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1 Einleitung 
 
1.1 Atherosklerose ist eine entzündliche Erkrankung 
 

Atherosklerose wird in jüngerer Zeit zunehmend als entzündliche Erkrankung verstanden 

(Ross, 1999), deren Pathomechanismus weit über die bloße Einlagerung von LDL-

Cholesterin in die Gefäßwand hinausgeht. Typische zelluläre und molekulare 

Veränderungen bei Atherosklerose gleichen denen bei anderen chronisch-entzündlichen 

Erkrankungen. So ist die früheste atherosklerotische Manifestation, das sogenannte "fatty 

streak", welches bereits in Kinder- und Jugendalter nachgewiesen werden kann, eine 

typische entzündliche Läsion bestehend aus in Makrophagen transformierten Monozyten 

und aktivierten T-Lymphozyten (Stary, 1989).  

Das entscheidende Ereignis dieses Prozesses stellt hierbei die MCP-1 vermittelte 

monozytäre Migration dar. Im Tiermodell konnte gezeigt werden, dass die Restenoserate 

und Myokardinfarktgröße sich durch MCP-1 Neutralisation senken lassen  (Furukawa et 

al., 1999). Ferner konnte auch in klinischen Studien ein erhöhter MCP-1 Spiegel bei 

Patienten mit akutem Myokardinfarkt nachgewiesen werden  (Matsumori et al., 1997). 

Aber beim akuten Koronarsyndrom finden sich auch erhöhte Spiegel anderer Zytokine. 

Speziell für IL-6 konnte eine prädiktive Bedeutung für einen späteren Myokardinfarkt beim 

Gesunden gezeigt werden  (Ridker et al., 2000). IL-6 wiederum induziert im Hepatozyten 

die Freisetzung von CRP, welches mittlerweile ein etablierter Parameter zur 

Risikostratifizierung von Patienten mit kardio-vaskulären Erkrankungen ist (Ridker et al., 

2000). 

 

Abbildung 1.1:  

Frühe Veränderungen am Endo-

thel mit erhöhter Permeabilität

und vermehrter Expression von

ICAM-1, VCAM-1 und MCP-1.

Es kommt zu einer Leukozyten-

adhäsion mit nachfolgender

Plaquebildung (Ross, 1999) 
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1.2 Rolle von Advanced Glycation End-Products und ihres Rezeptors RAGE 
 

Bislang ist jedoch für die Atherosklerose, wie auch für andere chronisch inflammatorische 

Erkrankungen, noch unklar, welche Mechanismen zur Perpetuierung der systemischen 

Entzündungsreaktionen führen. Bisherige Publikationen legen allerdings nahe, daß 

glykierte und oxidierte Proteine, sogenannte AGEs ("Advanced Glycation End-Products"), 

und ihr Rezeptor RAGE ("Receptor of Advanced Glycation End-Products") hierbei eine 

wesentliche Rolle spielen. Der RAGE-Rezeptor gehört zur Gruppe der Immunglobulin 

Superfamilie, dessen Gen auf Chromosom 6 zwischen MHC-2 und MHC-3 lokalisiert ist. 

Als Liganden von RAGE sind neben AGE auch Amphoterin und Amyloid beta identifiziert 

worden. Letzteres scheint auch eine zentrale Rolle in der Pathogenese des Morbus 

Alzheimer zu spielen (Yan et al., 1996). Bisher konnten drei Faktoren für die Entstehung 

von AGE-Proteinen identifiziert werden. Dies sind zum einen rezidivierende 

Hyperglykämien, zum anderen werden oxidativer Stress und molekulares Turnover für die 

Entstehung von AGEs verantwortlich gemacht. Ferner werden exogene Faktoren, wie 

inhalatives Zigarettenrauchen in Betracht gezogen  (Cerami et al., 1997). Im Gegensatz 

zu der reversiblen Glykosylierung des bekannten Laborparameters HbA1c ist diese 

Reaktion als irreversibel anzusehen. Biochemisch handelt es sich dabei um eine nicht-

enzymatische Reaktion reduzierender Zucker, wie z.B. Glucose mit Amino-Gruppen in 

Proteinen, Lipiden und Nucleinsäuren unter Ausbildung einer Schiff`schen Base (Raj et 

al., 2000). Eine Akkumulation von AGEs ist bei Diabetes mellitus, chronischer 

Nierenisuffizienz, Amyloidose, Morbus Alzheimer und letztlich auch bei normalen 

Alterungsprozessen bekannt (Schmidt et al., 1996). Für AGE-Proteine konnten neben 

RAGE aber auch verschiedene Rezeptoren, wie zum Beispiel die Makrophagen 

Scavenger Rezeptoren Typ I und Typ II identifiziert werden. RAGE ist jedoch der am 

besten charakterisierte Rezeptor für AGE Proteine (Stitt et al., 1999). 

 

An einem Modell akzelerierter Atheroskleroseentstehung (Streptozotocin-induzierter 

Diabetes in ApoE-Knockout Mäusen) konnte gezeigt werden, daß die Entstehung 

atherosklerotischer Plaques in der Aorta durch Gabe eines löslichen AGE-Rezeptors 

(sRAGE) verhindert werden kann (Park et al., 1998). Auch bei bereits etablierter 

Atherosklerose ist eine RAGE-Blockade effektiv, da sie zu einer Stabilisierung bereits 

bestehender Plaques führt (Bucciarelli et al., 2002).  
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1.3 Der Rezeptor RAGE und seine nachgeschaltete Signaltransduktion 
 

Nach Bindung von AGE an RAGE kommt es zur MAP-Kinase-abhängigen Aktivierung von 

NFκB, die ihrerseits die Expression von Proteinen begünstigt, die prokoagulatorisch (z.B. 

tissue factor), proinflammatorisch (IL-1, IL-6, TNFα, Adhäsionsmoleküle, GM-CSF) und 

vasokonstriktorisch (Endothelin-1) wirken (Kislinger et al., 2001). Im Gegensatz zu vielen 

anderen Rezeptorsystemen, die nach ihrer Aktivierung einen negativen 

Feedbackmechanismus induzieren, führt die RAGE-abhängige Stimulation von NFκB 

aufgrund positiver Feedback-Mechanismen zu einer Verstärkung und Perpetuierung der 

RAGE/MAPK/NFκB Signaltransduktionssequenz. Denn einerseits führt die Aktivierung 

von NFκB zu einer vermehrten Expression des Rezeptors für AGE, während andererseits 

eine Stimulation von RAGE zu einer nachhaltigen Steigerung der Transkription von NFκB 

p65 führt (Bierhaus et al., 2001). Ein solcher pathophysiologischer Mechanismus ist vor 

allem für Patienten mit metabolischem Syndrom, Diabetes mellitus und terminaler 

Niereninsuffizienz von Bedeutung, die erhöhte Konzentrationen von AGE-Proteinen und 

häufig eine systemische Atherosklerose aufweisen. 

 

Dieser zellbiologisch sehr grundlegende Signaltransduktionsweg, der im übrigen auch im 

Rahmen anderer chronisch inflammatorischer Erkrankungen des Bindegewebes und 

Darmes aktiviert ist und bei der Tumormetastasierung eine wesentliche Rolle spielt  

(Schmidt et al., 2000), scheint einer komplexen Modulation zu unterliegen, die einem sehr 

variablen Phänotyp zugrundeliegen könnte. Einerseits ist aufgrund neuester Arbeiten der 

Gruppe um Grant (Hudson et al., 2001) bekannt, daß Polymorphismen des RAGE 

Promotors zu einer differentiellen Expression von RAGE unter NFκB -Stimulation und 

damit zu einer differentiellen Stimulierbarkeit des gesamten Signaltransduktionsweges 

führen. Ferner belegen jüngere Arbeiten, daß gleich mehrere Vertreter der Ca2+ 

bindenden S100 Proteinfamilie funktionell in eine RAGE vermittelte Aktivierung der MAP-

Kinasen abhängigen Signaltransduktion eingebunden sind (Yeh et al., 2001). 

 

 

1.4 Die "Two Hit"-Theorie 
 

Neben klassischen RAGE-Liganden, wie Glykierungs- und Oxidationsprodukten, können 

weitere Faktoren wie modifizierte Lipoproteine, bakterielle Pathogene oder oxidativer 

Streß eine wichtige Rolle in der Aktivierung der RAGE-assozierten Signaltransduktion 

spielen. In diesem Zusammenhang wurde ein "Two-hit model" propagiert (Schmidt et al., 
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2000), in welchem nach einer chronischen Präaktivierung durch AGEs ein zweiter "Hit" zu 

einer überschießenden Inflammationsantwort führt. Dieses "Two Hit"-Theorie geht davon 

aus, daß es in einem ersten Schritt zunächst zu einer AGE/RAGE Interaktion kommt. Dies 

ist modellhaft für Erkrankungen wie Diabetes mellitus oder terminale Niereninsuffizienz, in 

denen es zu einer Überladung des Organismus mit AGEs kommt. In einem zweiten Schritt 

kommt es durch einen weiteren Stimulus zu einer zellulären Aktivierung, welche 

entzündliche Veränderungen in atherosklerotischen Läsionen verstärkt (Schmidt et al., 

1999). Möglichweise können eine ganze Reihe von Faktoren diesen zweiten Stimulus 

darstellen, diskutiert werden Lipoproteine, oxidativer Streß und verschiedene 

proinflammatorische Mediatoren. 
 

HIT 1 

RAGE/Ligand Interaktion 

HIT 2 
ischämischer Stress 
inflammatorische Stimuli 
modifizierte Lipoproteine 

glatte Muskulatur 

Endothel

 

Makrophage LigandRAGE 

 

Abbildung 1.2.: Two Hit Theorie nach Schmidt et al 1999
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1.5 S100 Proteine 
 

Jüngere Arbeiten belegen, daß nicht nur die klassischen RAGE-Liganden, wie sie die 

verschiedenen Glykierungs- und Oxidationsprodukte darstellen, in diesem 

Zusammenhang eine Rolle spielen, sondern daß auch Proteine der S100-Familie 

funktionell in eine RAGE vermittelte Aktivierung der MAP-Kinasen abhängigen Signal-

transduktion eingebunden sind  (Hofmann et al., 1999; Yeh et al., 2001). Derzeit sind etwa 

20 verschiedene S100-Proteine bekannt, die alle zur Klasse der kalziumbindenden EF-

Hand Proteine zählen. Diese EF-Hand besteht aus zwei α-Helices (E- und F-Helix), 

welche durch eine kalziumbindende Schleife (Loops) miteinander verbunden sind. Die 

Koordination des Kalzium innerhalb des Loops wird durch acht O2 Atome gewährleistet (je 

drei aus Glutamat- und Aspartatseitenketten und je einem Carbonylsauerstoff der 

Hauptkette sowie eines Wassermoleküls). Diese als kanonisch bezeichnete Struktur ist 

charakteristisch für die Klasse der EF-Hand Proteine. Innerhalb der S100-Proteine bildet 

diese Struktur das C-terminale Ende und zeigt eine Kalziumbindungsaffinität von kd=20-

50µM. Das N-terminale Ende bildet ein zweiter, nicht kanonischer Loop, welcher mit 

kd=200-500µM eine wesentlich geringere Kalziumbindungsaffinität zeigt und für die S100 

Familie konstitutiv ist. Flankiert werden beide EF-Hände von hydrophoben Domänen, die 

kalziumabhängig ihre Konformation ändern und dabei hydrophobe Regionen an der 

Oberfläche des Moleküls exponieren. Diese wiederum interagieren mit hydrophoben 

Regionen von S100-Zielproteinen. Beide EF-Hände wiederum sind untereinander durch 

eine Scharnierregion ("hinge region") miteinander verbunden. Die Aminosäuresequenz 

der einzelnen S100-Proteine unterscheidet sich insbesondere im Bereich dieser 

Scharnierregion. 

 

 
14 AS 12 AS

 

 

 

 

 

Ca2+ 

N-terminal C-terminal

nicht kanonisch 

Scharnierregion

kd= 20-50 M kd= 200-500 M 

Ca2+

kanonisch 

Abbildung 1.3.: Schematische Struktur der S100 Proteine 
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S100-Proteine sind in verschiedenen Geweben an der Regulation von Zellzyklus, 

Zelldifferenzierung und verschiedener Signaltransduktionswege beteiligt. Mit Ausnahme 

weniger (S100B, CALB 3, S100P) sind alle bisher identifizierten S100 Proteine auf einem 

engen Cluster auf Chromosom 1q21 (450kB) kodiert, so daß sich die neue Nomenklatur 

an der Lokalisierung der Gene auf diesem Cluster orientiert (Schafer et al., 1995). Für alle 

Vertreter der S100 Familie gilt, daß ihre Gene eine hoch konservative Struktur aufweisen. 

Von drei Exons bleibt das erste untranslatiert, die Exons zwei und drei kodieren jeweils für 

eine EF-Hand. Die Translationsprodukte dieses Genclusters weisen ein Molekulargewicht 

von 9 bis 13 kDa und eine überwiegend saure Aminosäurenzusammensetzung auf. 

Intrazellulär liegen S100-Proteine als Dimere vor, wobei experimentelle Daten vermuten 

lassen, daß die Dimerisierung eine Voraussetzung für die vielfältigen physiologischen 

Funktionen darstellt, die bislang für S100 Proteine diskutiert werden  (Barger et al., 1992). 

Interessanterweise findet man bei verschiedenen metabolischen, chronisch 

inflammatorischen und neoplastischen Erkrankungen eine differentielle Expression von 

S100 Proteinen, für die im jeweiligen pathophysiologischen Geschehen eine bedeutende 

funktionelle Rolle vermutet wird (Schafer und Heizmann, 1996). 

 

 

Abbildung 1.4 : Organisation des Genclusters aus S100 Proteinen auf Chromosom 1q21 aus

Schafer und Heizmann 1996. 
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S 100 Protein Wirkung und Funktion 
 

S100 A1 

 

Regulation der myokardialen Kalziumhomöostase und Kontraktion. 

Sensitiveirung der dünnen Filamente des kontraktilen Apparates für Kalzium. 

Antiapototische Effekte an Kardiomyozyten. 

 

S100 A2 Chemotaktisch für eosinophile Granulozyten, Inhibition der Tumorzellmotilität 

S100 A4 Stimulation der Angiogenese, Neuriten-extensions-Aktivität 

Aktivierung des ERK1/2 Signaltransduktionsweges in Neuronen 

S100 A7 

 

Chemotaktisch für CD4 positive Lymphozyten 

S100 A8 Das nicht-oxidierte Homodimer S100 A8 fungiert als potentes chemotaktisches 

Agens für Leukozyten 

 

In Form des Heterodimers S100 A8/A9 proinflammatorische Wirkung und Ver-

stärkung der CD11b Expression in humanen Monocyten, Makrophagen 

inhibierende Wirkung, verstärkte Immunglobulinsynthese in Lymphozyten 

Beeinflussung des Arachnoidonsäurestoffwechsels in inflammatorischen 

Zellen 

 

S100 A9 siehe S100 A8 / Heterodimer S100 A8/A9 

Bindung an Heparan-Sulfat 

S100 A10 Inhibition der extrinsischen Wegstrecke der Blutgerinnung 

Bindung an Plasminogen 

Stimulation der t-Pa abhängigen Plasminogen Aktivierung 

S100 A12 Proinflammatorische Wirkung an Endothelzellen und inflammatorischen Zellen

Neuriten-extensions-Aktivität 

Bindung an RAGE auf proinflammatorischen Zellen, nukleäre Translokation 

von NFκB und Sekretion von Zytokinen 

Aktivierung von MAP Kinasen und Stimulation von PLC und Ca2+/Calmodulin 

abhängigen Kinase II Aktivität in Neuronen 

Tabelle 1.1: Funktion verschiedener S100 Proteine auf dem Gencluster auf dem 
Genlocus 1q21 
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1.6 Die Calgranuline S100A8 und S100A9 
 

VORKOMMEN 

Aktivierte Neutrophile und Monozyten spielen sowohl bei der Atherogenese als auch bei 

der Destabilisierung von bereits bestehenden atherosklerotischen Plaques eine wichtige 

Rolle. Unter der Vielzahl von S100 Proteinen sind deshalb S100A8 (MRP-8) und S100A9 

(MRP-14) von besonderem Interesse, da beide vorwiegend in neutrophilen Granulozyten 

und Monozyten in großer Menge exprimiert werden und dort 20-40% (Neutrophile) bzw. 

5% (Monozyten) des zytosolischen Proteins ausmachen (Lagasse und Clerc, 1988).  

 

Nach Stimulation dieser Zellen werden beide Proteine als Heterodimer in das Serum-

kompartiment freigesetzt (Rammes et al., 1997). Gewebsständige Makrophagen 

exprimieren unter normalen Bedingungen kein S100A8 oder S100A9. Jedoch findet sich 

bei entzündlichen Erkrankungen wie zystischer Fibrose und rheumatoider Arthritis eine 

besonders starke Expression (Odink et al., 1987). An der Zelloberfläche von aktivierten 

Makrophagen lässt sich S100A8/A9 bei akuten Entzündungen nachweisen. Die 

Aktivierung dieser Zellen zeigt sich auch an der Sekretion größere Mengen TNFα und IL-

1β im Vergleich zu S100A8/A9-negativen Zellen  (Bhardwaj et al., 1992).  

 

ASSOZIIERTE ERKRANKUNGEN 

Die Serumkonzentrationen von S100A8/S100A9 sind bei verschiedenen entzündlichen 

Erkrankungen erhöht. Als erstes wurden erhöhte Serumspiegel bei Patienten mit 

zystischer Fibrose entdeckt (Dorin et al., 1987), erst später entdeckte man, daß es sich 

bei diesem „Cystic fibrosis antigen“ um ein S100-Protein handelt (Bruggen et al., 1988). 

Später konnte auch für die rheumatoide Arthritis (Frosch et al., 2000), Morbus Crohn  

(Lugering et al., 1995) und Colitis ulcerosa  (Lugering et al., 1995) gezeigt werden, daß 

die S100A8/S100A9-Serumspiegel mit der Krankheitsaktivität korrelieren. Erhöhte 

Serumspiegel finden sich ferner bei Transplantatabstoßung (Burkhardt et al., 2001), eine 

gesteigerte Expression findet sich in Geweben aus kolorektalen Karzinomen (Stulik et al., 

1999). Auch für die HIV-Erkrankung konnte eine Korrelation von Serumspiegeln mit dem 

Krankheitsstadium gezeigt werden (Lugering et al., 1995). Eine besondere 

pathogenetische Rolle scheint auch hier dem Heterodimer aus S100A8/S100A9 

zuzukommen, da es die HIV-Transkription und Virusproduktion in T-Lymphozyten reguliert 

(Ryckman et al., 2002). Aber auch andere Gewebe können unter bestimmten 

Bedingungen S100A8 und S100A9 exprimieren, wie z.B. Keratinonzyten von Patienten 

mit Lichen planus, Lupus erythematodes und Psoriasis vulgaris (Kunz et al., 1992) oder 
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aber Mikroglia bei Patienten mit zerebraler Malaria  (Schluesener et al., 1998). 
 

STRUKTUR 

Beide Proteine bilden bevorzugt Heterodimere miteinander, weil offenbar die 

Komplementarität zwischen beiden Proteinen durch die einzelnen Homodimere nicht 

wiedergegeben werden kann  (Hunter und Chazin, 1998). Die Dimerbildung ist in 

Gegenwart von Kalzium besonders begünstigt, ebenso können aber unter Kalzium auch 

Trimere (A82A9) und Tetramere (A82A92) gebildet werden  (Teigelkamp et al., 1991). 

 

FUNKTION 

Bereits bekannt ist, daß S100A8 und S100A9 die Adhäsion von Neutrophilen am Endothel 

fördern, chemotaktisch auf Monozyten wirken und die LDL-Aufnahme in diese verstärken 

(Lau et al., 1995). Mac-1 (CD11b/CD18), ein beta-2-Integrin, ist ein wichtiges 

Bindungsmolekül auf der Oberfläche von Neutrophilen und Monozyten, welches für die 

Adhäsion an Endothelzellen über ICAM-1 notwendig ist. Die Expression dieses 

Bindungsmoleküls wird durch Stimulation von neutrophilen Granulozyten mit CP-10 (Maus 

CP-10 entspricht dem humanen S100A8) massiv gesteigert (Devery et al., 1994). Newton 

und Hogg fanden heraus, daß humanes rekombinantes S100A9 die Adhäsion von 

Neutrophilen am Endothel über die vermehrte Expression von Mac-1 stimuliert, während 

humanes rekombinantes S100A8 alleine diesen Effekt nicht zeigte, sondern den Effekt 

von S100A9 abschwächte  (Newton und Hogg, 1998). Somit spielt möglicherweise die 

Bildung des Heterodimers eine regulatorische Rolle und gibt somit Hinweise auf eine 

unterschiedliche Funktionen dieser Proteine in verschiedenen Spezies. Die hinge-region 

von CP-10 (S100A8 der Maus) wirkt chemotaktisch auf Makrophagen, diese können 

signifikant mehr LDL akkumulieren als nicht stimulierte Makrophagen und weisen mehr 

Scavanger-Rezeptoren auf (Lau et al., 1995). CP-10 (S100A8) wirkt auch auf Neutrophile 

chemotaktisch (Cornish et al., 1996). Eine weitere wichtige Funktion für die Bildung 

entzüdlicher Mediatoren spielt das S100A8/A9-Heterodimer vermutlich über eine 

Modulation des Arachidonsäurestoffwechsels. Nur das Heterodimer ist in der Lage 

ungesättigte Fettsäuren (Siegenthaler et al., 1997) und Arachidonsäure (Klempt et al., 

1997) mit hoher Affinität zu binden und die Aufnahme in Zellen zu fördern.  
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1.7 Fragestellung 
 

Bei Diabetes mellitus anfallende Glykierungsprodukte (AGEs) führen über ihren Rezeptor 

RAGE zu einer Aktivierung NF-kappaB abhängiger proinflammatorischer Signaltrans-

duktionsmechanismen. Die Bedeutung dieses Pathomechanismus ist für die 

Atheroskleroseentstehung tierexperimentell belegt. Für die Aktivierung der RAGE-

Kaskade wird ein "two-hit-model" propagiert, in welchem neben einer chronischen 

Präaktivierung durch AGEs ein zweiter Stimulus als "second hit" zu einer 

überschießenden Inflammationsantwort führt.  

Diese Zusammenhänge legen nahe, daß das S100A8/S100A9 Heterodimer als 

Sekretionsprodukt neutrophiler Granulozyten und Makrophagen eine wichtige positiv 

regulatorische Rolle in der Entwicklung chronisch inflammatorischer Prozesse spielt, 

wobei dies über eine Aktivierung der RAGE/NFκB abhängigen Signaltransduktion 

geschieht. Diese Arbeit verfolgt daher das Ziel, am Modell der Endothelzellkultur aus 

humanen Nabelschnurvenen (HUVEC) die physiologische Signifikanz für RAGE 

vermittelte proinflammatorische Effekte von S100A8/S100A9 zu belegen. Die vorliegende 

Arbeit sollte insbesondere erste Aufschlüsse darüber geben, inwiefern sich hieraus ein 

neuer Regulationsmechanismus für die Initiierung einer NFκB assoziierten chronisch-

inflammatorischen Erkrankung des Gefäßbettes ableiten läßt, der gegebenenfalls über 

eine gezielte Blockade der Interaktion von S100A8/S100A9 mit RAGE neue 

therapeutische Optionen eröffnet. 
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2 Materialien 
 

2.1 Geräte 
 

Ultraschall Sonifyer 250, Fa. Branson 

Zentrifuge Centrikon T-124, Fa.Kontron 

SpeedVac SC100, Fa. Savant  

Höfer Kammer, Fa. LKB, Bromma, Schweden, 2001-001 

Power Supply EPS 3500 XL, Fa. Pharmacia, Freiburg 

Power Supply EPS 600, Fa. Pharmacia, Freiburg 

Kühlaggregat Multitemp III, Fa. Pharmacia, Freiburg 

Elektrophoresekammer Multiphor II, Fa. Pharmacia, Freiburg 

Tischzentrifuge Sepatech, Fa. Heraeus 

Tankblot-Kammer, E. Wetzel, Laborgerätebau, Zürich, Schweiz 

Filmkassette Suprema, Fa. Dr. Goos,  

Röntgenfilmentwickler der Abt. für Röntgendiagnostik MU Lübeck 

Autoklav, SanoClav, Fa. Wolf, Geisslingen 

Schüttler, E. Bühler Laborgerätebau, SM 25 

10 ml Gewbekulturröhrchen, Greiner 

2 Kocherklemmen (150mm und 220 mm) (steril) 

20 ml Spritze, B.Braun Melsungen 

5 ml, 10 ml Pipetten, Greiner 

50 ml Röhrchen, Sarstedt 

Biocidal ZF Desinfektionsspray, WAK Chemie Medical GmbH 

Brutschrank 6060, Heraeus 

CO2-Brutschrank, Heraeus 

Dreiwegehahn, B.Braun Melsungen 

Eppendorfpipetten : 100 µl – 1000 µl 

Glaspasteurpipetten, Magazin 

Knopfkanüle (steril) 

Nierenschale (steril) 

OP-Abdecktücher, Lohmann 

Pipettierhilfe, Hirschmann 

Reaktionsgefäße 2,0 ml , Eppendorf 

Skalpell No.22, Feather 
Stativ, Hassa Laborbedarf 

Steriflip Filtereinheit <50ml Volumina, Millipore 
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Sterilisationsbeutel, W.M.L. Lopac von Hassa 

Sterile Arbeitsbank Klasse II, Heraeus 

Sterile Handschuhe, Biogel 

Wasserstrahlpumpe 

Zellkulturflaschen 75 cm2, Nunc 
Zentrifuge Megafuge 1.0, Heraeus 

DNA-Bindeplatte, Costar 2525 

 

 

2.2 Laborbedarf 
 

Alle üblichen Verbrauchsgüter wurden - soweit nicht anders aufgeführt - über das zentrale 

Warenlager der Med. Universität zu Lübeck. 

 

0,45 µm Filters, Fa. Millipore, SLAA025NB 

Einmalküvetten , Fa. Brand, 7590 15 

Whatman Filterpapier, Fa. Schleicher und Schüll, GB004 

PVDF-Membran:  ImmobilonTM-P, Fa. Millipore, Bedford, MA, USA, IPVH 000 10 

Autoradiographiefilm: Hyperfilm ECL, Amersham, Little Chalfont, GB, RPN2103H 

Autoradiographiefilm Hyperfim-MP, Amersham, Little Chalfont, GB, RPN6H 

ELISA-Kit sICAM-1, Diaclone 850.540.192 

ELISA-Kit sVCAM-1, Diaclone 850.580.192 

ELISA-Kit MCP1, Biosource KHC0016 

ELISA-Kit IL-6, Diaclone 850.530.192 

 

2.3 Reagenzien 
 

Die standardmäßigen Chemikalien wurden über die Apotheke der Med.  Universität zu 

Lübeck bezogen. Es wurden Chemikalien der Firmen Merck (Darmstadt), Riedel-de Haen 

(Seelze) und Roth (Karlsruhe) verwendet. 

 

PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid), Boehringer Mannheim, Mannheim, 837091 

EGTA, Fa. Serva, Heidelberg 

DC Protein Assay, Fa. BioRad, 500-0116 

SDS (Sodium-Dodecyl-Sulfate), Fa. Serva, Heidelberg, 20760 

Tricin, Sigma, Steinheim, T-7911 

Taurin, Sigma, Steinheim, T-0625 

Acrylamid, Fa. Pharmacia, Freiburg, 17-1300-02 
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Bisacrylamid, Fa. Pharmacia, Freiburg, 17-1304-02 

Bromphenolblau, Fa. Merck, 8127 

ß-Mercaptoethanol, Fa. Merck, 805740 
TEMED, Sigma, T-2250-0 

Prestained Low Proteinstandard, 18,5 - 106 kDa, Fa. BioRad, 101-0305 

ImmobilineR DryStrip Kit, Fa. Pharmacia, Freiburg 

Immobiline Dry Strip pH 3-10L, 11cm, Fa. Pharmacia, 18-1016-61 

Harnstoff, Fa. BioRad, 161-0730 

Triton X-100 Fa. Sigma, T-9284 

DTT (Dithiothreitol), Fa. Serva, Heidelberg, 20710 

Glutaraldehyd, Fa. Serva, 23114 

Ponceau S Konzentrat, Fa. Sigma, P-7170 

Tween 20, Fa. BioRad, 170-6531 

Western-Light PlusTM Chemiluminescent Detection System, Fa. Tropix, Bedford, USA  

Formaldehyd, Fa. Sigma, F-1635 

Aqua dest., B.Braun 

Dispase, Roche 

DMEM-Medium, Gibco 

Fetales Kälberserum (FKS) zertifiziert, Biochrom   

Gelatine, Sigma 

Mucasol, S&B 

PBS, Biochrom 

Supplement Mix, PromoCell 

Vancomycin, Lilly 

70 % vergällter Alkohol, Apotheke 

Pefabloc SC, Roche 1 429 868 

Anti rabbit MAB, Sigma A2074 

p65 C-rel Kontrollpeptid, Rockland 100-4165 

ECGS, Promocell C-30140 
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3 Methoden 
 
3.1 Proteinsynthese 
3.1.1 AGE Synthese  
 
AGE (Advanced Glycation End Products) entstehen im menschlichen Organismus in 

wiederholter nichtenzymatischer Glycosylierung und Oxidation von Proteinen. 

Die Präparation von AGE (Advanced Glycation End Products) erfolgte nach dem Protokoll 

von Bierhaus (Bierhaus et al., 1997). Hierbei wurde 1 g BSA 

(Sigma Aldrich) in 10 ml PBS mit 0,5 M Glucose für 6 Wochen bei 37°C inkubiert . 

Zusätzlich wurden 2 µl/ml PMSF, 2,5 mM EDTA, sowie 100U/ ml  Penicillin und 100 µg/ml 

Streptomycin hinzugegeben. Im Anschluss erfolgte die sterile Filtration. 

Der Nachweis der biologischen Aktivität erfolgte im One Stage Clotting Assay (siehe 

3.3.1) 

 

3.1.2 Herstellung des Heterodimers aus S100A8 und S100A9 
 

Rekombinantes, humanes S100A8 und S100A9 wurde von der Firma BMA (Basel, 

Schweiz) bezogen. Bekanntermaßen bilden beide Proteine bevorzugt die Heterodimer-

form, insbesondere in der Gegenwart von Kalzium (Hunter und Chazin, 1998). 

 

(1) S100A8-Homodimer 

 

 148 µM S100A8 (1,6 g/l) 

 0,1% Na-Cholat 

 1 mM EDTA 

 1 mM 2-Mercaptoethanol 

 

(2) S100A9-Homodimer 

 

 106 µM S100A9 (1,4 g/l) 

 0,1% Na-Cholat 

 1 mM 2-Mercaptoethanol 

 0,01% Sarkosyl 

 

 

Jeweils 106 nmol der beiden gelösten Proteine, entsprechend 716 µl S100A8 und 1000 µl 
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S100A9, wurden in ein Reaktionsgefäß pipettiert. Anschließend wurde die Kalzium-

Konzentration im Reaktionsgefäß mittels einer Stock-Lösung auf 2 mM CaCl2 eingestellt. 

Schließlich erfolgte eine Inkubation für 10 min bei Raumtemperatur. Danach wurden die 

Proteine bis zu ihrer Verwendung in Aliquots bei –20°C gelagert. Die Qualitätskontrolle 

der Dimerisierungsreaktion bzw. des Proteins wurde anhand eines Double-Sandwich-

ELISA bestätigt (Art.-Nr. S-1009, Fa. BMA, Basel, Schweiz) durchgrführt, welcher 

ausschließlich das Heterodimer aus S100A8 und S100A9 nachweist. 

 
 
3.2 Zellkultur 
 
3.2.1 Endothelzellpräparation und Kulturbedingungen 
 
Die Präparation der Endothelzellen erfolgte nach Jaffe et al. 1973 aus der Vena 

umbilicalis humaner Nabelschnüre maximal 72 Stunden post partum, wobei die 

Aufbewahrung in steriler Ringerlösung bei 4°C erfolgte. Es wurde hierbei auf eine 

Mindestlänge von 20 cm geachtet, um eine Zellausbeute von mindestens 1 x 106 Zellen 

zu gewährleisten. 

Die Nabelschnüre wurden mit freundlicher Genehmigung der Klinik für Frauenheilkunde 

der Universität zu Lübeck, sowie der Mütter der Neugeborenen verwendet. 

 

 

Isolationsvorgang unter sterilen Bedingungen (Bench) : 

- Knopfkanüle (autoklaviert) in die Vene einführen 

- Mit Hilfe von 2-3 Kabelbindern die Nabelschnur abbinden  

- Dreiwegehahn mit der Knopfkanüle konnektieren 

- die große Klemme unterhalb des Dreiwegehahns befestigen und Nabelschnur am 

Stativ aufhängen 

- großzügig mit Dulbeccos Modified Eagle Medium (DMEM) durchspülen (20 ml Spritze) 

- distales Ende der Nabelschnur ebenfalls abklemmen und durch Zugabe von DMEM, 

die Nabelschnur auf Dichtigkeit prüfen 

- distales Ende wieder öffne und das DMEM ablaufen lassen 

- mit ca. 15ml Dispase-Lösung (160 E/40 ml DMEM die Nabelschnur) vorspülen 

- NS erneut verschließen und mit Dispase Lösung füllen  

- Dreiwegehahn verschließen und 30min. in einem sterilen Gefäß bei 37°C inkubieren 

- Nach der Inkubationszeit die Nabelschnur wieder am Stativ aufhängen und eine neue 

Spritze befestigen 
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- anschließend 15 ml DMEM + 10%FCS in die neue Spritze geben, die Dispase Lösung 

im Röhrchen auffangen, 

den Dreiwegehahn öffnen und nun das DMEM ablaufen lassen und im gleichen 

Röhrchen auffangen 

- Röhrchen 5 min bei 4°C und 1000 min-1 abzentrifugieren 

- Überstand absaugen  

- Pellet in 10 ml Endothelzellmedium suspendieren 

 

Zunächst erfolgte die Beschichtung einer großen Kulturflasche mit 1% steriler Gelatine mit 

einer nachfolgenden Inkubation für mindestens 30 Minuten bei 37°C. 

 

Die so gewonnen HUVEC wurden zunächst für 24h  zur Förderung der Adhäsion bei 

Endothelzellmedium mit einem FCS Gehalt von 20% kultiviert. 

Zur Unterdrückung von Fibroblasten erfolgte im Anschluß, für weitere 24h die Kultur in 

Endothelzellmedium mit einem FCS Gehalt von 5%. 

 

Endothelzellmedium : RPMI 1640 – Medium    500 ml 

Fetales Kälberserum 20%   100 ml 

L-Glutamin 0,1%    5 ml 

Pen./Strep 0,1%    5 ml 

HEPES 0,125%    7 ml 

Heparin     25 mg 

Endothelial Cell Groth Supplement  2 ml 

Polymyxin B     500 µl 

 

Unter Kulturbedingungen herrschte eine Temperatur von konstant 37°C  bei einer 

Atmosphäre von 5% CO2  und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 95%. 

 

3.2.2 Passagierung der Kulturen 
 
Die Passagierung der Kulturen erfolgte bei einer Konfluenz von 80-90 %, in folgenden 

Schritten 

- altes Medium absaugen, 

- 1x mit PBS waschen, 

- 2-5 ml Trypsin (370C) aufpipettieren und ca. 30 sec. bis 1 min. einwirken lassen 

- inaktivieren mit 10-15 ml Endothelzell-Medium 

- mit Pipette Kulturflasche spülen (so daß sich die Zellen ablösen) und das Medium mit 
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den Zellen in einem  

- Suspension in 50ml-Röhrchen auffangen 

- 5-10 min bei 40C und 1000 min-1 abzentrifugieren 

- zwischenzeitlich PBS in die neuen, gelatinisierten Kulturflaschen geben und Reste 

absaugen 

- Überstand absaugen, 

- Pellet in z.B. 5 ml Endothelzell-Medium aufnehmen 

- Zellzahl bestimmen und nicht mehr als 106 Zellen / 75 cm2 Flasche aussäen 

- Mediumwechsel am nächsten Tag 

 

Für die Stimulationsversuche wurden HUVEC in der 3. Passage verwendet, und dabei 

nicht länger als drei Wochen in Kultur belassen. 

 

 

 

 

3.2.3 Stimulationsversuche 
 

Im ersten Schritt erfolgte die Umsetzung der Endothelzellen auf sechs-Kavität Platten mit 

150.000 Zellen / Kavität (9,6cm2) in 2 ml Medium und einer Adhärenzzeit von 24 Stunden. 

Die Stimulation erfolgte bei konfluenten Kulturen in Endothelzellmedium mit 5% FCS. 

 

Versuchsaufbau : 

Der nachfolgende Versuchaufbau unterteilt sich in zwei Gruppen die jeweils mit dem 

Heterodimer S100A8/A9 stimuliert wurden.  

Die mit AGE vorstimulierte Gruppe simuliert hierbei die pathophysiologischen 

bedingungen des Diabetes mellitus, in dem ein in unterschiedlichen Stufen vorliegendes 

glykiertes und oxydiertes Protein-Gemisch vorliegt. Der Vergleich erfolgte gegen ein nicht 

glykiertes Gemisch aus Glucose und BSA (Bierhaus et al., 1996). 

 

1.) Prästimulation mit 1000 ng/ml AGE für 48 h gegen die Vergleichsgruppe mit 

Glucose und Bovinen Serum Albumin (BSA), danach Absaugen des Mediums mit 

anschließender zweimaliger Spülung mit PBS 

2.) Stimulation mit S100A8/S100A9 in den Konzentrationen 1000 nM; 100 nM; 10 nM; 

1 nM,  jeweils steril filtriert für 72 h. 

3.) Für die Positivkontrolle wurden HUVEC mit  Lipopolysaccharid (Sigma-Aldrich)  in 

einer Konzentration von 1 ng/ml und mit TNFα  (Sigma-Aldrich) 1 ng/ml  stimuliert. 
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Nach Beendigung der Stimulation erfolgte die Asservierung der 

Zellkulturüberstände in sterile Eppendorf-Gefässe. Die Zellen wurden auf nicht-

enzymatischen Wege (Cellscraper) gelöst und  5 min bei 40C und 1000 min-1 

abzentrifugiert, dann bei –20°C asserviert. 
 

Die Stimulationszeiten betrugen 48 und 72 h . Nach Beendigung der Stimulation erfolgte 

die Asservierung der Zellkulturüberstände in sterile Eppendorff-Gefässe. Die Zellen 

wurden auf nicht-enzymatischen Wege gelöst und in analoger Weise asserviert. 

 

 

3.2.4 Inhibitionsversuche 
 

Die Inhibitionsversuche erfolgten in den Schritten 1.) und 2.) analog zu 3.2.3 . Jeweils 

eine Stunde vor Proteinstimulation ( Schritt 3. ) wurden die Inhibitoren zugesetzt. Der p38-

Inhibitor SB 203580 wurde zunächst in Dimethylsulfoxid (DMSO) gelöst und in einer 

Konzentration von 20 nM eingesetzt. Dementsprechend wurde als Negativkontrolle 

Medium mit Glucose , BSA und DMSO eingesetzt (Davies et al., 2000). 

Der MAP Kinase Kinase (MEK) Inhibitor PD 98059 wurde in einer Konzentration von 30 

µM eingesetzt. Als Hemmstoff des Hydroxymethylglutaryl Coenzym A wurde Simvastatin 

in einer Konzentration von 10 µM eingesetzt. 

 

3.3 Analytik 
 

3.3.1 One Stage Clotting Assay zum Nachweis der prokoagulatorischen Aktivität 
an der Endothelzelloberfläche 

 

Reagenzien und Ansatzprotokoll: 

 

- 3 maliges Spülen der Zellkultur mit PBS 

- nicht-enzymatisches Bblösen der Zellen 

- abzentrifugieren der Zellen 5 min bei 5000 min-1 

- suspendieren des Zellpellets in 100 µl Barbitalpuffer (Natriumbarbital 38 mmol/l, NaCl 

125 mmol/l, pH 7,35 

- Zugabe von 100 µl zitrierten Normalplasma 

- starten der Reaktion mit 100 µl CaCl2 25 mM 

- Messung der Zeit bis zum Fibrinausfall bei 37°C  
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3.3.2 Konzentrationsbestimmung von Proteinen in Lösung 
 
Zur Anwendung der Konzentrationsbestimmung von Proteinen in Lösung erfolgte die 

Messung mittels DC Protein Assay der Fa. Biorad (Lowry et al.) Als Standardprotein 

wurde der BSA-Standard der Fa. Bio-Rad eingesetzt . Die Proben wurden in dergestalt  

verdünnt, bis die Proteinkonzentration im linearen Messbereich des Assays zwischen 0,1 

und 1 mg/ml lagen. 

 

Reagenzien und Ansatzprotokoll : 

 

- 50 µl Probe bzw. Standard in ein Reagenzglas pipettieren 

- 250 µl alkalische Kupfertartrat-Lösung + 2 µl Detergens dazu pipettieren 

- 2 ml verdünntes Folin-Reagenz dazugeben und schütteln 

- nach 15 min. bis spätestens 1 h bei 750 nm Kavitätenlänge photometrisch ablesen  

 
3.3.3 Aufarbeitung von zytoplasmatischen Proteinfraktionen 
 
Die im Vorwege stimulierten Zellen wurden in eiskaltem PBS nichtenzymatisch abgelöst 

und für 5 Min. bei 2000 Min-1 bei 4°C zentrifugiert. 

Das so gewonnene Zellsediment wurde mit 1ml PBS gewaschen, resuspendiertund 

erneut abzentrifugiert . Das Pellet wurde im Anschluß in 200 µl Puffer A aufgenommen 

und für 10 sec verschüttelt, mit nachfolgender Inkubation für 15 Min. auf Eis. Zur 

chemischen Zellyse erfolgte die Zugabe von 12,5 µl 10% NP-40 wiederum mit 

nachfolgender 5 minütigen Inkubation auf Eis. Abschließend erolgte die Zentrifugation bei 

15000 min-1 für 30 sec. 

 

Puffer Awest : 10mM HEPES pH 7.9 

10mM KCL 

0,1mM EGTA 

0,1mM EDTA 

1mM DTT 

0,5mM PMSF 

 



III. Methoden Seite 
 

24

 

3.3.4 Western-Blot für RAGE 
 

Die Auftrennung der Proteine erfolgte mittels eines 10% Trenngels und eines 5% 

Sammelgels. Pro Geltasche wurden  20 µg zytoplasmatisches Protein aufgetragen, wel-

che zuvor für 5 min. bei 95°C erhitzt wurde . Der Gellauf  fand unter folgenden Laufbedin-

gungen statt : 

 

(1) Start bei 50 V ( 10 V/cm Trennstrecke ) , bis die Probe komplett aus den Taschen  in 

das Sammelgel übergetreten ist  . 

(2) Konstante Stromstärke bei 30 mA/cm2 

 

Für den Proteintransfer wurde die PVDF Membran für eine Minute mit Methanol benetzt 

und dann für 10 min im Transferpuffer aquilibriert. Das 3MM Whatman Papier wurde 

ebenfalls mit Transferpuffer getränkt. 

Beim Vorbereiten des Transfersandwich waren Luftblasen stets zu beseitigen. 

 

Laufbedingungen für den Blot : 

 

(1) konstante Spannung mit U= 50 V für 2 Stunden 

 

Nach dem Proteintransfer wurde die Membran übernacht bei 4°C in Blockierpuffer 

belassen. Am nächsten Tag wurde die Membran 2 x mit 0,5 % PBS Tween gewaschen. 

Der erste Antikörper Maus anti RAGE (Fa.Chemicon MAB5328) wurde in einer 

Konzentration von 1:2000 in Blockierpuffer eingesetzt und für 1 Stunde inkubiert. 

Anschließend erfolgten 2 Waschvorgänge in PBS-Tween 0,05% für 10 min. Der zweite 

Antikörper Ziege anti Maus POD (Fa.Dianova) wurde in einer Konzentration von 1:10.000 

eingesetzt und für 45 min. inkubiert und wiederum in PBS-Tween 0,05% gewaschen. Die 

Detektion erfolgte mit einem 1:1 Einsatz von Reagenz 1 und Reagenz 2 des Amersham 

ECLplus-Detection-Kit und einer Inkubationszeit von 1 min. 

Die Expositionszeit mit einem Autoradiographiefilm (Fa.Amersham) betrug zwischen 10 

sec. bis 10 min. 
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Lösungen und Puffer : 

 

(1)10x SDS Laufpuffer 0,25 M Tris  30 g 

2 M Glycin  144 g 

10% SDS  100 ml  / ad 1000 ml ddH2O 

 

(2)Transferpuffer  15 mM Glycin 5,8 g 

15 mM Tris  11,6 g 

10% SDS  7,4 ml 

20% Methanol  400 ml  / ad 2000 ml ddH2O 

 

 

 

(3)10x  TBS   0,25 M Tris  30,28 g 

1,5 M NaCl  87,66 g 

10 mM CaCl2  1,50 g 

pH 7,5     / ad 1000 ml ddH2O 

 

(4)0,05 % PBS-Tween Tween   0,5 ml 

1x PBS  1000 ml 

 

(5)Blockierpuffer  Dry Milk  2 g 

PBS-Tween  40 ml 

 

3.3.5 Färbung von  Proteinen in Polyacrylamidgelen 
 
Die Färbung von  Proteinen in Polyacrylamidgelen erfolgte mittels Silberfärbung, da 

dieses Verfahren bei niedrigen Proteinkonzentrationen die beste Sensivität bietet (Oakley 

et al., 1980) 

Alle Lösungen wurden unmittelbar vor der Färbung angesetzt 
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Reagenzien und Lösungen: 

 

(1) Fixierlösung 30 % Ethanol 600 ml 

10 % Essigsäure 200 ml / ddH2O ad 2 l 

 

(2) Sensitivierlösung 30 % Ethanol 75 ml 

0,5 M Natriumacetat 10,25 g 

0,5 % Glutaraldehyd 1,25 ml 

0,2 % Natriumthiosulfat 0,5 g / ddH2O ad 250 ml 

 

(3) Silbernitratlösung 0,2 M AgNO3 10 ml (2,5 M Stock) 

0,02 % Formaldehyd 37% 50 µl / ddH2O ad 125 ml 

 

(4) Entwicklerlösung 3 % Na2CO3 7,5 g 

0,01 % Formaldehyd 37% 50 µl / ddH2O ad 250 ml 

 

(5) Stopperlösung 0,05 M EDTA 4,65 g / ddH2O ad 250 ml 

 

(6) Konservierlösung 30 % Ethanol 75 ml 

5 % Glycerin 12,5 ml 

 / ddH2O ad 250 ml 

 

Färbeprotokoll 

 

- 30 min Silber-Fixierer 

- kurze Spülung mit ddH2O 

- 30 min Sensitivierlösung 

- 3 x 10 min  ddH2O 

- 20 min 0,2 % AgNO3 

- Entwickler 2-10 min. 

- Stopperlösung mindestens 30 min 

- 2 x 30 min Konservierlösung 

 

Das Abstoppen erfolgte sobald die Proteinbanden sich deutlich anfärbten und bevor sich 

der Hintergrund zu färben begann. 
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3.3.6 Extraktion von Zellkernproteinen 
 

Die Aufbereitung der HUVEC erfolgte für den ELISA in einem Miniextraktionsverfahren 

(Schreiber et al., 1989) in folgenden Schritten. 

 

PUFFER (kalt, 4°C) 

 

(1) PBS  

 

(2) Puffer A II:  10 mM HEPES  

10 mM KCl 

0.1 mM EDTA 

0.1 mM EGTA  /pH 7,9 

  

kurz vor Durchführung des Versuches:   

 

1 mM DTT (100 µl auf 10 ml);  

0.5 mM PefablocRoche( Stammlösung 100 mg/ml = 0.42 M), 

(12.5 µl auf 10 ml); 

1 Tablette complete mini-Protease-InhibitorRoche (ohne EDTA)/10 ml 

 

(3)  Puffer C:  20 mM HEPES  

0.4 M NaCl  

1 mM EDTA 

1mM EGTA  /pH 7,9 

 

kurz vor Durchführung des Versuches: 

 

1 mM Pefabloc (25 µl auf 10 ml);  

1 Tablette complete mini-Protease-Inhibitor®  (ohne EDTA)/10 ml 

 

(4) Puffer D:  10mM Tris/HCl 

7 M Harnstoff,  

1% SDS 

0.1 M Natriumacetat  

20 mM EDTA  /pH 7,5 
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- alle Schritte dieses Protokolls wurden auf Eis durchgeführt -  

 

 

1. Suspensionskulturen abzentrifugieren und adherente Zellen lösen und 

zentrifugieren. 

2. Zellen zweimal in kaltem PBS waschen, jedesmal 5 min. bei 750  g (ca 2080 min-1) 

zentrifugieren und den Überstand jeweils verwerfen. 

3. Zellsediment in 1ml eiskaltem Puffer A II resuspendieren, auf Eis für 20 min. 

inkubieren und danach die  Suspension in 1,5 ml kaltes, steriles Eppendorf-Gefäss 

überführen; dann 0,4% NP-40 (4 µl bei 1 ml) zugeben. Im Anschluß für 30 sec auf 

dem Rüttler mischen (chemische Lyse der Zellmembran). 

4. Zentrifugation für 3 min bei 14000 min-1 und 4°C. Den Überstand verwerfen. 

5. das Sediment mit 500 µl eiskaltem Puffer A II (ohne NP-40) waschen und im 

Anschluß für 3 min bei 4°C und 14000 min-1 zentrifugieren; Den Überstand 

absaugen und das Sediment in 50 µl eiskaltem Puffer C resuspendieren und in 

jedes Reaktionsgefäss ein magnetisches Minirührstäbchen geben. Bei 4°C (im 

Kühlschrank) mindestens  1h rühren (mechanische Lyse der Kernmembran). 

6. Im Anschluß für 15 min bei 14000 min-1 zentrifugieren und den Überstand 

vorsichtig in ein frisches Reaktionsgefäß überführen. 

7. Konzentration der Proteine im Kernextrakt bestimmen. 

8. Proben bei -70°C konservieren (häufiges Auftauen und Einfrieren vermeiden). 
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3.3.7 
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Abbildung 3.1 :

 

Schema der chemischen Zellyse nach

Schreiber et al.(1989) Die Extraktion des

nukleären Proteins beruht auf einer Lyse

der Zellmembran mit nachfolgender mecha-

nischer Lyse der Kernmembran mit einem

Rührstab 

NFκB p65 ELISA 

antitative Bestimmung des NFkB erfolgte im ELISA (Kothe et al., 2000) 

zien und Lösungen: 

sphatpuffer 500 mM NaH2PO4,  /pH 8,5 

itivkontrolle 1 µg/µl NFκB c-Rel (Fa. Santa Cruz) 

fer C 20 mM HEPES  

1 mM EDTA 

1 mM EGTA 

0,4 M NaCl /pH 7,9 

ung I mit BSA 0,3 M Tris  /pH 9,5 

1M NaCl 

1% Bovines Serum Albumin (BSA) 
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(5) Lösung I ohne BSA 

 0,3 M Tris  

1 M NaCl /pH 9,5 

 

(6) Lösung II 20 mM Tris  

10% Glycerin 

100 mM NaCl 

0,5 mM DTT 

 

(7) Poly dl-dC 500 µg/ml Poly dl/dC (Fa. Roche) 

in Lösung II 

 

(8) 5’NF-kappaB-Oligo 

 100 µM 5’-NF-kappaB-Oligo in Phosphatpuffer (1) 

 

(9) 3’NF-kappaB-Oligo  

 100 µM 3’-NF-kappaB-Oligo in Phosphatpuffer (1) 

 

 

- polyklonaler Hase anti NFκB c-Rel Ab (Fa. Santa Cruz) 

- anti Hase HRP konjugiert (Fa. Sigma) 

- TMB-Substrat (100 ml, Fa. Sigma) 

- 1 M HCl 

- DNA-BIND-96-Kavitäten-Platte (Fa. Costar)  

 
Beschichtung der ELISA-Platten: 

 

- NF-kappaB Oligos (5µl/well) wurden vor dem Einsatz im Verhältnis 1:1 gemischt, 

durch Erhitzen bei 95°C für 5 min denaturiert und anschließend auf Raumtemperatur 

abgekühlt 

- 500 µl des denaturierten Oligogemischs wurden mit 5 ml des Phosphatpuffers 

gemischt 

- 55 µl wurden in jede Kavität vorgelegt und auf einem Schüttelinkubator bei 37°C für 30 

min inkubiert 

- Die Platten wurden 3 Mal mit PBS gewaschen 

- Blockieren mit 300 µl Lösung I + BSA pro Well bei 4°C übernacht 
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Probenvorbereitung: 

 

- Proben (Vierfachbestimmung):  

20 µl des jeweiligen nukleären Proteinextrakts 

20 µl Puffer C + 

140 µl Lösung II +  

20 µl poly dI-dC (500 µg/ml) ansetzen (ng) 

und für 15 min. auf Eis inkubieren  

 

- Blindwert (Fünffachbestimmung): 

25 µl Puffer C 

25 µl poly dI-dC (500 µg/ml) 

200 µl Lösung II 

 

- Negativ-Kontrolle (Fünffachbestimmung): 

25 µl BSA 

25 µl Puffer C 

175 µl Lösung II 

25 µl poly dI-dC (500 µg/ml) 

 

- Positiv-Kontrolle (Fünffachbestimmung): 

25 µl c-rel Lösung 

25 µl Puffer C 

175 µl Lösung II 

25 µl poly dI-dC (500 µg/ml) 

 

Versuchsdurchführung: 

 

- nach dem Blockieren Platte ausklopfen,  

- 40 µl der Proben bzw. der Kontrollen wurden pro Kavität auftragen und für 15 min bei 

RT inkubiert 

- Platten wurden dreimal mit je 200 µl Lösung I ohne BSA gewaschen und ausgeklopft  

- 50 µl anti NF-kappaB (1:1000 in Lösung I ohne BSA) pro Kavität,1h Inkubation bei 

Raumtemperatur 

- Platten wurden dreimal mit je 200 µl Lösung I ohne BSA gewaschen und ausgeklopft 

- 50 µl anti rabbit HRP (1:10000 in Lösung I ohne BSA) pro Kavität,30 min Inkubation 

bei Raumtemperatur 
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- Platten wurden dreimal mit je 200 µl Lösung I ohne BSA gewaschen und ausgeklopft 

- 200 µl TMB-Substrat pro Kavität, 30 min bei RT (im Dunkeln) 

- Reaktion stoppen durch Zugabe von 100 µl 1 N HCl/Kavität 

- Ablesen bei 450 nm (Farbreaktion von blau nach gelb) 

 
 

3.3.8 sonstige ELISA  
 
Die Bestimmung von ICAM-1 , VCAM-1 , IL-6 und MCP-1 erfolgte mittels kommerzieller 

ELISA-Kits der Firma Diaclone (ICAM-1 , VCAM-1 , IL-6) und Biosource (MCP-1). 

Zellkulturüberstände wurden zunächst zentrifugiert 5 min bei 8000 min-1 und abdekantiert, 

um eventulle Schwebstoffe zu entfernen. 

Die Probenverdünnung erfolgte so, dass der zu erwartende Wert im Messbereich des 

jeweiligen Kits lag. 

Die Messungen erfolgten streng nach Protokoll des Herstellers und in Doppelbestimmung. 

 

 
 

3.3.9 Statistik 
 

Die statistischen Berechnungen wurden im Tabellenkalkulationsprogramm Microsoft Excel 

2000™ durchgeführt, die Berechnung zur statistischen Signifikanz erfolgte in diesem 

Programm nach dem Student T-Test für eine zweiseitige Fragestellung. Ein p-Wert kleiner 

als 0,05 wurde als signifikant gewertet. 
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4 Ergebnisse 
 

4.1 Prokoagulatorische Aktivierung von HUVEC unter AGE 
 

HUVEC wurden unter den beschriebenen Zellkulturbedingungen in dritter Passage für 72 

Stunden mit AGE in einer Konzentration von 1000 ng/ml stimuliert. Im folgenden wurden 

die prokoagulatorischen Eigenschaften im One Stage Clotting Assay untersucht, um die 

intrinsische Aktivität des synthetisierten AGE zu belegen. Untersucht wurde Calmodulin 

als bekanntester Vertreter der EF-Hand Proteinfamilie, sowie aus der Gruppe der S100 

Proteine das S100A1, S100B und S100A8/A9. Es fanden sich hierbei deutlich 

herabgesetzte Koagulationszeiten nach Stimulation mit AGE und LPS , nicht jedoch bei 

Stimulation mit S100A8/A9, S100A1, S100B oder Calmodulin. 

 

 500
 

400
 

t [
se

c.
]

*300
 

*200
 

100
 

0 
AGE A1 B A8/A9 CM LPS GLU+BSA

 
Abbildung  4.1: Signifikant ( p<0,005) herabgesenkte Koagulationszeiten im One Stage Clotting

Assay nach Stimulation mit AGE und LPS, jedoch nicht für S100A1 (A1), S100B (B),

S100A8/S100A9 (A8/A9), Calmodulin (CM) und Glucose (GLU)+BSA; n=9  

 

 

 

4.2 Vermehrte RAGE Expression unter AGE 
 
Im weiteren wurde die Expression des Rezeptors für AGE (RAGE) auf Endothelzellen 

untersucht. Dafür wurden analog zu 4.1.1 HUVEC mit AGEs und verschiedenen 

kalziumbindenden Proteinen stimuliert. Die Zellen wurden im Anschluß in einem SDS-

haltigen Elektrophoresepuffer extrahiert, die extrahierten Proteine elektrophoretisch 

aufgetrennt und mittels Westernblot auf eine PVDF Membran transferriert. Im Westernblot 

zeigte sich eine deutliche Hochregulation von RAGE in HUVEC nach AGE Stimulation, 

jedoch nicht nach Stimulation mit S100A8/A9. 
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AGE A8/A9  
 

Abbildung 4.2: 

Nur AGE, nicht aber S100A8/S100A9 und

Glucose+BSA+Medium sind in der Lage

RAGE zu induzieren. Ein synergistischer

Effekt von AGE und S100A8/A9 ist nicht

nachweisbar (nicht gezeigt). Die Position des

prestaind Standards (Fa. Bio Rad) auf der

Blotmembran wurde mit einem Filzstift auf

den wiederaufgelegten Film markiert. 

 

4.3 RAGE / S100A8/S100A9 Interaktion 
 

Ausgehend von den in 4.1 gemachten Beobachtungen wurden HUVEC wie im Methoden-

teil beschrieben stimuliert. 
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Unter diesen Bedingungen zeigte sich ein deutlich synergistischer Effekt von S100A8/A9 

und AGE. Während nach alleiniger Stimulation der Endothelzellen mit dem Heterodimer 

S100A8/S100A9 keine Effekte zu dokumentieren waren,  führte S100A8/S100A9 zu einer 

starken Sekretion von IL-6, VCAM-1und ICAM-1, durch eine 72 stündige Vorinkubation 

mit AGE-Albumin signifikant gesteigert worden war. Eine Ausnahme ergibt sich in diesem 

Versuchsansatz für MCP-1, das auch ohne AGE Prästimulation durch S100 A8/A9 

signifikant erhöht gemessen wurde. Andere Vertreter der S100 Familie (S100A1 und 

S100B) zeigten hier keine proinflammatorischen Effekte, so dass die hier gemessenen 

Daten als spezifisch für S100A8/A9 anzusehen ist. 

 
 
4.4 Effekte in Abhängigkeit von der Heterodimerform von S100A8 und S100A9 
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Abb. 4.4: Spezifität der Stimulation durch das Heterodimer von S100A8 und 

S100A9. Die Homodimere S100A8 und S100A9 zeigen keine Effekte  

Abbildung. 4.4: S100A8 und S100A9 zeigen Spezifität der Stimulation durch das 

Heterodimer von S100A8 und S100A9. Die Homodimere zeigen keine Effekte.n=4 
ediglich der Einsatz des Heterodimers S100A8/A9 nach AGE Vorstimulation führte zu 

inem signifikanten Anstieg der beobachteten Parameter. Der Einsatz der Homodimere 

100A8 und S100A9 zeigte keine signifikante Steigerung der beobachteten Parameter 

egenüber der Negativkontrolle. 
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4.4.1 Dosis-Wirkungs-Beziehung von S100A8/A9 
 

Zur Untersuchung der Dosis-Wirkungs-Beziehung wurde S100A8/A9 in 1000, 100, 10 und 

1nM Konzentration mit und ohne AGE Vorstimulation eingesetzt. 
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Abbildung 4.5: Bereits unter 1nM S100A8/A9 Koinkubation mit AGE kommt es zu einer signifikanten 

Steigerung der Sekretion von ICAM-1, VCAM-1, IL-6 und MCP-1, welche mit steigender Konzentration 

von S100A8/A9 weiter zunimmt. Im Gegensatz hierzu führt die alleinige Stimulation mit S100A8/A9 in 

keiner der untersuchten Konzentrationen zu einer signifikanten (p < 0,005)  Steigerung der Sekretion von 

ICAM-1,VCAM-1 oder IL-6.Lediglich MCP-1 wird auch ohne AGE Koinkubation signifikant durch S100 

A8/A9 gesteigert. n=4 

Im Unterschied zu der dosisabhängigen Steigerung der Sekretion von IL-6, ICAM-1, 

VCAM-1 die nur nach AGE Vorstimulation zu beobachten ist, scheint die Stimulation 

durch MCP-1 einen AGE-unabhängigen Effekt zu bewirken und somit zu einer 

Sensitivierung der Endothelzellen für S100A8/S100A9 zu führen. 
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4.4.2 Signaltransduktionswege unter S100A8/S100A9, RAGE und NF-ΚB 
 
Am Modell der kultivierten Endothelzelle sollten die Signaltransduktionsmechanismen der 

S100/RAGE/NFκB-Sequenz näher untersucht werden. Anhand der im folgenden 

aufgeführten Untersuchungen soll insbesondere ein Profil des S100A8/A9 assoziierten 

Effektes der NFkB-Aktivierung aufgezeigt werden. Verwendet wurden die spezifischen 

Blockiersubstanzen PD 98059 (i p44/42) , SB 203580 (i p38/JNK) und Simvastatin (i 

p21ras). 
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Abbildung 4.6: Die Blockade von p21ras (Simvastatin), p44/42 (PD 98059) und p38/JNK (SB

203580) zeigten eine signifikante (p<0,005) Reduktion der unter AGE/ S100A8/A9 dokumen-

tierten Sekretion proinflammatorischer Komponenten, wie  ICAM-1,VCAM-1,MCP-1 und IL-6.

Nach Applikation der oben aufgeführten Substanzen zeigt sich eine signifikante 

Reduzierung der Sekretion von IL-6, ICAM-1, VCAM-1 und MCP-1 unter PD 98059 (30 

µM), SB 203580 (20 nM) und Simvastatin (10 µM). Diese Beobachtungen lassen daher 

vermuten, dass die unter AGE/ S100A8/A9 dokumentierten Effekte über p21ras, ERK 1/2, 

sowie p38/JNK abhängige Signaltransduktionswege vermittelt werden. 
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4.4.3 MAP Kinasen Aktivierung unter AGE / S100A8/A9 
 

Da viele Proteinkinase-Inhibitoren nicht zu 100% spezifisch sind,war es notwendig die 

signifikante Aktivierung der MAP-Kinasen p38 und ERK1/2 unter gleichen 

Versuchsbedingungen wie in 4.3.2 mittels Westernblot zu dokumentieren. Hierfür wurden 

Westernblots von Zellextrakten mit spezifischen Antikörpern gegen die aktivierte 

(phosphorylierte) Form von ERK1/2 und p39/JNK durchgeführt. Diese Versuch 

zeigen,daß es auch ohne AGE-Vorstimulation durch S100A8/S100A9 zu einer geringen 

Aktivierung von p38 und Erk1/2 kommt. Diese ist jedoch signifikant niedriger ausgeprägt 

als in AGE-vorbehandelten HUVECs. Dies ist somit ein weiterer Beleg für die Modulation 

der durch S100A8/S100A9 abhängigen Effekte durch die MAP-Kinasen p38 und Erk1/2. 
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Abbildung 4.7: Westernblots von Zellextrakten aus HUVEC mit dem Nachweis der MAP-Kinasen p38 

(a-c) und ERK1/2 (d-f). Repräsentative Westernblots aus Stimulationen unter AGE-Präinkubation. 

Oberste Reihe (a, d) jeweilsNachweis der Gesamtexpression von p38 (a) und ERK1/2 (d). Darunter

Nachweis der jeweils aktivierten Form von p38 (b) und ERK1/2 (e) mit phosphospezifischen 

Antikörpern (b, e). Quantitative Auswertung nach Normalisierung des Signals des phosphospezifischen

Antikörpers gegen die Gesamt-MAP-Kinase. Die Intensität zum Zeitpunkt 0 min wurde als 1

festegesetzt. * p < 0,05. 
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4.4.4 NF-κ B unter S100A8/S100A9 

 

Als distales Zielprotein der hier untersuchten RAGE-assoziierten  Signaltransduktion ist 

seit langem NFκB definiert. Dabei reguliert NFκB  als nukleärer Transkriptionsfaktor die 

Aktivierung verschiedener proinflammatorischer Proteine, darunter auch die oben 

untersuchten.  

Abbildung 4.6 zeigt die Induktion von NFκB unter AGE/S100 A8/A9 Stimulation, sowie 

unter Verwendung der oben beschriebenen Inhibitoren. Die Inhibition S100A8/A9 

abhängiger Induktion von NFκB durch PD 98059 und SB 203580 entspricht den Befunden 

unter 4.4.2, wo NFκB abhängige proinflammatorische Proteine vermehrt exprimiert 

wurden. Auch hier zeigte sich ein additiver Effekt unter der gleichzeitigen Inhibition von 

p38 und ERK1/2. 
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ng 4.8: Unter Einfluß der Inhibitoren zeigte sich eine signifikante  (* p<0,05) Senkung 

-B Konzentration im Zellysat. n=4 



V. Diskussion Seite 
 

40

5 Diskussion  
 

Die pathophysiologischen Vorstellungen zur Atheroskleroseentstehung haben sich im 

letzten Jahrzehnt erheblich gewandelt. Gegenwärtig sehen wir die Atherosklerose in 

erster Linie als typische chronisch-entzündliche Erkrankung an (Ross, 1999). Eine 

zentrale Rolle in diesem chronisch inflammatorischen Prozeß stellt die dem Rezeptor für 

AGE (RAGE) nachgeschaltete Signaltransduktionskaskade dar, die vermutlich 

insbesondere unter den pathophysiologischen Bedingungen eines Diabetes mellitus oder 

der terminalen Niereninsuffizienz eine besondere Bedeutung für die bei diesen Patienten 

oft schweren atherosklerotischen Veränderungen hat (Bierhaus et al., 1998). Denn bei 

diesen Erkrankungen kommt es zu einer Überladung des Organismus mit AGEs 

(Bierhaus et al., 2001), welche Glykierungs- und Oxidationsprodukte von verschiedensten 

Proteinen sind und bei diesen Erkrankungen entweder vermehrt produziert werden bzw. 

nicht ausreichend eliminiert werden können. Die dem Rezeptor RAGE nachgeschaltete 

Signaltransduktionskaskade führt dann zu einer perpetuierten Aktivierung von NFκB 

(Bierhaus et al., 1997), welche von den Mitogen aktivierte Protein-Kinasen (MAPK) p38 

und ERK1/2 (p44/p42) abhängig ist (Yeh et al., 2001). Das Besondere an dieser Kaskade 

ist es, daß es im Gegensatz zu anderen Signaltransduktionsmechanismen nicht zu einer 

negativen Gegenregulation kommt, sondern diese Kaskade eigene positiv regulatorische 

Wege aktiviert, die zu einer Amplifikation der inflammatorischen Signale führen kann 

(Schmidt et al., 2001).  

 

S100-Proteine spielen bei verschiedenen entzündlichen Erkrankungen eine wichtige 

Rolle, insbesondere durch ihre chemotaktischen und adhäsionsfördernden Eigenschaften. 

Neuere Veröffentlichungen ergaben Hinweise darauf, daß zumindest einzelne Verteter 

dieser Proteinfamilie mit RAGE interagieren (Hofmann et al., 1999; (Huttunen et al., 2000) 

und zu einer Aktivierung der nachgeschalteten Signaltransduktionskaskade führen. 

Derartige Beobachtungen haben dazu geführt, daß das sogenannte "two hit"-Modell 

(Schmidt et al., 2001) postuliert wurde, welches besagt, daß neben einer chronischen 

Aktivierung der RAGE-Kaskade durch AGEs als ersten Schritt, weitere Faktoren wie 

oxidativer Streß oder proinflammatorische Stimuli als "second hit" zur Auslösung einer 

überschießenden Inflammationsantwort erforderlich sind. Somit hatte diese Arbeit das Ziel 

am Modell der Endothelzellkultur die Interaktion zwischen AGEs und den 

inflammatorischen S100-Proteinen S100A8 und S100A9 zu untersuchen.  
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5.1 Effekte von AGE an humanen Endothelzellen  
 

Durch eine dreitägige Stimulation mit AGE-Albumin konnte zunächst auch für das Modell 

der humanen Endothelzelle (HUVEC) eine positive Regulation des Rezeptors für AGE 

(RAGE) gezeigt werden. Aus verschiedenen Tiermodellen, aber auch histopathologischen 

Untersuchungen zum Diabetes mellitus und chronischer Niereninsuffizienz, ist es 

bekannt, daß eine chronische AGE-Überladung zu einer vermehrten Expression von 

RAGE führt (Greten et al., 1996) (Hori et al., 1996). Dies trifft auch für die hier im 

Vergleich zu in vivo Versuchen relativ kurze Beobachtungszeit von nur 3 Tagen, in der bei 

AGE-stimulierten Endothelzellen bereits eine deutlich gesteigerte RAGE Expression zu 

beobachten war. Interessanterweise waren verschiedene S100-Proteine alleine nicht in 

der Lage die Expression von RAGE zu steigern, obwohl einige Vertreter dieser Gruppe 

bekannte RAGE-Liganden sind. Ähnliche Beobachtungen konnten für die 

Gerinnungsaktivierung durch stimulierte Endothelzellen gemacht werden, welche ein 

indirektes Maß für die Äktivität und Expression des Gewebefaktors (Tissue factor) ist 

(Bierhaus et al., 1997). Auch hier hatte nur AGE einen gerinnungsaktivierenden Effekt. 

Dabei ist anzumerken, daß mit 1 mg/l AGE im Kulturüberstand im Vergleich zu anderen in 

vitro Versuchen, in denen Konzentrationen bis zu 600 mg/l verwendet wurden (Basta et 

al., 2002), eine vergleichsweise niedrige Konzentration von AGE gewählt wurde. Daß 

dennoch bereits mit niedrigen Konzentrationen diese Auswirkung auf RAGE zu 

beobachten waren, unterstreicht die Sensibilität der Expressionsregulation von RAGE für 

AGEs. Die Steigerung der Expression von RAGE durch AGE-Stimulation scheint bereits 

ein wichtiger Schritt für die frühe Phase der Atheroskleroseentstehung zu sein, da gezeigt 

werden konnte, daß durch die Gabe eine löslichen AGE-Rezeptors (sRAGE) die 

Entstehung von atherosklerotischen Plaques im Modell der ApoE Knockout Maus 

drastisch vermindert werden konnte (Park et al., 1998), sowie bei bereits manifester 

Atherosklerose die bestehende vaskuläre Hyperpermeabilität senkt (Wautier et al., 1996). 

 

 

5.2 Effekte von S100A8/S100A9 in Abhängigkeit einer AGE-Vorstimulation 
 

Die S100-Proteine S100A8 und S100A9 sind als proinflammatorische, sowie Kalzium- 

und Zink-bindende Proteine bekannt, die insbesondere durch ihre chemotaktischen 

Eigenschaften eine wichtige Rolle bei verschiedenen entzündliche Erkrankungen spielen. 

So eignen sich die Serumspiegel dieser Proteine als klinische Marker für die Aktivität 

dieser Erkrankungen. So war es zunächst überraschend, daß das Heterodimer aus 

beiden Proteinen keine Effekte auf die Sekretion des Zytokins IL-6 durch Endothelzellen 



V. Diskussion Seite 
 

42

hatte. Ausschließlich in AGE vorstimulierten Zellen kam es durch S100A8/S100A9 zu 

einer deutlichen Expressionssteigerung von IL-6 sowie der Adhäsionsmoleküle ICAM-1 

und VCAM-1. Studien zeigen, daß gerade diese beiden Adhäsionsmoleküle einen 

wichtigen Marker bereits für die endotheliale Dysfunktion als Frühmanifestation der 

Atherosklerose darstellen (Schmidt et al., 1996). Diese Effekte ließen sich weder durch 

andere S100-Proteine wie S100A1 und S100B, andere EF-Hand kalziumbindende 

Proteine wie Calmodulin, noch durch die homodimerischen Isoformen aus jeweils S100A8 

bzw. S100A9 reproduzieren. Auch aus anderen Arbeiten ist bekannt, daß insbesondere 

das Heterodimer aus S100A8 und S100A9 für die bekannten proinflammatorischen 

Effekte dieser Proteine verantwortlich zu sein scheint (Ryckman et al., 2003). Auch für 

andere S100-Proteine ist bekannt, daß sie unter physiologischen Bedingungen bevorzugt 

Dimere miteinander ausbilden. S100A8 und S100A9 bilden insbesondere bei 

physiologischen Kalziumspiegeln fast ausschließlich Heterodimere miteinander 

(Teigelkamp et al., 1991). Dieses Heterodimer scheint besondere Eigenschaften zu 

besitzen, die durch die Homodimere nicht wiedergegeben werden können. Zu diesen 

gehört zum Beispiel die Eigenschaft Arachidonsäure mit hoher Affinität zu binden (Klempt 

et al., 1997), welches eine Vorraussetzung für die Aufnahme dieser Vorstufe 

entzündlicher Mediatoren in Zellen darstellt (Kerkhoff et al., 2001). Auch innerhalb von 

Neutrophilen scheint die Komplexbildung von S100A8/S100A9 mit Arachidonsäure ein 

entscheidender Schritt für die Bildung entzündlicher Mediatoren zu sein (Roulin et al., 

1999). Allerdings ist auch die Bildung größerer Komplexe in Form von Tri- und 

Tertrameren möglich. Inwiefern diese unterschiedlichen Komplexe eine besondere 

Bedeutung für die entzündlichen Eigenschaften dieser Proteine besitzen, ist bisher noch 

nicht geklärt. 



V. Diskussion Seite 
 

43

 

Abbildung 5.1 : 

Positiver Feedback-Mechanismus zwischen NFκB und der 
RAGE-Aktivierung (rot). Nach Binden von AGE-Proteinen 
an ihren Rezeptor (RAGE) kommt es über eine MAPK 
vermittelte Aktivierung von NFκB zu einer direkten 
Aktivierung des RAGE Promotors, die in einer Aktivierung 
der RAGE Expression mündet. Gleichzeitig resultiert aus 
der Stimulation von RAGE eine nachhaltige Steigerung der 
Transskription von NFκBp65, so daß es zu einer 
Perpetuierung dieses Signaltransduktionsweges kommt. Es 
kann daraus geschlossen werden, daß es mittels einer 
NFκB-abhängigen  Aktivierung von  Monozyten und 
neutrophilen Granulozyten zu einer weiteren positiven 
Rückkoppelung kommt, da diese Zellpopulationen den 
proinflammatorischen RAGE-Liganden sezernieren. Diese 
multiplen Rückkoppelungsmechanismen könnten dann 
ursächlich einer chronisch perpetuierten inflammatorischen 
Reaktion des Endothels zugrundeliegen, die letztendlich bei 
Patienten mit Diabetes mellitus, terminaler 
Niereninsuffizienz oder Hypercholesterinämie in einer 
Atherosklerose mündet.  

 

 

 

 

In einem zweiten Schritt wurde untersucht, ob auch die Stimulation mit heterodimerischem 

S100A8/S100A9 die bisher für die Effekte eine AGE-Stimulation bekannten 

Signaltransduktionswege aktiviert. Hierfür wurden weitgehend spezifische MAP-Kinase 

Inhibitoren verwendet: PD 98059 ist ein Inhibitor des ERK1/2-Aktivators MEK, SB 203580 

ein Inhibitor von p38/JNK (Davies et al., 2000). Die hier erhobenen Daten zeigen, daß die 

mit  RAGE-S100A8/S100A9 assoziierten Effekte durch eine Inhibition der MAP-Kinasen 

p38 und ERK1/2 vollständig blockierbar sind, während die jeweiligen Inhibitoren alleine 

nur eine partielle Blockade des Zytokinantwort bewirken. Dies ist möglicherweise auch 

darauf zurückzuführen, daß es innerhalb der einzelnen MAP-Kaskadewege zu 

sogenannten "Crosstalk" kommen kann, welches bedeutet, daß es Querverbindungen 

zwischen diesen Aktivierungswegen geben muß, die z.B. im Falle der Blockade eines 

Weges zu einer Kompensation über einen Alternativweg führen können (Sharma et al. 

2003). Da verschiedene Proteinkinase-Inhibitoren auch unspezifische Effekte aufweisen, 

und zum Teil sogar auch eine Stimulation einzelner Kinasen verursachen können (Kalmes 

et al. 1999), wurde zur Bestätigung einer tatsächlichen Aktivierung ein Nachweis der 

Phosphorylierung der MAP-Kinasen p38 und ERK1/2 durchgeführt. Diese Versuche 
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zeigten, daß es zu einer raschen Aktivierung dieser Kinasen kommt, welche bereits nach 

30 Minuten ein Maximum erreicht hat. Diese Versuche bestätigen, daß die durch 

S100A8/S100A9 ausgelöste Sekretion proinflammatorischer Proteine von beiden 

Kaskaden der MAP-Kinasen p38 und ERK1/2 abhängig ist. 

 

Diese hier gezeigten Daten unterstützen somit erstmals die Hypothese, daß das 

Heterodimer der Ca2+ bindenden EF-Hand Proteine S100A8/S100A9 ein neues, 

bedeutendes proinflammatorisches Signalmolekül darstellt, das über eine RAGE-

abhängige und nachhaltige Aktivierung von NFκB eine bedeutende Rolle in der 

Atheroskleroseentstehung spielen könnte. Diese Ergebnisse bieten somit erstmalig einen 

Ansatz für eine Erklärung, wie es im Rahmen des "Two Hit Models" zu einer perpetuierten 

inflammatorischen Reaktion am Endothel kommen kann, die letztendlich in einer 

progredienten Atherosklerose mündet. Allerdings kommen auch eine ganze Reihe 

weiterer Faktoren als "Second Hit" in Frage. So wirkt z.B. das als Entzündungsmarker 

bekannte C-reaktive Protein, welches durch IL-6 in der Leber induziert wird, selbst als 

proinflammatorischer Faktor (Pasceri et al., 2000). Aber auch oxidativer Stress (Cuda et 

al., 2002), bakterielle Toxine wie LPS (Wiedermann et al., 1999; (Takeuchi et al., 2000), 

inhalatives Zigaretterauchen (Cerami et al., 1997), wie auch psychischer Streß (Bierhaus 

et al., 2003) sind weitere potentielle Faktoren. Die Tatsache, daß sich die Effekte der 

meisten dieser Noxen durch Statine günstig beeinflußen lassen, trägt mit zur Euphorie 

bei, welche die "pleiotropen" Effekte dieser Substanzklasse ausgelöst haben. 

 

 

5.3 AGE-unabhängige Effekte von S100A8/S100A9 
 

Nur im Hinblick auf das Chemokin MCP-1 konnte gezeigt werden, daß S100A8/S100A9 

auch ohne AGE-Vorstimulation in der Lage ist, dessen Sekretion zu steigern. Bei den 

Versuchen zur Dosis-Wirkungs-Beziehung der S100A8/S100A9-Stimulation war dann 

aber auffällig, daß die Vorbehandlung der Endothelzellen mit AGEs eine Sensitivierung 

der MCP-1 Antwort auf S100A8/S100A9 bewirkte, so daß bereits niedrigere 

S100A8/S100A9-Konzentrationen eine größere MCP-1 Freisetzung bewirkten. MCP-1 

spielt eine Schlüsselrolle für die Migration und Makrophageninfiltration der Gefäßintima, 

welche dann zur Bildung weicher, instabiler Plaques führt. Diese Infiltrate stellen einen 

histopathologischen Marker für das instabile atherosklerotische Plaque dar (Moreno et al., 

1994). Auch die Bedeutung von MCP-1 für die Entstehung von Restenosen und 

myokardialem Remodeling konnte bereits mehrfach belegt werden (Mori et al., 2002)  

(Furukawa et al., 1999). Die Tatsache, daß es zu einer vermehrten Sekretion von MCP-1 
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auch ohne AGE-Vorstimulation kommt, zeigt, daß dieses Chemokin möglicherweise leicht 

auch durch andere inflammatorische Stimuli zu eine Potenzierung der 

Inflammationsantwort beitragen kann, zumal MCP-1 selbst ebenfalls in der Lage ist 

Zytokine zu induzieren (Werle et al., 2002). 

 

Für die Entwicklung möglicher gentherapeutischer Ansätze zur Blockade der Wirkung von 

S100A8/S100A9 liefern bereits existierende Knockout-Modelle interessante 

Informationen. Während das S100A8-Knockout der Maus bereits in der frühen 

Embryonalphase letal ist (Passey et al., 1999), ist der Knockout von S100A9 in der Maus 

überlebensfähig. Allerdings weisen S100A9-Knockout Mäuse eine verminderte 

Expression von CD11b auf, welche zu einer beeinträchtigten Chemotaxis und somit einer 

erhöhten Infektanfälligkeit führt. Für die Überexpression von S100A8 oder S100A9 gibt es 

bisher noch keine Tiermodelle. Hingegen ist erst kürzlich beim Menschen ein Syndrom mit 

erhöhten Serumspiegeln von S100A8/S100A9 entdeckt worden (Sampson et al., 2002), 

welches zunächst als Krankheitsbild der Hyperzinkämie beschrieben worden war. 

Während der normale Zinkspiegel des menschlichen Körpers 11 bis 18 µmol/l beträgt, 

haben diese Patienten einem Serumspiegel von 77 bis 200 µmol/l Zink und weisen ferner 

eine Hepatosplenomegalie, eine Anämie, sowie Zeichen einer systemischen 

Inflammationsreaktion auf. Ursache des erhöhten Serumspiegels von Zink ist der deutlich 

erhöhter Serumspiegel von S100A8/S100A9 mit 1,4 bis 6,5 g/l. Da dieses Protein eine 

hohe Affinität für Zink hat, führt dies sekundär zu den erhöhten Zinkspiegeln. Der 

Normalbereich für S100A8/S100A9 liegt unter 1 mg/l. Diese Daten zeigen hier noch 

einmal deutlich auch die pathophysiologische Bedeutung des Heterodimers 

S100A8/S100A9 für entzündliche Erkrankungen. 
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5.4 Effekte von Statinen 
 

Einen weiteren klinisch äußerst interessanten Ansatz zur Blockade der RAGE 

nachgeschalteten Signaltransduktionskaskade stellt die Gruppe der HMG-CoA-

Reduktasehemmer (Statine) dar (siehe Abbildung 5.2). Arbeiten der letzten Jahre zeigen, 

daß die pharmakologische Wirkung dieser Stoffgruppe nicht nur in einer ausschließlichen 

Verringerung der Serumlipide zu sehen ist. Über eine Inhibition von p21ras sind Statine in 

der Lage einer NFκB Aktivierung entgegen zu wirken (Ortego et al., 1999; (Denoyelle et 

al., 2001). Ferner ist diese Stoffgruppe offensichtlich dazu in der Lage über eine Blockade 

der Rho GTPase eine verstärkte NO-Synthese zu bewirken  (Laufs et al., 1998) und die 

Leukozyten-Endothel-Interaktion zu vermindern  (Scalia et al., 2001). Letzteres ist unter 

dem Aspekt besonders interessant, daß S100A8 und S100A9 durch eine Wirkung auf 

Neutrophile deren Adhäsion am Endothel fördern. Unter den in-vitro 

Versuchsbedingungen zeigt sich auch, daß die dem Zellkulturmedium zugegebene 

Substanz Simvastatin in einer Konzentration von 10 µM die proinflammatorischen Effekte 

von S100A8/S100A9 zumindest teilweise reduzieren konnte. Dieses Ergebnis unterstützt 

die Hypothese, daß insbesondere auch Diabetiker von einer frühzeitgen Therapie mit 

Statinen besonders stark profitieren, da es bei diesen durch eine chronische AGE-

Überladung zu einer andauernden Stimulation der RAGE-Kaskade kommt. Zudem sind 

bereits verschiedene Polymorphismen von RAGE gefunden worden, die sowohl mit 

akzelerierten atherosklerotischen Veränderungen, aber auch der Progression einer 

diabetischen Nephropathie assoziiert sind  (Hudson et al., 2001). Insbesondere diese 

Polymorphismen scheinen an einer differenzierten Regulation der RAGE vermittelten 

Zellaktivierung beteiligt zu sein. Somit könnten bestimmte Rezeptorpolymorphismen bei 

Patienten mit Diabetes mellitus Prädiktoren für spätere atherosklerotische Komplikationen 

sein, welche eine frühzeitige und intensive Primärprävention erforderlich machen.  



V. Diskussion Seite 
 

47

 

p44/p42

p21ras

MEK

p38/Jnk

raf+PKC

RAGE

AGEs S100-Proteine

p44/p42

p21ras

MEK

p38/Jnk

raf++PKC

RAGE

AGEs S100-Proteine

AFC (50µM)
Sulindac
Statine

-

-

U 0128 (50µM)

PKA
ZM 336372 (1µM)

PD 98059 (30µM)

-

SB 203580 (20µM)

-

-

GF 109203 (5µM)

AFC (50µM)
Sulindac
Statine

--

--

U 0128 (50µM)

PKA
ZM 336372 (1µM)

PD 98059 (30µM)

--

SB 203580 (20µM)

--

--

GF 109203 (5µM)

Abbildung 5.2 : Schematische Darstellung des RAGE Signaltransduktionswegs und dessen 

pharmakologischen Inhibitionsmöglichkeiten. Die Aktivierung mündet in einer vermehrten 

Expression von NFκB. 

Neben einer frühzeitigen Therapie mit Statinen ergeben sich möglicherweise zukünftig 

auch weitere Optionen einer direkten Beeinflussung der RAGE-abhängigen Inflammation. 

Da Tierversuche mit sogenanntem löslichen RAGE (sRAGE), welches die extrazelluläre 

Domäne von RAGE darstellt, spektakuläre Effekte auf die Atherosklerose der Maus 

ergeben haben (Park et al., 1998), gibt es derzeit Bemühungen ein Pharmakon mit 

ähnlicher AGE-blockierender Wirkung herzustellen. Aber auch die Elimination von AGE-

Proteinen durch sogenannte AGE-Breaker (Vasan et al., 1996; (Kass et al., 2001; 

(Candido et al., 2003) stellt eine weitere therapeutische Alternative dar. Da S100A8 und 

S100A9 für viele physiologische Prozesse eine wichtige Rolle spielen, müssen Versuche 

zur Blockade der Wirkung beider Proteine zunächst noch ergeben, ob dies zu einer 

Reduktion atherosklerotischer Veränderungen oder als unerwünschten Effekt zu einer 

erhöhten Infektanfälligkeit führt. 
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6 Zusammenfassung  
 

Die Atherosklerose ist eine entzündliche Erkrankung. Bislang ist jedoch, wie auch für 

andere chronisch-inflammatorische Erkrankungen noch unklar, welche Mechanismen zur 

Perpetuierung der systemischen Entzündungsreaktionen führen. Tierversuche legen 

allerdings nahe, daß RAGE- und NFκB-abhängige Signaltransduktionsprozesse hier eine 

wesentliche Rolle spielen. In der vorliegenden Dissertation sollte daher untersucht 

werden, inwiefern die kalziumbindenden Proteine S100A8 und S100A9 als neues proin-

flammatorisches Signalprotein über eine Aktivierung der RAGE/MAPK/NF-κB-abhängigen 

Signaltransduktion die endotheliale Inflammationsreaktion initiieren kann.  

 

S100A8 (MRP-8) und S100A9 (MRP-14), werden beide in neutrophilen Granulozyten und 

Monozyten exprimiert und nach Stimulation dieser Zellen als Heterodimere in das Serum-

kompartment freigesetzt. Die in dieser Arbeit erhobenen Daten zeigen erstmals, daß das 

Heterodimer S100A8/S100A9 am Model der humanen Endothelzelle über die Aktivierung 

von MAP-Kinasen und NF-κB die Expression von proinflammtorischen Zytokinen und 

Adhäsionsmolekülen initiiert. Dieser Effekt ist spezifisch für das Heterodimer aus beiden 

Proteinen, da der Effekt weder mit den homodimerischen Isoformen noch mit anderen 

S100-Proteinen beobachtet werden konnte, und ist von einer vorhergehenden AGE-

Stimulation abhängig. Während nach alleiniger Stimulation der Endothelzellen mit dem 

Heterodimer S100A8/S100A9 keine Effekte zu dokumentieren waren,  führte 

S100A8/S100A9 zu einer starken Expression von IL-6, VCAM-1, ICAM-1 und MCP-1, 

sofern zuvor die RAGE-Expression auf Endothelzellen durch eine 72 stündige 

Vorinkubation mit AGE-Albumin gesteigert worden war. In Versuchen mit spezifischen 

Inhibitoren von MAP-Kinasen konnte gezeigt werden, daß  ERK1/2 und p38 abhängige 

Signaltransduktionswege für die Wirkung von S100A8/S100A9 verantwortlich sind und 

einem möglichen therapeutischen Ansatz bieten. Daß auch die Substanz Simvastatin die 

S100A8/S100A9-Effekte abschwächen konnte, ist eine weitere Erklärung für die in 

klinischen Studien beobachteten pleiotropen Effekte dieser Substanzgruppe. 

 

Die Daten dieser Arbeit unterstützen daher erstmals die Hypothese, daß das Heterodimer 

der EF-Hand Ca2+-bindenden Proteine S100A8/S100A9 ein bedeutendes 

proinflammatorisches Signalmolekül darstellt, welches über eine RAGE-abhängige und 

nachhaltige Aktivierung von NFκB eine bedeutende Rolle in der Atherskleroseentstehung 

spielen könnte. 
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7 Abkürzungsverzeichnis 
 

AGE Advanced glycation end products 

APS Ammoniumperoxodisulfat 

AS Aminosäure 

BSA Rinderserumalbumin 

CaBP kalziumbindende Proteine 

CM Calmodulin 

DAG Diacylglycerin 

ddH2O doppelt entsalztes Wasser 

DMSO Dimethylsulfoxid 

DTT Dithiotreitol 

EDTA Ethylen-diamino-tetraessigsäure 

EF-Hand Strukturprinzip von Ca2+ bindenden Proteine einer Helix-Schleife-Helix-

Einheit. Siehe auch Einleitung. 

EGTA 1,2-Bis(2-aminoethoxy)-ethan-N,N,N’,N’-tetraessigsäure 

FCS fetal calf serum 

GLU Glucose 

HEPES 2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl]-ethansulfonsäure 

HUVEC human umbilical vein cells 

IL-6 Interleukin 6 

KO Kontrolle 

LPS Lipopolysaccharid 

MCP macrophage chemotactic protein 

MRP macrophage migration inhibitory factor - related protein 

MIF human macrophage migration inhibitory factor 

MRP macrophage migration inhibitory factor - related protein 

NFkB nukleärer Transkriptionsfaktor kappa B 

NIF neutrophil immobilizing factor 

NS Nabelschnur 

PAGE Polyacrylamidgelelektrophorese 

PBS Phosphat gepufferte Salzlösung 

PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid 

POD Peroxidase 

PVDF Polyvinylidenfluorid 

RAGE Rezeptor für AGE 

SDS Sodiumdodecylsulfat 
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TBS Trisgepufferte Salzlösung 

TEMED N,N,N’,N’-Tetramethyl-ethylen-diamine 

TNF-α Tumor Nekrosefaktor Alpha 

Tris Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan 
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