ogletree, 1987), dieses wird bei
entziindlichen Prozessen hauptsachlich von aktivierten Blutplattchen aber auch von
geschadigten Endothelzellen gebildet. Somit kommt es zu einer Verschiebung der
vasoaktiven Substanzen zugunsten der Vasokonstriktoren. Nach Stimulierung mit
Zytokinen wie IL-1B und TNFa, oder Aktivierung durch oxidiertes LDL, werden auch die
Adhéasionsmolekiile, wie E-Selektin, ICAM-1 und VCAM-1 verstarkt exprimiert (Cotran
& Pober, 1990). Die verstarkte Oberflachenexpression der Adhésionsmolekile ist eine
bedeutende Reaktion des Endothels auf verschiedene Risikofaktoren der
Atherosklerose. Es kommt zur vermehrten Bindung von Monozyten an das Endothel

und einem verstarkten Einwandern der Zellen in den Subendothelialraum.

Die Atherosklerose ist eine typische Humanerkrankung in Industrienationen, in denen
eine protein- und fettreiche, aber ballaststoffarme Erndhrung verbreitet ist. Der
Zusammenhang zwischen einer Diat, die reich an tierischem Protein ist, und dem
Auftreten einer Atherosklerose konnte erstmals 1908 von Ignatowski nachgewiesen
werden (Kritchevsky, 1995). Durch Verfiitterung von Fleisch, Eigelb und Milch an
Kaninchen konnte nachweislich Atherosklerose induziert werden. 1940 konnten
Meeker und Kesten nachweisen, dass tierisches Protein (Casein) atherogener ist als

pflanzliches Protein (Soja). Sie folgerten, dass die Aminosdurezusammensetzung der
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Proteine ausschlaggebend fiur die unterschiedliche atherogene Wirkung ist. Es folgten
weitere Studien, die belegten, dass tierische Proteine den Serum-Cholesterinspiegel
starker erhohen als pflanzliche Proteine, insbesondere Soja (Kritchevsky et. al., 1959;
Howard et. al.,, 1965). 1980 untersuchten Huff & Carroll die Wirkung von
Aminosauremischungen, die in Anlehnung an die jeweiligen Proteine
zusammengestellt wurden, um eventuell wirksame Aminosauren als ursachlich fur die
beobachteten Verédnderungen zu identifizieren. Auch hier zeigte sich, dass ein

Sojaproteinisolat die niedrigsten Plasmacholesterolkonzentrationen verursacht.

Bioaktive Peptide aus Nahrungsproteinen zeigten bereits Effekte auf das Herz-
Kreislauf-System, das Nervensystem und das Immunsystem. Aus Casein konnten
Peptide mit antithrombotischen und blutdrucksenkenden Eigenschaften isoliert werden
(Pihlanto-Leppéala, 2001). Bioaktive Peptide mit blutdrucksenkenden Eigenschaften
sind natlrliche Inhibitoren des Angiotensin konvertierenden Enzyms (ACE), die
zumeist aus 2 bis 20 Aminosaureresten bestehen und Uberwiegend nach dem
proteolytischen Verdau von Milchproteinen freigesetzt werden. Aber auch aus Soja
konnten bereits ACE-Inhibitoren isoliert werden (Wu & Ding, 2001).

Das Angiotensin konvertierende Enzym (ACE) konnte sowohl in glatten Muskelzellen
als auch in Makrophagen von atherosklerotischen Plagues nachgewiesen werden. Es
bewirkt die Umwandlung von Angiotensin-1 in das vasokonstriktorische Angiotensin-2
(Diet et. al., 1996), welches Wachstum und Migration von glatten Muskelzellen
stimuliert und Monozyten bzw. Makrophagen aktiviert. Die Koexistenz von Angiotensin-
2, ACE und dem G-Protein-gekoppelten Angiotensin-2-Typ 1-Rezeptor (AT;) in der
Schulterregion von koronaren atherosklerotischen Plagues zeigt eine Verbindung und
wahrscheinliche Beteiligung des Renin-Angiotensin-Systems an der Entstehung von

Entzindungsprozessen in den Koronargefassen (Schieffer et. al., 2000).

Klinische Studien zeigen, dass die Verabreichung von ACE-Inhibitoren zu einer
Verbesserung der klinischen Symptome, einer geringeren Erkrankungsrate und
verminderten Mortalitdt bei Herz-Kreislauf-Erkrankungen fihrt (Dzau, 2001). Sie
bewirken Uber den Vasodilator Bradykinin eine Aktivierung der endothelialen NO-
Synthase (Govers & Rabelink, 2001). Eine verminderte NF-kB-Aktivierung und damit
eine verminderte Bildung und Entwicklung von atherosklerotischen Plaques durch
ACE-Inhibitoren zeigen Arbeiten von Hernandez-Presa et. al., (1997); Ambrosioni et.
al., (2001); Luft, (2001a); Luft, (2001b). Auch bei in vivo-Studien mit natirlichen ACE-
Inhibitoren konnten blutdrucksenkende Effekte (Cushman & Ondetti, 1999)

nachgewiesen werden.
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Epidemiologische Studien zeigen, dass die Atherosklerose in Landern mit einer
sojareichen Ernéhrung selten auftritt. Fur das in Soja enthaltene Isoflavon Genistein
konnten u.a. bereits dstrogendhnliche (Honore et. al., 1997; Anthony et. al., 1998) und
antioxidative Effekte (May et. al., 1996) nachgewiesen werden. Aus Casein kénnen
nach proteolytischem Verdau ACE-Inhibitoren freigesetzt und aktiviert werden, die
eine blutdrucksenkende Wirkung haben. ACE-Inhibitoren fiihren tber das Blut zu einer
direkten Beeinflussung der Endothelfunktionen der Blutgefal3e. Weitere bioaktive
Peptide konnten nach dem proteolytischen Verdau aktiv Uber Peptidtransporter
(Brandsch et. al., 1997) oder passiv - parazellular, durch Diffusion oder Endozytose - in
den Blutkreislauf gelangen (Vermeirssen et. al., 2002, Satake et. al., 2002; Leibach &
Ganapathy, 1996). Bisher fehlen systematische Studien tUber die Wirkung von Peptiden

aus Nahrungsproteinen auf BlutgefalRendothelzellen.

Die Atherosklerose ist Uberwiegend auf die grof3en Arterien, HerzkranzgeféalRe, Aorta,
Karotiden, sowie Becken- und Beinarterien beschrankt (Gerok et. al., 2000). Wahrend
die Konstriktion mikrovaskularer GefaRe Uberwiegend Uber die scherstressinduzierte
Bildung von NO reguliert wird (Stepp et. al, 2001), besteht im sogenannten
LArterienbaum® aufgrund des geringen Scherstresses (Asakura & Karino, 1990; Hajra
et. al., 2000; Ku et. al.,, 1985) eine erhdhte Pradisposition zur Entwicklung einer
Artherosklerose. Innerhalb der Aorta sind besonders die Regionen mit Gefallabgéangen
befallen, in denen die Blutzirkulation und damit der Scherstress vermindert sind. Als
Modell fur unsere Studien wahlten wir daher primare Endothelzellen der humanen
Aorta (HAOEC).

Ziel dieser Arbeit ist die Untersuchung des Einflusses von Nahrungsproteinen auf
atheroskleroserelevante Parameter von Endothelzellen der humanen Aorta. Mit in
Anlehnung an den proteolytischen Verdau hergestellten Hydrolysaten aus Soja und

Casein sollten folgende Parameter untersucht werden:

e EinfluB auf die Proliferation der HAOEC als Screeningparameter zum Auffinden

von vasoaktiven Hydrolysaten.

« EinfluB von Hydrolysaten auf die Freisetzung der vasoaktiven Substanzen NO,
ET-1 und der Eicosanoide PGI, und TXA,

* molekularbiologische Untersuchung der an der Freisetzung von vasoaktiven
Substanzen beteiligten Enzyme an unstimulierten und TNFa-stimulierten
HAOEC



1 Einleitung und Zielstellung

Untersuchung von Hydrolysaten auf ACE-Inhibitoren

Einfluss von Hydrolysaten auf die Bildung der second messenger cGMP und
cAMP

Einflu3 von Hydrolysaten auf die Expression von Adhasionsmolekilen und die

Monozytenbindung an unstimulierten und TNFa-stimulierten HAOEC

Untersuchung des Einflusses von Hydrolysaten auf den Transkriptionsfaktor
NF-kB bei TNFa-stimulierten HAOEC.



2 Material und Methoden

2.1 Material und Gerate

2.1.1 Chemikalien und Lésungen

10 x Sybr® Green |

100 bp-DNA-Leiter

200 U RevertAid™ MmuLV Reverse
Transkriptase in 5 x Reaktionspuffer
5 U Taq DNA Polymerase

Agarose Serva Premium

BAY 41-2272

BCA
BCECF-AM (2,7 -bis-(2-carboxyethyl)

-5-(and-6)-carboxyfluorescein)
BioRad Protein Assay Farbstoff-
Konzentrat

Biotherm DNA-Polymerase

Borsaure

BSA (bovines Serumalbumin)

Chymotrypsin (Rinderpankreas)

Sigma-Aldrich Chemicals, Taufkirchen,
Deutschland

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe,
Deutschland

MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Roth,
Deutschland

Promega GmbH, Mannheim, Deutschland

SERVA Electrophoresis GmbH,
Heidelberg, Deutschland

Alexis Biochemicals

bicinchoninic acid

Invitrogen Life Technologies

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen,
Deutschland

GENECRAFT GMBH, Ludinghausen,

Deutschland

MERCK-Schuchhardt, Hohenbrunn,

Deutschland
Sigma-Aldrich Chemicals, Deisenhofen,
Deutschland

Boehringer Mannheim, Deutschland
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Cryo-SFM (Cryomedium, serumfrei)

DEPC (Diethylpyrocarbonat)

Dinatriumhydrogenphosphat-2-hydrat

DMSO (Dimethylsulfoxid) Hybri Max®

DNA-Ladepuffer

dNTPs (Desoxynucleosidtriphosphat)

ECG-MV-Medium Standard und
phenolrotfrei

EDTA

Elastase (Schweinepankreas)

Ethanol 99,9 %

Ethidiumbromid

FAD

Fetales Kalberserum

Formaldehyd-Ldsung 35 %

Forskolin

Gelladepuffer Roti®-Load DNA

(mit Saccharose), DNAse-frei

Gibco® Gentamycin, 10 mg/ml, fllissig

Gibco® HBSS ohne Phenolrot

PromoCell GmbH, Heidelberg, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemicals, Taufkirchen,
Deutschland

MERCK-Schuchhardt, Hohenbrunn,
Deutschland

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe,
Deutschland

PromoCell GmbH, Heidelberg, Deutschland

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Serva, Heidelberg, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe,
Deutschland

Sigma-Aldrich Chemicals, Taufkirchen,
Deutschland

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe,
Deutschland

Biochrom KG, Berlin, Deutschland

Heidinger Chemikalien - Lehrmittel,

Stuttgart, Deutschland

Fluka Chemie GmbH, Buchs, Schweiz
Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe,
Deutschland

Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland
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Gibco® RPMI 1640 mit 25mM Hepes

Buffer, L-Glutamin
Hippuryl-His-Leu
His-Leu

Hepes BSS

IBMX

Kaliumchlorid

Kaliumdihydrogenphosphat

Laktatdehydrogenase

Methanol

MTT

NADPH

Natriumchlorid reinst p.A.
Natriumdodecylsulfat (SDS)

Natriumhydroxid

Natriumpyruvat

n-Hexan

Nitratreduktase

N-(1-(naphthyl))ethylendiamin

Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
PromoCell GmbH, Heidelberg, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe,

Deutschland

MERCK-Schuchhardt, Hohenbrunn,

Deutschland

Roche Diagnostics, Mannheim,

Deutschland

Carl Roth GmbH &Co., Karlsruhe,
Deutschland

Sigma-Aldrich Chemicals, Taufkirchen,
Deutschland

Roche Diagnostics & Co., Indianapolis,
USA

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland
MERCK-KGaA, Darmstadt, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe,

Deutschland

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe,

Deutschland

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe,
Deutschland

Roche Diagnostics, Indianapolis, USA

MERCK, Darmstadt, Deutschland
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Oligo-dT-Primer

Pepsin (Magenmukosa)
o-Phthaldialdehyd

2-Propanol (Isopropanol)

rHu VEGF 165

Stop Reagenz

Sulfanilamid

TMB

TNS Trypsin neutralising solution

Trichlormethan (Chloroform)

TRIS, > 99,9 %

TRIzol® Reagenz

Trypsin ( Schweinepankreas)

Trypsin / EDTA 2

TNFa, human, recombinant

Ultroser G

Antikérper
Anti-CD 54, human (Anti-ICAM-1)

Operon Biotechnologies GmbH, Kaln,

Deutschland

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Fluka Chemie GmbH, Buchs, Schweiz

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe,
Deutschland

PromoCell GmbH, Heidelberg, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemicals, Taufkirchen,
Deutschland

MERCK, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemicals, Taufkirchen,
Deutschland

PromoCell GmbH, Heidelberg, Deutschland
Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe,
Deutschland

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Serva, Heidelberg, Deutschland

PromoCell GmbH, Heidelberg, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemicals, Taufkirchen,
Deutschland

Ciphergen Biosystems, Cergy-Saint-

Christophe, Frankreich

Calbiochem, Affiliate of MERCK KGaA,

Darmstadt, Deutschland
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Anti-CD 106, human (Anti-VCAM-1)

Anti-human-E-Selektin

Anti-mouse-IgG, heavy and light chain

Primer

fwd und rev Primer fir eNOS
fwd und rev Primer fur GAPDH,
COX-1, COX-2, E-Selektin,
ICAM-1 und VCAM-1

Oligo-dT-Primer

Calbiochem, Affiliate of MERCK KGaA,

Darmstadt, Deutschland

Bender Med Systems GmbH, Vienna,

Osterreich

Calbiochem, Affiliate of MERCK KGaA,

Darmstadt, Deutschland

Metabion, Martinsried, Deutschland

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Operon Biotechnologies GmbH, Kdln,

Deutschland

2.1.2 Zellen
HAOEC PromoCell GmbH, Heidelberg, Deutschland
U 937 Deutsche Sammlung fur Mikroorganismen und

Zellkulturen, Braunschweig, Deutschland

2.1.3 Testkits

Cell Proliferation Biotrak Amersham Biosciences, Freiburg, Deutschland

ELISA system

EIA-Kit 6-keto-PGF1la Cayman Chemical, Ann Arbor, USA
EIA-Kit TXB 2 Cayman Chemical, Ann Arbor, USA
Endothelin ELISA IBL Hamburg, Hamburg, Deutschland

Trans AMO NFkB family Active Motif, Rixensart, Belgien

Nuclear extract kit Active Motif, Rixensart, Belgien

2.1.4 Puffer
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« PBS-Puffer

NacCl

KCI
Na,HPO,
KH,PO,

8,09
0,29
1,159
0,29

Mit A. dest. auf 1L auffillen, pH-Wert 7,4

* TRIS-Puffer (Lysispuffer Monozytenadhé&sion)

50 mM TRIS

0,1 % Natriumdodecylsulfat (SDS)
pH-Wert 7,6 (mit HCI)

¢ NaCI-KH,PO,-Puffer (ACE-Aktivitditsmessung)

0,3 M NaCl
0,2 M KH,PO,

pH-Wert 8,3 (mit KOH)

« 5*TBE

Tris Base
Borsaure
EDTA

540¢g
27,59
3,72¢g

Mit A. dest. auf 1L auffillen, pH-Wert 8,0 (mit NaOH oder Borséaure)

2.1.5 Gerate

Cellstar ® Gewebe-

kulturflaschen

Cellstar ® Zellkultur

Cellstar®Zellkultur

Elektrophoresekam-

mer (Agarosegele)

25 cm?und 75 cm?, steril, mit Filter, Greiner Bio-One  GmbH,

Frickenhausen, Deutschland

Mikroplatten, 24 well, steril, mit Abdeckplatte, Greiner Bio-One

GmbH, Frickenhausen, Deutschland

Mikroplatten, 96 well, F-Form, TC, steril, mit Abdeckplatte.

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Deutschland

Oowl Separation systems, Inc., Portsmouth (NH),
USA
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Falcon-Tubes,
10 und 50 ml, steril

Gene Genius Gel
Documentation

Inkubator

Mikroskop
Neubauerkammer

Pipetten

Plattenreader

Waagen
Pumpe

Sterilwerkbank

Thermocycler

Tischzentrifuge

Vortexer

Wasserbad

Zellschaber

Zentrifugen

Greiner Bio-one GmbH; Frickenhausen, Deutschland

Analysis Systems SYNGENE, Cambridge,

Grol3britannien

Heraeus Heracell, Kendro Laboratory Products GmbH,

Langenselbold, Deutschland

Axiovert 25, Carl Zeiss, Géttingen, Deutschland

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Greiner Bio-one GmbH; Frickenhausen, Deutschland
Falcon, Becton Dickinson Labware, Franklin Lakes, USA
Photometersoftware, TECAN

Spektrafluor Plus Tecan +

Deutschland GmbH, Crailsheim, Deutschland
Sartorius AG, Goéttingen, Deutschland

lImvac Biovac 102, limenau, Deutschland
Heraeus GmbH,

HeraSafe, Kendro Laboratory products

Langenselbold, Deutschland
Mastercycler ® Personal, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Biometra T-1 Thermoblock, Goéttingen, Deutschland

Thermomixer Thermomixer

Eppendorf Comfort,

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Heraeus Biofuge fresco, Kendro Laboratory products GmbH,

Langenselbold, Deutschland

Vortex Genie 2, Janke & Kunkel GmbH und Co KG, Staufen,

Deutschland

Julabo Shake Temp SW 22, Julabo Labortechnik GmbH,

Seelbach / Schwarzwald, Deutschland
Greiner Bio-one GmbH; Frickenhausen, Deutschland
Heraeus Multifuge 1 S-R, Langenselbold, Deutschland

Micro-Zentrifuge AL 220 VAC, Carl Roth GmbH, Karlsruhe,

Deutschland
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2.2 Methoden

o Zellkultur
HAOEC (human aortic endothelial cell)

Die verwendeten Endothelzellen wurden aus der Aorta einer 28-jahrigen weiblichen
Spenderin isoliert. Die Kultur der Endothelzellen erfolgte in ECG-MV-Medium (beides
von Promocell) in unterschiedlichen Kulturgefassen im Inkubator bei 5% CO, und

37<C. Das Medium wurde supplementiert mit:

ECGS/H 0,4 %
Epidermaler Wachstumsfaktor 10 ng / ml
Hydrocortison 1pg/ml
Amphotericin B 50 ng / mi
Gentamycin 50 pg / ml

Anstelle von fetalem Kélberserum (FKS; 5 %) wurde als Schutz der Peptidstrukturen
der getesteten Hydrolysate vor einem vorzeitigen Abbau durch das Kalberserum FKS
der Serumersatz Ultroser G verwendet (4 %). Dafir wurden die HAOEC nach dem
Auftauen bis zur ersten Passage in FKS-Medium kultiviert. Nach dem erneuten
Aussaen wurden die Zellkulturen allmahlich bei 2-tagigem Mediumwechsel von FKS-

haltigem auf Ultroser G-haltiges Medium nach folgendem Schema umgestellt:

FKS : Ultroser G

Tag 1 50:50
Tag 3 25:75
Tag 5 10:90
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Der Mediumwechsel wurde alle 2-3 Tage durchgefiinrt. Nach Erreichen einer
Konfluenz von 90-95 % wurden die Zellen passagiert. Das Medium wurde abgesaugt
und anschliessend fur 30 sec mit Hepes BSS gewaschen. Nach Entfernen des
Waschpuffers wurden die Zellen fir 2 min bei 37T trypsiniert mit Trypsin / EDTA 2.
Die sich losenden Zellen wurden abgeklopft und die Trypsinierungsreaktion mit TNS
abgestoppt. Die Suspension wurde in ein Greiner-Réhrchen Uberfuhrt, das
Kulturgefass noch einmal mit Medium nachgesptilt und anschliessend wurde bei 900 U
und Raumtemperatur zentrifugiert. Nach Resuspendierung der Zellen in Kulturmedium
wurde unter Verwendung einer Neubauerkammer die Zellzahl ermittelt. Die Aussaat
der Zellen in die jeweiligen Kulturgefasse erfolgte zellzahlabhéngig mit anschliessender

Inkubation unter den oben aufgefiihrten Bedingungen.

Monozytenzellinie U 937

Die Zellkultur erfolgte in 25 cm? oder 75 cm?-Kulturflaschen bei 5 % CO, und 37 in
RPMI 1640-Medium mit L-Glutamin, welches mit 10 % FKS und 0,5 % Gentamycin
supplementiert wurde. Der Mediumwechsel wurde je nach Zelldichte alle 2-4 Tage

durchgefihrt.

e Herstellung der Hydrolysate aus Casein und Soja
(Institut fur biochemische Technologie der MLU Halle-Wittenberg)

Die Herstellung der Hydrolysate erfolgte durch in vitro-Verdau von Casein (Fa. Meggle,
Wasserburg, Deutschland) bzw. Sojaproteinisolat (Numico research, Wageningen,
Niederlande) unter Simulierung gastrointestinaler Bedingungen. Die kommerziell
bezogenen Nahrungsproteine wurden zunadchst auf Reinheit und Intaktheit der
Untereinheiten (Glycinin, beta-Conglycinin bei Soja) bzw. Vollstandigkeit (0s1, Os,3, V-
Fraktionen bei Casein) durch reversed-phase-HPLC bzw. SDS-Elektrophorese im

Vergleich mit Literaturangaben getestet.

Die Proteinisolate wurden in einem ersten Schritt in Wasser resuspendiert (25 mg/ml),
mit 1 N HCI auf einen pH-Wert von 2 eingestellt und unter Zugabe von Pepsin ( 1
mg/ml) bei 37 C fur 3 h verdaut. Anschliessend wur de entweder der gesamte Pepsin-
Verdau oder nur die unl6slichen, teilweise verdauten Komponenten durch Zugabe von
NaHCO; neutralisiert, auf einen pH-Wert von 8 eingestellt und durch Zugabe von
Pankreasproteasen (Trypsin and Chymotrypsin: 0,5 mg/ml; Elastase: 0,12 mg/ml) in

unterschiedlichen Kombinationen bei 37 T weiter ve rdaut. Weiterhin wurden Proben
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von in Wasser geldstem Protein ohne vorherigen Pepsinverdau einer enzymatischen

Behandlung nur mit Pankreasproteasen zugeftihrt.

Die dabei entstandenen Hydrolysate wurden anschliessend 15 min gekocht und
zentrifugiert, um Proteaserestaktivitaten auszuschliessen. Einige Hydrolysate wurden
fraktioniert, wobei die Proteaseaktivitdt und teilweise verdaute Komponenten durch
Ultrafiltration unter Verwendung eines 5-kDa Membranscheibenfilters (Omega-Series,
PALL, Ann Arbor, USA) wahrend der laufenden Verdauung entfernt wurden. Fir eine
weiterfiuhrende Fraktionierung von 1-3 kD und < 1 kD- Peptidfraktionen wurden 3 kD

und 1 kD-Membranscheibenfilter verwendet.

Alle Hydrolysate und Peptidfraktionen wurden anschliessend lyophilisiert. Die
Parameter zur Hydrolysatcharakterisierung sind in den Tabellen A1 und A2 im Anhang
aufgefiihrt. Das durchschnittliche Molekulargewicht und der Gehalt an freien
Aminosauren wurden nach Moore & Stein (1954) Uber spektralphotometrische
Determination von freien Aminoresten mit Ninhydrinreagent (Sigma-Aldrich) im
Verhaltnis zur Proteinmenge und die Kupfer-Komplex-Methode nach Lowry et. al.
(1951) bestimmt. Die Trypsinrestaktivitdt wurde ebenfalls spektralphotometrisch
ermittelt nach Inkubation von 20 mg/ml Lyophilisat mit dem chromogenen
Trypsinreagens Na-benzoyl-DL-arginine p-nitroanilide hydrochloride (Sigma-Aldrich)
bei 37 T fur 20 min. Der Salzgehalt der niedermole kularen Peptidfraktionen wurde
ermittelt mittels Pierce-BCA-Proteinassay (Perbio Science Deutschland GmbH, Bonn)
unter Verwendung eines salzfreien Hydrolysates als Standard. Eine zusatzliche
Charakterisierung erfolgte durch reversed-phase HPLC fingerprint und von einigen
Hydrolysatfraktionen  wurden  massenspektrometrische  Sequenzierungen  der

enthaltenen Peptide angefertigt.

Eine Ubersicht tiber die in der Arbeit verwendeten Hydrolysate gibt Tabelle 1.
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Tabelle 1: Ubersicht tiber die im Rahmen der Arbeit verwendeten Hydrolysate

Sojahydrolysate Caseinhydrolysate
Mittlere Molmassen (D)
S/ P+T 4545 CIIE+T 1000
S/ P+T+C 1666 C/E+T+C 935
S /I P+T+C+E 1724 C/P+E+T 943
S/IP/C 3571 C/P+E+T+C 862
SIIPIE 2777 CllPIC 1300
SIHPIT 3458 CIIPIE 1500
S/IP/T+C+E 1000 CIPIT 1300
Mit Membranfraktionierung
S/IP+T <1kD ClIP+T <1kD
S/IP+T 1-3kD C/IP+T 1-3kD
S/IP+T,C <1kD C/IP+T,C <1kD
S/ P+T,C 1-3kD C/IP+T,C 1-3kD
S/IP+T,CE <1kD C/IP+T,C,E <1kD
C/IP+T,C,E 1-3kD

Die fur die Tests verwendeten lyophilisierten Hydrolysate wurden bei -18 T gelagert.

Fur die Versuche wurden die Hydrolysate jeweils frisch eingewogen und in der

entsprechenden Menge Medium zum Erreichen der jeweils héchsten verwendeten

Konzentration gelost. Aus

dieser

Losung wurden dann Uber die jeweiligen

Verdunnungsstufen alle weiteren fur die Versuche benétigten Konzentrationen

hergestellt.
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¢ Proteinbestimmung nach Bradford

Prinzip: Das Bio-Rad Protein Assay ist ein farbstoffbindendes Assay (Coomassie”
Brilliant Blue G-250). Der saure Farbstoff bindet primar an basischen und aromatischen
Aminosaureresten. Bei Bindung an Peptide verschiebt sich das Absorptionsmaximum
fur saure Losungen von 465nm auf 595 nm, was spektralphotometrisch bei 595 nm

bestimmt werden kann.

Fur die Proteinbestimmung nach Bradford (Bradford, 1976) wurde zunéchst der
Uberstand abgesaugt und die Zellen 3-mal mit PBS gewaschen. Eine definierte Menge
0,1 M NaOH wurde zur Lysierung der Zellen in die wells der Kulturplatte pipettiert und
bei RT Uber Nacht stehen gelassen. Fur die Messung wurde entweder ein definiertes
Volumen Zellysat in eine 96-well-Kulturplatte tberflhrt oder die Zellen wurden nach
Inkubation in 96-well-Kulturplatten bereits in den wells lysiert. Fir die Messung wurde
das Bradford-Farbstoffkonzentrat von Biorad laut Angaben des Herstellers 1:5 mit A.
bidest. verdinnt (microassay-procedure) zu den Proben pipettiert. Nach 5 min folgte
die spektralphotometrische Messung mit dem SpectroFluor Plus von TECAN bei 595
nm gegen eine BSA-Eichreihe (Bio-Rad).

* Proliferationstest ELISA (Amersham Biosciences)

Prinzip: Der Proliferationstest beruht auf dem Einbau von 5-Bromo-2-deoxyuridin
(BrdU) anstelle von Thymidin in die DNA proliferierender Zellen bei gleichzeitiger
Inkubation mit den Testsubstanzen. Die Zellen werden nach einer anschliessenden
DNA-Denaturierung mit einem Peroxidase-gekoppelten BrdU-Antikérper inkubiert. Der
entstandene Immunkomplex kann mit Hilfe von TMB in einer Farbstoff-Substrat-

Reaktion bei 450nm spektralphotometrisch detekiert werden.

Fur den Proliferationstest wurden die Endothelzellen (Passage 3 bis 8) in 96-well-
Kulturplatten mit 3000 Zellen je well ausgeséat. Nach 48 h und einer Konfluenz von 50
bis 70 % erfolgte die Inkubation mit Hydrolysaten in Konzentrationen von 0,025 bis 5
mg/ml und BrdU (100 uM). Als Positivkontrolle wurde der Wachstumsfaktor VEGF¢s
ebenfalls fur 24h inkubiert. Nach 24 h folgte die Durchfiihrung des ELISA (cell

proliferation ELISA system, version 2) nach den Vorgaben des Herstellers mit
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anschliessender colorimetrischer Messung bei 450 nm mit dem SpectroFluor Plus von
TECAN.

* Viabilitatstest

Prinzip: In diesem Assay wird die Aktivitdit der mitochondrialen Dehydrogenasen
bestimmt. Die Methode (Lindl, 2002) beruht auf der enzymatischen Reduktion des
l6slichen gelben Tetrazoliumsalzes MTT (3-(4,5-dimethyldiazol-2-yl)-2,5 diphenyl
Tetrazolium Bromid) zu einem blauen unléslichen Formazan, die nur in lebenden

Zellen ablauft. 85 % - 115 % der Kontrolle gilt als unbeeinflusst durch die Behandlung.

HAOEC in 24-well-Kulturplatten wurden bis zu einer Konfluenz von 70% Kkultiviert,
anschliessend folgte eine 24 h - Inkubation entweder stimuliert (TNFa 0,2 ng/ml) oder
unstimuliert mit Hydrolysaten (0,05 und 0,5 mg/ml). Der Uberstand wurde abgesaugt
und MTT (5 mg / ml PBS) zusammen mit frischem Medium (Endkonzentration MTT 1
mg / ml) auf die Zellen gegeben. Nach 45 min wurde der Uberstand abgenommen und
die Zellen mit Isopropanol lysiert. Die Proben wurden in definiertem Volumen in eine
96-well-Kulturplatte Gberfuhrt und die Viabilitat bei 595 nm spektralphotometrisch mit
dem SpectroFluor Plus von TECAN bestimmit.

¢ Messung von Eicosanoiden und Endothelin in Zelliiberstanden
Probenaufbereitung fur Eicosanoid- und Endothelinbestimmung:

Fir die Konzentrationsmessungen wurden die Zellen in 25 cm®Kulturflaschen unter
Verwendung der Passagen 3-5 ausgesat. Nach Erreichen einer Konfluenz von 70 bis
80 % erfolgte die Inkubation mit den Hydrolysaten (0,05 und 0,5mg/ml) fur 24 h bei 37
C. Der Mediumuberstand wurde mittels einer Pipette in Falcon-Tubes Uberfuhrt. Es
folgte eine weitere Inkubation mit HBSS (Hanks' Balanced Salt Solution) fur 1h bei 37
€. Danach wurde das HBSS ebenfalls in Falcon-Tubes dberfihrt und wie der
Mediumuberstand bei —18 C gelagert. Die Bestimmung der Freisetzung der
Eicosanoide und des Endothelin-1 erfolgte mit den HBSS-Proben, da sich der

Serumersatz Ultroser G im verwendeten Testsystem als Storfaktor herausstellte.

» Eicosanoide
Prinzip (Kompetitives Enzym-Immunoassay):
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In die antikbrperbeschichteten wells der 96-well-Platte wurden eine fixe Menge Tracer
(Eicosanoid-Acetylcholinesterase-Konjugat), Antiserum und die HBSS-Proben
pipettiert. Das Antiserum bindet die freien Eicosanoid- Metaboliten oder den Tracer
unter Bildung von Immunkomplexen mit dem Antikdrper. Nach Zugabe von Ellman’s
Reagenz (enthalt Substrat fiir Acetylcholinesterase) bildet sich ein gelber Farbstoff, der
bei 405 nm spektralphotometrisch detektiert werden kann. Die Farbintensitat ist

umgekehrt proportional zum Eicosanoidgehalt.

Die Bestimmung von PGl, erfolgte Uber den stabilen Metabolit 6-keto-PGF,, und von
TXA, Uber den stabilen Metabolit TXB, entsprechend den Vorgaben des Herstellers
(Cayman Chemicals). Die Messung erfolgte spektralphotometrisch mit dem
SpectroFluor Plus von TECAN bei 405 nm.

« Endothelin-1

Prinzip (Kompetitives Enzym-Immunoassay):

In die antikorperbeschichteten wells der 96-well-Kulturplatte wurden eine fixe Menge
Tracer (Endothelin-Acetylcholinesterase-Konjugat), Antiserum und die HBSS-Proben
pipettiert. Das Antiserum bindet die freien Endothelin-Metaboliten oder den Tracer
unter Bildung von Immunkomplexen mit dem Antikdrper. Nach Zugabe von Ellman’s
Reagenz (enthalt Substrat fiir Acetylcholinesterase) bildet sich ein gelber Farbstoff, der
bei 405 nm spektralphotometrisch detektiert werden kann. Die Farbintensitat ist
umgekehrt proportional zum Endothelingehalt. Die Bestimmung von Endothelin erfolgte
entsprechend den Vorgaben des Herstellers. Die Endothelingehalte wurden

spektralphotometrisch mit dem SpectroFluor Plus von TECAN bei 405 nm bestimmt.

¢ NO-Bestimmung nach Griess

Prinzip: In einem ersten Schritt wird Nitrat enzymatisch durch Nitrat-Reduktase zu Nitrit
umgewandelt. Danach folgt nach Zugabe von Griess-Reagenz die Umwandlung des
Nitrits in eine tief purpurrote Azo-Komponente, die spektralphotometrisch bei 550 nm

bestimmt werden kann.

Die Aussaat der Endothelzellen erfolgte in 96-well-Kulturplatten. Bei Erreichen einer
Konfluenz von 70 bis 80 % erfolgte die Inkubation mit Hydrolysaten (unstimuliert) oder

zytokinstimuliert (TNFa 0,2 ng/ml) in phenolrotfreiem Medium far 24h unter
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Verwendung der 3. bis 5. Passage. Der Mediumuberstand wurde abgenommen und
bei —18 T bis zur Nitratbestimmung gelagert. Fir die Bestimmung der NO-
Konzentration nach Griess (Schmidt, 1995) wurde der Zelliberstand nach dem
Auftauen zentrifugiert, um stérenden Zelldebris zu entfernen. Die Messung des Nitrats
erfolgte unter Mitfiilhrung einer Nitrateichreihe in phenolrotfreiem Medium bei 550 nm

mit dem SpectroFluor Plus von TECAN.

e Second messenger cAMP und cGMP

Prinzip: Nach Hydrolyse der Zellmembranen und der damit verbundenen Freisetzung
der second messenger wird eine definierte Menge Lysat in die antikbrperbeschichtete
96-well-Platte  Uberfihrt. Ein  Peroxidase-gelabeltes cGMP (cAMP)-Konjugat
(Antiserum) wird zugegeben. Das Assay beruht auf der Kompetition zwischen freiem
second messenger und peroxidase-gelabeltem cGMP (cAMP) um eine begrenzte
Anzahl von freien Bindungsstellen der Antikdrper. Die Messung erfolgt

spektralphotometrisch mit TMB-gekoppelter Farbreaktion bei 450 nm.

Die Aussaat der Zellen erfolgte in 24-well-Kulturplatten (Passage 3-5). Die Zellen
wurden nicht stimuliert oder 24 h mit TNFa (0,2 ng/ml) vorinkubiert. Bei Erreichen einer
Konfluenz von 90% erfolgte zundchst eine 5-minitige Vorinkubation mit dem
Phosphodiesterasenemmer IBMX (3-Isobutyl-1-methyl-2,6(1H,3H)-purinedione), um
die cAMP-Degradation wahrend der Inkubationsphase zu verhindern. Im Anschluss
folgte eine 30 mindtige Inkubation mit den Testsubstanzen. Dafur wurden die
Hydrolysate mit 0,05 und 0,5 mg/ml und als Positivkontrolle das Adenylatcyclase —
Stimulans Forskolin fir cAMP und BAY-41-2272 [(3-(4-Amino-5-cyclopropylpyrimidine-
2-yI)-1-(2-fluorobenzyl)-1H-pyrazolo[3,4-b]pyridine] fir cGMP zusatzlich zum IBMX zu
den Zellen gegeben. Die Reaktion wurde durch Eintauchen der Kulturplatte in flissigen

Stickstoff abgestoppt und die Proben bei =80 T bis zur Testdurchfiihrung gelagert.

Fur die Messung wurden die Platten aufgetaut und die Zellen lysiert. Die weitere
Bestimmung erfolgte laut Angaben des Herstellers (Amersham Biosciences). Die
colorimetrische Messung erfolgte bei 450nm mit dem Plattenreader SpectroFluor Plus
von TECAN.
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2 Material und Methoden

¢ Bestimmung der Oberflachenexpression der Adhasionsmolekile ICAM-1, VCAM-1
und E-Selektin

Prinzip: Die Oberflachenexpression der Adhéasionsmolekile wurde mit einem
Zelloberflachen-Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) bestimmt, das nach
Rothlein et al. (1988) und Lemaire et al. (1998) modifiziert wurde. Das
Adhasionsmolekil reagiert als Antigen in einer Antigen-Antikdrper-Reaktion mit einem
entsprechenden monoklonalen Antikoérper. Die nichtgebundenen Antikdrper werden
ausgewaschen und die gebundenen Antikdrper mit einem sekundaren Peroxidase-
konjugierten  monoklonalen anti-Maus-IgG  markiert. Der so entstandene
Immunkomplex reagiert in einer Substratreaktion mit TMB unter Bildung eines blauen
Farbstoffes, der nach Zugabe von Stoppreagenz nach gelb umschléagt. Dieser kann

spektralphotometrisch bei 450 nm detektiert werden.

Die Aussaat der Endothelzellen (Passagen 3-5) erfolgte in 96-well-Kulturplatten. Nach
Erreichen einer Konfluenz von 70 % wurden die Zellen mit den Hydrolysaten (0,05 und
0,5mg/ml) stimuliert (TNFa 0,2 ng/ml) oder unstimuliert fir 24h inkubiert. Das Medium
wurde abgesaugt und die Zellen mit 4%-Formaldehyd fur 5 min fixiert. Nach einem
Blocking mit 2%-BSA / PBS fir 1h bei 37T im Inkubator wurden je nach Testansatz
die primaren Antikdrper Anti-CD54 (1:500), Anti-CD106 (1: 300) oder Anti-E-Selektin
(1:300) zu den Zellen pipettiert und anschliessend 1h bei RT inkubiert. Die Zellen
wurden mit 1% BSA/ PBS gewaschen und es erfolgte die Zugabe von Anti-mouse 1gG /
POD (1:10.000) fur 1h bei RT. Die Zellen wurden erneut gewaschen und nach Zugabe
von TMB fir 5 min wurde die Reaktion mit Stop-Reagenz abgestoppt. Die
colorimetrische Messung erfolgte bei 450nm mit dem Plattenreader SpectroFluor Plus
von TECAN.

e Bestimmung der Monozytenadhasion an Endothelzellen mit der Zellinie U 937

Prinzip: Die Adhasion von Monozyten an die Endothelzellen wurde mit einer Methode
nach (Liu et. al., 2004) ermittelt. BCECF-AM (2',7'-bis-(2-carboxyethyl) -5-(and-6)-
carboxyfluorescein, acetoxymethyl ester) markierte Monozyten der Zelllinie U937
adhérieren an die exprimierten Oberflachenmolekille der HAOEC. In lebenden
Monozyten wird BCECF-AM durch Esterasen in fluoreszierendes BCECF gespalten,

die Messung der Emission erfolgt spektralphotometrisch bei 535 nm.
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Die Zellen der Passagen 3-5 wurden in 24-well-Kulturplatten ausgesat und bis zu einer
Konfluenz von 70 % wachsen gelassen. Die Inkubation erfolgte flr 24h entweder nur
mit den Hydrolysaten (0,05 und 0,5 mg/ml) oder TNFa-stimuliert (0,2 ng/ml) zusammen
mit den Hydrolysaten. Die Monozyten wurden 30 min im Inkubator mit BCECF-AM (5
uM) fluoreszenzmarkiert. Nach 3-maligem Waschen mit 1% BSA / PBS wurden die
Monozyten in ECG-MV-Medium aufgenommen und nach Ablauf der 24h Inkubation mit
den Hydrolysaten in einer Dichte von 250.000 Zellen pro 500 pl Medium in die wells zu
den vom Mediumiberstand befreiten Endothelzellen pipettiert. Zeitgleich wurde eine
Monozyteneichreihe ebenfalls durch Zugabe zu den Endothelzellen mitgeftihrt. Nach
30 min Inkubation bei 37 T wurden die Zellen mit e inem Tris-Puffer (50 mM Tris und
0,1 % SDS) lysiert. Die Lysate wurden in definiertem Volumen in schwarze
Kulturplatten uberfuhrt und die Fluoreszenz bei 535nm mit dem Plattenreader
SpectroFluor Plus von TECAN gemessen.

* ACE-Aktivitatsmessung (angiotensin converting enzyme)

Prinzip: Die Methode basiert auf der Konversion (Umwandlung) des Substratanaloges
Hippuryl-L-Histidyl-L-Leucin zu Hippurat und L-Histidyl-L-Leucin, welches mit Hilfe von

o-Phthaldialdehyd spektralfluorimetrisch quantifiziert werden kann.

Die Kultivierung der Zellen (Passagen 3-5) erfolgte in 24-well-Kulturplatten bis zum
Erreichen einer Konfluenz von 70%. Danach wurden sie 24h unstimuliert bzw.
stimuliert (TNFa 0,2 ng/ml) mit den Hydrolysaten inkubiert (0,05 und 0,5 mg/ml). Far
die Aktivitditsmessung nach Friedland & Silberstein  (1976) wurden die
Mediumiberstdnde abgesaugt und die Zellen erneut nach Zugabe einer 4 mM
Hippuryl-His-Leu-L6sung in NaCl-KH,PO,-Puffer 1 h bei 37 T inkubiert. Die Reaktion
wurde durch Zugabe von 0,28 N NaOH abgestoppt und die Zellen dadurch lysiert. Ein
definiertes Volumen der Proben wurde in eine schwarze Kulturplatte Uberfihrt.
Zuséatzlich wurde eine His-Leu-Eichreihne mitgefuhrt. Nach Zugabe des
Fluoreszenzmarkers o-Phthaldialdehyd fur 30 min wurde die ACE-Aktivitdt bei den
Wellenlangen Ex. 360 nm und Em. 465 nm im SpectroFluor Plus von TECAN

bestimmt.

23



2 Material und Methoden

« PCR

Prinzip: Die Grundlage der Expressionsuntersuchungen bildet das Prinzip der reversen
Transkription mit der anschliessenden Polymerasekettenreaktion (RT-PCR). Zuerst
wird die Gesamt - RNA mit Hilfe der reversen Transkriptase in cDNA umgeschrieben.
Wahrend der PCR wird unter Verwendung eines gegenlaufig orientierten Primerpaares
ein zwischen den Primern liegender Sequenzabschnitt vervielfaltigt, was eine
Visualisierung und Quantifizierung des entstandenen Produktes ermdglicht (Schrimpf,
2002).

Die COX-2 wurde semiquantitativ mittels RT-PCR und anschliessender
Gelelektrophorese erfasst. Bei allen anderen untersuchten Genen wurde die mRNA-
Konzentration Uber die Anzahl ihrer Kopien pro Reaktionszyklus durch realtime
detection (RTD-PCR) quantifiziert.

Die Ergebnisse wurden gegen die jeweils parallel bestimmte mRNA-Expression des
Haushaltsgenes GAPDH normalisiert, welches nach Apostolakos et. al., (1993) und

Zhao et. al., (1995) relativ konstant exprimiert wird.

* RNA-Isolierung

Die Endothelzellen (Passagen 3-5) in 25 cm?-Flaschen wurden nach 24h Inkubation
(unstimuliert oder stimuliert (TNFa 0,2 ng/ml) mit Hydrolysaten (0,05 und 0,5mg/ml))
nach Absaugen des Zelluberstandes in Trizol aufgenommen. Nach 2-3 min wurden die
Proben in sterile Eppendorf-Tubes Uberfuhrt, fir die RNA-Extraktion mit Chloroform
versetzt und gut gemischt fir 2-3 min bei Raumtemperatur inkubiert. Es folgte eine
Zentrifugation for 15 min bei 13.000 U und 4<C. Die obere wassrige Phase wurde
abgenommen, im Verhdltnis 1:2 mit Isopropanol versetzt, wiederum vorsichtig
gemischt und 10 min bei RT stehen gelassen. Die sedimentierte, geféllte RNA wurde
zentrifugiert (4C; 13.000 U), die Uberstande abgesaugt, das Pellet mit 75%igem
Ethanol gewaschen, kurz gevortext und 5 min bei 4C zentrifugiert. Die Uberstande
wurden verworfen und das Pellet luftgetrocknet. Anschliessend wurden die Proben in
20 pl sterilem 0,1 %-DEPC-Wasser aufgenommen und im Thermomixer bei 60 T 10

min geldst. Bis zu ihrer Verwendung wurde die RNA bei —80T gelagert.
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* Konzentrationsbestimmung messenger RNA

Mit dem Spektralphotometer wurde die optische Dichte der 1:100 mit sterilem 0,1 %-
DEPC-Wasser verdinnten Gesamt-RNA bei 260 und 280 nm gemessen. Die

Konzentration der Gesamt-RNA ergab sich aus folgender Formel:

RNA (ug/ml) = Ao * 40 * VV

Aoeo Extinktion bei 260 nm
40 Multiplikationsfaktor (Ao = 1,0 bei RNA-Konzentration von 40 pg/ml)
\% Verdunnungsfaktor (V = 100).

Die Reinheit der RNA wurde bestimmt aus dem Quotienten der Messwerte von 260

und 280 nm. Dieser Quotient erreichte bei allen Proben Werte zwischen 1,5 und 2.

e cDNA-Synthese

Die aus den Zellen isolierte mRNA wird als Matrize fiir die cDNA-Synthese eingesetzt,

die im Anschluss als Matrize fur die PCR eingesetzt werden kann (Schrimpf, 2002).

Reagenzien fur 25 pl Gesamtansatz:

1 pl Oligo dT Primer (100 pM)

5 ul 5xPuffer (250 mM Tris-HCI; 250 mM KCI; 20 mM MgCly; 50 mM DTT)
1,25 pl dNTP (10 mM pro dNTP)

0,3 ul reverse Transkriptase (200u/ul)

10 plin DEPC-Wasser verdinnte RNA (1,2 pug Gesamt-RNA)

7,45 ul DEPC-Wasser

Der Gesamtansatz wurde gemischt und die cDNA im Thermocycler (42, 1 h)
synthetisiert. Die reverse Trankriptase wurde durch Erhéhung der Temperatur auf 72C

fir 10 min inaktiviert. Die cDNA wurde bis zu ihrer Verwendung bei -20C gelagert.
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e semiquantitative PCR (COX-2)

Die COX-2 und das Referenzgen GAPDH wurden semiquantitativ mittels RT-PCR und
anschliessender Gelelektrophorese erfasst.

Reagenzien fiur 20 yl Gesamtansatz:

4 pl Primermix, for und rev (10 pmol/l)

2 ul 10 x MgClI2-Puffer (1 x Puffer mit 1,5 mM MgCI2)

0,4 pl dNTPs (100 mM)

0,2 ul Tag Polymerase (5 U/ul)

2 ul cDNA

11,4 pl DEPC-Wasser

Die PCR erfolgte im Mastercycler® personal von Eppendorf mit folgendem

Temperaturverlauf:

Initial-Denaturierung 95C 120 s

Denaturierung 95T 30s

Annealing Tabelle 2 30s Zyklen
Elongation 72<C 60 s

Extension 72<C 7 min

e quantitative RT-PCR

Die Real-time RT-PCR beruht auf dem Prinzip der herkdmmlichen PCR und wurde fir
die Bestimmung der relativen mRNA-Konzentrationen der Adhasionsmolekile, der
eNOS, der COX-1 und des housekeeping gene GAPDH verwendet. Der Vorteil
gegeniuber der semiquantitativen PCR besteht in der Messbarkeit der Quantitat der
amplifizierten Matrizen. Spezifische fluoreszierende DNA-Farbstoffe (SYBR®Green 1)
koppeln an die neu gebildete DNA an. Die Fluoreszenz dieser Farbstoffe wird in jedem

Zyklus erfasst und erméglicht so die Quantifizierung.

Die zur Real-time RT-PCR verwendeten Primer sind in Tabelle 2 aufgefihrt.
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Reagenzien fur 20 pl Reaktionsansatz (gemald Anleitung Taq Polymerase von

Promega):

2,67 pl Primermix for und rev (10 pmol/l)
1 pl dNTP-Mix (10 mM)

2 pl 10*Puffer (1 x)

2,8 pl MgCl, (25mM)

0,5 ul SYBR®Green I (1:1000)

0,25 pl Tag-Polymerase (5U/ul)

0,78 ul DEPC-Wasser

10 pl cDNA (1:5 mit DEPC-Wasser verdinnt)

Die PCR erfolgte im RotorGene 2000 mit folgendem Temperaturverlauf:

Initial-Denaturierung 95C 120 s

Denaturierung 95T 20s

Annealing Tabelle 2 35s Zyklen
Elongation 72<C 55s

* Gelelektrophorese

Die Trennung der entstandenen PCR-Produkte erfolgte mittels Gelelektrophorese.
Dafur wurde ein 1,5%iges Gel (Agarose und 0,5*TBE-Puffer) aufgekocht, auf 65 T
abgekihlt und mit Ethidiumbromid versetzt in den Gelschlitten gegossen. Nach dem
Erstarren wurden die Kamme fir die Geltaschen gezogen und das Gel in 0,5*TBE-
Puffer in der Gelkammer equilibriert. Jeweils 10 ul der im Verhdltnis 1:10 mit
Ladepuffer versetzten Proben und 2 pl DNA-Leiter wurden auf das Agarosegel
aufgetragen. Nach der Gelelektrophorese konnte das DNA-Fragment anhand der

Basenpaare (bp) erkannt werden.
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Zur Berechnung der relativen mMRNA-Konzentrationen wurden die von der
Geratesoftware (RotorGene 2000, Version 4.2) ermittelten cycle threshold (Ct)-Werte
(Zyklenzahl bis zum Erreichen eines konstanten Fluoreszenssignals)herangezogen

und in die nach Pfaffl (2001) modifizierten Formeln eingesetzt:

ACt = Ctgappn — Ctzieigen
Ratio = [Egappor + Ezieigen / 2] act
E Effizienz des bestimmten Gens der real-time RT-PCR (optimal = 2)

Die Ratio der behandelten HAOEC wurde zu der Ratio der unbehandelten

Kontrollzellen ins Verhdltnis gesetzt.

Tabelle 2: Fir die semiguantitative RT-PCR bzw. realtime RT-PCR verwendete Primer

Primer (10 pmol / ul) Sequenz Annealing- BP
temperatur
GAPDH, human for: 5-GAC CAC AGT CCA TGC CAT CAC-3’ 60C 453

Fev: 5-TCC ACC ACC CTG TTG CTG TAG -3’

eNOS, human for: 5-CCA GCT AGC CAA AGT CAC CAT -3’ 55<C 354
rev: 5-GTC TCG GAG CCA TAC AGG ATT-3

COX-1, human for: 5-CAG CTC CTG GCC CGC CGC TT-3 65T 299
FeV: 5-GTG CAT CAA CAC AGG CGC CTC-3’

COX-2, human for: 5-ATG AGA TTG TGG GAA AAT TGC T-3' 55€C 300
FeV: 5-GAT CAT CTC TGC CTG AGT ATC-3'

E-Selektin, human  for: 5-GTC TGG CCT GCT ACC TAC CTG T-3’ 56 C 391
Fev: 5-CCT TGC CTG CTG GAC TTT GA-3’

ICAM-1, human for: 5-AGC CAC GCC TCC CTG AAC CTA TCC-3 61 C 319
Fev: 5-CTC CCC CAC CAC TTC CCC TCT CAT-3

VCAM-1, human for: 5°-GAG CGG GAA GGT GAG GAG TGA-3 57 C 471

IeV: 5°-CTG GGG GCA ACATTG ACA TAA AGT-3'
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e Bestimmung der NFkB-Untereinheiten p 50 und p 65 (Rel A) im Nuklearextrakt

Prinzip: Die vorbereiteten Proben werden in eine oligonukleotid-beschichtete 96-well-
Kulturplatte gegeben, die Konsensussequenzen von NFkB enthalt. Die
entsprechenden Untereinheiten aus dem Nuklearextrakt binden daran und kénnen mit
primarem und peroxidasekonjugiertem sekundaren Antikorper in einer Farbreaktion

bestimmt werden.

Die Aussaat der Zellen erfolgte in 25 cm?-Flaschen, worin sie bis zum Erreichen einer
Konfluenz von 80-90% kultiviert wurden. Die anschliessende Inkubation wurde Uber
einen Zeitraum von 4 h oder 24 h mit Hydrolysaten (0,5 mg/ml) und TNFa (0,2 ng/ml)
durchgefuhrt. Die Nuklearextrakte wurden mit dem nuclear extract kit von ACTIVE
MOTIF gewonnen. Danach wurde der erzielte Proteingehalt nach Bradford (1976)
bestimmt (Bio-Rad) und die Proben bis zur Versuchsdurchfuhrung bei —80 T gelagert.
Jeweils 2,5 pug Nuklearextrakt wurden fir das transcription factor assay (ACTIVE
MOTIF) eingesetzt. Die weitere Durchfihrung des Assays verlief hach Vorgaben des
Herstellers mit anschliessender Bestimmung der Konzentration der NFkB-

Untereinheiten bei 450 nm mit dem SpectroFluor Plus von TECAN.

Statistik

Die statistische Auswertung erfolgte mittels zweiseitigem student’s t-test gegen die
unbehandelte oder TNFa - behandelte Kontrolle. Unterschiede von p < 0,05 gelten als

signifikant.
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3  Ergebnisse

Alle Untersuchungen erfolgten an nicht konfluenten HAQOEC, die zum Schutz der
Hydrolysate vor einem vorzeitigen Abbau durch fetales Kalberserum (FKS) in Ultroser
G-supplementiertem Endothelzellmedium (ECG-MV) Kkultiviert wurden. Wegen des
herstellungsbedingt relativ hohen Gehaltes an NaCl in den Hydrolysaten (bis 63 %)
wurde bei einigen Untersuchungen eine Salzkontrolle mit 0,25 mg/ml NaCl
(entsprechend einem 50%-igen NaCl-Gehalt bei einer Hydrolysatkonzentration von 0,5
mg/ml) mitgefihrt. Dadurch konnte ausgeschlossen werden, dass die mit den
Hydrolysaten erzielten Ergebnisse allein durch das NaCl verursacht wurden. Fur
Untersuchungen an TNFa-stimulierten Zellen wurden TNFa und die Hydrolysate
zusammen flr 24h auf die Zellen gegeben (Ausnahme cAMP). Voraussetzung fur die
Durchfuhrung aller Versuche war die mikroskopisch Uberprifte den Endothelzellen

eigene ,Pflasterstein®- Morphologie.

3.1 Screening nach biologisch aktiven Hydrolysaten

Grundlage der vorliegenden Arbeit war das Auffinden biologisch aktiver Hydrolysate
aus Casein- und Sojaprotein. So wurde in einem ersten Schritt der Einfluss der
verwendeten Hydrolysate auf die Proliferation von Endothelzellen untersucht.
Anschliessend wurde in einem zweiten Schritt die Bildung und Freisetzung von

vasoaktiven Substanzen nach Inkubation mit Hydrolysaten bestimmt.

3.1.1 Einfluss von Hydrolysaten auf Proliferation u nd Viabilitat der
HAOEC

Im ersten Teil des Screenings nach biologisch aktiven Hydrolysaten wurde der Einfluss
der Hydrolysate auf die Proliferation und die Viabilitdt von HAOEC nach 24h Inkubation
bestimmt. Die Behandlung der Endothelzellen mit dem Wachstumsfaktor VEGF 45 in
der Konzentration 10 ng/ml fiuhrte zu einer gesteigerten Proliferation (110 + 5%;
p<0,05). Nach einer 24h Inkubation mit TNFa (0,1 ng/ml) war die Proliferation der
HAoOEC gehemmt (79 + 6%; p<0,05). Abbildung 1 zeigt die Ergebnisse fir die
getesteten Caseinhydrolysate, die in Konzentrationen von 0,05 mg/ml bis 2,5 mg/ml zu

eingesetzt wurden.
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Abbildung 1: relative Proliferation und Viabilitéat von unstimulierten HAOEC nach 24h
Behandlung mit Caseinhydrolysaten (% der Kontrolle); n=3; * p<0,05 signifikant
gegenuber der Kontrolle; C...Casein, P...Pepsin, T...Trypsin, Ch...Chymotrypsin,
E...Elastase, kD...kiloDalton

Wie die Abbildung zeigt, konnte nur C / P+T, Ch < 1 kD in einer Konzentration von 0,05
mg/ml die Proliferation signifikant steigern. Eine signifikante Hemmung (-19 % bis -23
%) der Endothelzellproliferation zeigten drei Caseinhydrolysate bei der hdéchsten
verwendeten Konzentration von 2,5 mg/ml. Im MTT-Viabilitatsassay konnte fir keines
der getesteten Hydrolysate im untersuchten Konzentrationsbereich ein toxischer
Einfluss auf die HAOEC nachgewiesen werden. Die Proliferationsergebnisse der

getesteten Sojahydrolysate zeigt Abbildung 2.
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Abbildung 2: relative Proliferation und Viabilitat von unstimulierten HAOEC nach 24h
Behandlung mit Sojahydrolysaten (% der Kontrolle); n=3; * p<0,05 signifikant
gegenuber der Kontrolle; C...Casein, P...Pepsin, T...Trypsin, Ch...Chymotrypsin,
E...Elastase, kD...kiloDalton

Aus Abbildung 2 geht hervor, dass keines der 5 getesteten Sojahydrolysate in der Lage
war, die Proliferation der HAOEC zu steigern. S/ P+T,Ch < 1 kD zeigte bei 0,5 mg/ml (-
16 %) und 4 der Hydrolysate bei 2,5 mg/ml eine signifikante Hemmung der
Endothelzellproliferation (-27 % bis —36 %). Im Viabilititsassay konnte dabei fir die
zwei Hydrolysate S/ P+T <1 kD und S / P+T 1-3 kD bei einer Konzentration von 2,5

mg/ml ein toxischer Einfluss auf die Endothelzellen nachgewiesen werden.
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3.1.2 Einfluss von Hydrolysaten auf die Freisetzung vasoaktiver

Substanzen

Im zweiten Teil des Screenings nach biologisch aktiven Hydrolysaten wurde der
Einfluss der unter 4.1.1. verwendeten Hydrolysate auf die Bildung und Freisetzung des
vasodilatorischen NO, des vasokonstriktorischen Endothelin-1 und der Eicosanoide
Prostazyklin (PGl,) und Thromboxan A, (TXA,) untersucht. Die Konzentration von NO
und Endothelin-1 im Zellkulturiberstand von unstimulierten Endothelzellen zeigt
Tabelle 3.
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Tabelle 3: Relative Konzentration vasoaktiver Substanzen je mg Zellprotein im

Zellmedium der HAOEC nach Behandlung mit Hydrolysaten an unstimulierten Zellen

relative Konzentration vasoaktiver Substanzen (% der Kontrolle)

Hydrolysat 0,05 mg /ml 0,5 mg /ml
NO (Kontrolle =100 + 19)
C/P+T<1kD 118 + 39 135 + 32*
C/P+T 1-3kD 99 + 30 110 + 38
C/P+T,Ch<1kD 124 = 31 122 = 30*
C/P+T,Ch 1-3kD 126 += 32 126 * 14
C/P+T,ChE<1kD 128 = 61 152 + 52
C/P+T,Ch,E 1-3kD 162 = 52 187 == 22
S/P+T<1kD 140 = 33 154 = 19*
S/P+T 1-3kD 125 + 20 139 * 54
S/P+T,Ch<1kD 136 = 32 171 + 44~
S/P+T,Ch 1-3kD 134 = 62 123 + 52
Endothelin-1 (Kontrolle =100 + 16)
C/P+T<1kD 131 = 22 100 = 15
C/P+T 1-3kD 107 = 18 134 + 46
C/P+T,Ch<1kD 129 =+ 37 111 + 14
C/P+T,Ch 1-3kD 114 =+ 12 112 = 2
C/P+T,Ch,E<1kD 99 + 8 94 + 23
C/P+T,Ch,E 1-3kD 125 = 6 121 = 14
S/P+T<1kD 112 = 5 93 + 7
S/P+T 1-3kD 104 =+ 21 114 + 15
S/P+T,Ch<1kD 97 + 10 92 + 23
S/P+T,Ch1-3kD 92 + 21 98 + 15

n=3; * p<0,05 signifikant gegenliber der Kontrolle; NO...Stickstoffmonoxid (nitric oxide), C...Casein,

P...Pepsin, T...Trypsin, Ch...Chymotrypsin, E...Elastase, kD...kiloDalton

In der niedrigeren getesteten Konzentration von 0,05 mg/ml zeigte keines der
untersuchten Hydrolysate einen Einfluss auf die Freisetzung von NO. Bei 0,5 mg/ml
konnten zwei Casein- und zwei Sojahydrolysate die NO-Freisetzung der
Endothelzellen signifikant steigern. Auf die Freisetzung des Vasokonstriktors
Endothelin-1 hatte keines der untersuchten Hydrolysate in den getesteten
Konzentrationen einen Einfluss. Tabelle 4 zeigt die Ergebnisse der Bildung und
Freisetzung von Prostazyklin (gemessen als stabiler Metabolit 6-keto-PGF,,) und
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3 Ergebnisse

Thromboxan A, (gemessen als stabiler

Endothelzellen.

Metabolit TXB;) durch unstimulierte

Tabelle 4: Relative Konzentration von Eicosanoiden je mg Zellprotein im Zellmedium

der HAOEC nach Behandlung mit Hydrolysaten an unstimulierten Zellen

relative Konzentration vasoaktiver Substanzen (% der Kontrolle)

Hydrolysat 0,05 mg /ml 0,5 mg /ml
TXB, (Kontrolle =100 + 5)

C/P+T<1kD 110 =+ 9 100 <+ 8
C/P+T 1-3kD 102 + 3 97 + 5
C/P+T,Ch<1kD 100 += 11 109 * 10
C/P+T,Ch 1-3kD 114 +* 8 97 = 9
C/P+T,Ch,E<1kD 111 £+ 45 90 = 12
C/P+T,Ch,E 1-3kD 91 + 9 90 + 20
S/P+T<1kD 9 =+ 22 91 + 15
S/P+T 1-3kD 113 + 33 196 *= 144
S/P+T,Ch<1kD 115 + 19 110 £ 25
S/ P+T,Ch 1-3kD 104 = 10 124 = 26
6-keto-PGF1, (Kontrolle = 100 + 9)

C/P+T<1kD 59 + 11*% 56 + 9=
C/P+T 1-3kD 67 + 29 209 += 60
C/P+T,Ch<1kD 43 £ 7* 66 = 11
C/P+T,Ch 1-3kD 50 + 29 147 = 61
C/P+T,ChE<1kD 53 + 16* 48 + 27*
C/P+T,Ch,E 1-3kD 78 + 19 76 += 23
S/P+T<1kD 113 £+ 13 89 + 33
S/P+T 1-3kD 98 + 51 167 £ 45
S/P+T,Ch<1kD 61 * 22 118 * 97
S/ P+T,Ch 1-3kD 9% =+ 61 182 + 126

n=3; * p<0,05 signifikant gegentiber der Kontrolle; TXB;...
T...Trypsin, Ch...Chymotrypsin, E...Elastase, kD...kiloDalton

Thromboxan B, C...Casein, P...Pepsin,
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Wie die Ergebnisse in Tabelle 2 zeigen, hatte keines der 10 getesteten Hydrolysate in
den verwendeten Konzentrationen einen Einfluss auf die Freisetzung von Thromboxan
B,. NaCl in der Konzentration von 0,25 mg/ml hatte keinen Einfluss auf die Freisetzung
von TXB,; (118 + 25 %). Drei Caseinhydrolysate senkten die Freisetzung von 6-keto-
PGF,; in der Konzentration 0,05 mg/ml und zwei Caseinhydrolysate in der
Konzentration 0,5 mg/ml. Die untersuchten Sojahydrolysate hatten keinen Einfluss auf
die Freisetzung von 6-keto-PGF.,. NaCl in der Konzentration von 0,25 mg/ml hatte

ebenfalls keinen Einfluss auf die Freisetzung von 6-keto-PGF, (135 + 89 %).

Auf Grundlage der Screeningergebnisse und durch die Gleichartigkeit ihrer
enzymatischen Hydrolyse wurden die Hydrolysate C/ P+T <1 kD und S/ P+T <1 kD

als biologisch aktive Substanzen fur nachfolgende Untersuchungen ausgewabhilt.

3.2 EinflussvonC/P+T<1kDundS/P+T<1kD auf
funktionelle Parameter der HAoEC

3.2.1 EinflussvonC/P+T<1kDundS/P+T <1k D aufdie ACE-Aktivitat

Um eine ACE-inhibitorische Wirkung der Hydrolysate als Ursache fir die erhéhte NO-
Freisetzung auszuschliessen, wurden unstimulierte Endothelzellen 24h mit den beiden
Hydrolysaten inkubiert und anschliessend die ACE-Aktivitdt gemessen. Die Ergebnisse
zeigt Abbildung 3.
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Kontrolle C/P+T C/P+T S /P+T S /P+T
0,05mg/ml 0,5mg/ml 0,05mg/ml 0,5mg/ml

Hydrolysatkonzentration

Abbildung 3: Einfluss von C/ P+T <1 kD und S/ P+T < 1 kD auf die ACE-Aktivitat von
unstimulierten HAOEC; n=8; ACE...angiotensin converting enzyme, C...Casein,

S...Soja, P...Pepsin, T...Trypsin

Aus dem Diagramm wird ersichtlich, dass keines der beiden Hydrolysate in den
getesteten Konzentrationen in der Lage war, die ACE-Aktivitat der unstimulierten
HAOEC zu beeinflussen. Auch NaCl in der Konzentration 0,25 mg/ml hatte keinen
Einfluss auf die ACE-Aktivitat (1,16 + 0,01) gegeniber der zugehdrigen Kontrolle (1,11
+0,02).

3.2.2 Einflussvon C/P+T<1kDund S/P+T <1k D aufdie Bildung von

second messengern

Ein weiterer Untersuchungsparameter war die Bestimmung der intrazellularen
Konzentration der second messenger cAMP und cGMP nach 30 min Inkubation mit
den Hydrolysaten C / P+T <1 kD und S/ P+T < 1 kD. Als Positivkontrolle wurden fur
cAMP der Aktivator der Adenylatcyclase Forskolin (10pM) und fir cGMP der Aktivator
der Guanylatcyclase BAY 41-2272 (10uM) eingesetzt. Die Ergebnisse zeigt Tabelle 5.
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3 Ergebnisse

Bei unstimulierten HAOEC konnte Forskolin (10 pM) die Konzentration an cAMP
gegenuber der unstimulierten Kontrolle verzehnfachen. Die intrazellulare Konzentration
des second messengers cCAMP wurde von C / P+T < 1 kD nicht beeinflusst. Nach
Inkubation mit S / P+T < 1 kD konnte bei 0,05 mg/ml eine um 39% hdhere
Konzentration gegeniiber der unstimulierten Kontrolle gemessen werden. Bei 0,5
mg/ml zeigte sich tendenziell (p=0,065) eine Erhdéhung der intrazellularen cAMP-
Konzentration um 31%. Bei stimulierten Endothelzellen bewirkte die 24h Inkubation mit
TNFa (0,2 ng/ml) gegeniber der unstimulierten Kontrolle einen Konzentrationsanstieg
von cAMP auf 744%. Forskolin konnte die Konzentration von cAMP gegeniber der
stimulierten Kontrolle verdoppeln. Die Hydrolysate hatten keinen Einfluss auf die
Konzentration von cAMP an TNFa-stimulierten HAOEC. Die Konzentration des second
messenger cGMP in unstimulierten Endothelzellen konnte durch den Guanylatzyklase-
Aktivator BAY 41-2272 (10uM) nicht signifikant erhoht werden. C / P+T < 1 kD hatte in
beiden getesteten Konzentrationen keinen Einfluss auf die Bildung von cGMP. S/ P+T
< 1 kD konnte wiederum in der Konzentration von 0,05 mg/ml die Konzentration von
cGMP um 25 % gegentber der unstimulierten Kontrolle erhéhen. In der Konzentration
von 0,5 mg/ml hatte das Sojahydrolysat S / P+T < 1 kD keinen Einfluss auf die Bildung
von cGMP.
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3.2.3 Einflussvon C/P+T<1kDund S/P+T <1k D aufdie NO-
Freisetzung von TNF a-stimulierten HAOEC

Die Freisetzung von Stickstoffmonoxid durch TNFa-stimulierte (0,2 ng/ml)
Endothelzellen nach 24h Inkubation mit C / P+T <1 kD und S / P+T < 1 kD zeigt
Abbildung 4.

600 -
500 +
400 -
300 +
200 +
100 +

Prozent der Kontrolle [%]

Kontrole  C/P+T 0,05 C/P+T 05 S/P+T S/P+T 0,5
mg/ml mg/mi 0,05 mg/ml mg/mi

Hydrolysatkonzentration

Abbildung 4: relative NO-Freisetzung (% der Kontrolle) von TNFa-stimulierten HAOEC
nach 24h Inkubation mit C / P+T <1 kD und S/ P+T < 1 kD; n=4; * p< 0,05 signifikant
gegenuber der Kontrolle; NO...Stickstoffmonoxid (nitric oxide), C...Casein, S...Soja,

P...Pepsin, T...Trypsin

In der Konzentration 0,05 mg/ml konnte keines der beiden Hydrolysate die Freisetzung
von NO beeinflussen. In der Konzentration 0,5 mg/ml konnte das Caseinhydrolysat C /
P+T < 1 kD die NO-Freisetzung von TNFa-stimulierten HAOEC deutlich erhéhen (+145
%). Ebenso deutlich erhbhte S / P+T < 1 kD die Freisetzung von NO in der
Konzentration von 0,5 mg/ml um 309 %. NaCl in der Konzentration 0,25 mg/ml zeigte

tendenziell (p=0,058) eine verminderte NO-Freisetzung (61 + 14 %).
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3.2.4 Einflussvon C/P+T <1kDund S/P+T <1k D aufdie mRNA-
Expression von Endothelzellen

3.2.4.1 eNOS, COX-1 und COX-2

Untersucht wurde die mRNA-Expression der an der Bildung von vasoaktiven
Substanzen beteiligten Enzyme eNOS, COX-1 und COX-2 an unstimulierten und an
TNFa-stimulierten HAoOEC. Die Ergebnisse der Untersuchung an unstimulierten
Endothelzellen zeigt die Abbildung 5.

mMRNA-Expression

300
250
200
150

100

Prozent [%)] der Kontrolle

50

0

Kontrolle C/P+T C/IP+T S/IP+T S/IP+T

HeNOS 0,05mg/mi 0,5mg/ml 0,05mg/ml 0,5mg/ml

HCOX-1 drol ) _
B COX-2 . Hydrolysatkonzentration

Abbildung 5: relative mRNA-Expression (% der Kontrolle) von eNOS, COX-1 und COX-

2 an unstimulierten HAOEC; n=5; * p<0,05 signifikant gegeniber der Kontrolle

Wie aus dem Diagramm ersichtlich, zeigte keines der beiden Hydrolysate in den
verwendeten Konzentrationen einen signifikanten Einfluss auf die mRNA-Expression
der endothelialen NO-Synthase. Es konnte nur ein tendenzieller Anstieg der mRNA-
Expression durch S / P+T < 1 kD in der Konzentration 0,5 mg/ml (p=0,089) gezeigt
werden. Die mRNA-Expression der COX-1 war bei unstimulierten HAOEC nach
Inkubation mit C / P+T < 1 kD in der Konzentration 0,5 mg/ml tendenziell (p=0,073) um
27 % niedriger gegenuber der unstimulierten Kontrolle. Das Sojahydrolysat S/ P+T < 1
kD hatte in beiden getesteten Konzentrationen keinen Einfluss auf die mRNA-
Expression der COX-1. Eine signifikante Erhéhung der mRNA der COX-2 (+ 36%)
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zeigte die Inkubation mit S / P+T < 1 kD, jedoch nur in der niedrigeren Konzentration

von 0,05 mg/ml.

Abbildung 6 zeigt den Einfluss der beiden Hydrolysate auf die mRNA-Expression von
TNFa-stimulierten Endothelzellen.
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Abbildung 6: relative mRNA-Expression (% der Kontrolle) von eNOS, COX-1 und
COX-2 an TNFa-stimulierten HAOEC (TNFa 0,2 ng/ml); n=5; * p< 0,05 signifikant

gegenuber der Kontrolle

Das Caseinhydrolysat C / P+T < 1 kD hatte keinen Einfluss auf die mRNA-Expression
der endothelialen NO-Synthase an TNFa-stimulierten HAOEC. Dagegen konnte eine
signifikante Erh6hung der eNOS-mRNA (+59 %) fiir das Sojahydrolysat S / P+T < 1 kD
in der Konzentration 0,5 mgliml ermittelt werden. Die mMRNA-Expression der COX-1 war
durch C / P+T < 1 kD bei der Konzentration 0,5 mg/ml signifikant niedriger (-43 %) als
die Kontrolle. S / P+T < 1 kD hatte dagegen keinen Einfluss auf die COX-1 mRNA.
Ebenso hatte C / P+T < 1 kD keinen Einfluss auf die Expression der COX-2-mRNA.
Fur das Sojahydrolysat S / P+T < 1 kD konnte konzentrationsabhéngig gegeniber der
Kontrolle eine verminderte mRNA-Expression (-25 % bzw. -42 %) der COX-2 gezeigt
werden.
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3.2.4.2 E-Selektin, ICAM-1, VCAM-1

Die mRNA-Expression der Adhasionsmolekile E-Selektin, ICAM-1 und VCAM-1 unter
dem Einfluss einer 24h Inkubation mit den Hydrolysaten C/P+T <1kDund S/ P+T <
1 kD an unstimulierten Zellen zeigt Abbildung 7.

MRNA-Expression
250 o

200 +
150 -
100 -

50 +

Prozent der Kontrolle [%]

Kontrolle C/P+T C/P+T S/P+T S/P+T
0,05 mg/ml 0,5 mg/ml 0,05 mg/ml 0,5 mg/ml

W E-Selektin _
0O ICAM-1 Hydrolysatkonzentration

B VCAM-1

Abbildung 7: relative mRNA-Expression der Adhasionsmolekiile an unstimulierten
HAOEC (% der Kontrolle); n=5; * p<0,05 signifikant gegentiber der Kontrolle; ICAM-

1...intercellular adhesion molecule-1, VCAM-1...vascular cellular adhesion molecule-1

Die mRNA-Expression von E-Selektin und ICAM-1 wurde durch die Hydrolysate nicht
beeinflusst. Die MRNA-Expression von VCAM-1 war nach Inkubation mit C / P+T < 1
kD in der Konzentration 0,5 mg/ml signifikant um 46 % niedriger als die der Kontrolle.
Das Sojahydrolysat S / P+T < 1 kD zeigte in beiden Konzentrationen nur eine
tendenziell niedrigere mMRNA-Expression des VCAM-1 (-38 % p=0,080 und -31 %
p=0,106). Den Einfluss der Hydrolysate auf die mMRNA-Expression der
Adhéasionsmolekile in TNFa-stimulierten HAOEC zeigt Abbildung 8.
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. 0,05 mg/ml  0,5mg/ml 0,05 mg/ml 0,5 mg/ml
m E-Selektin
0 ICAM-1 Hydrolysatkonzentration
B VCAM-1

Abbildung 8: relative mRNA-Expression der Adhasionsmolekiile (% der Kontrolle) an
TNFa-stimulierten HAOEC (TNFa 0,2 ng/ml); n=5; * p<0,05 signifikant gegenuber der
Kontrolle; ICAM-1...intercellular adhesion molecule-1, VCAM-1...vascular cellular

adhesion molecule-1

Nach 24h Inkubation zeigte sich wie bei den unstimulierten Zellen kein Einfluss der
Hydrolysate auf die mMRNA-Expression des E-Selektin. Bei dem ICAM-1 lag die mRNA-
Expression nach Behandlung mit dem Caseinhydrolysat C / P+T < 1 kD in der
Konzentration 0,5 mg/ml signifikant um 19 % niedriger als die der zugehdrigen
Kontrolle. Die Expression der VCAM-1 mRNA war durch das Caseinhydrolysat C / P+T
< 1 kD nur tendenziell niedriger als die der Kontrolle (p=0,132). Das Sojahydrolysat S /
P+T < 1 kD hatte keinen Einfluss auf die mRNA-Expression von ICAM-1 und VCAM-1

in TNFa-stimulierten Zellen.
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3.2.5 Einflussvon C/P+T<1kDund S/P+T <1k D aufdie
Proteinexpression der Adhasionsmolekile

Abbildung 9 zeigt die Proteinexpression der Adhasionsmolekile auf der Oberflache

von unstimulierten Endothelzellen.

Proteinexpression

Prozent der Kontrolle [%]

Kontrolle C/P+T C/P+T S /P+T S /P+T
0,05mg/ml 0,5mg/ml 0,05mg/ml 0,5mg/ml
W E-Selektin
O ICAM-1 .
B VCAM-1 Hydrolysatkonzentration

Abbildung 9: relative Protein-Expression der Adhasionsmolekiile an unstimulierten
HAOEC (% der Kontrolle); n=8; * p<0,05 signifikant gegentiber der Kontrolle; ICAM-

1...intercellular adhesion molecule-1, VCAM-1...vascular cellular adhesion molecule-1

Vergleichbar der mRNA-Expression zeigte keines der Hydrolysate einen Einfluss auf
die Proteinexpression des E-Selektin. Das Caseinhydrolysat C / P+T < 1 kD hatte in
beiden Konzentrationen auch keinen Einfluss auf die Expression des ICAM-1 und
VCAM-1. S / P+T < 1 kD verringerte signifikant in der Konzentration 0,05 mg/ml die
Oberflachenexpression des ICAM-1 (-6 %) und des VCAM-1 (-8 %) und in der
Konzentration 0,5 mg/ml signifikant die des VCAM-1 (-9 %). NaCl in der Konzentration
0,25 mg/ml senkte die Proteinexpression des ICAM-1 signifikant um 6 % (94 + 1 %),
hatte aber keinen Einfluss auf das VCAM-1 (103 + 6%). Die Proteinexpression der

Adhéasionsmolekile an TNFa-stimulierten Endothelzellen zeigt Abbildung 10.
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Proteinexpression
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Abbildung 10: relative Protein-Expression der Adhasionsmolekule (% der Kontrolle) an
TNFa-stimulierten HAOEC (TNFa 0,2 ng/ml); n=8; * p<0,05 signifikant gegenuber der
Kontrolle; ICAM-1...intercellular adhesion molecule-1, VCAM-1...vascular cellular

adhesion molecule-1

Die Expression der Adhasionsmolekile auf der Zelloberflache von TNFa-stimulierten
HAoOEC konnte durch TNFa im Falle von ICAM-1 und VCAM-1 gegeniber der
unstimulierten Kontrolle deutlich gesteigert werden. Die Proteinexpression von E-
Selektin konnte in der Konzentration von 0,5 mg/ml von beiden Hydrolysaten um 9 %
(C/P+T < 1KkD) bzw. 10 % (S / P+T < 1 kD) gesteigert werden. Die Proteinexpression
von ICAM-1 wurde durch die Hydrolysate in beiden verwendeten Konzentrationen nicht
beeinflusst. Die VCAM-1-Proteinexpression war nach Inkubation mit C / P+T < 1 kD in
der Konzentration 0,5 mg/ml signifikant um 18 % niedriger als die der TNFa-
stimulierten Kontrolle. S / P+T < 1 kD konnte konzentrationsabhéngig die
Proteinexpression des VCAM-1 um 13 % bzw. 32 % senken (p<0,05). NaCl in der
Konzentration 0,25 mg/ml hatte keinen Einfluss auf die Proteinexpression des ICAM-1
(101 £ 2,5 %) bzw. VCAM-1 (100 * 10 %).
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3.2.6 EinflussvonC/P+T<1kDundS/P+T <1k D aufdie
Monozytenadhasion an HAOEC

Fur den funktionellen Adhéasionstest wurden die Endothelzellen nach 24h Inkubation
mit den Hydrolysaten mit Monozyten der Zelllinie U 937 inkubiert. Nach 30-mindtiger
Anheftungszeit zeigte sich fir die unstimulierten Endothelzellen das in der Abbildung

11 dargestellte Ergebnis.
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Abbildung 11: relative Monozytenadhdasion der Zelllinie U 937 an unstimulierten
HAOEC (% der Kontrolle); n=8

Die Hydrolysate hatten beide in den verwendeten Konzentrationen keinen Einfluss auf
die Monozytenadhasion von unstimulierten Endothelzellen. Auch NaCl in der
Konzentration 0,25 mg/ml hatte keinen Einfluss (98 + 29 %). Das Ergebnis fur die
TNFa-stimulierten HAOEC zeigt Abbildung 12.
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Abbildung 12: relative Monozytenadhdasion der Zelllinie U 937 (% der Kontrolle) an
TNFa-stimulierten HAOEC (TNFa 0,2 ng/ml); n=8; * p<0,05 signifikant gegenuber der

Kontrolle

Nach Stimulation mit TNFa zeigte sich eine deutliche Erhohung der
Monozytenadhésion gegeniber der unstimulierten Kontrolle. Durch das
Caseinhydrolysat C / P+T < 1 kD wurde die Monozytenadh&sion in der Konzentration
0,5 mg/ml signifikant um 29 % gesenkt. S / P+T < 1 kD hatte keinen Einfluss auf die
Monozytenadhasion von TNFa-stimulierten HAOEC. NaCl in der Konzentration von

0,25 mg/ml hatte ebenfalls keinen Einfluss (122 + 45 %).
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3.2.7 Einflussvon C/P+T<1kDundS/P+T <1k D aufdie Translokation
von p 50 und p 65 in den Zellkern

Da die Adhasionsmolekile Zielgene des Transkriptionsfaktors NFkB sind, wurden die
NFkB-Untereinheiten p 50 und p 65 im Nuklearextrakt von TNFa-stimulierten HAOEC
bestimmt. Das Ergebnis nach 4h bzw. 24h Inkubation mit den beiden Hydrolysaten
zeigt Tabelle 4.

Tabelle 4: relative Translokation der NFkB-Untereinheiten p 50 und p 65 in den
Zellkern von TNFa-stimulierten HAOEC [% der TNFa-stimulierten Kontrolle

(Kontrolle+)]

NFkB-UE / C/P+T 0,5 S/P+T 0,5
Zeit Kontrolle Kontrolle+ mg/ml mg/ml
p 50
4h 36 = 2% 100 + 16 114 + 4 110 += 4
24 h 4 = 17* 100 += 21 115 =+ 6 119 + 12
p 65
4 h 31 = 2% 100 += 10 107 = 3 112 = 3
24 h 48 £ 1~ 100 = 15 107 = 9 131 = 6

n=3; * p<0,05 signifikant gegentber der TNFa-stimulierten (TNFa 0,2 ng/ml) Kontrolle (Kontrolle+); NFkB-
UE... NFkB-Untereinheit

Die Inkubation mit TNFa verursachte gegenuber der unstimulierten Kontrolle eine
deutliche Steigerung der Translokation der NFkB-Untereinheiten p 50 und p 65 in den
Zellkern. Wie aus Tabelle 4 ersichtlich, hatte keines der beiden getesteten Hydrolysate
in den untersuchten Inkubationszeiten einen Einfluss auf die Translokation der NFkB-

Untereinheiten p 50 und p 65.
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4.1.1 Einfluss von Hydrolysaten auf Proliferation u nd Viabilitat der
HAOEC

Die Untersuchung der Endothelzellproliferation wurde als Screeningparameter flr das
Auffinden biologisch aktiver Hydrolysate gewdahlt. Die angiogene Aktivierung des
Endothels erfolgt hauptsachlich Uber sekretierte parakrine Faktoren, die als Liganden
von Oberflachen-Transmembranrezeptoren ihre Wirkung entfalten. Die wichtigsten
angiogenen Transmembranrezeptoren sind Tyrosin-Kinase-Rezeptoren, G-Protein-
gekoppelte Rezeptoren, Tyrosinkinase-assoziierte Rezeptoren und Serin-Threonin-
Kinase-Rezeptoren. Die angiogenen Signaltransduktionskaskaden sind jedoch nur
fragmenthaft bekannt. (Abubakar et. al., 1998).

Wie erstmalig gezeigt werden konnte, verursachten einige der untersuchten
Hydrolysate in hoheren Konzentrationen eine signifikante Inhibierung der Proliferation
der HAOEC, eine Steigerung der Proliferation konnte dagegen nicht nachgewiesen
werden. Fur zwei Sojahydrolysate konnte als Ursache der Hemmung eine
konzentrationsbedingte toxische Wirkung der Hydrolysate auf die HAOEC mit Hilfe
eines Viabilitatstestes nachgewiesen werden. Proliferationshemmende Eigenschaften
konnten bereits flr Soja-Isoflavonoide wie Genistein, Daidzein und Orobol an
Endothelzellen gezeigt werden (Guo et. al., 2007; Kiriakidis et. al., 2005). In wenigen
Studien wurde auch der Einflul3 einzelner Peptidsequenzen auf die Proliferation von
Endothelzellen untersucht. Peptide, welche die Sequenz Arg-Gly-Asp (RGD) enthalten,
konnen an Tumorzellen und an Tumorendothelzellen binden und deren Proliferation
konzentrationsabhangig Uber die Blockade der alpha (V)-Integrin-Aktivitat inhibieren
(Yang et. al., 2006). Auch synthetische Tripeptide aus Casein und Sojaprotein zeigten
im Gegensatz zu getesteten Dipeptiden eine Beeinflussbarkeit der Proliferation von
humanen Endothelzellen der Aorta (Ringseis et. al., 2005). In den Hydrolysaten
enthaltene Peptidsequenzen kodnnten demnach die beobachtete verminderte
Zellteilung der HAOEC verursacht haben. Auch strukturelle Ahnlichkeiten von
Hydrolysatsequenzen mit dem atrialen natriuretischen Peptid (ANP) kdnnen nicht
ausgeschlossen werden. ANPs inhibieren cGMP-gekoppelt sowohl die Bildung von
VEGF in glatten Muskelzellen (Pedram et. al., 1997), als auch die Aktivierung

verschiedener  Schlisselsignalmolekile (ERK, JNK, p 38) in bovinen
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Aortenendothelzellen, die fur die VEGF-induzierte Angiogenese von Bedeutung sind
(Pedram et. al., 2001).

Die Inkubation der HAOEC mit VEGF und TNFa in der vorliegenden Arbeit fihrte in
Ubereinstimmung mit Literaturdaten (Djurovic et. al., 2004; Nakagami et. al., 2002) zu
einer signifikanten Steigerung bzw. Inhibierung der Endothelzellproliferation. Mitogene
Substanzen wie VEGF und PDGF wirken tber spezifische flt-1 und KDR- Rezeptoren
mit  anschliessenden  Autophosphorylierungen und  Phosphorylierungen  der
Signaltransduktionsproteine ERK und MAPK (Ferrara & Davis-Smith, 1997; Guo et. al.,
1995). Ebenfalls bekannt ist die Wirkung tber den PI3K-abhangigen mTOR-Signalweg
(Humar et. al.,, 2002). Eine konstitutive Aktivierung von PI3-Kinase-lsoformen und
downstream-Elementen wie Akt und mTOR potenzieren Proliferation und Zelliberleben
und werden in Verbindung mit der Tumorbildung kritisch betrachtet (Brader & Eccles,
2004). mTOR, der eine Schlisselrolle in der Regulierung der Zellproliferation durch
Phosphorylierung von p70S6K (Aktivierung) und PHAS-I (Inhibierung) (Patti et. al.,
1998) einnimmt, zeigt eine Regulierbarkeit Uber das Leucin-selektive
Aminoséauretransportsystem B0,+. Die Aufnahme von Leucin in die Zelle fuhrt zu einer
Aktivierung der mTOR-Signalkaskade (Van Winkle et. al., 2006). In den Hydrolysaten
enthaltene freie Aminosauren konnten demnach die Aktivitdt des mTOR beeinflusst
haben. Auch hohe Konzentrationen an Glutamat kénnen Uber den Cystin-Glutamat-
Antiporter in Nervenzellen Apoptose induzieren (Narang et. al., 2003). Die gehemmte
Cystin-Aufnahme induziert einen Glutathionmangel, infolge dessen es zu einer
Akkumulation von reaktiven Sauerstoffspezies in der Zelle und damit zum
programmierten Zelltod kommt. Diese Glutathionmangel-induzierte Apoptose kann
durch Aktivierung von stimulatorischen heterotrimeren G-Proteinen, z.B. mit Hilfe von
Cholera-Toxin und Phorbolestern (Lewerenz et. al., 2003) oder eine vortibergehende
Inhibierung der PI3-Kinase (Levinthal & DeFranco, 2004) beeinflusst werden. In einer
in vivo-Studie mit Mausen konnte nach Verabreichung der Aminosaure Glyzin eine
verminderte Lebertumorbildung beobachtet werden. Die dabei zugrundeliegende
Inhibierung der Endothelzellproliferation wurde vermutlich Gber eine Beeinflussung der
intrazellularen Kalziumkonzentration verursacht (Rose et. al., 1999). Ob die
beobachtete Inhibierung der EC-Proliferation in dieser Arbeit durch in den Fraktionen
enthaltene freie Aminosauren ausgelést wurde, kann ohne weiterfihrende
Untersuchungen, insbesondere einer Analyse der strukturellen Zusammensetzung der

Hydrolysate, nicht beurteilt werden.

Die Wirkung von zellularen Mediatoren wie NO und cAMP auf die
Endothelzellproliferation muss ebenfalls diskutiert werden. Morbidelli et. al. (1996)
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konnten nach Inkubation mit NO-Hemmern eine deutliche Verringerung der mitogenen
Wirkung von VEGF auf koronare Endothelzellen zeigen. In Endothelzellen verursachte
die Hemmung der eNOS einen Anstieg der Apoptose (Munoz-Chapuli et. al., 2004).
Eine erhohte Aufnahme von Arginin als Substrat der endothelialen NO-Synthase kann
durch eine vermehrte NO-Bildung zu einer konzentrationsabhangigen Beeinflussung
der Proliferation fihren (Wu & Morris, 1998). Bei einer humanen in-vivo-Studie konnte
1 bis 5 h nach Aufnahme von Sojaprotein mit einer fettreichen Mahlzeit ein erhéhtes
Arginin / ADMA-Verhéltnis im Blut gemessen werden (Westphal et. al., 2006). Auch in-
vivo-Studien mit eNOS-knockout-Mausen zeigten eine gesteigerte Proliferation bei
perivascularen Verletzungen (Moroi et. al., 1998). Es ist weiterhin bekannt, dass eine
stark erhohte NO-Freisetzung, beruhend auf dem Aktionspotential als freies Radikal
(*NO), zu toxischen Effekten (Kroncke et. al.,, 2000) z.B. durch Bildung von
zytotoxischen Peroxynitriten (ONOO-) und Peroxynitrosaure (ONOOH) (Jude et. al.,
1999; Lee et. al., 2000) mit Superoxidanionen fuhren kann. In der vorliegenden Arbeit
konnte die bei dem Caseinhydrolysat C / P+T < 1 kD konzentrationsabhangige,
signifikant erhohte NO-Freisetzung in Zusammenhang mit der beobachteten
Inhibierung der HAOEC stehen. Das Sojahydrolysat S / P+T < 1 kD bewirkte zwar auch
eine erhohte NO-Freisetzung, hier konnte aber bereits ein direkter toxischer Effekt des
Hydrolysates in der Konzentration 2,5 mg / ml als ursachlich fur die Inhibierung der

Proliferation der HAOEC nachgewiesen werden.

Der cAMP / PKA-Signalweg ist in Endothelzellen (Leitman et. al., 1986) ein
bedeutender Inhibitor der mitogen-aktivierten MAPK-Kaskade und damit der
Zellproliferation. Fir cAMP-steigernde Substanzen sind in der Literatur viele die
Atherogenese beeinflussende Wirkungen beschrieben. Proliferationshemmende
Eigenschaften wurden fur Aorten-Endothelzellen bereits mehrfach nachgewiesen (Kim
et. al., 2002; Yin et. al., 2000), wahrend bei anderen Zellinien ein stimulierender Effekt
auf die Proliferation gezeigt werden konnte (D'Angelo et. al., 1997; Vossler et. al.,
1997; MacNicol & MacNicol, 1999). Eine Erhohung der intrazellularen cAMP-
Konzentration in bovinen Hirnkapillar-Endothelzellen inhibiert die VEGF- und bFGF-
induzierte Zellproliferation (D'Angelo et. al., 1997). Bereits die basale PKA-Aktivitat der
Zellen ist ausreichend, die Aktivierung Uber die RAF-1 / MAPK-Kaskade konstitutiv zu
unterdriicken. Nach Inkubation mit dem Sojahydrolysat S / P+T < 1 kD (0,05 mg / ml)
konnte in der vorliegenden Arbeit ein Anstieg der intrazellularen cAMP-Konzentration in
den HAOEC beobachtet werden. Da nur bei zwei Hydrolysaten der EinfluR auf die

cAMP-Konzentration gemessen wurde, kann nicht ausgeschlossen werden, dass auch
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andere getestete Hydrolysate in der Lage sind, die cAMP-Konzentration in den HAOEC

zu steigern und dadurch die beobachtete Inhibierung der Proliferation zu verursachen.

Starke antiproliferative und antiangiogene Eigenschaften werden auch fir ACE-
Inhibitoren beschrieben (Tschudi et. al., 1997; Ambrosioni et. al., 2001). Peptide mit
ACE-inhibitorischer Wirkung konnten bereits aus Kasein und Molke (FitzGerald &
Meisel, 2000; Pihlanto-Leppélda, 2001) aber auch aus verschiedenen anderen
pflanzlichen und tierischen Proteinen isoliert werden (Yamamoto et. al.,, 2003;
Yamamoto, 1997). Eine eventuelle unspezifische Inhibierung der Zelloberflachen-
Peptidase ACE durch Peptidsequenzen aus den getesteten Hydrolysaten kdnnte
ursachlich fur die in der vorliegenden Arbeit beobachtete Hemmung der

Endothelzellproliferation sein.

Die wissenschaftliche Bewertung der erhaltenen Ergebnisse ist schwierig, da die
Bedeutung der Proliferation von Endothelzellen fur die Atherogenese in der Literatur
sehr umestritten ist. Unter physiologischen Bedingungen befinden sich beim gesunden
Erwachsenen nur jeweils 0,01 % der Zellen in einer Zellteilung (Hobson & Denekamp,
1984). Eine gesteigerte vaskulare Proliferation wird daher in Zusammenhang mit der
Pathobiologie der Atherosklerose und anderen zelluldren Prozessen wie
Entziindungsreaktionen, Apoptose und Matrixveranderungen diskutiert.
Antiproliferative Therapien werden bei akuten und lokalisierten Gefasserkrankungen
wie Thrombosen und Gefallverletzungen als sinnvoll erachtet, bei der langsam und
diffus verlaufenden Atherosklerose scheint eine Indikation dagegen nicht gegeben.
Eine Langzeittherapie mit antiproliferativen Substanzen bei glatten Muskelzellen
konnte bei atherosklerotischen Lasionen durch Schwéachung der fibrésen Kappe zu

einem Anstieg von akuten Gefassrupturen fithren (Dzau et. al., 2002).

Bei der Burteilung der erhaltenen Ergebnisse muss auch berucksichtigt werden, dass
die Inhibierung der Proliferation der HAOEC in vitro aulRer bei C / P+T, Ch < 1 kD nur in
der jeweils hochsten getesteten Konzentration von 2,5 mg / ml beobachtet wurde. Es
ist daher unwahrscheinlich, dass in vivo im Blut so hohe Konzentrationen an bioaktiven
Peptidsequenzen aus Nahrungsproteinen erreicht werden, da viele potentielle
Barrieren zwischen gastrointestinalem Verdau, Absorption und Erreichen des
kardiovaskularen Systems lUberwunden werden missen (Vermeirssen et. al., 2004).
Auch wird die mittlere Halbwertszeit verschiedener Peptide im Blut mit nur
durchschnittlich 1 Minute angegeben, da sie von im Blut zirkulierenden Peptidasen
sehr schnell abgebaut werden (Gardner, 1984). Es sind bis heute noch keine in-vivo-

Studien veroffentlicht worden, in denen eine Beeinflussung der
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Endothelzellproliferation von Aortenzellen nach Zufuhr von Nahrungsprotein-

Hydrolysaten untersucht wurde.

4.1.2 Einfluss von Hydrolysaten auf die Freisetzung vasoaktiver

Substanzen

Die Freisetzung vasoaktiver Substanzen durch die Endothelschicht der Blutgeféasse ist
ein wichtiger Bestandteil der Regulierung von Permeabilitdt und Blutdruck. Die
wichtigsten bekannten Mediatoren sind Stickstoffmonoxid, Endotheline und

Eicosanoide wie Prostazyklin und sein Gegenspieler Thromboxan A..

4.1.2.1 Freisetzung von NO und ET-1

Stickstoffmonoxid (NO) und Endothelin-1 (ET-1) gelten als die wichtigsten von
Endothelzellen gebildeten Vasodilatatoren bzw. Vasokonstriktoren. NO hat neben
seiner Wirkung als Vasorelaxans auch einen inhibitorischen Einfluss auf die
Proliferation der glatten Muskelzellen, die Monozytenadhasion, die Expression von

Adhasionsmolekiilen und die Endothelin-Synthese.

4 der getesteten 10 Hydrolysate verursachten in der vorliegenden Arbeit an
unstimulierten HAOEC nach 24 h Inkubation eine signifikant erhéhte NO-Freisetzung.
Wahrend NO cGMP-gekoppelt in geringen Konzentrationen in TNFa-induzierten
HUVEC die Apoptose inhibiert, verstarkt es in hohen Konzentrationen, z.B. nach
Induzierung der iINOS, den TNFa-induzierten programmierten Zelltod (Shen et. al.,
1998; Moncada & Higgs, 1995). Sowohl fur NO (Nguyen et. al., 1992) als auch fir
Peroxynitrite (Epe et. al., 1996) wurden bereits direkte DNA-zerstérende Wirkungen
beschrieben. In Regionen mit atherosklerotischen Lasionen wird haufig ein veranderter
Endothelzellen-Turnover beobachtet, der auf eine erhbhte Apoptose von
Endothelzellen zurlckzufuhren sein kénnte (Caplan & Schwartz, 1973). Da die nach
Inkubation mit dem Hydrolysat S / P+T, Ch < 1 kD in der Konzentration 0,5 mg / ml
gemessene erhohte NO-Freisetzung in der gleichen GréRenordnung wie bei den 3
anderen Hydrolysaten liegt, bei denen sich in dieser Konzentration kein Einflu auf die
Proliferation der EC zeigte, ist ein Zusammenhang mit der signifikanten Verringerung
der Proliferation unwahrscheinlich, kann aber ohne weiterfihrende Untersuchungen

auch nicht sicher ausgeschlossen werden.

Die Induzierung der INOS kann als Ursache fur die erhdohte NO-Freisetzung
ausgeschlossen werden. In Ubereinstimmung mit Beobachtungen anderer Autoren

(Buttery et. al., 1996) konnte die mRNA der induzierbaren NO-Synthase auch nach
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Stimulierung mit TNFa in dieser Arbeit, ebenso wie bei HUVEC in Binion et. al. (1998)
und BAEC in Cho et. al. (2004), nicht nachgewiesen werden.

Fur die endotheliale NO-Synthase (eNOS) sind zahlreiche Mdbglichkeiten ihrer
zellularen Regulierung beschrieben, auf transkriptioneller Ebene z.B. Giber Scherstress,
(")strogene, Hypoxie, auf translationeller Ebene z.B. Uber LPS, VEGF und TNFa. TNFa
inhibiert NFkB-gekoppelt die eNOS-Promotoraktivitdt in BAEC (Anderson & Moore,
2004). In physiologischen Konzentrationen (0,1 ng / ml) wirkt es transkriptionell und
posttranskriptionell auf die eNOS-Genexpression und kann die Halbwertszeit der
eNOS von 48 auf bis zu 3 Stunden verringern (Michel et. al., 1993). Nach Applikation
von TNFa wurden durch Johnson et. al. (1994) eine verminderte NO-Konzentration in
bovinen pulmonalen Endothelzellen und in vivo durch Wang et. al. (1994) eine
endothelvermittelte verringerte Relaxation in Ratten beobachtet. Untersuchungen der
eNOS-mRNA-Expression oder der Stabilitat der mRNA nach Stimulierung mit TNFa im
Vergleich mit unstimulierten HAOEC wurden im Rahmen dieser Arbeit nicht
durchgefihrt. Die Hydrolysate C/ P+T <1 kD und S/ P+T < 1 kD bewirkten aber in der
Konzentration 0,5 mg / ml bei TNFa-stimulierten HAOEC eine héhere relative NO-

Freisetzung gegeniiber der Kontrolle als bei unstimulierten Zellen.

In Klinischen Studien wird bei Atherosklerose oft eine verschlechterte NO-Freisetzung
(Husain et. al., 1998), aber eine unveranderte Konzentration von 2,3-dinor PGF-1a im
Urin (FitzGerald et. al., 1984) beobachtet. Studien an scherstressinduzierten HUVEC
(Osanai et. al., 2000) lassen auf einen Crosstalk zwischen NO und PG, schliessen. So
verursachte die verminderte Freisetzung von NO durch Inhibitoren der NO-Synthasen
bzw. Guanylatzyklasen eine cGMP-gekoppelte vermehrte Bildung von PGl,. Das PGl,-
Analog Beraprost ist in der Lage, CcAMP-gekoppelt transkriptionell und
posttranskriptionell die Expression der eNOS zu steigern (Niwano et. al., 2003). Sehr
hohe Konzentrationen von NO, wie sie nach Expression der iNOS freigesetzt werden
kénnen, verursachten an PAEC (Takeuchi et. al., 2004) eine cGMP-unabhéangige,
verminderte intrazelluldare Kalziumkonzentration, infolge dessen eine reduzierte PGl,-
Synthese und ein verringerte eNOS-Expression und -aktivitdt beobachtet wurden. Ein
madglicher Zusammenhang zwischen der fur das Caseinhydrolysat C / P+T < 1 kD an
unstimulierten HAOEC gemessenen erhtéhten NO-Freisetzung und der verminderten
Prostazyklinsynthese kann deshalb ohne weiterfihrende Untersuchungen nicht

ausgeschlossen werden.

Die posttranslationale Aktivierung der eNOS, z.B uber Protein-Protein-Bindungen mit

Calmodulin und Hsp 90, oder uber die Verfugbarkeit ihres Substrates Arginin
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(Ogonowski et. al., 2000), bzw. des bendtigten Co-Faktors BH4 (Tetrahydrobiopterin)
(Govers & Rabelink, 2001) kann ebenfalls zu einer verédnderten NO-Freisetzung
fuhren. In grof3en Arteriolen lasst sich die Aktivierung der eNOS anhand ihrer
Translokation in die zytosolische Fraktion erkennen. Bei in vivo-Studien an Hamstern
ist die eNOS in Arteriolen und Venen zu 67 % membrangebunden (Venema et. al.,
1997). In vitro, in kultivierten Endothelzellen, waren 85 — 90 % des Enzymes in
mikrosomalen Fraktionen durch Bindung an Caveolin inaktiviert (Figueroa et. al.,
2001). Ob die getesteten Hydrolysate in der Lage sind, die Aktivitat der eNOS als
Ursache flr die erhéhte NO-Freisetzung Uber eine Beeinflussung der intrazellularen
Kalzium-Konzentration oder eine Freisetzung der membrangebundenen eNOS aus

Caveolen zu bewirken, musste in weiterfiihrenden Studien getestet werden.

Die Aktivierung der eNOS erfolgt u.a. auch nach Stimulierung mit ET-1 und Bradykinin
Uber Aktivierung der Phospholipase C, gekoppelt mit einer erhéhten Freisetzung von
Inositol-1,4,5-Triphosphat und einer erhéhten intrazelluldaren Ca?*-Konzentration. Der
dadurch vermehrt gebildete Ca®'-Calmodulin-Komplex interagiert mit der eNOS-
Bindungsstelle, was zu einer gesteigerten Aktivitdt des Enzymes fuhrt (Marrero et. al.,
1999). Ringseis konnte bereits zeigen, dass synthetische Di- und Tripeptide aus Soja
und Casein die NO- und die Endothelinfreisetzung von HAOEC beeinflussen (Ringseis
et. al., 2005). Endothelin-1 als starker Vasokonstriktor bewirkt einerseits Uber den ET—
Rezeptor der glatten Muskelzellen eine Kontraktion der glatten Muskelzellen.
Andererseits bewirkt es Uber den ETg-Rezeptor der Endothelzellen als Feedback-
Mechanismus eine gesteigerte PKB / Akt — Phosphorylierung mit anschliessender
Phosphorylierung der eNOS und daraus resultierender Bildung von NO durch die
Endothelzellen. Diese wird Uber die By-Untereinheit des ETg-Rezeptors vermittelt (Liu
et. al., 2003). In neueren Studien (Eva et. al., 2006; Scheiner-Bobis et. al., 2006) wird
dieser Feedback-Mechanismus auch durch Stimulierung der Natrium-Pumpe (Na* / K*
- ATPase) durch das Herzsteroid Ouabain (Inhibitor der Natrium-Pumpe) in niedrigen
Konzentrationen ausgeldst, dieser ist aber ETg-Rezeptor—unabhéngig. Nach Inkubation
mit den 10 Hydrolysaten konnte jedoch keine Veranderung der ET-1 — Bildung
gemessen werden. Somit kann in der vorliegenden Arbeit bei unstimulierten Zellen
eine Beeinflussung der NO-Synthese durch ET-1 als Ursache fur die erhdhte NO-

Freisetzung ausgeschlossen werden.

Eine weitere mogliche Ursache fir die erhohte Freisetzung von NO kdnnten
Peptidsequenzen mit ACE-inhibitorischer Wirkung sein, die dber Bradykinin eine
Aktivierung der endothelialen NO-Synthase bewirken (Govers & Rabelink, 2001;
Takeuchi et. al., 2004). Peptide mit ACE-inhibitorischer Wirkung konnten aus Casein
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und Molke (FitzGerald & Meisel, 2000; Pihlanto-Leppéald, 2001) aber auch aus
verschiedenen anderen pflanzlichen und tierischen Proteinen isoliert werden
(Yamamoto et. al, 2003; Yamamoto, 1997). Da die verwendeten
Hydrolysatkonzentrationen (einzelne Peptidsequenzen) in den ACE ICs-Wert
(Konzentrationsbereiche von 2 pM fir potente ACE-Inhibitoren wie lle-Pro-Pro und Val-
Ala-Pro bis zu 1mM fir weniger potente ACE-Inhibitoren) (FitzGerald et. al., 2004)
fallen, wurden die Hydrolysate C / P+T < 1 kD und S / P+T < 1 kD auf eine
Beeinflussung der Oberflaichenpeptidase ACE hin untersucht. Eine Veranderung der
ACE-Aktivitat der HAOEC durch Inkubation mit Hydrolysaten konnte nicht
nachgewiesen werden, so dass ein Einfluss des Renin-Angiotensin-Systems auf die in

den Untersuchungen erhaltenen Ergebnisse ausgeschlossen werden kann.

Die durch Inkubation mit den Hydrolysaten beobachtete erhdhte Freisetzung des
vasodilatorischen NO kann als eher antiatherogen eingestuft werden. Ein wichtiger
Faktor dafir ist, dass die Bildung von NO nicht Uber eine Induzierung der iNOS erfolgt,
deren Expression Uberwiegend auf Bereiche mit atherosklerotischen Veranderungen
beschrankt ist (Buttery et. al., 1996). Dagegen konnte durch Inkubation mit dem
Sojahydrolysat S / P+T < 1 kD die Expression der eNOS-mRNA bei unstimulierten
HAOEC tendenziell und bei TNFa-stimulierten HAOEC signifikant gesteigert werden.
Auf die Expression des Vasokonstriktors ET-1 hatten die Hydrolysate bei
unstimulierten Endothelzellen keinen Einfluss. Das bedeutet, dass es zu einer
Verschiebung des Verhéaltnisses NO : ET-1 zugunsten des Vasodilators NO kommt.
Ebenfalls positiv zu werten ist, dass die NO-Freisetzung auch bei TNFa-induzierten
HAOEC erhdht werden konnte, da bei atherosklerotischen Prozessen die NO-
Freisetzung durch die eNOS meist verschlechtert ist (Husain et. al., 1998). Eine
Bestimmung der ET-1 Freisetzung bei TNFa-stimulierten HAOEC wére nétig, um das

erhaltene Ergebnis besser beurteilen zu kénnen.

4.1.2.2 Freisetzung von PGl , und TXA,

Die wichtigsten Eicosanoide fiir die Kontrolle der Hamostase und des Blutflusses durch
Beeinflussung von Blutplattchen und der Funktion der glatten Muskelzellen sind
Prostazyklin (PGl,) und Thromboxan A, (TXA,) (Wise et. al., 2002). PGI, bewirkt Uber
G; -proteingekoppelte Prostazyklinrezeptoren der Blutplattchen eine cAMP / PKA-
gekoppelte Inaktivierung und dadurch verminderte Anheftung der Blutplattchen. Dies
zeigen auch Studien an PGl,-Rezeptor-Knockout-Méausen, die eine hdhere Anfalligkeit
fur die Entwicklung von Thrombosen aufweisen (Moncada, 1982; Kobayashi et. al.,

2004). In-vitro und in-vivo-Studien lassen darauf schliessen, dass die COX-1 in
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gesundem Aortengewebe im Gegensatz zur COX-2 die grofRere funktionelle
Beteiligung an der Synthese von PGI, und TXA; hat (Byrne et. al., 2003; Kawka et. al.,
2007).

In der vorliegenden Arbeit inhibierten 3 Caseinhydrolysate an unstimulierten HAOEC
die Freisetzung von 6-keto-PGF1la um durchschnittlich ca. 50 %. Nach Inkubation mit
dem Caseinhydrolysat C / P+T < 1 kD wurde neben der verminderten Freisetzung von
PGI, bei weiterfihrenden Untersuchungen eine zumindest tendenziell verringerte
Konzentration der COX-1-mRNA gemessen. Die getesteten Sojahydrolysate hatten
dagegen keinen Effekt. Auch das akute-Phase-Protein CRP, ein unspezifischer
Entzindungsmarker, vermindert in HAECs die Freisetzung von PGl,, bei unstimulierten
Zellen um 48 % und bei stimulierten Zellen um 26 % (Venugopal et. al., 2003). CRP
wird durch eine Vielzahl von Studien heute als proatherogene Substanz angesehen
(Yeh & Willerson, 2003; Tomai et. al., 2001; Cleland et. al., 2000). Es induziert
zusatzlich die INOS und tragt so zur Bildung von zellschadigenden Peroxynitriten bei
(Zou et. al., 1999; Schmidt et. al., 2003).

In humanen Endothelzellen wird TXA, auch Uber die COX-1 gebildet. Die Freisetzung
von TXA, wurde an unstimulierten EC durch keines der Hydrolysate beeinflusst. Da die
Relation von PGl zu TXA; ein kritischer Faktor bei der Regulierung des Blutdrucks und
der Inhibierung von Thrombosen ist, muss die verminderte Freisetzung von PGI, nach

Inkubation mit den Casein-Hydrolysaten als proatherogen eingestuft werden.

Die COX-2 konnte von Caughey et. al., (2001) in gesundem Arterien- und Venen-
Gewebe ebenso wie in Dual-Immunofluoreszenzstudien von Kawka et. al. (2007) an
unstimulierten humanen Aortenzellen nicht nachgewiesen werden. PGl,-Synthase und
COX-1 wurden hingegen in Endothelschicht und Intima coexprimiert. Im Gegensatz zu
diesen Ergebnissen konnte in der vorliegenden Arbeit die COX-2-mRNA auch an
unstimulierten Zellen nachgewiesen werden. Grossere Mengen PGIl, und PGE2
werden vornehmlich nach Induzierung der COX-2 gebildet, wahrend die TXA,-
Konzentration nur wenig erhéht wird (Caughey et. al., 2001). Die COX-2 mRNA war
nach 24h Inkubation mit dem Sojahydrolysat S / P+T < 1 kD in der Konzentration 0,05
mg / ml signifikant erhoht, die Freisetzung von PGIl, blieb aber unverandert. Xie et. al.
(1994) konnten in Serumstudien von Mausen zeigen, dass das cAMP-response-
element in der Promotorregion der COX-2 kritisch ist fur dessen Regulierung. Auch
wurde eine Beteiligung des cAMP-response-elements nach Aktivierung des MAPK-
Weges durch Herschman et. al. (1997) nachgewiesen. Die durch das Sojahydrolysat S
| P+T < 1 kD in der Konzentration 0,05 mg / ml ebenfalls signifikant erhéhte cAMP-
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Konzentration konnte demnach eventuell in Zusammenhang mit der erhéhten COX-2
MRNA stehen.

Bei TNFa -stimulierten HAOEC wurden die Konzentrationen der mRNA der COX-1 und
der COX-2, nicht jedoch die Bildung und Freisetzung von Eicosanoiden untersucht. Die
MRNA-Konzentration der COX-1 bei TNFa -stimulierten Zellen war nach Inkubation mit
dem Caseinhydrolysat C / P+T < 1 kD in der Konzentration 0,5 mg / ml signifikant
erniedrigt. Das Sojahydrolysat S / P+T < 1 kD bewirkte dagegen

konzentrationsabhangig eine signifikant verminderte mMRNA-Konzentration der COX-2.

Erhdhte Konzentrationen von TXA, konnen bei verschiedenen Thrombosen und
Gefasskrankheiten nachgewiesen werden (Ogletree, 1987). Ashton et. al. (2003)
konnten zeigen, dass TXA, die Bildung von Adhasionsmolekilen und damit die
Umwandlung der endothelialen Oberflache in ein vor-thrombotisches Stadium
induziert. Eine Inhibierung der TXA,-Rezeptoren mit dem Antagonisten S 18886
reduziert diese agonisten-induzierte Expression der ICAM-1 und die Adhasion von
mononuklearen Zellen. Vergleichbare Ergebnisse fanden wir bei TNFa-stimulierten
HAOEC nach Inkubation mit C / P+T < 1 kD. Neben der Inhibierung der COX-1-mRNA
konnten wir eine signifikant verminderte ICAM-1-mRNA-Konzentration, eine signifikant
verminderte Monozytenadhasion und zusétzlich eine signifikant verringerte Expression
der VCAM-1 nachweisen. Die Inhibierung der COX-1-Aktivitat mit ASA fuhrt bei IL-
lbeta-stimulierten Zellen zu einer verminderten TXA,-Synthese (Caughey et. al.,
2001). Ob die verminderte mRNA-Expression der COX-1 in Zusammenhang mit den
erhaltenen Ergebnissen steht oder die TXA, - Freisetzung beeinflusst hat, misste in
weiterfihrenden Untersuchungen gepriift werden. In vivo ist aber davon auszugehen,
dass bei entziindlichen Prozessen TXA, Uberwiegend Uber aktivierte Blutplattchen oder
geschadigte Gefasswande freigesetzt wird (Cayatte et. al., 2000). In Blutplattchen wird
TXA, ausschlielich durch die COX-1 gebildet (Needleman et. al., 1976), eine
Inhibierung der COX-1 fuhrt daher zu einer langerfristigen Inhibierung der TXA,—
Synthese, da keine de novo-Synthese stattfindet (Jaffe & Weksler, 1979).
Weiterfuhrende Untersuchungen koénnten zeigen, ob das Caseinhydrolysat C / P+T < 1
kD auch die COX-1 mRNA-Synthese in Blutplattchen beeinflussen kann.

Die COX-2 wird in atherosklerotischen Lasionen stark exprimiert (Bishop-Bailey et. al.,
1997; Belton et. al., 2000; Schonbeck et. al., 1999). Es sind auf dem COX-2-Promotor
verschiedene transkriptionelle Regulationselemente bekannt, u.a. NF-kB. Dieser

vermittelt die Induktion der COX-2 als Antwort auf Zytokine und freie Radikale
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(Adderley & FitzGerald, 1999; Schmedtje et. al., 1997). Das Sojahydrolysat S/ P+T <1
kD verursachte konzentrationsabhdngig eine signifikante Verringerung der COX-2-
MRNA an TNFa-stimulierten HAOEC. Ein inhibitorischer Einflu3 auf die Translokation
von NF-kB kann aber als Ursache fur die verringerte COX-2-mRNA-Expression
ausgeschlossen werden. Nach Inhibierung der COX-2 an IL-1beta-stimulierten HUVEC
analysierten Caughey et. al. (2001) einen 90 %igen Rickgang der Eicosanoide PGl,
und PGE2. Wahrend geringe PGIl,—Konzentrationen eine Inaktivierung von
Blutplattchen Uber Stimulierung der IP-Rezeptoren bewirken, verursachen hohe PGI, —
Konzentrationen Uber die EP3-Rezeptoren der Blutplatichen eine Inhibierung der
Adenylatzyklase, was zu einer Wiederherstellung der Plattchenaktivitat fuhrt (Wise et.
al., 2002). Nach Inkubation mit dem Sojahydrolysat S / P+T < 1 kD konnte aber im
Gegensatz zu dem Caseinhydrolysat kein Einfluss auf die Monozytenadhésion von
TNFa-inkubierten HAOEC festgestellt werden. Das kdnnte bedeuten, dass weder die
erhdohte NO-Freisetzung cGMP-gekoppelt noch eine eventuell veranderte PGIl, —
Freisetzung cAMP-gekoppelt die Aktivitat von Blutplattchen beeinflussen.
Weiterfihrende Studien, z.B. die Bestimmung der Freisetzung von Eicosanoiden an
TNFa-stimulierten HAOEC und die Proteinexpression von COX-1 und COX-2 kdnnten
Hinweise Uber die zugrundeliegenden Zusammenhénge und Wirkmechanismen geben
und helfen, das erhaltene Ergebnis zu werten. Es ist bekannt, dass klinisch bei Arthritis
und anderen Schmerzsymptomen eingesetzte selektive Inhibitoren der COX-2
(COXIBs) laut neueren Studien zunehmend unter Verdacht stehen, ein erhodhtes
Thromboserisiko auszulsen (Steffel et. al., 2005). Einen unginstigen Einfluss auf das
vermehrte Auftreten von Herzinfarkten zeigt in diesem Zusammenhang eine Studie an
Patienten mit rheumatoider Arthritis, die mit COX-2-Hemmern behandelt wurden
(Bombardier et. al., 2000). Da nach Inkubation mit dem Sojahydrolysat S / P+T < 1 kD
neben der verringerten COX-2 mRNA-Konzentration auch eine verringerte Expression
des VCAM-1, eine erhdhte NO-Freisetzung und eine signifikant erhthte mRNA-
Expression der eNOS verursacht wurden, kann man trotzdem schlussfolgern, dass bei
kultivierten HAOEC ein antiatherogener Status erreicht wird. Zudem werden
nichtsteroidale Cyclooxygenase-Inhibitoren (NSAIDs), die die Expression der COX-2
vermindern, in Zusammenhang mit der verminderten Entwicklung von Darmpolypen als
anticancerogen betrachtet, da die COX-2 bei vielen humanen Krebsarten wie Darm-
und Brustkrebs Uberexprimiert wird (Ruegg et. al., 2004). Ein hemmender Einflu} von
Sojaproteinisolaten auf die Bildung von Darmtumoren konnte in einer in vivo-Studie an

Ratten bereits nachgewiesen werden (Linz et. al., 2004).

59



4 Diskussion

Wie erstmals gezeigt werden konnte, kann die Freisetzung vasoaktiver Substanzen
von humanen Endothelzellen der Aorta durch Inkubation mit Hydrolysaten aus Casein
und Sojaprotein beeinflusst werden. Bei unstimulierten HAoEC wurden bei 4
Hydrolysaten (2 Soja und 2 Casein) signifikant erhohte NO-Konzentrationen und bei 3
Caseinhydrolysaten eine um ca. 50 % verminderte Freisetzung von PGl,
nachgewiesen. Die Konzentrationen der Vasokonstriktoren ET-1 und TXA, blieben
unverandert. Fur die beiden getesteten Hydrolysate C/P+T <1 kD und S/ P+T <1 kD
konnte durch molekularbiologische Untersuchungen auch ein Einflul? auf die mRNA-
Expressionen der theoretisch beteiligten Enzyme gezeigt werden. Bei unstimulierten
HAOEC konnte nur eine signifikant erhdhte mRNA-Konzentration der COX-2 nach
Inkubation mit dem Sojahydrolysat nachgewiesen werden. Bei TNFa-stimulierten
HAoEC wurde von den vasoaktiven Substanzen nur die Freisetzung von NO
untersucht. Die beiden getesteten Hydrolysate C / P+T < 1 kD und S/ P+T < 1 kD
verursachten beide eine konzentrationsabhangig signifikant erhéhte NO-Freisetzung,
die bezogen auf die Kontrolle noch héher war als bei unstimulierten HAoOEC. Auf
MRNA-Ebene verursachte das Caseinhydrolysat eine verminderte mRNA-
Konzentration der COX-1 in der Konzentration 0,5 mg / ml und das Sojahydrolysat
konzentrationsabhangig eine verminderte mRNA-Expression der COX-2 und eine
gesteigerte mRNA-Konzentration der eNOS in der Konzentration 0,5 mg / ml. Die
induzierbare NO-Synthase INOS konnte bei den HAOEC nicht nachgewiesen werden.
Die durch die Caseinhydrolysate verursachte ungtinstige Verschiebung des PGI, :
TXA,-Verhaltnisses muss als proatherogen eingestuft werden. Die aus
antiatherosklerotischer Sicht positive Beeinflussung der eNOS- und der COX-2-mRNA-
Konzentrationen durch das Sojahydrolysat konnen als vasodilatatorisch und
antiinflammatorisch  eingeschatzt werden und favorisieren damit einen eher
antiatherogenen Status. Ein Vergleich der in Abhangigkeit von der Proteinquelle
teilweise sehr unterschiedlichen Ergebnisse bei der Freisetzung vasoaktiver
Substanzen und ihrer zugrundeliegenden Mechanismen deutet deshalb darauf hin,
dass das Sojahydrolysat ein geringeres atherogenes Potential hat, als das

Caseinhydrolysat.
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4.1.3 Einflussvon C/P+T<1kDund S/P+T <1k D aufdie Bildung von

second messengern

Far die Untersuchung des Einflusses von Hydrolysaten auf funktionelle Parameter der
Endothelfunktion wurde als weiteres Kriterium die intrazellulare Bildung der ubiquitéren
second messenger cGMP und cAMP gewahlt. cGMP moduliert eine Vielzahl von
physiologischen Prozessen, u.a. die Relaxation glatter Muskelzellen, die Aggregation
von Blutplattchen und die Freisetzung von Neurotransmittern ins Gehirn (Moncada et.
al., 1991; Garthwaite & Boulton, 1995).

Bei unstimulierten HAOEC war nur das Sojahydrolysat S / P+T < 1 kD in der
niedrigeren Konzentration in der Lage, die intrazellulare Bildung von cGMP signifikant
zu erhdhen. Dieser Anstieg kdonnte sowohl durch eine unspezifische Bindung von
Peptidstrukturen mit Aktivierung der membranstandigen Guanylatzyklase verursacht
worden, als auch mit der gemessenen erhdhten Freisetzung von NO assoziiert sein.
Das atriale natriuretische Peptid (ANP) nutzt den Signallbertragungsweg uber die
Aktivierung der membranstandigen Guanylatzyklase unter Freisetzung von cGMP und
Aktivierung der cGMP-abhangigen Protein-Kinase (Yamahara et. al., 2003). ANPs
inhibieren in unphysiologisch hohen Konzentrationen die Proliferation und Migration
von Endothelzellen, in physiologischen Konzentrationen unterdriicken sie die Bildung
reaktiver Sauerstoffspezies in entziindeten Zellen und Blutgefdssen und hemmen das
Wachstum von glatten Muskelzellen. Strukturelle Ahnlichkeiten von Peptidsequenzen

der getesteten Hydrolysate mit ANPs kénnen nicht ausgeschlossen werden.

Die erhohte Freisetzung von NO verursacht in Endothelzellen eine Aktivierung der
zytosolischen Guanylatzyklase mit Bildung von cGMP und anschliessender Aktivierung
der Proteinkinase C. Bereits nach 10-minitiger Inkubation von HUVEC mit NO-
Donoren konnte eine vierfach erhohte intrazellulare cGMP-Konzentration durch
Shiraishi et. al. (2003) gemessen werden. Goetz et. al., (1999) untersuchten die
Translokation der inaktiv membrangebundenen eNOS ins Zytosol nach Inkubation mit
3-Estradiol. Nach 5 min waren nur noch 35 % der basalen eNOS membrangebunden.
Da die cGMP-Messung in der vorliegenden Arbeit bereits nach 30 min Inkubation mit
den Hydrolysaten erfolgte und nur bei dem Sojahydrolysat S / P+T < 1 kD in der
niedrigeren Konzentration eine geringe Konzentrationserh6hung messbar war, kann
man davon ausgehen, dass die gesteigerte NO-Freisetzung nicht durch eine schnelle

Aktivierung der eNOS verursacht wird, sondern die NO-Freisetzung zeitlich verzogert
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eintritt und damit im Zusammenhang mit der zumindest fir das Sojahydrolysat S / P+T

< 1 kD tendenziell erhohten mRNA-Expression der eNOS stehen kdnnte.

Das als Positivkontrolle eingesetzte BAY 41-2272 ist ein direkter Aktivator der
zytosolischen Guanylatzyklase (Wen et. al., 2004; Mullershausen et. al., 2004), es
verursachte jedoch in der in Anlehnung an Mullershausen et. al. (2004) gewahlten
Konzentration (10 pM) keinen signifikanten Anstieg der cGMP-Konzentration in den
HAOEC. Mdgliche Ursachen fir die vergleichsweise niedrigen in den Endothelzellen
gemessenen cGMP-Konzentrationen konnten ein geringer Guanylatzyklase-Gehalt in
der Zellinie oder das Vorliegen des Enzyms in einer nicht aktivierbaren Form (Bennett
et. al., 1989) sein. Sie konnten in BAEC und BASMC, ebenso wie GroRRer (2002) bei
den Endothelzelllinien CPAE und EA.hy 926, keine signifikante Akkumulation von
cGMP nachweisen. Auch eine zellkulturbedingte Funktionseinschrankung bzw.
verminderte Expression der Guanylatzyklasen konnte die geringen cGMP-

Konzentrationen verursachen (Papapetropoulos et. al., 1996).

cAMP wird durch Adenylatcyclasen nach Aktivierung z.B. Uber beta-adrenerge
Rezeptoren oder G-Protein-Untereinheiten (Gsa) gebildet (Tesmer et. al., 1997). Das
Diterpen Forskolin bindet direkt an die katalytische Untereinheit der Adenylatzyklase
und aktiviert diese. In der vorliegenden Arbeit wurde in Ubereinstimmung mit der
Literatur nach Inkubation mit Forskolin (Birukova et. al., 2004; Kim et. al., 2000) und
dem Phosphodiesterasehemmer IBMX eine Verzehnfachung der intrazellularen cAMP-
Konzentration in den Endothelzellen gemessen. Nach Inkubation mit dem
Sojahydrolysat S / P+T < 1 kD war in der niedrigeren Konzentration die Bildung von
intrazellularem cAMP signifikant und in der hoheren Konzentration zumindest

tendenziell erhoht.

Mehrere Arbeiten zeigen den Einfluss von cAMP-steigernden Substanzen auf die
zytokinstimulierte Bildung von Adhasionsmolekilen. So hemmt Forskolin in humanen
Nabelschnur-Endothelzellen PKA-abhéngig die IL-1beta-induzierte Expression von E-
Selektin und VCAM-1, verstarkt aber die ICAM-1-Expression (Ghersa et. al., 1994).
Rahman et. al. (2004) konnten zeigen, dass eine erhdhte Konzentration von cAMP zu
einer Inhibierung der ICAM-1-Expression Uber Hemmung der p38-MAPK bei Thrombin-
stimulierten HUVEC fuhrt. Auch die NF-kB -vermittelte Expression von TNFa, Tissue-
Faktor und E-Selektin wird durch cAMP-steigernde Substanzen in HUVEC gehemmt
(Ollivier et. al.,, 1996). Eine signifikant verminderte Proteinexpression der
Adhéasionsmolekiile ICAM-1 und VCAM-1 an unstimulierten Endothelzellen wurde auch

nach Inkubation mit dem Sojahydrolysat S / P+T < 1 kD in der Konzentration 0,05 mg /
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ml nachgewiesen. Hier konnte demnach ein Zusammenhang mit der signifikant

erhéhten Konzentration von cAMP bestehen.

Niwano et. al. (2003) konnten zeigen, dass nach Aktivierung des PGl,-Rezeptors durch
das Prostazyklinanalog Beraprost ein Anstieg der intrazellularen cAMP-Konzentration
mit einer erh6hten Stabilitat der eNOS-mRNA in vivo und in vitro einhergeht. Im
Zellkulturmedium von BAECs konnte er eine erhdhte Nitratfreisetzung messen. Ob die
Stabilitdt der eNOS-mRNA bei unstimulierten HAOEC durch Inkubation mit den
Hydrolysaten beeinflusst wird, sollte in weiterflihrenden Untersuchungen geprift
werden. Auch Genistein erhéht cAMP-gekoppelt Gber das CRE-Bindungselement der
eNOS deren Expression (Liu et. al., 2005).

Forskolin, aber auch cAMP-Donoren und Agonisten von B-adrenergen Rezeptoren
verursachen vermutlich eine héhere cAMP-Bildung als das Sojahydrolysat S/ P+T < 1
kD (38 %). Eine ebenfalls nur leichte Erh6hung von endothelialem cAMP Uber 5 bis 50
min durch TNFa wurde in HUVEC gemessen (Pober et. al.,, 1993). TNFa induzierte
dabei die Bildung von PGE und PGl,, was in den Zielzellen eine Erhéhung von cAMP
bewirkte. Diese erhthte Konzentration war aber nicht ausreichend, um die gleichen
durch Forskolin und IBMX ausgeldsten inhibierenden Effekte auf die Expression der
Adhéasionsmolekille E-Selektin und VCAM-1 zu verursachen. In pulmonalen
Aortenendothelzellen bewirkte die thrombininduzierte Aktivierung der Kalziumdepots
eine um 30-50 % verminderte cAMP / PKA-Aktivitdt durch die kalziumsensitive AC6
(Stevens et. al, 1999), es blieb aber ungeklart, ob diese Reduzierung des
intrazellularen cAMP ausreicht, die Kalzium-regulierte Permeabilitdt der Zellen zu

erhéhen.

Es gibt Hinweise in der Literatur, dass die Wirkung des ubiquitaren second
messengers cCAMP davon abhangig ist, ob ein fllichtiger, starker oder ein niedrigerer,
aber andauernder Konzentrationsanstieg vorliegt (Ruegg et. al., 2004). Dafiir waren
Verlaufsmessungen ohne Vorinkubation mit PDE-Hemmern geeignet. Von Bedeutung
scheint auch die Passagezahl der HAoOEC zu sein, da (ber die im Versuch
verwendeten Passagen 3-5 ein Rickgang der cAMP-Konzentration beobachtet wurde.
Es wurde bereits nachgewiesen, dass sowohl die Expression der Adenylatzyklase
(Niwano et. al., 2003), als auch der Guanylatzyklase (Papapetropoulos et. al., 1996)
bei kultivierten Zellen mit zunehmender Passagezahl nachldasst. Es ist aber
wahrscheinlich, dass Primarzellen in vivo eine héhere AC- und GC-Expression zeigen
als kultivierte Endothelzellen. Ob die in der vorliegenden Arbeit gemessene Zunahme

der intrazellularen cAMP-Konzentration nach Inkubation mit dem Sojahydrolysat S /
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P+T < 1 kD ausreichend ist, in der Literatur beschriebene Effekte auszulésen, misste
in weiterflhrenden Untersuchungen getestet werden. Von Interesse waren
insbesondere Untersuchungen zur Beeinflussung der Permeabilitdit von HAOEC, da
viele Studien einen positiven Einfluss von cAMP-steigernden Substanzen auf die
Stabilitat der Barrierefunktion von Endothelzellen zeigen (Bindewald et. al., 2004;
Birukova et. al., 2007; Cioffi et. al., 2002; Klingenberg et. al., 2004; Kooistra et. al.,
2005; Stelzner et. al., 1989 und Moore et. al., 1998).

Bei TNFa-stimulierten HAOEC wurde in der vorliegenden Arbeit eine etwa 7fach hohere
cAMP-Konzentration als in unstimulierten Zellen gemessen. Shiiki et. al. (1990)
beobachtete an Krebszellen ebenfalls nach Inkubation mit TNFa eine signifikante
Erhéhung des cAMP-Spiegels. Es ist bekannt, dass sowohl TNFa- (Yuan, 1997) als
auch cAMP / PKA-vermittelt (Kim et. al., 2002) in Endothelzellen Apoptose induziert
werden kann, jedoch gibt es zum jetzigen Zeitpunkt keinen Hinweis in der Literatur,
dass die TNFa-induzierte Apoptose durch cAMP vermittelt wird. Eine wichtige Rolle far
cAMP bei der NO-induzierten Bewahrung der endothelialen Schutzfunktion gegeniber
TNFa konnte von Polte & Schroder (1998) in Endothelzellen nachgewiesen werden.
Die dabei beobachtete erhdohte cAMP-Konzentration kdnnte zu einer vermehrten
Bildung von antioxidativen Proteinen oder einer Reduzierung von zytotoxischen
Prozessen fiihren, was die Wiederherstellung der endothelialen Schutzfunktion
bewirken konnte. Auch bei mit Wasserstoffperoxid inkubierten PAEC konnte die
endotheliale Schutzfunktion durch Inkubation mit NO-Donoren cAMP-vermittelt wieder
hergestellt werden (Gupta et. al.,, 2001). Ein Zusammenhang mit der erho6hten
Freisetzung von NO nach Inkubation mit den Hydrolysaten in der vorliegenden Arbeit
ware zwar theoretisch madglich, es wirde aber nicht die erhéhte cAMP-Bildung der nur
mit TNFa stimulierten Kontrolle erklaren. Wang et. al. (2001) konnten zeigen, dass die
Inkubation von HUVEC mit TNFa zu einem rapiden Konzentrationsanstieg von Ca®*
fuhrt. Eine gemeinsame Regulierung von Prozessen durch die second messenger
cAMP und Ca?* ist bereits mehrfach beschrieben worden (Cioffi et. al., 2002; Rogue et.
al., 1998; Sharma & Kalra, 1994). So ist fUr eine Zellaktivierung ein voribergehender
Anstieg von Ca?" als auch von cAMP erforderlich (Kakkar et. al., 1999). Denkbar wére
auch eine Art feedback-Mechanismus nach Inkubation mit TNFa, um die Erhaltung der

endothelialen Funktionen zu gewahrleisten.

Im Gegensatz zu unseren Ergebnissen verursachte die Inkubation mit TNFa bei
HUVEC keinen (Bernot et. al., 2005) bzw. nur einen leichten Anstieg (Pober et. al.,
1993) des basalen intrazellularen cAMP. Das lasst darauf schliessen, dass
zellinienspezifisch Unterschiede in der Regulierung von intrazellularem cAMP
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bestehen. Die getesteten Hydrolysate S / P+T < 1 kD und C / P+T < 1 kD hatten in

TNFa-aktivierten HAOEC keinen Einfluss auf die intrazellulare cAMP-Konzentration.

Es konnte erstmals gezeigt werden, dass ein Sojaprotein-Hydrolysat die Bildung von
second messengern in humanen Endothelzellen der Aorta beeinflussen kann. So
verursachte das Sojahydrolysat S / P+T < 1 kD in der niedrigeren getesteten
Konzentration von 0,05 mg / ml einen signifikanten Anstieg der cGMP- und der cAMP-
Konzentration. Das Caseinhydrolysat C / P+T < 1 kD hatte keinen Einflu3 auf die
Bildung der untersuchten second messenger. Prozesse, die in vaskularen
Endothelzellen zumeist G-Protein-gekoppelt mit einer Erhéhung von cGMP und cAMP
einhergehen, I6sen in Blutgefalien Uberwiegend antiinflammatorische,
antithrombotische und vasorelaxante Effekte aus. Deshalb kann auch diese Wirkung

des Sojahydrolysates als antiatherogen gewertet werden.

4.1.4 Adhasionsmolekile, Monozytenadhasion und NF- kB

Im Zusammenhang mit inflammatorischen Prozessen wird in den BlutgeféaRen auch
eine vermehrte Bildung von Adh&sionsmolekiilen beobachtet. Entziindungsmediatoren
wie TNFa (Mukherjee et. al., 2003), aber auch IL-1 und IL-4 (Raines & Ross, 1996)
stimulieren die Bildung von endothelialen Adhé&sionsmolekilen (ber verschiedene
Transkriptionsfaktoren, insbesondere NF-kB (Collins et. al., 1995; Read et. al., 1997).
Nach Stimulation mit TNFa wird an Endothelzellen eine erh6hte Monozyten-Adhésion
und nach 6-stiindiger Inkubation eine vermehrte Expression von ICAM-1 und VCAM-1
beobachtet (Dwivedi et. al., 2001). Innerhalb von 15 min kommt es zu einer kompletten
TNFa-induzierten Degradierung des NF-kB-Inhibitors Ik-Ba. Dieser Effekt von TNFa
konnte im Rahmen der vorliegenden Arbeit fir die Adhéasionsmolekile E-Selektin,
ICAM-1 und VCAM-1, die Monozytenadhdsion und die Translokation der NF-kB-

Untereinheiten p50 und p65 im Vergleich mit unstimulierten Zellen bestatigt werden.

Bei unstimulierten HAOEC wurde durch das Caseinhydrolysat C / P+T < 1 kD die
Konzentration der VCAM-1-mRNA vermindert. Es hatte aber keinen Einfluss auf die
Proteinexpression der Adhasionsmolekile. Das Sojahydrolysat S / P+T < 1 kD zeigte
keine Beeinflussung der mRNA-Konzentrationen, konnte aber die Proteinexpression
der Adhéasionsmolekile ICAM-1 und VCAM-1 vermindern. Die Monozytenadhédsion
konnte durch beide Hydrolysate nicht verédndert werden. Die Regulierung von
zellularen Adhésionsmolekilen durch NO ist bereits mehrfach beschrieben worden
(Kubes et. al., 1991; Lefer & Lefer, 1996). Mukherjee et. al. (2003) beobachteten, dass

in HUVEC die Inkubation mit Genistein und 17-Epiestriol, einem Estrogen-Metaboliten,
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4 Diskussion

eine gesteigerte Expression der eNOS und dadurch eine verminderte Bildung der
VCAM-1-mRNA verursacht. Buras et. al. (2000) konnten eine NO / eNOS gekoppelte
Inhibierung des ICAM-1 in BAECs und HUVECs nachweisen. Da beide Hydrolysate die
NO-Freisetzung der HAOEC steigern konnten, kdénnte ein Zusammenhang mit der

verminderten Expression der Adhasionsmolekiile bestehen.

Auch an TNFa-stimulierten HAOEC konnten nach Inkubation mit dem Caseinhydrolysat
C / P+T < 1 kD eine verminderte ICAM-1-mRNA-Expression, eine verminderte
Proteinexpression des VCAM-1 und eine verminderte Monozytenadhasion
nachgewiesen werden. Das Sojahydrolysat S / P+T < 1 kD verursachte eine
konzentrationsabhangig signifikant verminderte VCAM-1-Proteinexpression, hatte
dabei aber keinen Einfluss auf die Monozytenadhasion. IL-1alpha-stimulierte (Zampolli
et. al., 2000) und TNFa-stimulierte (De Caterina et. al., 1995) HSVEC zeigten nach
Inkubation mit NO-Donoren eine cGMP-unabhéngige Inhibierung des NF-kB,
verbunden mit einer verminderten U937-Monozytenadhasion und einer verminderten
Expression des VCAM-1. E-Selektin wurde nur wenig, ICAM-1 gar nicht beeinflusst.
Auch bei den TNFa-stimulierten HAOEC kdnnte demnach ein Zusammenhang mit den
erhohten NO-Konzentrationen bestehen. Es gibt aber auch Studien, in denen kein
Zusammenhang zwischen der NO-Freisetzung und der Expression von
Adhasionsmolekilen nachgewiesen werden konnte. Bei in-vivo-Studien mit eNOS-
Knockout-Mausen (Kuhlencordt et. al., 2004) und nach Inhibierung der NOS in HUVEC
(Binion et. al, 1998) zeigte sich keine Verdnderung der Expression von

Adhéasionsmolekilen.

Die Aktivierung von NF-kB durch TNFa erfolgt teilweise tuber die Bildung von reaktiven
Sauerstoffspezies (ROS) (Marui et. al., 1993; Schreck et. al., 1991). Die Bindung der
Superoxidanionen bewirkt eine Reduzierung des antioxidativen Status der Zelle und
dadurch eine verminderte Aktivierung von NF-kB. Gleiches fanden Farugqi et. al. (1997)
an HUVEC und HAEC. Die Regulierbarkeit der Expression von Adhasionsmolekilen
Uber den Redoxstatus der Zelle zeigen auch Studien, in denen die
Superoxiddismutase Uberexprimiert wird. Die dadurch verursachte Inaktivierung des
NF-kB fuhrt bei HAEC zu einer verminderten mRNA-Akkumulierung und Protein-
Expression der Adhasionsmolekile E-Selektin, ICAM-1 und VCAM-1 (Chen et. al.,
2003). Auch die Adhasion von Neutrophilen an humane Zellen wird inhibiert (Lin et. al.,
2005). Zahlreiche andere antioxidativ wirksame Substanzen, wie Probucol (Zapolska-
Downar et. al., 2000), Verapamil (Yamaguchi et. al., 1997), Genistein (May et. al.,
1996), das Flavonoid PD 098063 (Wolle et. al., 1996) und p-Cresol (Dou et. al., 2002)
veréandern ebenfalls die Expression des VCAM-1 und die Monozytenadhasion durch
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Inhibierung des NF-kB. Immunoprézipitationsstudien von Tsao et. al. (1996) zeigen,
dass exogenes NO den NF-kB / IkBa-Komplex stabilisiert, die Expression der NF-kB-
Untereinheiten p50 und p65 aber nicht verandert. Die Translokation der NF-kB -
Untereinheiten p50 und p65 in den Zellkern wurde im Rahmen dieser Arbeit nur an
TNFa-stimulierten HAOEC untersucht. Sie wurde aber durch Inkubation mit beiden
Hydrolysaten nicht beeinflusst und muss als mdglicher Regulator ausgeschlossen
werden. Da die antioxidativ wirksame Substanz P609, ein Inhibitor der Phospholipase
C, auch NF-kB-unabhéngig die zytokinstimulierte Expression von VCAM-1 beeinflusst
(Cobb et. al.,, 1996), missen weitere Regulationsmechanismen die Expression der

Adhasionsmolekiile beeinflussen kénnen.

Einige Studien zeigen, dass auch andere Transkriptionsfaktoren an der Regulierung
des VCAM-1 beteiligt sind. Die TNFa-induzierte Expression des VCAM-1 wird auch
Uber den Transkriptionsfaktor IRF-1 gesteuert, dessen Bindungsstelle sich u.a. neben
NF-kB und AP-1 auf dem VCAM-1-Promotor befindet. In TNFa-stimulierten HUVEC
wird nukleares IRF-1 mit einem Peak nach 4 h exprimiert. (Dagia et. al., 2004; Neish
et. al.,, 1995). Wahrend IRF-1 alleine nur eine geringfligige Verstarkung der
Promotoraktivitat des VCAM-1 verursacht, bewirkt die Kopplung von IRF-1 und NF-kB
nahezu eine Verdreifachung der Promotoraktivitdt im Vergleich zu NF-kB allein.
Weitere Interaktionen von NF-kB /Rel mit anderen Transkriptionsfaktoren wie AP-1,
ATF-2 und SP-1 sind beschrieben (Perkins et. al., 1993; Stein et. al., 1993; Du et. al.,
1993; De Caterina et. al., 1995). Auch die synthetische, niedermolekulare Komponente
K-7174 inhibiert an HUVEC die Transkription des VCAM-1 und die Monozytenbindung
der Zellinie U937 (Umetani et. al., 2000). K-7174 zeigt dabei Wirkung auf die
funktionelle Bindungsstelle des Transkriptionsfaktors GATA des VCAM-1-Promotors.
Der Promotor des ICAM-1 hat Bindungsstellen fir AP-1, NF-kB und SP-1, aber nicht
fur IRF-1 und GATA. Weitere Untersuchungen waren noétig, eine mdgliche
Beeinflussung von Transkriptionsfaktoren wie IRF-1 oder GATA als Ursache fir die

beobachteten Effekte zu analysieren.

In einigen Arbeiten kann ein Einfluss von E-Selektin (Melrose et. al., 1998) und ICAM-1
(Lin et. al., 2005; De Caterina et. al., 1995) auf die Monozytenadhasion gezeigt
werden. Zahlreiche Ergebnisse aus in-vitro-Studien und Tierversuchen lassen aber
vermuten, dass P-Selektin und VCAM-1 die fur die Rekrutierung von Monozyten an
atherosklerotischen Lasionen wichtigsten Adhéasionsmolekile sind. Dies wird auch
unterstitzt durch Ergebnisse aus epidemiologischen Studien, in denen die im Serum
enthaltenen l8slichen Adhasionsmolekiile mit dem Auftreten von atherosklerotischen
Erkrankungen korrelieren (Huo & Ley, 2001). Bei in vivo Versuchen mit VCAM-1-
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reduzierten Mausen wurde nach Fitterung einer cholesterin-angereicherten Diat eine
signifikante Reduzierung der Flache von frihzeitigen atherosklerotischen L&asionen in
der Aorta beobachtet (Cybulsky et. al., 2001; Dansky et. al., 2001). ICAM-1 defizitare
Méause und Mause mit kombiniertem Defizit an ICAM-1 und VCAM-1 zeigten diese
Veranderung nicht. In der vorliegenden Arbeit konnten beide Hydrolysate an TNFa-
stimulierten HAOEC die Proteinexpression des VCAM-1 senken bei gleichzeitig
erhohter Proteinexpression von E-Selektin, aber nur das Caseinhydrolysat C / P+T < 1
kD bewirkte auch eine Inhibierung der Monozytenadhasion der U 937. Das bedeutet,
dass weitere Parameter die Bindung von Monozyten beeinflusst haben missen. Eine
direkte Wirkung von freigesetztem NO auf die Monozyten kénnte auch eine Ursache
fur die verminderte Monozytenadhasion sein, da die Inkubation mit dem NO-Donor
SNAP bereits nach 10 Minuten eine 2,5 Stunden anhaltende Inaktivierung und
Immobilisierung von Monozyten verursacht (Magazine et. al., 2000). Dann hétten aber

wiederum beide Hydrolysate eine Wirkung auf die Monozytenadhésion haben missen.

Von besonderem Interesse waren daher Untersuchungen zur Bildung bzw. Freisetzung
von Chemokinen, insbesondere MCP-1, das verstarkt in makrophagenreichen
Regionen von atherosklerotischen L&sionen bei Menschen und Kaninchen exprimiert
wird (Yla-Herttuala et. al.,, 1991). Auch eine unspezifische Bindung von
Proteinsequenzen aus dem Caseinhydrolysat an G-Protein-gekoppelte Chemokin-
Rezeptoren auf der Oberflache von kultivierten Endothelzellen (Weber, et. al. 1999;
Salcedo et. al., 2000; Feil & Augustin, 1998) kdnnten eine mogliche Ursache fur die

durch das Caseinhydrolysat C / P+T < 1 kD verminderte Monozytenadhasion sein.

In der vorliegenden Arbeit konnte erstmalig gezeigt werden, dass Hydrolysate aus
Nahrungsproteinen in vitro die Expression von Adhasionsmolekiilen und die Adhasion
von Monozyten beeinflussen kdnnen. Das Caseinhydrolysat reduzierte im Gegensatz
zu dem Sojahydrolysat die mRNA-Konzentration von Adhasionsmolekilen an
unstimulierten und TNFa-stimulierten HAOEC. Beide Hydrolysate inhibierten die
Proteinexpression von Adhasionsmolekiilen, das Caseinhydrolysat C / P+T < 1 kD
aber nur an TNFa-stimulierten HAOEC. Die Monozytenadhésion wurde ebenfalls nur
durch das Caseinhydrolysat C / P+T < 1 kD und nur an TNFa-stimulierten EC reduziert.
Die beobachteten Effekte sind unabhéangig von der Translokation der NF-kB-
Untereinheiten p 50 und p 65. Eine verminderte Expression von Adhasionsmolekilen
unter inflammatorischen Bedingungen und eine verminderte Adhéasion von Monozyten
koénnte die klinische Manifestation von frihzeitigen atherosklerotischen Veranderungen

verzogern und kann deshalb fur beide Hydrolysate als antiatherogen bewertet werden.
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5  Schlussfolgerungen

Uber die Bildung und Freisetzung von vasoaktiven Substanzen durch die
Endothelzellen der BlutgefaRe wird das vaskuldare Gleichgewicht reguliert.
Verédnderungen in der Freisetzung gehdren ebenso wie eine gesteigerte Expression
von Adhasionsmolekilen und eine verstarkte Monozytenadhédsion zu den ersten
atherogenen Veranderungen in den BlutgefalRen.

Ziel der Arbeit war, den Einflul3 von bioaktiven Hydrolysaten aus Nahrungsproteinen—
Casein und Soja - die mit Hilfe eines Proliferationstestes gescreent wurden, auf
atheroskleroserelevante Parameter der HAOEC zu untersuchen.

Basierend auf dem Vergleich der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit mit den Befunden
der Literatur wurden die nachfolgenden Schlussfolgerungen gezogen.

Es konnte erstmalig gezeigt werden, dass in Anlehnung an den natirlichen Verdau in
vivo hergestellte Hydrolysate aus Soja und Casein die Freisetzung von vasoaktiven
Substanzen in HAOEC beeinflussen kdnnen. An unstimulierten HAOEC verursachten
einige Sojahydrolysate eine erhthte Freisetzung von vasodilatatorischem NO, hatten
aber keinen Einfluss auf die Freisetzung von ET-1 und Eicosanoiden. Ebenso
bewirkten die Caseinhydrolysate eine erhdhte NO-Freisetzung, verminderten aber
gleichzeitig die Synthese von PGIl,, was zu einer Verschiebung des Gleichgewichtes
der Eicosanoide zugunsten des atherogenen TXA, fuhrte. Unter inflammatorischen
Bedingungen, nach 24 h Stimulation mit TNFa, war die NO-Freisetzung durch die
Hydrolysate C / P+T <1 kD und S/ P+T < 1 kD noch starker erhoht und kann bei dem
Sojahydrolysat mit einer erhdhten eNOS-Genexpression erklart werden. Die
Genexpressionen der an der Eicosanoidsynthese beteiligten Enzyme COX-1 und COX-
2 wurden durch die Hydrolysate ebenfalls beeinflusst. So verursachte C / P+T < 1 kD
an TNFa-stimulierten HAOEC eine verminderte Genexpression der COX-1und S/ P+T
< 1 kD eine konzentrationsabhangig verminderte Genexpression der COX-2.
Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Freisetzung vasoaktiver Substanzen und
die Genexpression der beteiligten Enzyme durch die Hydrolysate beeinflusst werden
konnte. In Ubereinstimmung mit der Literatur hatte das Caseinhydrolysat im Gegensatz
zu dem Sojahydrolysat bei der Beeinflussung vasoaktiver Substanzen einen eher
proatherogenen EinfluR auf das vaskulare Gleichgewicht.

Die Bildung der second messenger cGMP und cAMP konnte durch das
Caseinhydrolysat gar nicht und durch das Sojahydrolysat nur geringfiigig und auch nur
in der Konzentration 0,05 mg / ml erhdéht werden. Ob die gemessene Erhéhung von
CcAMP ausreicht, die in der Literatur fir cAMP-steigernde Substanzen beschriebenen
positiven Effekte auszulésen, wie eine Verstarkung der Barrierefunktion des Endothels,
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5 Schlussfolgerungen

kann nur in weiterfihrenden Studien getestet werden. Es ist aber im Gegensatz zu
dem Caseinhydrolysat ein weiteres Indiz fur die eher antiatherogene Wirkung von Soja.

Es wurde erstmalig in einer umfassenden Studie die Wirkung von Hydrolysaten aus
Nahrungsproteinen auf proinflammatorische Parameter der friihen Atherogenese — die
Expression der Adhasionsmolekile, die Bindung von Monozyten an das Endothel
sowie die Beteiligung des Transkriptionsfaktors NF-kB an den beobachteten Effekten -
an HAOEC untersucht. An unstimulierten HAOEC verursachte C / P+T < 1 kD eine
verminderte Genexpression des VCAM-1 und S / P+T < 1 kD nur geringflgige
Verédnderungen in der Proteinexpression der Adhasionsmolekiile ICAM-1 und VCAM-1.
Die Monozytenadhasion blieb unbeeinflusst. Starkere Effekte konnten an TNFa-
stimulierten HAOEC (gezeigt werden. Beide Hydrolysate verminderten die
Proteinexpression des VCAM-1, aber nur bei dem Caseinhydrolysat konnte auch eine
verminderte Monozytenadhésion beobachtet werden. Das wirde bedeuten, dass das
Caseinhydrolysat bezlglich der getesteten proinflammatorischen Parameter eine
starkere antiatherogene Wirkung auf die Endothelzellen hat als das Sojahydrolysat.
Die Aktivitat des an den inflammatorischen Prozessen verstarkt beteiligten
Transkriptionsfaktors NF-kB wurde durch beide Hydrolysate nicht beeinflusst.
Zusammenfassend lasst sich einschatzen, dass die getesteten Hydrolysate C / P+T <
1 kD und S / P+T < 1 kD die untersuchten Parameter der frihen Atherogenese
verandern konnen. Es konnte dabei erstmals gezeigt werden, dass Casein nicht nur
eine in der Literatur beschriebene, im Verhéltnis zu Soja, proatherogene Wirkung hat,
sondern dem Soja vergleichbare, als antiatherogen einzustufende Effekte in HAOEC
auslosen kann, die sich auch nicht Uber die bekannte Wirkung eventuell enthaltener
ACE-inhibitorischer Peptide erklaren lassen. Anhand der erhaltenen Ergebnisse lasst
sich einschéatzen, dass die Hydrolysate C / P+T < 1 kD und S / P+T < 1 kD
atheroskleroserelevante Parameter der HAOEC beeinflussen konnten und die
gezeigten Effekte verstarkt unter inflammatorischen Bedingungen beobachtet werden
konnten.

Die fur die Untersuchung der Hydrolysate C / P+T < 1 kD und S/ P+T < 1 kD
gewdhlten Konzentrationen liegen fiir enthaltene Peptidsequenzen, die durchschnittlich
aus 2 bis ca. 10 AS bestehen sollten oder auch enthaltenen freien AS in
physiologischen Bereichen fur im Serum vorkommende Peptide. Die Ergebnisse
kénnen deshalb theoretisch auf den Menschen lbertragen werden. Es handelt sich
aber trotzdem nur um eine Primarstudie, die nur richtungsweisend fir weitere
Untersuchungen sein kann.
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6 Zusammenfassung

In vivo und in vitro-Studien zeigen einen Einfluss von Nahrungsproteinen auf
atherosklerotische Prozesse. Die Atherosklerose ist eine multifaktorielle Erkrankung,
die von genetischer Disposition und einer Vielzahl kardiovaskularer Risikofaktoren
abhangig ist. Ubergewicht, Diabetes mellitus und Fettstoffwechselstérungen gehoren
zu den ernahrungsbedingten Risikofaktoren, die entscheidend zur Atherogenese

beitragen kénnen.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war, den Einflu3 von vasoaktiven Hydrolysaten aus
Nahrungsproteinen auf atheroskleroserelevante Parameter — vasoaktive Substanzen
und proinflammatorische Parameter — in humanen arteriellen Endothelzellen zu

untersuchen.

Fur die durchgefihrten Untersuchungen wurden die HAOEC mit den zu testenden
Hydrolysaten in den Konzentrationen 0,05 und 0,5 mg / ml (bzw. 0,05 bis 2,5 mg / ml
im  Proliferationstest)  unstimuliert oder stimuliert zusammen mit dem
Tumornekrosefaktor a (TNFa) in der Konzentration 0,2 ng / ml fir 24 h bei 37 €
inkubiert. Bei 10 Hydrolysaten wurde an unstimulierten HAOEC die Freisetzung der
vasoaktiven Substanzen Stickstoffmonoxid (NO), Endothelin-1 (ET-1), Prostazyklin
(PGI;) und Thromboxan A, (TXA;) gemessen. 2 Casein- und 2 Sojahydrolysate
erhohten die Freisetzung von NO, aber nur die Caseinhydrolysate reduzierten die
Bildung von PGlI,, was zu einer Verschiebung des Verhdltnisses von PGl, zu TXA,
fuhrte. In weiterfihrenden Untersuchungen mit den Hydrolysaten C / P+T <1 kD und S
/ P+T < 1 kD wurden die NO-Freisetzung an TNFa-stimulierten HAOEC, die mRNA-
Expressionen der beteiligten Enzyme endotheliale NO-Synthase (eNOS), und der
Cyclooxygenasen (COX) COX-1 und COX-2, die Aktivitit des Angiotensin
konvertierenden Enzymes (ACE) und die Bildung der second messenger cGMP und
cAMP bestimmt. Beide Hydrolysate erhdhten die NO-Freisetzung an TNFa-stimulierten
HAOEC, bei gleichzeitig erhdhter Konzentration der mRNA-Expression der eNOS durch
S/ P+T < 1 kD. Die induzierbare NOS (iNOS) war nicht nachweisbar. Die ACE-Aktivitat
als mogliche Ursache fur die veranderte NO-Freisetzung blieb ebenfalls unverandert.
Beide Hydrolysate beeinflussten die mRNA-Expression der Cyclooxygenasen COX-1
und COX-2. So verminderte C / P+T < 1 kD die Genexpression der COX-1 bei

unstimulierten HAoEC tendenziell und bei TNFa-stimulierten HAOEC signifikant.
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6 Zusammenfassung

S / P+T < 1 kD erh6hte die COX-2 Genexpression an unstimulierten HAOEC bei 0,05
mg / ml und verminderte sie konzentrationsabhéngig bei TNFa-stimulierten HAOEC.
Die Bildung der second messenger cGMP und cAMP wurde nur durch S/ P+T <1 kD
in der Konzentration 0,05 mg / ml geringfugig erhéht. Zusammenfassend lasst sich
sagen, dass bei der Freisetzung vasoaktiver Substanzen die Sojahydrolysate einen
positiven Einfluss auf das Verhéltnis von Vasodilatatoren zu Vasokonstriktoren hatten.
Die Caseinhydrolysate beeinflussten die Bildung der Vasodilatatoren NO positiv und
PGI, negativ und haben deshalb im Vergleich mit den Sojahydrolysaten eine eher

proatherogene Wirkung.

Der Einflul der Hydrolysate C / P+T < 1 kD und S / P+T < 1 kD auf
proinflammatorische Parameter wurde an unstimulierten und an TNFa-stimulierten
HAOEC nach 24 h Inkubation bei 37 T bestimmt. Es wurden die mRNA-Expressionen
und die Proteinexpressionen der Adhasionsmolekile E-Selektin, intercellular adhesion
molecule-1 (ICAM-1) und vascular cellular adhesion molecule-1 (VCAM-1), die
Adhasion der U 937 Monozyten und die DNA-Bindungsaktivitit des
Transkriptionsfaktors NF-kB untersucht. Die Behandlung mit TNFa (0,2 ng / ml)
erhohte die Expression der Adhasionsmolekiile, die Monozytenadh&sion und die DNA-
Bindungsaktivitdt des Transkriptionsfaktors NF-kB. Die Hydrolysate zeigten beide
einen inhibierenden Einflull auf die Proteinexpression der Adhasionsmolekile,
insbesondere VCAM-1 an TNFa-stimulierten HAOEC, wahrend E-Selektin von beiden
Hydrolysaten geringfuigig erhoht wurde. Nur das Caseinhydrolysat C / P+T < 1 kD
konnte bei TNFa-stimulierten HAOEC die Monozytenadh&sion vermindern und hatte
damit einen gréReren Einflul auf die getesteten proinflammatorischen Parameter als
das Sojahydrolysat. Die DNA-Bindungsaktivitat des Transkriptionsfaktors NF-kB wurde
durch keines der beiden Hydrolysate beeinflusst, was bedeutet, dass die in dieser
Arbeit beobachteten Wirkungen der Hydrolysate Uber andere als die in der Literatur

beschriebenen Signalwege vermittelt wurden.

Abschliessend kann festgestellt werden, dass die Hydrolysate C/ P+T <1 kD und S/
P+T < 1 kD atheroskleroserelevante Parameter von arteriellen Endothelzellen

beeinflussen kénnen.
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7/ Summary

In vivo and in vitro studies provide evidence that dietary proteins have an influence on
atherosclerotic processes. Atherosclerosis is a multifactoring disease that depends on
genetic disposition and a lot of cardiovascular risc factors. Overweight, diabetes
mellitus and disturbances of the fatty acid metabolism belong to the dietary-influenced
risc factors that can decisive contribute to atherosclerosis.

The aim of the present study was to test the influence of vasoactive hydrolysates of
dietary proteins on atherosclerosis relevant parameters — vasoactive substances and
proinflammatory parameters — on human arterial endothelial cells.

For the tests the HAOEC were incubated with the hydrolysates in the concentrations
0.05 and 0.5 mg / ml (0.05 till 2.5 mg / ml for proliferation) without stimulation or
stimulated together with tumor necrosis factor a (TNFa) in the concentration 0.2 ng / ml
for 24 h at 37 €. With 10 hydrolysates we measured the release of the vasoactive
substances nitric oxide (NO), endothelin-1 (ET-1), prostacyclin (PGI,) and thromboxan
A, (TXA) of unstimulated HAOEC. 2 casein- and 2 soy-hydrolysates increased the
release of NO, but only casein-hydrolysates decreased the release of PGI,, which
changed the relation of PGI, to TXA,. In further analysis with the hydrolysates C / P+T
< 1kD and S/ P+T < 1 kD we tested the release of NO of TNFa-stimulated HAOEC,
the mRNA expressions of the appropriate enzymes endothelial NO-synthase (eNOS)
and the cyclooxygenases (COX) COX-1 and COX-2, the activity of the angiotensin
converting enzyme (ACE) and the accumulation of the second messengers cGMP and
cAMP. Both hydrolysates increased the release of NO of TNFa-stimulated HAOEC, and
we found for S/ P+T < 1 kD an increased eNOS mRNA concentration. The inducible
NOS (iINOS) was not detectable. The activity of ACE as possible reason for the
elevated NO-release was also not modified. The hydrolysates both influenced mRNA-
expression of the cyclooxygenases COX-1 and COX-2. C/ P+T < 1 kD decreased the
MRNA expression of COX-1 of unstimulated HAOEC insignificant and of TNFa-
stimulated HAOEC significantly. S / P+T < 1 kD increased the mRNA expression of
COX-2 in unstimulated HAOEC but only at the concentration 0.05 mg / ml and
decreased the COX-2 mRNA expression in a concentration dependend manner in
TNFa-stimulated HAOEC. The creation of the second messengers cGMP and cAMP
was slightly increased only by S/ P+T < 1 kD and only in the concentration 0.05 mg /
ml. In summary the soy-hydrolysates had regarding the release of vasoactive
substances a positive influence on the relation of vasodilatory to vasoconstrictory
substances. The casein-hydrolysates influenced the release of the vasodilating NO
favorable and of PGI, negative and had therefore in comparison with the soy-
hydrolysates a more proatherogenic effect.
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7 Summary

The influence of the hydrolysates C / P+T < 1 kD and S / P+T < 1 kD on
proinflammatory parameters in unstimulated and TNFao-stimulated HAOEC was
analyzed after 24 h incubation at 37 C. We examine d the mRNA expressions and
protein expressions of the adhesion molecules E-selectin, intercellular adhesion
molecule-1 (ICAM-1) and vascular cellular adhesion molecule-1 (VCAM-1), the
adhesion of U 937 monocytes and the DNA-binding activity of the transcription factor
NF-kB. Treatment with TNFa (0,2 ng / ml) increased the expression of adhesion
molecules, adhesion of monocytes and the DNA-binding activity of the transcription
factor NF-kB. Both hydrolysates showed an inhibiting influence on the protein
expression of the adhesion molecules, especially on VCAM-1 in TNFa-stimulated
HAOEC, while E-selectin was slightly elevated by the hydrolysates. Only C / P+T < 1
kD decreased the adhesion of monocytes at TNFa-stimulated HAOEC and had
therefore a greater influence on the tested proinflammatory parameters than the soy-
hydrolysate. The DNA binding activity of the transcription factor NF-kB was not
influenced by both hydrolysates, that means, that the obtained effects in the present
study were mediated by other signalling pathways than that described in the literature.

In conclusion we can state, that the hydrolysates C / P+T <1 kD and S/ P+T <1 kD
influence atherosclerosis relevant parameters of arterial endothelial cells.
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A Anhang

Tabelle A1: Grobcharakterisierung der Hydrolysate ohne Membranfraktionierung

Lyophilisierte wasserlosliche Hydrolysate aus Gesam tcasein (a, B, y, K) von

Kuhmilch mit Verdauungsenzymen bei 37C, schwerlosl ich in Methanol, Ethanol,
Acetonitril
Salzgehalt | 0,1mg/ml/cm  AA Mittlere i
Hydrolysat _ % freie AS
in % 230 280nm Molmasse (D)

C/IE+T - 0,313 0,046 1.000 25,6
C/E+T+C - 0,432 0,067 935 29,2
C/P+E+T - 0,418 0,074 943 31,5
C/P+E+T+C - 0,363 0,067 862 30,2
Cl/lP/C - 0,423 0,082 1.300 27,8
CI/IPIE 4,5 0,417 0,080 1.500 22,9
CIIPIT 5,0 0,420 0,091 1.300 34,0

Lyophilisierte wasserlosliche Hydrolysate aus Sojap rotein, mit Ethanol
gewaschen, mit Verdauungsenzymen bei 37C

S/IP+T 3,1 0,373 0,086 4.545 32,5
S/ P+T+C 2,3 0,381 0,090 1.666 42,2
S /I P+T+C+E 2,0 0,415 0,096 1.724 39,9
SI/IIPIC - 0,458 0,099 3.571 36,2
SIIPIE - 0,432 0,096 2,777 42,1
SIIPIT - 0,530 0,129 3.448 35,2
S/IP/T+C+E - 0,434 0,096 1.000 48,1

C /I Protease = wasserlésliches Hydrolysat (lyophilisiert) der Proteolyse von Casein (bzw. Soja (S)),
verdaut mit einer Protease

C /] Protease / Protease = wasserldsliches Hydrolysat (lyophilisiert) der Proteolyse des Pellets aus C //
Protease (angedautes, wasserunlosliches Protein) mit einer weiteren Protease

C /I Protease + Protease = C // Protease (als Proteolyse-Uberstand), verdaut mit weiterer Protease

C /I Protease + Protease* = C // Protease (als Proteolyse-Gesamtsuspension), verdaut mit weiterer
Protease

*Proteasen : P — Pepsin; E — Elastase; T — Trypsin; C — Chymotrypsin
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A Anhang

Tabelle A2: Grobcharakterisierung der Hydrolysate mit Membranfraktionierung

Lyophilisierte, wasserlosliche Hydrolysate < 5 kD a

von Kuhmilch mit Verdauungsenzym-Mix bei 37 in Rl

us Gesamtcasein ( a, B, Y, K)

mit 5 kD, 3 kD und 1 kD Membranen

hrzelle, Fraktionierung

Membran- 0,1mg/ml/cm Hydrolysat Trypsingehalt
Hydrolysat fraktionie- Mg yeroy ypsing
AA 230 280nm gehalt (%) (%)
rung

ClIP+T <1kD 0,389 0,061 61 0,00
C/IP+T 1-3kD 0,389 0,061 89 0,90
C/IP+T,C <1kD 0,527 0,084 66 0,00
C/IP+T,C 1-3kD 0,407 0,067 82 0,00
C/IP+T,C, E <1kD 0,361 0,073 54 0,00
C/IP+T,C,E 1-3kD 0,367 0,067 82 0,34

Lyophilisierte, wasserlosliche Hydrolysate < 5 kD a
Verdauungsenzym-Mix bei 37<C in Ruhrzelle, Fraktion

kD Membranen

us Sojaprotein Isolat mit
ierung mit 5 kD, 3 kD und 1

S/IP+T <1kD 0,217 0,055 57 0,00
SI/IP+T 1-3kD 0,375 0,067 100 0,09
S/IP+T,C <1kD 0,208 0,068 37 0,00
S/IP+T,C 1-3kD 0,286 0,064 85 0,08
S/IP+T,C, E <1kD 0,234 0,067 57 0,00
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