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Zusammenfassung

Titel
Regulation des Zusammenspiels von Foxo-1, Angiopoietin-2/Tie-2 und ADAMTSI bei der

Angiogenese durch Mechanismen der Mechanotransduktion

Autor
Sven Chlench

Abstract

,,Angioadaptation“ bezeichnet sowohl die Anderung der Anzahl von BlutgeféBen als auch den
kontinuierlichen Umbau bestehender GefaBinetzwerke an die Bediirfnisse des versorgten Gewe-
bes. Die erfolgreiche Adaptation eines Gefanetzes dulert sich in der funktionsgerechten Sauer-
stoffversorgung eines Gewebes und durch die Optimierung der Stromungsmechanik zur Mini-
mierung der Perfusionsenergie. Tatsdchlich kann die Expression verschiedener vaskulédrer Gene
durch Sauerstoffpartialdruck, Dehnung (Stretch) und Schubspannung (Shear Stress) reguliert
werden, wodurch auf zellulidrer Ebene Riickkopplungsmechanismen im Sinne einer ,,Angioadap-
tation bestehen konnten. Unsere Publikationen konzentrierten sich auf die Identifikation von
Mechanismen, welche eine Regulation der Angiogenese liberwiegend durch Schubspannung er-
mdoglichen. Das von Douglas Hanahan' etablierte Modell der Kontrolle von Vaskulogenese, An-
giogenese, Maturation, Stabilisierung und Regression von Blutgefa3en durch ein Sauerstoffpar-
tialdruck reguliertes Zusammenspiel von Angl/Tie2 sowie VEGF konnte so unter Einbeziehung
von ADAMTSI, Foxo-1 und der Schubspannung erweitert werden. Die Untersuchung endotheli-
aler Gene, deren Expression durch Wandschubspannung geéndert wird, fithrte uns dariiber hin-
aus zu dem Transkriptionsfaktor ZNF580, welchem durch Beeinflussung von IL-8 eine Rolle

sowohl bei der Angiogenese als auch bei der Atherogenese zuzuweisen ist.

Einleitung

,2Angioadaptation® ist eine fortlaufende Umgestaltung des vaskuldren Systems im Sinne einer
Anpassung an metabolische und mechanische Stimuli, die sich aus dem Versorgungsbedarf des
Gewebes und der Struktur des BlutgefiBnetzes ergeben’. Man unterscheidet bei der ,, Angioadap-
tation” zwischen der Neubildung von Blutgefillen - Angiogenese -, dem Umbau bestehender Ge-

faBnetze - Remodeling sowie der Elimination redundanter Segmente (Riickbildung oder



Pruning). Die Unterteilung der Angiogenese wiederum erfolgt aufgrund zweier unterschiedlicher
zelluldrer Abliufe bzw. Mechanismen in Sprossung und Teilung (Intussuszeption®).
Entscheidend fiir die Regulation der Angioadaptation sind mechanische und chemische Stimuli,
welche auf die Endothelzellen wirken. Auffélligster mechanischer Stimulus sowohl im Rahmen
der Angiogenese als auch bei vaskuldren Pathologien - wie Gefél3verschliissen - ist die Wand-
schubspannung®: Sie wirkt vermittels der Viskositit und durch die Strdmung des Blutes in Rich-
tung der GefilBachse auf das Endothel. Das Sensing in den Endothelzellen erfolgt durch Mecha-
norezeptoren, welche den Stimulus mittels einer biochemischen Signalkaskade in das Zellinnere

weiterleiten.

Durch erhohte Wandschubspannung kann der Teilungsmodus (Intussuszeption) der Angiogenese
initiiert werden’, wihrend im Sprossungsmodus der Angiogenese in noch nicht perfundierten
Kapillarsprossen praktisch keine Wandschubspannung auftritt. Daher untersuchten wir, ob ein
molekularer Zusammenhang zwischen der Wandschubspannung und wichtigen endothelialen
Mediatoren der Angiogenese existiert. Die in den hier zusammengefassten Arbeiten untersuchte
Proteine, welche einen Einfluss auf das Wachstum von Blutgefa3en haben konnen, waren Foxo-

1, Angiopoietin-1/-2, Tie2, eNOS, ADAMTSI1, ZNF580 und IL-8.

Ein wichtiger Effektor von Wandschubspannung auf Endothelzellen ist die Serin/Threonin-
Kinase Akt, welche durch Phosphatidyl Inositol 3 Kinase phosphoryliert und aktiviert wird®. Akt
wiederum fiihrt zu Phosphorylierung und nukledrer Exklusion des Transkriptionsfaktors Fork-

head box protein O1A” (Foxo-1).

Methoden

Zellkultur

Humane umbilicale vendse Endothelzellen (HUVEC) wurden wie beschrieben aus Nabelschnii-
ren isoliert'>. HUVEC, humane koronare mikrovaskulire Endothelzellen (HCMEC), EAhy92
und MonoMac6 wurden wie beschrieben'> '* kultiviert. Einen Tag nach Erreichen der Konfluenz
wurden die Endothelzellen den jeweiligen experimentellen Stimuli (Sauerstoffpartialdruck,

Schubspannung) exponiert.



Sauerstoffpartialdruck
In einem Begasungsbrutschrank wurden die folgenden Fraktionen bzw. Partialdrucke eingestellt:

3 % (21 mmHG), 5,6 % (40 mmHg), 14 % (100 mmHg) oder 21 % (150 mmHg).

Schubspannung

Die Schubspannung wurde durch ein Kegel-Platte-System erzeugt: Hierbei wurde ein rotierender
Kegel (mit o Kegelwinkel und o Winkelgeschwindigkeit) in eine 100-mm Petrischale eingefiihrt
und eine einheitliche Schubspannung (t) iiber die Viskositit (1) des Zellkulturmediums nach der
Formel t = (w/a)n erzeugt. Die simulierte Strdmung war in jedem Fall laminar und entweder
konstant oder pulsatil (atherogenes oder atheroprotektives Stromungsprofil)'>-'®'”. Die Kon-

trollmedien wurden isoliert und fiir dieselbe Zeit unter statischen Bedingungen kultiviert.

Inhibitoren

Phospholipase C wurde durch Zugabe von U-73122 (U-73343 als inaktive Kontrolle) zum Kul-
turmedium gehemmt, Phosphoinositol-3-Kinase (PI3-Kinase) durch LY-294002, eNOS durch
L-NAME (L-arginine Methylester), als inaktives Isomer diente D-NAME "°.

Transfektion von HUVEC und EAhy926 mit siRNA
Die Transfektion wurde wie beschrieben'> > '® mit siRNA, scrambled- siRNA und Positivkon-
trolle durchgefiihrt. Das Transfektionsreagenz (Dharma fect'™) basierte auf der Verwendung von

. 13,1
Liposomen 13,

PCR
RT-PCR, semiquantitative RT-PCR, semiquantitative Duplex RT-PCR und Real-time RT-PCR

wurden wie beschrieben durchgefiihrt'® .

Northern blot

Das Northern blotting wurde wie beschrieben durchgefiihrt'”.

ELISA
ELISAs wurden zur Bestimmung von IL-8 aus Zellkulturiiberstinden und zur Bestimmung des

oxLDL/LDL-Quotienten aus humanem Serum wie beschrieben'® durchgefiihrt.



Proteinextraktion, Immunprdzipitation, SDS-PAGE und Immunoblot

Die Proteinextraktion wurde wie beschrieben' durchgefiihrt, das Zelllysat getrennt vom Uber-
stand asserviert. SDS-PAGE und Immunoblotting wurden mit Zellextrakt, Immunprizipitat oder
Zellkulturiiberstinden wie beschrieben durchgefiihrt'* °. Als Proteinladekontrolle diente die
Ponceau-Farbung sowie beta-Actin. Immunoblots wurden mittels Chemiluminescence entwi-
ckelt", anschlieBend gescannt und densitometrisch quantifiziert. Die jeweiligen Antikorper wur-
den in der angegebenen Verdiinnung verwendet'> "> 1%,

Fluoreszenzmikroskopie

Zellen wurden in -20 °C kaltem Methanol fixiert und mit genspezifischen Priméirantikdrpern und
entsprechenden Sekundérantikorpern inkubiert. Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen wurden
zur semiquantitativen Auswertung mit jeweils identischen Belichtungszeiten und gleichem opti-
schem Aufbau angefertigt'> > '®.

Monozytenadhdsion in der Flusskammer

Flusskammer-Experimente wurden wie beschrieben'® durchgefithrt. HUVEC wurden auf Fib-
ronectin-beschichteten Deckgldsern kultiviert und in der Flusskammer einer definierten Stro-
mung ausgesetzt. MonoMac6 wurden dem Perfusionsmedium zugegeben und die unter Stro-

mungsbedingungen adhérierten Zellen nach 5 min ausgezahlt.

Scratch wound assay

Mit einer Pipettenspitze wurde durch einen Kratzer ein Defekt im HUVEC Monolayer gesetzt
und der zeitabhéngige Verschluss gemessen. Das Medium war entweder frisch zubereitet oder
mit HUVEC unter statischen oder dynamischen (6 dyn/cm”) Bedingungen konditioniert. Einige
HUVEC wurden zuvor mit siRNA (gegen ADAMTSI oder TSP1) transfiziert .

Quantifizierung der Zellzahl
Die Quantifizierung der Zellzahl als Mal3 der Zellproliferation erfolgte mittels Kristallviolettfar-

bung, die anschlieBende Analyse mit einem ELISA-Reader wie beschrieben'”.

In vivo sprouting assay
Im Mesenterium der Ratte wurde Kapillarsprossung induziert®® und anschlieBend die Expression

. . .. 1
verschiedener Gene durch Immunfluoreszenz visualisiert'.



Intravitalmikroskopie
In BlutgefiBen des Rattenmesenteriums wurde die Blutstromungsgeschwindigkeit mittels Vide-
oanalyse (off-line) bestimmt. AnschlieBend erfolgte eine Immunfluoreszenz-Fiarbung von AD-

AMTS]1 oder TSP1 in den gleichen GefiBien'.

Bioinformatik
Die Promotorregion von ADAMTS1 wurde nach Bindungsstellen fiir Transkriptionsfaktoren
mittels der Transfac database und des Transcription factor affinity prediction tool (TRAP) unter-

sucht'’.

Statistik

HUVEC aus derselben Nabelschnur wurden jeweils fiir Experimente und Negativ-Kontrollen
genutzt. Fiir statistische Auswertungen wurde der Students t-Test genutzt. Zur linearen Korrela-
tionsanalyse wurde der Pearson's Korrelationskoeffizient r berechnet. Werte von p< 0,05 wurden

als signifikant bezeichnet.

Ergebnisse

Unter Schubspannung (6 dyn/cm?, 24 h) konnten wir eine signifikante Supprimierung des Tran-
skriptionsfaktors Foxo-1 auf mRNA- und Proteinebene nachweisen. Das Ausmal} der Differenz
der Proteinmenge unter statischen und dynamischen Bedingungen zeigte sich bei anhaltender
Stromung iiber einen langeren Zeitraum (24 h) riickléufig, war jedoch weiterhin statistisch signi-
fikant. Wie wir biochemisch und fluoreszenzmikroskopisch zeigen konnten, wurde Foxo-1 zu-
dem unter Schubspannung phosphoryliert und vom Zellkern exkludiert. Durch diese Transloka-
tion wurde Foxo-1 als Transkriptionsfaktor offenbar inaktiviert, denn die Proteinmengen der
Zielgene p27Kipl und eNOS nahmen unter dynamischen Bedingungen signifikant ab. Mittels si-
RNA gegen Foxo-1 konnte Ang-2 als ein weiteres Zielgen von FoxO1 in Endothelzellen besti-
tigt werden. Entsprechend war auch die Proteinmenge von Ang-2 unter Schubspannung riickléu-
fig. Im Gegensatz hierzu wurde Tie2 (mRNA und Protein) unter Wandschubspannung induziert,
wiahrend Ang-1 nicht strémungsreguliert zu sein schien. Unter Schubspannung konnten wir eine
Phosphorylierung von Akt nachweisen. Diese und die konsekutive Inaktivierung von Foxo-1
durch Phosphorylierung konnte durch den PI3K-Inhibitor LY-294001 fast vollstandig verhindert
werden. Jedoch nahm die Proteinmenge von Foxo-1 auch bei Inaktivierung von PI3K {iiber einen
Zeitraum von 24 h ab. Ebenso wurde die schubspannungsabhéngige Suppression von Ang-2 nur

zu einem Teil durch PI3K-Inaktivierung verhindert.



Fiir endotheliales ADAMTSI als weiteren zentralen Inhibitor der Angiogenese durch Kapil-
larsprossung konnten wir eine zeit- und schubspannungsabhéngige Induktion unter Beteiligung
von Phospholipase C, eNOS sowie PI3K zeigen. Bindungsstellen fiir Foxo-1, Nuclear factor 1,
SP-1 und AP-1 konnten in der Promotorregion von ADAMTSI bioinformatisch nachgewiesen
werden. Eine Hemmung von FoxO-1 mRNA mittels entsprechender siRNA induzierte AD-
AMTS1 mRNA. Bei verringertem Sauerstoffpartialdruck sank die Expression von ADAMTSI.
Durch ein atheroprotektives Stromungsprofil wurde ADAMTSI induziert, wéhrend durch ein
atherogenes Stromungsprofil keine Induktion zu beobachten war. Ein durch ADAMTSI von
TSP1 abgespaltenes anti-angiogenes 70 kDa Fragment war unter Strémungsbedingungen ver-
mehrt nachweisbar. In Ubereinstimmung hiermit zeigte sich im Scratch Wound Assay ein verzo-
gerter Defektverschlul des Monolayers bei Zellen, die mit Medium behandelt worden waren,
welches vorher durch HUVEC unter Stromungsbedingungen konditioniert worden war. Dieser
Effekte konnte durch si-RNA vermittelten Knockdown von TSP-1 vollstindig, durch AD-
AMTS1 Knockdown teilweise reduziert werden.

In vivo zeigte sich im Sprouting Assay keine ADAMTS1-abhingige Farbung der nicht perfun-
dierten Sprossen des Rattenmesenteriums, die jedoch Ang2-positiv waren. In konnektierten und
perfundierten reifen Gefillen zeigte sich dagegen umgekehrt eine Anfarbbarkeit fiir ADAMTSI,
nicht jedoch fiir Ang2. So konnten wir in Ubereinstimmung mit den in vitro gewonnenen Daten
auch in vivo mittels der Intravitalmikroskopie im Rattenmesenterium einen Anstieg von AD-

AMTSI bei hoherer Wandschubspannung beobachten.

In der dritten Publikation erfolgte die erstmalige funktionelle Charakterisierung des Transkripti-
onsfaktors Zinkfingerprotein 580 (ZNF580). Durch nLDL wurde die Expression von ZNF580 in
HUVEC induziert, bei erhdhten oxLDL/LDL-Quotienten dagegen supprimiert. Wir konnten zei-
gen, dass die IL-8 Produktion der Endothelzellen direkt mit dem oxLDL/LDL-Quotienten und
indirekt mit ZNF580 korreliert. Mittels Immunfluoreszenzfiarbung konnten wir die Lokalisation
von ZNF580 im Zellkern nachweisen. Bei si-RNA-supprimierter Expression von ZNF580 zeigte
sich eine Induktion der IL-8 Expression. In einem Flusskammerexperiment fiihrte der Knock-
down von ZNF580 bei gleichzeitiger Stimulation mit TNFa und LDL bzw. oxLDL zu vermehr-
tem Monozytenarrest an HUVEC unter Stromungsbedingungen. Auch in Patientenseren korre-

lierten oxLDL/LDL-Quotienten und IL-8 Serumspiegel.



Diskussion

In dieser Arbeit konnte die stromungsabhéngige Regulation wichtiger endothelialer Modulatoren
des BlutgefaBwachstums, Angiopoietin-2/Tie2 und ADAMTS-1, nachgewiesen werden. Damit
wurde die Regulation der Orchestrierung von VEGF-A um die intravasale Blutstromung als bio-

physikalischen Stimulus und weitere Signaltransduktoren bereichert.

Origindres Modell nach D. Hanahan

Ang1l VEGF-A Ang2 Ang2
Tie2 VEGF-R1/R2 Tie2 Tie2
Stahilisierung Angiogenese Regression

maodifiziert nach: Hanahan D., Signaling vascular morphogenesis and maintenance.
Science. 1997 Jul 4,277(5322):48-50.

Abb. 1 Zusammenwirken von VEGF-A und Angiopoietinen bei der Regulation des Remodelings von Blutgefifen.

Blauer Pfeil: Aktivierung. Roter Pfeil: Blockade. Punktierte Linie: Verminderte Hemmung.

Douglas Hanahan geht in seinem 1997 vorgestellten Modell (s. Abb. 1) von parakrinen Signalen
- im Sinne von Proteinliganden - aus, welche fiir das Remodeling von Blutgefiaen durch Bin-
dung und Modulation transmembraner Rezeptor-Tyrosin-Kinasen (RTKs) verantwortlich sind'.
Dabei entscheidet die Kombination dieser Liganden iiber den erzielten Effekt. Die Frage der Be-
einflussung durch weitere biophysikalische Trigger/Ausloser als den Sauerstoffpartialdruck

konnte zum damaligen Zeitpunkt nicht beantwortet werden.

Die Versorgung des Gewebes mit Sauerstoff wurde als funktionelle Anforderung an das vaskulé-
re System definiert und sowohl die Regulation der Expression von VEGF-A?' als auch von An-
giopoietin-2>* durch den Sauerstoffpartialdruck nachgewiesen. Als weiterer wichtiger Stimulus
zur Regulation des BlutgefdBwachstums wurden himodynamische Krifte beschrieben®, welche

nicht nur bei der Angiogenese, sondern auch bei der Atherosklerose** eine Rolle spielen.
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In unseren Experimenten konnten wir eine 24 h anhaltende, wandschubspannungabhéngige
Phosphorylierung und Deaktivierung des Transkriptionsfaktors Foxo-1 durch Akt - vermittelt
iiber PI3K — nachweisen. Zugleich war auch die Expression von Foxo-1 iiber wenigstens 48 h
vermindert. In der Folge wurden Angiopoietin-2 vermindert, Tie-2 und ADAMTS-1 vermehrt
exprimiert. Bezogen auf die ,,Hanahan Hypothese* und ihre schrittweise Erweiterung um die bi-
ophysikalischen Stimuli Sauerstoffpartialdruck und Schubspannung ergeben sich grundsétzlich
vier unterschiedliche Konstellationen (Abb. 2), die sich biologisch wie folgt interpretieren las-

sen:

Wandschubspannung (T)

reduziert/sistiert physiologischiethdht
VEGF-A ZNF580] Foxo-1 YEGF-A  ADAMTS1 Ang1r
}
Ang2
o l
=
x 2
g T VEGF-R1/R2 IL-81 Tie2 VEGF-R1/R2 TSP1 Tie2
§ \l
5
+~ Sprossung Pertussuszeption
©
o
% VEGF-AL Foxo-1 VEGF-A  ADAMTS Anglr
n Ang2
L] 2
3 =
© £ l
w =] )
=z VEGF-R1/R2 Tie2 VEGF-R1/R2Z  TSP1 Tie2
Ruckhildung Stahilisierung

Abb. 2 Erweitertes Hanahan-Modell. Blauer Pfeil: Aktivierung. Roter Pfeil: Blockade. Punktierte Linie: Vermin-

derte Hemmung. Grauer Pfeil: Hypothetische Aktivierung.

Bei verminderter Schubspannung und Hypoxie wurde Foxo-1 aktiviert, ebenso sein Zielgen
ANG2**. Eine daraus folgende Deaktivierung des Rezeptors Tie2’ fiihrt bekanntermaBen zur Se-
paration glatter Muskelzellen vom Endothel' und erleichtert damit die Diffusion von VEGF-A zu
den Endothelzellen” **. Dies kann insgesamt als eine Vorbereitung der Angiogenese durch Ka-
pillarsprossung interpretiert werden*®. Wie unsere Daten dariiber hinaus zeigen wird dieser Me-
chanismus bei derselben Konstellation biophysikalischer Stimuli durch die Suppression des anti-
angiogenen Faktors ADAMTS1 " unterstiitzt. Die Suppression von ADAMTS1 war dabei von
zentralen mechanosensitiven Signaltransduktionswegen (PLC, PI3K, NO) und zu einem Teil von

Foxo-1 abhdngig. Insgesamt sind die Daten mit der Ausbildung neuer Gefél3sprossen in unter-
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versorgten Geweben in Einklang (Abb. 2, ,,Sprossung*). Beziiglich des Zeitverlaufs der Expres-
sion von Foxo-1 nach Einsetzen von Stromung in einer erstmals perfundierten Kapillare lassen
unsere Ergebnisse fiir die ersten Stunden eine Deaktivierung von Foxo-1 durch einen posttran-
skriptionellen Mechanismus im Sinne eine Phosphorylierung vermuten, wahrend fiir 1angere
Zeitperioden additive Signaltransduktionswege fiir die Foxo-Phosphorylierung verantwortlich
sind. Hierbei scheint ein durch AMP-activated protein kinase (AMPK) vermittelter Signaltrans-

duktionsmechanismus ebenfalls eine Rolle zu spielen®’.

In einem fritheren Pilotexperiment konnten wir durch Hypoxie und bei erniedrigter Wand-
schubspannung eine verminderte Expression von ZNF580 feststellen. Hierdurch kann — wie wir
aus spéteren Experimenten wissen — vermehrt Interleukin 8 gebildet werden. I1-8 ist als Chemo-
kin dafiir bekannt, proangiogene Eigenschaften zu besitzen”®. Eine Relevanz fiir den Spros-
sungsmodus oder auch die pathologische Tumor-Angiogenese schien plausibel. In spiteren Ex-
perimenten konnte die Suppression von ZNF580 durch erniedrigte Wandschubspannung nicht
reproduziert werden, daher betrachten wir diesen Signaltransduktionsweg als rein hypothetisch

(Abb. 2, Sprossungsmodus).

Unter vermindertem Sauerstoffpartialdruck und erhéhtem Blutstrom, wie in der arbeiten-
den Skelettmuskulatur, wird ein groBer Teil der induzierten Angiogenese nicht durch Kapil-
larsprossung, sondern durch Léngsteilung bestehender Kapillaren (Intussuszeption bzw. Split-
ting) erreicht’. Die zugrunde liegenden molekularen Mechanismen sind noch weitgehend un-
klar®. Unsere Daten legen die Hypothese nahe, dass durch erhéhte Expression von ADAMTS1
und Aktivierung des Angl/Tie2 Systems die Wirkung der erhohten VEGF-A Konzentration in
Richtung Teilung/Splitting gelenkt wird (Abb. 2, ,,Intussuszeption*).

Bereits das von Hanahan vorgeschlagene Schema enthélt die Mdglichkeit der GefaBregression
bei Inaktivierung von Tie2'. Ein erwachsener Organismus befindet sich in der Regel beziiglich
seiner Blutgefillversorgung in einem ,,steady state, so dass eine Perfusionsminderung immer zu
sinkenden Sauerstoffpartialdriicken fiihrt. Anders ist es jedoch im Rahmen der Vaskulogenese,
die einen Uberschuss an Kapillaren erzeugt’. Ausbleiben des Uberlebensfaktors VEGF-A bei
Normoxie und zugleich reduzierte Schubspannnung kénnten ein nicht benétigtes Blutgefal3
charakterisieren und in Verbindung mit erhohtem Foxo-1, sowie erhohtem Ang2 mit Blockade

von Tie2 ein redundantes GefiB entfernen (Pruning’) (Abb. 2, ,,Riickbildung®).
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Andersherum wird in gut perfundierten BlutgefdBen iiber die identischen Signaltransduktions-
wege eine vermehrte Expression von ADAMTSI sowie eine Aktivierung von Tie2 erreicht,
wodurch es iiber die Rekrutierung perivaskulédrer Zellen und Unterdriickung der Kapillarspros-
sung zu einer Stabilisierung und Reifung der Gefifie kommt™*°. Entsprechende Expressionsmus-
ter in perfundierten Geféllen einerseits und Kapillarsprossen andererseits wurden durch unsere in
vivo Daten bestitigt. Physiologisch entspricht die Kombination von Normoxie mit hoher
Wandschubspannung der Situation in den sogenannten Leitungsgefiafen (Abb. 2, ,,Stabilisie-

rung*).

oXLDL/ADL-Quotient

reduziert erhiht

ZNF58071 ZNF580]1
IL-8) IL-81

erniedrigt erhdht

Atherosklerose-Risiko

Abb. 3 EinfluB des oxLDL/LDL-Quotienten via ZNF580 auf Interleukin-8.

Die weitere Charakterisierung von ZNF580 fiihrte uns zur Atherogenese: Durch Suppression
von I1-8 durch ZNF580 kann eine Aktivierung von Monozyten am Rezeptor CXCR2 erfolgen®'.
Dies fiihrt zu einer Adhdsion der Monozyten an das Endothel mit anschlieBender Migration die-
ser in den subintimalen Raum.

Durch Disinhibition von MMPs kann es zudem ein Einreiflen fibroser Plaque-Kappen bewir-
ken®?, hierdurch ist die Bildung eines Thrombus méglich.

Wir fanden eine oxLDL/LDL-Quotienten abhidngige Regulation von ZNF580 mit hierzu inver-
sem [1-8 Serumlevel. Funktionell konnte mittels Knockdown von ZNF580 durch siRNA eine ge-
steigerte Monozytenadhision beobachtet werden. Dies flihren wir auf vermehrte 11-8 Expression
zuriick. ZNF580 konnte folglich atheroprotektiv wirken, der oxLDL/LDL-Quotient im Serum
erscheint uns als pridiktiver Marker fiir das individuelle Atherosklerose-Risiko aussagekraf-

tig (Abbildung 3).
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