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1 Einleitung

1.1 Oxidativer Stress

Eine Dysbalance zwischen in der Zelle ablaufenden oxidativen und antioxidati-
ven Prozessen zu Gunsten der oxidativen, fuhrt zu einer Stoffwechselsituation,
die man als oxidativen Stress bezeichnet. Oxidativer Stress ist in die Pathophy-
siologie zahlreicher Erkrankungen involviert, beispielsweise von kardiovaskul&-
ren Erkrankungen wie der Arteriosklerose und der Koronaren Herzkrankheit
(KHK) (1), (2). Dabei wird die Oxidation von low-density-lipoproteins (LDL) im
Endothel als initialer Ausloser der endothelialen Plaquebildung gesehen, was
den engen Zusammenhang zwischen oxidativem Stress und der Entstehung
von kardiovaskuldren Erkrankungen zeigt. Auch in der Pathophysiologie des
Diabetes mellitus Typ 2 (3), der Hypercholesterinamie (4) und der Adipositas
(5), alle Risikofaktoren fir die KHK, ist oxidativer Stress beteiligt. Desweiteren
spielt das vermehrte Auftreten von oxidativem Stress in der Entstehung von
neurodegenerativen Erkrankung wie Morbus Alzheimer und auch bei pulmona-
len Erkrankungen, wie beim Asthma bronchiale (6), eine Rolle. Um den kausa-
len Zusammenhang zwischen oxidativem Stress und der Pathogenese von di-
versen Erkrankungen aufdecken und das Ausmal3 von oxidativem Stress in vivo
abschéatzen zu kénnen, bedarf es Biomarkern, die stabile Endprodukte des oxi-
dativen Stresses darstellen und einer nicht-invasiven Analytik zuganglich sind.
Hier haben sich F,-Isoprostane, eine Substanzgruppe mit Prostaglandin-

ahnlicher Struktur, als zuverlassige Marker erwiesen (7).

Als Mediatoren von oxidativem Stress und damit von potentiell oxidativem
Schaden, werden reaktive Sauerstoffspezies (reactive oxygen species, ROS)
angesehen. Reaktive Sauerstoffspezies entstehen in aeroben Organismen
wahrend physiologischer zellularer Vorgange. ROS kdénnen mit Lipiden, Pro-

teine und DNA reagieren und diese schadigen (8). Die Zelle besitzt zur Abwehr



des oxidativen Schadens verschiedene antioxidative Mechanismen, die auf
unterschiedliche Weise reaktive Sauerstoffspezies abfangen und damit die

unkontrollierte Oxidation von Biomolekilen verhindern (9).

1.1.1 Reaktive Sauerstoffspezies (ROS)

Zu den ROS gehdren das Superoxid-Anion (O;7), das Wasserstoffperoxid
(H202) und das Hydroxyl-Radikal (HO’), die als Zwischenprodukte durch
sequentielle Reduktion von molekularem Sauerstoff zu Wasser entstehen. Die
ROS sind potentiell zytotoxisch und kdnnen mit allen Biomolekilen reagieren
und damit Zellschaddigungen verursachen, wobei das Hydroxyl-Radikal das
reaktionsfreudigste Radikal darstellt. Zwei zellulare Enzyme, die Superoxid-
Dismutase und die Katalase, sind in der Lage, den Abbau der entstandenen
Produkte zu katalysieren. Die Superoxid-Dismutase katalysiert die Bildung von
molekularem Sauerstoff und Wasserstoffperoxid aus einem Superoxid-Anion.
Die Katalase beginstigt die weitere Reduktion von Wasserstoffperoxid zu
Wasser. Neben endogenen kénnen ROS auch durch exogene Faktoren entste-
hen, zum Beispiel durch Metallionen wie Eisen und Kupfer, durch Zytostatika
wie Bleomycin und Anthracycline, bei denen die Bildung von Sauerstoffradika-
len zur Therapie erwinscht ist. Des Weiteren auch durch Strahlenexposition
und durch inhalative Noxen wie NO, bei Rauchern. Neben pathophysiologi-
schen Funktionen der ROS, sind auch zahlreiche physiologische Funktionen
bekannt. ROS werden beispielsweise zur Bakterienabwehr (respiratory burst)
von neutrophilen Granulozyten und Makrophagen produziert. Sie stellen daru-
berhinaus Kontrollproteine bei einigen enzymatischen Reaktionen dar, wie z.B.
bei Cytochrom P450 und den Cylooxygenasen (10). Fur ROS konnte gezeigt
werden, dass sie an der Induktion des programmierten Zelltodes (Apoptose)
beteiligt sind, und insbesondere fur das Wasserstoffperoxid konnte eine Aktivie-
rung von Transkriptionsfaktoren, wie NF-kB (nuclear factor) und das AP-1

(aktivierte Protein-1), nachgewiesen werden (11).



1.2 Isoprostane

Isoprostane sind eine Substanzgruppe mit Prostaglandin-ahnlicher Strukutur,
die unabhangig von der Aktivitdt der Cyclooxygenase (COX) durch radikal-
induzierte Peroxidation von Arachidonséure entsteht. Bereits 1966 konnte
Nugteren die Bildung von Verbindungen mit Prostaglandin-ahnlicher Strukur
durch Autooxidation von ungeséttigten Fettsduren in vitro zeigen (14). Erst 1990
gelang es Morrow und Roberts, die nicht-enzymatische Bildung von Verbindun-
gen mit PGF,-ahnlicher Struktur in vivo nachzuweisen, wodurch ein Marker fur
die von der COX-unabhangig stattfindenden in vivo-Lipidperoxidation gefunden
wurde (15).

1.2.1 Mechanismus der Bildung von Isoprostanen

Im ersten Schritt in der Entstehung von Isoprostanen, erfolgt die Abstraktion
eines H-Atoms der Arachidonsdure durch freie Radikale. Dadurch entstehen
drei Arachidonylradikale, die zu vier bizyklischen Endoperoxiden mit PGH,-
ahnlicher Struktur zyklisieren. Diese Endoperoxide werden zu vier Fo-
Isoprostanregioisomeren (8-F,-lIsoprostan, 5-F-Isoprostan, 15-F,-lIsoprostan,
12-F,-Isoprostan) reduziert, zu denen es jeweils theoretisch acht racemische
Diastereomere gibt. So sind 64 F,-Isoprostane denkbar. F,-Isoprostane haben
ihre Bezeichnung durch ihre Isomerie zu Prostaglandin F; erhalten. Im Gegen-
satz zu den durch die COX gebildeten Prostanoiden, werden F,-Isoprostane in
situ an Phospholipide gebunden gebildet und anschlieBend durch Hydrolyse,

hdchstwahrscheinlich durch die Phospolipase A, freigesetzt (16).

Neben der Bildung von F,-Isoprostanen, ist auch die Bildung von D- und E-Ring
Isoprostanen aus dem PGH,-ahnlichem Endoperoxid durch Umlagerung in vivo
bekannt (17). D- und E-Ring-Isoprostane bilden durch Dehydratisierung weitere
Untergruppen, die A,- und J,-Isoprostane (18). Eine weitere Klasse der Isopros-

tane sind Isothromboxane, die entsprechend der Bildung von F,/D, und E;-
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Isoprostanen, durch Umlagerung der bizyklischen Endoperoxide entstehen (19).
Die Oxidation von der im zentralen Nervensystem wichtigen ungesattigten Fett-
saure Docosahexaséure fuhrt zur Bildung von Isoprostan-ahnlichen Verbindun-
gen, den sogenannten Neuroprostanen. Hierzu zéhlen F4-Isoprostane, D4/Es-
Isoprostane (20), (21).

1.2.2 F2-Isoprostane und ihr Prototyp 8-is0-PGF,

F.-Isoprostane stellen spezifische Produkte der Lipidperoxidation dar und
haben sich als zuverlassige Marker und Mediatoren des oxidativen Stresses
erwiesen (22), (23). Dazu haben unterschiedliche Eigenschaften der F,-
Isoprostane beigetragen. Neben ihrer chemischen Stabilitdt sind sie
spezifische, in vivo gebildete Produkte der Lipidperoxidation. F-Isoprostane
konnten in allen untersuchten Geweben und Korperflissigkeiten nachgewiesen
werden und stehen durch ihre Ausscheidung im Urin einer nicht-invasiven
Messung zur Verfugung. Des Weiteren wird ihre Bildung nicht vom Lipidgehalt
der Diat beeinflusst (24). Unter den F-Isoprostanen, nimmt das 8-iso-PGFy,
eine besondere Stellung ein (Abbildung 1.1); es ist das bisher am besten
charakterisierte Isoprostan. Seine Hauptmetaboliten im menschlichen Urin sind
2,3-dinor-8-iso-PGF,, und 2,3-dinor-5,6-dihydro-8-iso-PGF,,. Sie entstehen
durch B-Oxidation und anschlieRende Reduktion der A*> Doppelbindung (25). In
Analogie zum 8-iso-PGF,, der F-Isoprostane ist 8-iso-PGE, das bisher am

besten charakterisierte E,-Isoprostan (Abbildung 1.1).

8-is0-PGF,, 8-iso-PGE,

Abb. 1.1 Chemische Strukturformeln von 8-iso-PGF,, und 8-iso-PGE,.



Isoprostane finden sich im Blutplasma in freier und an Phospholipide veresterter
Form. Freie Isoprostane werden in der Niere filtriert und mit dem Urin ausge-
schieden. Die Referenzmethode zur Quantifizierung von Isoprostanen ist die
GC-MS (26). Sie ermdglicht im NICI- (negative ion chemical ionization) Modus
eine zuverlassige Messung von 8-iso-PGF,, bis zu einer Detektionsgrenze von
5 pg/ml (27). Da die Massenspektrometrie eine kostenintensive und zeitauf-
wendige analytische Methode ist, wurden Immunoassays zur Messung von
Isoprostanen entwickelt, wie der Radioimmunoassay (RIA) und der Enzym
immunoassay (EIA). Vergleichende Studien fir die Messung von 8-iso-PGFy, in
Urinproben zeigen eine Korrelation zwischen EIA und GC-MS von r=0,63 und
r=0,86 (26), (27). Die mit EIA gemessenen Werte liegen jedoch durchweg Uber
denjenigen, die mit GC-MS gemessen wurden und zeigen sowohl einen propor-

tionalen als auch einen konstanten Fehler.

1.2.3 Bedeutung von Isoprostanen als Marker von oxidativem Stress

Bei einer Vielzahl von Erkrankungen, die mit oxidativem Stress in Verbindung
gebracht werden, konnte eine erhdhte Konzentration von F»-Isoprostanen im
Blut oder Urin der Patienten gemessen werden. Auch flir Risikofaktoren der
KHK wie Diabetes (3), Adipositas (5), Hypertonus (28), Hypercholesterinamie
(29) und Nikotinabusus (30) konnten erhéhte 8-iso-PGF,,.-Konzentrationen
nachgewiesen werden. Unsere Arbeitsgruppe konnte in einer Fall-Kontroll-
Studie an Patienten mit KHK zeigen, das 8-iso-PGF;, ein unabhangiger Risi-
komarker fur die KHK ist (31). Zudem steigt die 8-iso-PGF,, Konzentration im
Urin der Patienten mit dem Schweregrad der Erkrankung an (32). Auch fir Pa-
tienten mit anderen Erkrankungen zeigt sich ein solcher Zusammenhang. So
sind F,-Isoprostane bereits im frlhen Stadium der Demenz im Liquor nach-
weisbar (32) und korrelieren mit dem Schweregrad und der Progression der
Alzheimer-Erkrankung (33). Auch bei Lungenerkrankungen wie Asthma (34),

zystischer Fibrose (35) und der chronischen obstruktiven Lungenerkrankung
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(COPD) (36), korreliert die gemessene 8-iso-PGF,,-Konzentration in der Aus-

atemluft mit dem Schweregrad der Entziindung. Bei der Herzinsuffizienz korre-

liert die Konzentration von perikardialen Fx-Isoprostanen mit inrem funktionellen

Schweregrad und ist assoziiert mit der Ventrikeldilatation. Dies deutet auf eine

wichtige Rolle von oxidativem Stress im Remodelling der Ventrikel und der

Progression der Herzinsuffizienz hin (124).

Kardiovaskulare Erkrankungen

Arteriosklerose

Ischamischer-/Reperfusionsschaden

Koronare Herzkrankheit
Herzinsuffizienz
Renovaskulare Erkrankungen
Lungenerkrankungen
Asthma

COPD

Zystische Fibrose

Interstitielle Lungenerkrankung
Akuter Lungenschaden/ARDS

(37)
(38), (39)
(40)
(41)
(42)

(34)
(43)
(35)
(44)
(45)

Risikofaktoren fur kardiovaskulare Erkrankungen

Rauchen
Hypercholesterinamie
Diabetes
Hyperhomocystindmie
Ménnliches Geschlecht
Adipositas
Neurologische Erkrankungen
Morbus Alzheimer
Morbus Huntington
Multiple Sklerose
Creutzfeld-Jacob

Renale Erkankungen

(46)
(47)
3)
(48)
(49)
(5)

(33), (50)
(51)
(52)
(53)
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Hamodialyse (54)

Nierenschaden, induziert durch Rhabdomyolyse (55)

Lebererkrankungen

Alkohol-toxische Lebererkrankung (56), (57)
Hepatorenales Syndrom (58)
Primar biliare Zirrhose (59)
Lebertransplantation (60)
Andere

Sklerodermie (61)
Osteoporose (33)
Morbus Crohn (62)

Tabelle 1 Zusammenstellung von Erkrankungen, bei denen entsprechend der

Messung von F,-Isoprostanen vermehrter oxidativer Stress vorkommt.

1.2.4 Bedeutung von Isoprostanen als Mediatoren von oxidativem Stress

Die biologischen Effekte von Isoprostanen weisen darauf hin, dass sie neben
ihrer Rolle als Biomarker fur oxidativen Stress in vivo, eine bedeutende Rolle in
der Pathophysiologie von oxidativem Schaden und den damit assoziierten
Erkrankungen haben. In der Gruppe der F,-Isoprostane ist Uber die biologische
Aktivitat von 8-iso-PGF,, am meisten bekannt. In zahlreichen Gefal3bettsyste-
men wie den Pulmonalarterien (15), Koronararterien (63), retinalen Gefal3en
(64), in der Portalvene (65), cerebralen Arteriolen (66) und den Nierengefalie
(67), zeigt das 8-iso-PGF,, einen konzentrationsabhangigen vasokonstriktori-
schen Effekt. Auch sein Hauptmetabolit 2,3-dinor-5,6-dihydro-8-iso-PGF,, zeigt

vasokonstriktorische Wirkung auf retinale und cerebrale Kapillaren (68).

Weitere biologische Effekte von 8-iso-PGF,, weisen auf eine Rolle in der
Pathophysiologie der Arteriosklerose hin. Dazu gehort, dass 8-iso-PGF,, die

Thrombozytenaktivierung fordert (69), die Mitogenese von vaskularen glatten
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Muskelzellen induziert (70) und die Bindung von Neutrophilen an oxidativ modi-
fizierte LDL stimuliert (71). Zu den initialen Schritten in der Entstehung der Arte-
riosklerose gehort die Monozytenadhéasion an Endothelzellen, die durch 8-iso-
PGF,, stimuliert wird (72). Im atherosklerotischen Tiermodell der LDL-
Rezeptor(-/-)-Maus und der ApoE(-/-)-Maus verursachte 8-iso-PGF,, eine Zu-
nahme der atherosklerotischen Plaques (73). Interessanter Weise finden sich
auch in menschlichen atherosklerotischen Plaques hohe Konzentrationen von
an Phospholipide veresterten Isoprostanen (37). Die genannten biologischen
Effekte der Isoprostane werfen die Frage nach ihrem genauen Wirkungsme-

chanismus auf.

1.3 Der Thromboxanrezeptor (TBXAZ2R)

Der genaue Wirkungsmechanismus der Isoprostane ist bisher nicht vollstandig
bekannt. Lange Zeit dominierte die Vorstellung von einem eigenen Isoprostan-
Rezeptor (74), (75). Dagegen spricht, dass der vasokonstriktorische Effekt von
8-is0-PGFy4 durch den Thromboxanrezeptorantagonisten SQ 29548 aufgeho-
ben werden kann (76), (77). Dartber hinaus zeigt 8-iso-PGF2, keinen vaso-
konstriktorischen und auch keinen co-stimulatorischen Effekt auf die Plattchen-
aggregation in der TBXA2R(-/-)-Maus (78). Der physiologische Agonist des
TBXAZ2R ist das Thromboxan A, welches eine HWZ von 30 Sekunden hat. Es
ist ein starker Induktor der Plattchenaggregation, wirkt vasokonstriktorisch und
hat einen mitogenen Effekt auf vaskulare glatte Muskelzellen (79). Des Weite-
ren stimuliert es die Freisetzung von Prostazyclin (80), welches gegensinnig
zum Thromboxan A, wirkt. In einer Reihe von kardiovaskularen Stérungen, wie
z.B beim Myokardinfarkt (81), der instabilen Angina (82), der ischamischen
Herzkrankheit (83) und beim schwangerschaftsinduzierten Hypertonus (84)
aber auch in der Neovaskularisation (85) und in der Metastasierung von Tumor-

zellen (86) ist das Thromboxan A, involviert.
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1.3.1 Aufbau und Verteilung des TBXAZ2R

Der TBXA2R gehort zur Familie der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren und
spielt eine bedeutende Rolle in der vaskularen H&mostase. Analysen der
MRNA-Expression in unterschiedlichen Organen, haben gezeigt, dass der
TBXA2R im Thymus, in der Milz und Plazenta exprimiert wird, des Weiteren in
etwas geringerem Ausmal} in der Lunge, Niere, im Uterus, Herzen und Gehirn
(87). Das fur den TBXA2R codierende Gen ist auf Chromosom 19p13.3 lokali-
siert und hat eine Grof3e von 15 kb. Das Gen besteht aus drei Exons und wird
von zwei Introns unterbrochen (88). Es existieren zwei Isoformen, TBXA2R-a
und -B, die durch alternatives Splicing des Exons 3 entstehen (88), (89), (90).
Der TBXAZ2R, der urspriinglich aus humaner Plazenta-DNA kloniert wurde, wird
als TBXA2R-a bezeichnet, wahrend der aus humanen Endothelzellen klonierte
TBXAZ2R, als Subtyp B bezeichnet wird. Die beiden Isoformen sind identisch in
ihrer aus 328 Aminoséuren bestehenden N-terminalen Doméne, unterscheiden
sich jedoch in ihrer zytoplasmatischen Domane, die bei TBXA2R-a aus 15 Ami-
nosauren und bei TBXA2R-B aus 75 Aminosauren besteht (Abbildung 1.2).
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Abb. 1.2 Organisation der beiden Isoformen des TBXA2R ( nach Kinsella BT,
2001, (123))
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Die Untersuchung der Expression der beiden Isoformen in unterschiedlichen
humanen Zell- und Gewebetypen ergab, dass die TBXA2R-a Expression in
nahezu allen Zell- und Gewebetypen ahnlich war, wahrend grof3e Unterschiede
in der Expression des TBXA2R-3 festgestellt wurden (91). Weitere Untersu-
chungen haben gezeigt, dass die zweite extrazellulare Aminosaurenschlinge
(loop) fr die Ligandenbindung entscheidend ist (92). Von dieser nimmt man an,
dass sie in beiden Isoformen identisch ist, so dass Unterschiede in der Funktion
der TBXA2R- Isoformen auf das C-terminale Ende zuriickgefuhrt werden. Die
beiden Isoformen des TBXA2R sind bisher nur fir den Menschen beschrieben.
In Ratten und Méausen kommt es nicht zu einem alternativen Splicing des
TBXA2R, die Sequenz des exprimierten TBXA2R ist der des humanen
TBXA2R-o sehr dhnlich. Dies legt die Vermutung nahe, dass der TBXA2R-a
Subtyp fur fundamentale Zellfunktionenen verantwortlich ist, wahrend TBXA2R-
B moglicherweise zusatzliche Funktionen Ubernimmt. Die vaskulére Uberex-
pression des B-Subtypen in Mausen fuhrt wahrend der Schwangerschaft zu
intrauteriner Minderperfusion und Wachstumsretardierung des Nachwuchses
(93). Welche physiologische oder pathophysiologische Rolle die Unterschei-
dung der beiden Isoformen beim Menschen hat, ist noch weitgehend unbe-

kannt.

1.3.2 Signaltransduktionswege des TBXA2R

Als G-Protein-gekoppelter Rezeptor ist der TBXA2R an einer Vielzahl von zellu-
laren Vorgangen beteiligt. So werden unterschiedliche zellulare Ziele und Me-
chanismen wie das Zytoskelett, die Zelladhasion, die Zellmotilitéat, nukleare
Transkriptionsfaktoren, das Zelliberleben und die Zellapoptose durch den
TBXAZ2R reguliert (94). Fur alle G.-Protein-Subtypen ist bisher eine Interaktion
mit dem TBXA2R nachgewiesen. Die Kopplung mit Ggq fuihrt Gber Aktivierung
der Phospholipase C- zur Bildung von Inositoltriphosphat (IP3) und Diacylgly-
cerin (DAG). Anschlieend kommt es zur Calcium-Freisetzung aus dem En-
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doplasmatischen Retikulum und zur Aktivierung der Protein-Kinase C (PKC)
(Abbildung 1.3). Dieser Signalweg ist vermutlich fur die vasokonstriktiven
Eigenschaften der Isoprostane mitverantwortlich. Die Kopplung des TBXA2R an
Gs erhoht die intrazellulare Konzentration des zyklischen AMP (cAMP) und fuhrt
damit zu einer Aktivierung der Protein-Kinase A (PKA). Demgegenuber bewirkt
eine Kopplung an G; den gegenteiligen Effekt. Als dritter wichtiger Signalweg
koppelt der TBXA2R an G113 und fuhrt zur Aktivierung von Rho. Rho spielt ei-
ne wichtige Rolle in der Reorganisation des Aktin-Zytoskeletts, der Zellmotiliat
und der Zellproliferation. Die Aktivierung dieses Signalweges ist vermutlich fur
die anti-angiogenen Effekte der Isoprostane verantwortlich, die in dieser Arbeit
naher untersucht wurden. Bei der Kopplung des TBXA2R an die verschiedenen
G.-Subtypen kommt es immer auch zur Freisetzung der By-Untereinheiten des
G-Proteins. Eine Aktivierung der Ggy,-Untereinheiten fuhrt zur Aktivierung der
Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K), Phospholipase C und der p44/p22 MAP
(Mitogen-aktivierten Protein)-Kinase, die ebenfalls eine wichtige Rolle in der
Zellmotilitat, der Zellproliferation und der Zellapoptose spielt und auch als ERK-
1/2 (extra-regulated protein kinase 1/2) bezeichnet wird. Es ist davon auszuge-
hen, dass die G-Protein-Kopplung der beiden TBXA2R-Isoformen und damit

auch ihre Signaltransduktionswege unterschiedlich sind (95).
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Abb. 1.3 G-Protein gekoppelter Thromboxanrezeptor und maégliche Signal-
transduktionswege

1.4 RNA-Interferenz (RNAI)

Das Prinzip der RNA-Interferenz (RNAI) zur spezifischen Genregulation ist ein
weit verbreitetes Phanomen in der Natur und wird als molekularbiologisches
Werkzeug mit zunehmendem therapeutischem Potential genutzt (Medizin-
Nobelpreis 2006 fur Andrew Fire und Craig Mello). Die RNAIi wird als evolutio-
narer Abwehrmechanismus von Viren verstanden und ist an der Steuerung der
Genexpression von zahlreichen zellularen Differenzierungsprozessen beteiligt.
Trigger der RNAI sind doppelstrangige RNA-Duplexe, die endogenen Ursprung,

in Form von kleinen nicht-codierenden micro-RNAs (miRNASs) sein kdnnen oder
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exogenen Ursprungs in Form von small interfering RNAs (siRNA), short hairpin
RNA (shRNA) oder RNA-Viren.

Das Prinzip der RNAI basiert auf dem Mechanismus, dass durch komplementa-
re Bindung an einer Ziel-mRNA und anschlie3ender enzymatischer Spaltung
dessen Abbau resultiert. Zum entsprechenden Genprodukt wird dann nicht
mehr oder nur noch in geringerem Ausmalf} ribosomal translatiert. Dabei sind
siRNAs kurze dopplestrangige RNA-Oligonukleotide mit einer Grol3e von 21-23
bp und werden entweder direkt in die Zelle eingebracht oder entstehen durch
enzymatische Spaltung aus langerer doppelstrangiger RNA oder shRNA. Die
enzymatische Spaltung erfolgt durch das Enzym Dicer, einer Endonuklease
vom RNAse-lll-Typ. Nach der enzymatischen Spaltung haben die RNA-
Oligonukleotide an ihrem 3'Ende einen Uberhang aus zwei Nukleotiden und
am 5 Ende eine Phosphatgruppe. Als nachstes bindet die siRNA an einen
RNA-Proteinkomplex, dem RNA-induced silencing complex (RISC). Im aktivier-
ten RISC werden die beiden Strange der siRNA getrennt, der sense-Strang wird
verworfen und abgebaut, wahrend der antisense-Strang im RISC inkorporiert
bleibt und als Matrize zur Bindung der Ziel-mRNA dient. Der RISC besteht aus
verschiedenen Proteinen, wobei das Kernelement von Argonaut-Proteinen ge-
bildet wird, die zwei konservierte Doménen besitzen, die PAZ und Piwi-
Doméne. Die PAZ-Domane ist fur die Bindung der sSiRNA/miRNA verantwortlich
wahrend die Piwi-Domane, die der RNaseH sehr ahnlich ist, die Spaltung der
Ziel-mRNA katalysiert. Der nun im aktivierten RISC inkorporierte Antisense-
Strang bindet die Ziel-mRNA, die komplementdr zum Antisensestrang sein
muss. 10 bis 11 Nukleotide oberhalb des 5 Endes des Antisense-Strangs wird
die gebundene mRNA gespalten und degradiert. Die Bindung zwischen Anti-

sensestrang und Ziel-mRNA ist sehr spezifisch (96).
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Abb. 1.4 Schematische Darstellung der durch siRNA getriggerten RNA-

Interferenz (nach Rana , 2007, modifiziert (96))

Plasmid- und virale Vektoren werden zur Transfektion bzw. Transduktion von
Zellen mit siRNA genutzt. Fir eine stabile, d.h. Gber einen beliebigen Zeitraum
bestehende, Inhibition eines Gens in Zellen haben sich retrovirale Vektoren als
effizient erwiesen. In der vorliegenden Arbeit wurden lentivirale Vektoren zur

Transduktion von Zellen mit shRNA verwendet.

1.5 Lentiviraler Gentransfer

Lentivirale Vektoren ermdglichen die stabile Integration von fremdem geneti-
schen Material in eukaryontische Zellen. Dabei spricht man von lentiviraler
Transduktion der Zellen mit einem Fremdgen, um diesen Vorgang von einer
viralen Infektion zu differenzieren. Lentiviren gehoéren in die Gruppe der Retrovi-

ren, ihr bekanntester Vertreter ist das Humane Immundefizienzvirus (HIV). Der
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entscheidende Vorteil von lentiviralen Vektoren gegeniiber anderen Vektoren,
beispielsweise dem Murinen Leukamievirus, das zur Gruppe der Retroviren ge-
hort, ist die Eigenschaft der Lentiviren, dass sich auch nicht-teilende, langsam
teilende Zellen oder Zellen, die sich in der Ruhephase befinden, transduzieren
lassen (97). Somit sind lentivirale Vektoren auf Basis des HIV effiziente Vehikel
fur den stabilen Gentransfer (98), (99) .

1.5.1 Lentivirale Gene und ihre Proteine

Fur die Replikation von Lentiviren sind verschiedene Komponenten notwendig.
Die hierfur kodierenden Gene sind im lentiviralen Genom von Kontrollsequen-
zen flankiert, den long terminal repeats (LTR), die fur die Expression viraler Ge-
ne essentiell sind. Das gag- (Gruppenspezifisches Antigen) Gen kodiert fur die
inneren Strukturproteine des Viruskerns, das pol-Gen fur die Protease, die re-
verse Transkriptase und Integrase und das env- (envelope) Gen fir die viralen
Glykoproteine. Zusatzlich zu diesen drei Genen gibt es zahlreiche akzessori-
sche Gene (nef, vif, vpu, vpr) und zwei regulatorische Gene, das tat- und das
rev-Gen, die im Replikationszyklus eine wichtige Rolle spielen. Das durch das
tat-Gen kodierte regulatorische tat-Protein fiihrt zu einer verstarkten Tran-
skription und das rev- (regulator of expression of the virion) Protein bindet an
eine als rev responsive elemet (RRE) bezeichnete Sequenz im env-Gen und

kontrolliert die Expression viraler Gene auf posttranskriptioneller Ebene.

1.5.2 Herstellung replikationsinkompetenter Lentiviren

Fur den viralen Gentransfer werden replikationsinkompetente Lentiviren ver-
wendet, um eine unkontrollierte Ausbreitung der Viren zu verhindern. Repli-
kationsinkompetente Viren kdnnen Zielzellen transduzieren, sind aber nicht in

der Lage, sich in der transduzierten Zelle zu vermehren, weil sie selbst keine
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viralen Proteine produzieren kdnnen. Diese Eigenschaft haben die replikations-
inkompetenten Lentiviren z.B. dadurch verloren, dass sie die hierflir bendtigten
Verpackungsgene nicht mehr kodieren.

Fur die Herstellung von replikationsinkompetenten Lentiviren werden mindes-
tens zwei Komponenten benotigt, zum einen die genetische Information fur die
strukturellen Proteine und Enzyme und zum anderen das zu transduzierende
Gen. Die Gene werden auf verschiedene Plasmide verteilt, um die Wahrschein-
lichkeit der homologen Rekombination und damit der eventuellen Bil-
dung replikationskompetenter Lentiviren zu verringern. Es gibt fur die Produkti-
on von replikationsinkompetenten Lentiviren Verpackungsplasmide, die die
Gene flr gag, pol, env und rev enthalten. Hinzu kommt das Transferplasmid mit
dem zu transduzierenden Gen. Durch die simultane Transfektion (Co-
Transfektion) der Plasmide in HEK293T Zellen werden replikationsinkompeten-
te Lentiviren produziert. Um das Wirtsspektrum replikationsinkompetenter Len-
tiviren zu erweitern, wird ein als Pseudotypisierung bezeichneter Mechanismus
genutzt, der auch natirlicherweise in Lentiviren vorkommt und sich dadurch
auszeichnet, dass diese in der Lage sind, Hllproteine anderer Viren zu ver-
wenden. So wird zur Pseudotypisierung von lentiviralen Vektoren das Glykopro-
tein des Vesikularen Stomatitis Virus (VSV) benutzt. Die Pseudotypisierung
fuhrt neben dem erweiterten Wirtsspektrum zu stabileren Lentiviren, wodurch
eine Aufkonzentrierung durch Ultrazentrifugation erméglicht wird (100). Fir die
Herstellung lentiviraler Vektorsysteme wird meist der Promotor des Cytomegalie
Virus (CMV) verwendet.

Es gibt drei Generationen lentiviraler Verpackungssysteme. Die erste Generati-
on der lentiviralen Vektoren besteht aus zwei Verpackungsplasmiden und dem
Transferplasmid, wobei eines der Verpackungsplasmide alle Gene des ur-
sprunglichen lentiviralen Genoms enthalt, bis auf das env-Gen, das sich auf

einem zweiten Verpackungsplasmid befindet (99).

Auch die zweite Generation lentiviraler Vektorsyteme besteht aus drei Plas-
miden. Hier wurden vier Gene, die fiir akzessorische Proteine kodieren, elimi-
niert. Nur noch das tat- und rev-Gen sind als akzessorische Gene auf dem Ver-

packungsplasmid enthalten, gemeinsam mit den Genen fir gag und pol (101).
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Das env-Gen befindet sich, wie in der ersten Generation, auf einem weiteren

Verpackungsplasmid.

Die dritte und modernste Generation lentiviraler Vektorsysteme besteht aus vier
Plasmiden. Hierzu wurde das rev-Gen auf einem zuséatzlichen Plasmid unter-
gebracht. In der vorliegenden Arbeit wurde zur Transduktion von Endothelzellen

mit ShRNA ein lentivirales Vektorsystem der zweiten Generation verwendet.

1.6 Fragestellung

Isoprostane stellen spezifische Marker von oxidativem Stress in vivo dar. Es
wurde gezeigt, dass 8-iso-PGF,, ein unabhangiger Marker fur die KHK ist. Des
Weiteren nimmt man an, dass Isoprostane in hypoxischem Myokard akkumulie-
ren (102). Die vorhandenen Kenntnisse tber Isoprostane weisen auf eine aktive
Rolle in der Pathophysiologie von kardiovaskularen Erkrankungen hin. Im hy-
poxischen Myokard von Patienten mit KHK spielt die Angiogenese, die Gefal-
neubildung, eine wichtige Rolle, da die Bildung von kollateralen Gefal3en die
Perfusion des hypoxischen Myokardgewebes ermdglicht (103). Die einzelnen
Ablaufe in der Angiogenese werden von verschiedenen Wachstumsfaktoren,
u.a. dem Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF), reguliert. Ergebnisse von
Gao et al. und Asthon et al. weisen darauf hin, dass synthetische Agonisten des
TBXA2R entscheidende Schritte in der Angiogenese inhibieren (95), (104). Vor
diesem Hintergrund stellte sich die Frage, welchen Einfluss Isoprostane auf die

Angiogenese haben und ob diese Uber den TBXA2R vermittelt werden.

Das Ziel dieser Arbeit ist es, die Wirkung von 8-iso-PGF,, auf verschiedene
Schritte der Angiogenese in humanen Endothelzellen zu untersuchen. Dartber
hinaus soll untersucht werden, ob die Wirkung von 8-iso-PGF,,, auf verschie-
dene Schritte der durch VEGF-induzierten Angiogenese uber den TBXA2R

vermittelt wird.
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Folgende Fragestellungen sollten hierfir beantwortet werden:

- Welche Effekte Ubt 8-iso-PGF,, auf die VEGF-induzierte Migration und
Kapillarréhrenbildung, zwei entscheidende Schritte in der Angiogenese

von humanen Endothelzellen, aus?

- Lassen sich diese Effekte von 8-iso-PGF,, durch einen SiRNA-

induzierten Knockdown des TBXA2R antagonisieren?

Fur den Knockdown des TBXA2R wurde das Prinzip der RNA-Interferenz mit
shRNA angewendet. Hierbei wurde die shRNA mit Hilfe eines Lentivirus in die
Endothelzellen eingeschleust.
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2 Materialien

2.1 Substanzen und Kits

Acetonitril

Merck (Darmstadt)

Agar

Difco (Detroit, USA)

Agarosepulver

Invitrogen (San Diego, USA)

Albumin Fraktion V, Pulver Bovine (BSA)

Roth (Karlsruhe)

Antikdrper (rabbit anti-human, polyklonal)

TBXA2R

Lifespan Biosciences (Ml, USA)

Antikdrper (donkey anti-rabbit IgG)

Dianova (Hamburg)

Ammoniumacetat

Fluka (Deisenhofen)

Ammoniumpersulfat

Bio Rad Laboratories (Hercules,
USA)

Ampicillin-Trihydrat

Serva (Heidelberg)

Aqua ad iniectabilia

Baxter (Unterschleissheim)

Bam HI

Fermentas GmbH (St. Leon-Rot)

Bis—Acrylamid, 40%

Bio Rad (Hercules, USA)

BM 567

Cayman Chemical Europe (Tallin,
Estland).

Bradford Reagenz

BioRad (Munchen)

BSTFA-N,O-bis(Trimethylsilyl)-

triflouracetamid

Pierce (Rockford, USA)

Kalciumchlorid

Caeb (Hilden)

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Merck (Darmstadt)
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DEPC-Wasser

Roth (Karlsruhe)

N, N-Diisopropylethylamin

Sigma GmbH (Steinheim)

E.coli DH10B

Invitrogen (San Diego, USA)

ECL Western Blotting Substrate

Amersham Bioscience (Freiburg)

Endofree Plasmid Maxi Purification Kit

Qiagen (Hilden)

Ethanol

J.T. Baker (Deventer, NL)

Ethidiumbromid

(Ethidiumbromid wird als karzinogen und

mutagen eingestuft)

Fluka (Deisenhofen)

Gene Ruler DNA Ladder Mix

Fermentas GmbH (St. Leon-Rot)

Gene Ruler 50 bp DNA Ladder

Fermentas GmbH (St. Leon-Rot)

Glycerin

Merck (Darmstadt)

Glycin

Roth (Karlsruhe)

Geneticin (G 418 Sulfat)

GIBCO (Eggenstein)

Giemsa L6sung

Dade Behring (Marburg)

HIV-1 p24 Antigen ELISA

Zeptometrix Corp. (Buffalo, USA)

8-Isoprostan-Affinitatssaulen

Cayman Chemical (Michigan,
USA)

8-is0-PGFyq Cayman Chemical Europe (Tallin,
Estland).
ICI 192,605 Cayman Chemical Europe (Tallin,

Estland)

Kaliumchlorid

Caeb (Hilden)

Kaliumhydroxid

Merck (Darmstadt)

Kollagen Typ 1

Cohesion (Palo Alto, USA)

6x Loading Dye

Fermentas GmbH (St. Leon-Rot)
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Lysozym SIGMA GmbH (Steinheim)
Milchpulver Roth (Karlsruhe)

MOPS Sigma GmbH (Steinheim)
Natriumhydroxid Merck (Darmstadt)

Natriumchlorid

J.T. Baker (Deventer, NL)

Nitrozellulose—Membran

Schleicher & Schuell (Dassel)

Nonidet P 40

SIGMA GmbH (Steinheim)

OGeneRuler™ 50bp DNA- Ladder

Fermentas GmbH (St. Leon-Rot)

Ponceau Rot

Sigma GmbH (Steinheim)

PolyFect Transfektion Reagenz

Qiagen (Hilden)

Proteinstandard

Bio Rad (Hercules, USA)

2,3,4,5,6- Pentafluorbenzyl Bromid

SIGMA GmbH (Steinheim)

2-Propanol

Merck (Darmstadt)

Rubidiumchlorid

Merck (Darmstadt)

Streptomycin

Invitrogen (San Diego, USA)

Serum (anti-goat)

Dianova (Hamburg)

SQ 29548

Cayman Chemical Europe (Tallin,
Estland)

Natrium Dodecyl Sulfat

SIGMA GmbH (Steinheim)

Tango Puffer

Fermentas GmbH (St. Leon-Rot)

Tagman Genexpression Assay Kit TXA2R

Applied Biosystems (Weiterstadt)

Tagman Genexpression Assay Kit GAPDH

Applied Biosystems (Weiterstadt)

Tagman universal PCR MasterMix

Applied Biosystems (Weiterstadt)

N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin
(TEMED)

Merck (Darmstadt)
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Ndel

Fermentas GmbH (St. Leon-Rot)

Trichloressigsaure

Fluka (Deutschland)

Triple Master PCR System

Eppendorf (Hamburg)

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

(Tris baze, 99,9%)

SIGMA GmbH (Steinheim)

Triton X

Merck (Deutschland)

Restriktionsenzyme BamH1 und Ndel

Fermentas (St. Leon-Rot)

RNAzol Bio Rad (Hercules, USA)

Tween 20 SIGMA GmbH (Steinheim)

TRC shRNA Open Biosystems (Huntsville,
USA)

rHu VEGF PromoKine (Heidelberg)

U-46119 Cayman Chemical Europe (Tallin,

Estland).

Universal PCR Master Mix

Applied Biosystems (Weiterstadt)

Whatman-Papier

Whatman (Kent, UK)

Wasser, doppelt destilliert (Aqua bidest)

Wasseraufbereitungsanlage Milli-

pore (Schwalbach)

2.2 Verbrauchsmaterialien

EppendorfgefalRe (1.5/2 ml)

Sarstedt (NUmbrecht)

Falconréhrchen (15 /50 ml)

Sarstedt (NUmbrecht)

Spritzenvorsatzfilter (0,22 um)

Qualilab (Bruchsal)

Gummischaber (Cell Scraper)

Sarstedt (NUmbrecht)

Klvetten (10x4x45 mm)

Sarstedt (NUmbrecht)
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Nitrocellulosemembran

Whatman (Kent, UK)

Pipettenspitzen

Sarstedt (NUmbrecht)

Ruhrspatel

Sarstedt (NUmbrecht)

Serologische Pipetten, Kunststoff (1/2/5/10

ml)

Sarstedt (NUmbrecht)

10 cm Schalen

Sarstedt (NUmbrecht)

6-well-Schale

Sarstedt (NUmbrecht)

Whatman-Papier

Whatman (Kent, UK)

2.3 Gerate
Analysewaage Sartorius (Gottingen)
Autoklav H+P (Oberschleil3heim)

Accu-jet Pipettierhilfe

Eppendorf (Hamburg)

96-well-Boyden chamber

Neuro Probe (Gaithersburg,
USA)

Brutschrank

Heraeus (Hanau)

ChemiGenius2 Bioimaging System

Syngene (Cambridge, UK)

Digitalwaage

Sartorius (Gottingen)

Eismaschine

Scotsman (Vernon Hills, USA)

Evaporator, Turbo Vap LV

Zymark (Hopkinton, USA)

Glasplatten

BioRad (Hercules, USA)

Gelkammer

BioRad (Hercules, USA)

Gaschromatograph-Massenspektrometer

Varian (Palo Alto, USA)

Kihlschrank

Liebherr (Ochsenhausen)

Kahltruhe (-20°C)

Liebherr (Ochsenhausen)
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Kihltruhe (-80°C)

Kyrotec (Hamburg)

Laufkammer

BioRad (Hamburg)

Mini Protean System Kamm (0,7 mm)

BioRad (Hamburg)

Mikroskop, Axiovert 25

Zeiss (Gottingen)

Mikroskop, Axioskop 2

Zeiss (Gottingen)

Thermal Cycler

Eppendorf (Hamburg)

Photometer Smart Spec 3000

Biorad (Mlnchen)

Pipetten, 0.5-10ul / 10-100pu! / 100-1000pl /
1000-5000ul

Eppendorf (Hamburg)

Polycarbonatfilter

Neuro Probe
USA)

(Gaithersburg,

Sicherheitswerkbank, HeraSafe S2

Heraeus (Hanau)

Smartspec 3000

BioRad (Hercules, USA)

Thermomixer compact 436

Eppendorf (Hamburg)

Thermoblock

Bioblock

Cedex, Frankreich)

Scientific  (lllkirch

Tischzentrifuge

Eppendorf (Hamburg)

TagMan 7900 HT Sequence Detection Sys-

tem

Applied Biosystems (Weiter-
stadt)

Voltmeter

Bio Rad (Hercules, USA)

Vortexer, Reax Top

Heidolph (Kelheim)

Spectrophotometer

NanoDrop (Wilmington, USA)

Wasserdeionisierungsanlage

Millipore (Billerica, USA)

Zentrifuge 5415 R

Eppendorf (Hamburg)

Zentrifuge 5415 D

Eppendorf (Hamburg)
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Zentrifuge, Rotina 35 R

Hettich (Tuttlingen)

2.4 Zellen und Zellkultur

Basal Endothelial medium

PromoCell (Heidelberg)

DH10B Zellen

Invitrogen (San Diego, USA)

DMEM mit Glutamax

Gibco (Karlsruhe)

Einfrierrohrchen

Nunc (Roskilde, Danemark)

Fetal bovine serum (FBS)

Invitrogen (Grand Island, USA)

Gelatine SIGMA GmbH (Steinheim)
HEK QBiogene (Heidelberg)
HEK 293 T Heinrich Pette Institut (Hamburg)

Humane Koronare Arterielle Endothelzellen

PromoCell (Heidelberg)

Humane Dermale Microvaskuldre Endo-

PromoCell (Heidelberg)

thelzellen
Matrigel BD Biosciences (Bedford, USA)
Trypsin Gibco (Karlsruhe)

Penicillin/Streptomycin

Gibco (Karlsruhe)

Phosphate buffered saline (138 mM NaCl,
2,7/mM KCI, 1,5 mM KH;PO,4 8,1 mM
NazHPO4H20)

Biochrom AG (Berlin)

Zellkulturflaschen (T25,T75)

Sarstedt (NUmbrecht)
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2.5 Puffer und Lésungen

Ampicillin Stammlésung 50 mg/ml:

2500 mg Ampicillin — Trihydrat in 25 ml Aqua bidest,

2,5 ml NaOH 10 M,

25 ml Aqua bidest hinzufligen,

pH-Wert Einstellung bei 8,6.

Glycerolstock:

0,15 ml Glycerol (100%) in Reaktionsgefal3e vorlegen und autoklavieren,

0,85 ml der Bakterienkultur hinzufiigen,

fur 20 Sekunden in flissigen Stickstoff geben und anschlieRend bei -80°C la-

gern.

Lammlipuffer:

50% Glycerin

Bromphenolblau

Laufpuffer:
10x Tris-Glycin Puffer

20% SDS

LB-Medium:
Bacto-Tryptone
Hefeextrakt

NaCl

20 mi

20mg  mit Aqua bidest zu 40 ml auffillen.

100 ml

5 ml mit Aqua bidest zu 1000 ml aufftllen.
10g

59

10 g in 1000 ml Aqua bidest I6sen.
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LB-Agar:

Tryptone 10g
Hefeextrakt 59
NacCl 10 g
Agar 159 in 1000 ml Aqua bidest aufnehmen

und in 10 cm? Schalen gieRRen.

Lower Tris pH 8.8:

Tris (1,5 M) 18,17 g
20% SDS 2ml mit Aqua bidest zu 100 ml auffullen.
Lysispuffer:

Triton X 100 0,5%
Nonidet P 40 0,5%
TrispH 7,5 10 mM
KCL 2,5mM
NaCl 150 mM
b-Glycerolphosphat 30 mM
NaF 50 mM
NazVO4 1mM

Protease-Inhibitor Mix 0,1% wird kurz vor der Proteingewinnung hinzugegeben.

Lysozym (10 mg/ml):

10 mg Lysozym in 1 ml Aqua bidest I6sen. Nach steriler Filtration bei -20 °C

lagern.
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Ponceau- LOsunq:

Ponceau S

Trichloressigsaure

Probenpuffer:

50% Glycerin
20% SDS
Upper Tris

Mercapthoethanol

RE 1 Puffer:
RbCI

MnCl,
Kaliumacetat
CaCl,

Glycerin

RE 2 Puffer:
MOPS

RbCI

CaCl,

Glycerin

26 mM

30 mM

2 mi
1,5ml
1,25 mi

0,5 ml

100 mM
5mM
30 mM
10 mM

15%

10 mM
10 mM
75 mM

15 %

in wassriger Losung.

mit Aqua bidest zu 10 ml auffillen.

pH 5,8 mit Essigsaure einstellen,

bei 4 °C lagern.

pH 6,8 mit 1 M KOH einstellen.
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Sammelgel 4%:

Aqua bidest
Acrylamid (4,3 M)
Upper Tris
TEMED

Ammoniumpersulfat (0,44 M)

Saulenpuffer:

Dikaliumhydrogenphosphat (K;HPO4x3H20)
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2POy,)
Natriumchlorid (NaCl)

Natriumacid (NaN3)

STET- Puffer:

Saccharose

Triton X100

EDTA

Tris-HCI

2,44 ml
530
1ml

4 ul

30 pl

17,4 g
3,22 ¢g
29,2 g
0,59

in 1000 ml Aqua bidest l6sen.

8%
5%
50 mM

50 mM in wassriger Losung,

pH 8,0.
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1x TAE- Puffer :

Tris- HCL
Essigsaure

Essigsaure

Transferpuffer:

10x Tris-Glycin Puffer

Methanol

Tris-Glycin Puffer 10x:

Tris (25 mM)

Glycin (0,2 M)

Trenngel 10%:

50% Glycerin/Aqua bidest
Acrylamid

Lower Tris

TEMED

10% Ammoniumpersulfat

Upper Tris pH 6,8:

Tris (0,5 M)

20% SDS

2M
1M

0,1 M in wassriger Losung, pH 8.

100 ml
200 ml  mit Aqua bidest zu 1000 ml

auffillen.

309
144 g mit Aqua bidest zu 1000 ml

auffullen, pH 8,3.

6,2 ml
3,1 ml
3,16 mi
6 ul

64 ul

6,06 g

2 mi mit Aqua bidest zu 100 ml auffillen.
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TBS 10x:
Tris (0,2 M)

NaCl (1,37 M)

TBS-t:

Tween 20

42,2 g

80 ¢

1ml

mit Aqua bidest zu 100 ml auffullen,

pH 7,6.

mit 10x TBS zu 10 ml auffillen.
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3 Methoden

3.1 PCR

3.1.1 Primer

Folgende Primer wurden zur Detektion der mRNA der beiden Splicevarianten
des TBXA2R gewahlt: Als forward-Primer 5 GTGTTGGCTGCCCCTTCT3®
(MWG Biotech, Ebersberg, Exon 2) fur beide Varianten, als reward-Primer
5" GCGCTCGTCCACTTCCTAC3" zum Nachweis vom Subtyp TBXA2R-a
(Intron zwischen Exon 3 wund 4) und als zweiter reward-Primer
5 CAAATTCAGGGTCAAAGAGCAS3" zum Nachweis von TBXA2R-B (MWG
Biotech, Ebersberg, Exon 4). Die zu erwartenden cDNA-Fragmente fur
TBXA2R-o und TBXA2R-B haben eine Gréf3e von 285 bp bzw. 385 bp. Es wur-

de folgender Reaktionsansatz angesetzt:

Master Mix 1 Master Mix 2

Aqua ad iniectabilia: 7 pl 10x Tuning Puffer: 2,5 pl

Primer forward (0,5 pmol/pL): 1,25yl dNTPs (2,5 mM): 2,5 pl

Primer reward (0,5 pmol/pL): 1,25 ul  Triple Master Enzyme Mix : 0,2 pl

Aqua ad iniectabilia: 11,3 pl

8 ul aus Master Mix 1 wurden in PCR-Reaktionsgefal3e vorgelegt und von jeder
DNA-Probe wurden 10 ng hinzupipettiert. 15 pl aus Master Mix 2 wurden hinzu-

geben und nach kurzer Zentrifugation wurde das PCR-Programm gestartet.
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3.1.2 PCR-Programm

Zunachst wurde der Reaktionsansatz fur 5 Minuten bei 94 °C erhitzt, dann folg-
ten 20 Zyklen mit folgenden Temperaturen:

- 30 Sekunden bei 94 °C (Denaturierung),

- 30 Sekunden bei 62 °C im ersten Zyklus und in jedem weiteren Zyklus 0,2 °C
Temperaturabfall (Annealing),

- 30 Sekunden bei 72 °C (Elongation).
Danach erfolgten 15 weitere Zyklen mit folgenden Temperaturen:

- 30 Sekunden bei 94 °C (Denaturierung),

- 30 Sekunden bei 58 °C (Annealing)

- 30 Sekunden bei 72 °C (Elongation)

Als letzter Schritt wurde fur 7 Minuten auf 72 °C erhitzt. Anschlieend erfolgte
die Kihlung bei 4 °C. Zur Uberprifung der PCR wurden die Produkte auf ein

Agarosegel aufgetragen.

3.1.3 Gelelektrophorese

Je nach Grol3e der aufzutrennenden DNA-Fragmente wurden 1-1,5 %-ige Aga-
rose-Gele angefertigt. Dafiir wurde die entsprechende Menge Agarosepulver
mit TAE-Puffer zum Kochen gebracht und damit vollstandig gelost. Nachdem
die Agaroseldsung abgekuhlt war (handwarm), wurde Ethidiumbromid (0,03 %)
hinzugeflgt. Das Ethidiumbromid interkaliert zwischen den Basen der DNA und
fluoresziert unter UV-Strahlung, so dass DNA detektiert werden kann. Die Aga-
roselésung wurde in eine Gelkammer gegossen, in die zuvor ein Taschen-
kamm eingesetzt wurde. Nach 15 Minuten war das Gel ausgehartet. Anschlie-
Rend wurde das Gel in die mit TAE als Laufpuffer gefiillte Gelkammer Uberflhrt.

Die Taschen des Gels wurden mit den entsprechenden DNA-Proben befillt. Die
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Proben mussten zuvor mit 3 pl Ladungspuffer (Loading Dye) vermischt werden.
Zusétzlich wurde ein Marker (O'GeneRuler™ 50bp DNA-Ladder, O*Gene Ruler,
Fermentas) aufgetragen, um die Grof3e der aufgetrennten Fragmente zu be-
stimmen. Die Elektrophorese erfolgte fiir eine Stunde bei einer Spannung von
80 Volt. AnschlieRend wurden die fluoreszierenden DNA-Fragmente unter einer

UV-Lampe detektiert und photographiert.

3.2 Quantitative Messung von RNA

3.2.1 mRNA-Isolierung aus Zellen

Die mRNA-Isolierung wurde aus 6-Well Platten durchgefihrt. Dazu wurde die
Platte zunachst mit PBS gewaschen. Danach wurden 600 pl RNAzol auf jede
Schale gegeben und anschlieRend wurden die Zellen mit einem Zellschaber
von der Schalenoberflache abgekratzt. Die Zellsuspension eines jeden Wells
wurde in 1,5 ml-Eppendorf Reaktionsgefal3e, die 200 pl eisgekihltes Chloro-
form enthielten, Uberfiihrt. Nach dem Vortexen wurden die Proben fir 15 Minu-
ten auf Eis gestellt. Im nachsten Schritt wurden die Proben bei 4 °C und 12000

g fur 15 Minuten zentrifugiert.

Der Uberstand von etwa 200 pl wurde abgenommen und in ein weiteres Reak-
tionsgefal Uberfihrt, welches 600 pl eiskaltes Isopropanol enthielt. Die Proben
wurden danach flr mindestens eine Stunde bei -20 °C gelagert. Im nachsten
Schritt wurden die Proben bei 4 °C und 12000 g fur 20 Minuten zentrifugiert.
Der Uberstand wurde vorsichtig abpipettiert und das Pellet in 60 pl 70 %-igem

Ethanol gewaschen.

Erneut wurden die Proben bei 4 °C und 12000 g fur 10 Minuten zentrifugiert und
der Uberstand abpipettiert. Das Pellet wurde getrocknet und in 20 pl RNAse-
freiem Wasser (DEPC-Wasser) aufgenommen. Es erfolgt im Anschluss die pho-
tometrische Konzentrationsbestimmung der mRNA bei einer Wellenlange von

260 nm im Photometer. Die Intaktheit der mRNA wurde mit einem 1 %-igen
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Agarosegel nachgewiesen. Bei intakter RNA wurden zwei Banden im Gel sicht-
bar. Die obere Bande stellt die 28S rRNA Untereinheit dar, wahrend die untere
Bande die 18S rRNA Einheit reprasentiert.

3.2.2 Reverse Transkription der praparierten RNA

Nach der RNA-Isolierung wurden von jeder Probe 2 pg RNA nach Herstelleran-

gaben mit ,Omniscript® (Qiagen) im Thermocycler in cDNA umgeschrieben.

3.2.3 Real-Time-PCR

Die Real-Time-PCR ist grundsétzlich aufgebaut wie eine normale PCR, wobei
zusatzlich zu dem Primerpaar als ein weiteres Oligonukleotid eine Sonde zuge-
fugt wird. Diese ist komplementar zur nachzuweisenden DNA-Sequenz und
liegt zwischen den Primerbindungsstellen. Am 5 Ende ist die Sonde mit einem
Reporter-Farbstoff (Fluoreszensderivat) markiert, am 3° Ende befindet sich ein
Quencher-Farbstoff (Rhodaminderivat). Bei Intaktheit der Sonde, wird das Fluo-
reszenssignal des Reporters durch den Quencher-Farbstoff unterdriickt. Wéah-
rend eines PCR-Zyklus bindet die Sonde an den Matrizenstrang und die Taq-
Polymerase synthetisiert den fehlenden Strang. Die Taq-Polymerase hat eine
5°-3" Exonukleaseaktivitat, die eine Hydrolyse der Sonde bewirkt. Infolgedessen
werden der Reporter- und Quencher-Farbstoff getrennt, so dass das Fluores-
zenz-Signal nicht mehr unterdrickt wird. So lasst sich mit der Real-Time-PCR
die Genexpression Uber das sich verstarkende Fluoreszenz-Signal quantifizie-
ren. Das hier angewendete Auswertungsverfahren ist die delta delta C+- Metho-
de. Der Cr-Wert misst die Anzahl von Zyklen, die notwendig ist, bis das Repor-

ter-Fluoreszenz-Signal eine bestimmte Schwelle tGberschritten hat.
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Zur Detektion der mRNA des TBXA2R wurde der Expressionsassay
Hs00169054 m1 (Applied Biosystems) verwendet. Die eingesetzte cDNA war
das Produkt der vorhergegangenen reversen Transkription. Da die Effizienz der
reversen Transkription unterschiedlich ist, kann man die Proben nur miteinan-
der vergleichen, wenn man ein zweites Gen, das sogenannte Housekeeping
Gen, welches vom Zielgen unabhangig ist, amplifiziert. Hier wurde GAPDH als
Housekeeping Gen verwendet (Hs99999905 m1l). Fir jedes Gen wurde ein
Master Mix angesetzt, bestehend aus 4 pl Universal PCR Master Mix, 0,5 pl
Tagman Genexpression Assay Kit und 3,5 pl Aqua ad iniectabilia fur jedes Well.
Aus den Cy-Werten beider Gene wird dann ein Quotient gebildet. Der Master
Mix wurde kurz zentrifugiert und 8 pl wurden in jedes Well pipettiert. Die cDNA
ist das Produkt der vorhergegangenen reversen Transkription. Pro Reaktions-
ansatz von insgesamt 10 ul wurde 1 pl der cDNA Lésung eingesetzt. Anschlie-
Rend wurde das Real-Time-PCR Programm bei folgenden Temperaturen ge-
startet:

Temperaturprogramm:

2 Minuten 50 °C

10 Minuten 95 °C

40 Zyklen

Denaturierungstemperatur: 15 Sekunden bei 95 °C

Annealing-Temperatur: 1 Minute bei 60 °C

Die Realtime-PCR wurde mit einem TagMan (7900HT Sequence Detection
System) von Applied Biosystems durchgefiihrt. Die Auswertung erfolgte mit

dem Computerprogramm SDS 2.1 von Applied Biosystems.
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3.3 Herstellung chemisch kompetenter E. coli-Zellen

E. coli-Zellen zeigen keine naturlichen Resistenzen und werden daher mit Ru-
bidiumchlorid behandelt. Das Rubidiumchlorid verringert die Absto3ung zwi-
schen negativ geladener DNA und Zellmembran. Dazu wurden 150 ml LB-
Medium (Nahrmedium zur Kultivierung von Bakterien) mit Streptomycin versetzt
und mit E. coli vom DH10B-Typ angeimpft. Die Bakterien wurden bis zu einer
ODeoo von 0,6 bei 37 °C kultiviert. Die Kultur wurde anschlie3end fur 15 Minuten
auf Eis abgekuhlt und bei 1000 g und 4 °C fur 15 Minuten zentrifugiert. Das
Zellpellet wurde in 16,7 ml kaltem RF 1 Puffer resuspendiert und erneut fur 15
Minuten auf Eis inkubiert. Nach Zentrifugation bei 1000 g und 4 °C fur 15 Minu-
ten wurde das Zellpellet in 4 ml kaltem RF 2 Puffer resuspendiert und wiederum
fur 15 Minuten auf Eis inkubiert. Die kompetenten Bakterien wurden in 200 pl
Aliquots in 1,5 ml Eppendorfgefal3e pipettiert, in flissigem Stickstoff schockge-
froren und anschlieRend bei -80 °C gelagert.

3.3.1 Transformation

Fur die Transformation wurde die Hitzeschock-Methode verwendet, bei der Po-
ren in der Membran der Bakterien zur Aufnahme der DNA entstehen. Dazu
wurden 100 pl der chemisch kompetenten E. coli-Kultur vom DH10B-Typ auf
Eis aufgetaut. AnschlieRend wurden 5 pl des Plasmids (0,03 ug/ul) der Bakte-
riensuspension zugefiigt und eine halbe Stunde auf Eis inkubiert. Nach der In-
kubation wurden die Bakterien fir 90 Sekunden auf 42 °C erhitzt um die Poren
zur Plasmidaufnahme zu 6ffnen. Danach wurden die Bakterien fir drei Minuten
auf Eis gestellt, so dass die Poren sich verschloR3en. 300 pl vorgewarmtes LB-
Medium wurden dem Transformationsansatz zugesetzt. Anschlie3end wurde fir
30 Minuten bei 37 °C unter Schutteln inkubiert. Danach erfolgte das Ausstrei-

chen der Bakterien auf Agaroseplatten, die das entsprechende Selektionsme-
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dium mit Penicillin enthielten. Die Platten wurden Uber Nacht bei 37 °C inku-

biert. Nach 16 Stunden waren Kolonien resistenter Bakterien zu sehen.

3.3.2 Préaparation von Plasmid-DNA in kleinem Maf3stab (Miniprap)

Mit sterilen Pipettenspitzen wurde je eine Bakterienkolonie gepickt und mit 3 ml
LB-Medium und Selektionsantibiotikum im Kulturréhrchen im Schuttelinkubator
kultiviert. Nach 16 Stunden bei 37 °C wurde die Praparation der Plasmid DNA in
kleinem Mal3stab durchgefiihrt. Dazu wurden 1,5 ml der Bakterienkulturen in 2
ml Eppendorfgefal3e Uberfuhrt und fir eine Minute bei 5000 x g zentrifugiert.
Der Uberstand wurde dekantiert und das Pellet in 500 pl STET- Puffer durch
Vortexen resuspendiert. Nach Zugabe von 50 pl Lysozym (10 mg/ml) wurden
die EppendorfgefalRe mehrfach invertiert und 2-3 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. Daraufhin wurden die Proben bei 95 °C fir 90 Sekunden auf dem
Thermomixer inkubiert und fur finf Minuten bei 13000 x g zentrifugiert. Das ent-
standene Pellet wurde mit einem Tupfer vorsichtig entfernt. Nach Zugabe von
50 pl Ammoniumacetat und 500 pl Isopropanol wurden die Proben invertiert
und die Plasmid DNA durch 10 Minuten Zentrifugation bei 13000 x g und 4 °C
prazipitiert. Der Uberstand wurde dekantiert und das Pellet nach Lufttrocknung
in 20 ul Aqua ad iniectabilia aufgenommen. Es erfolgte die Bestimmung der
DNA-Konzentration bei 260 nm im Spektrometer und anschlieRend wurden die

Klone durch einen Restriktionsverdau verifiziert.

3.3.3 Restriktionsanalyse

Zur Verifizierung des DNA-Plasmides erfolgte ein Verdau mit Restriktionsenzy-
men. Das pLKO.1-Plasmid hat eine Gréf3e von 7084 bp und die enthaltene
shRNA ist von den Schnittstellen der Enzyme BamH1 und Ndel flankiert. Fur

die Restriktionsanalyse wurde ein Master Mix angesetzt. Pro Ansatz wurden 2,5
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pl Tango Puffer, 1500 IU BamH1, 1500 IU Enzym Ndel, 300 pg cDNA zusam-
menpipettiert und mit entsprechender Menge Aqua ad iniectabilia zu 25 pul pro
Ansatz aufgefullt. Alle Schritte erfolgten auf Eis. Anschlieend erfolgte eine ein-
stiindige Inkubation bei 37 °C. Danach konnten die beiden entstandenen DNA-
Fragmente mit einer Grél3e von 6238 bp und 794 bp im Agarosegel aufgetrennt

werden.

3.3.4 Praparation von Plasmid-DNA in gro3em MalRstab (Maxiprap)

Um die DNA in grol3em Mal3stab aufzureinigen, wurden am Vorabend 250 ml
LB-Medium mit 1 ml Vorkultur angeimpft und tber Nacht im Schuttler bei 37 °C
inkubiert. Fur das pLKO.1-Plasmid wurde zusatzlich das Selektionsantibiotikum
Ampicillin in einer Konzentration von 50 mg/ml hinzugefigt. Nach 16 Stunden
Inkubation wurde die Schuttelkultur fir 15 Minuten bei 13000 x g zentrifugiert
und das entstandenen Pellet wurde mit dem ,Endofree Maxi Kit“ (Qiagen, Hil-

den) nach Herstellerangaben aufgereinigt.

3.4 Zellkultur

3.4.1 Endothel- und HEK-Zellen

Humane koronare arterielle Endothelzellen (HCAEC) und Humane dermale
microvaskulare Endothelzellen (HDMEC) wurden von humanen Spendern kryo-
konserviert geliefert (Promocell, Heidelberg). Zellen der vierten bis siebten Pas-
sage wurden fir die Experimente genutzt, um sicher zu gehen, dass die Zellen
ihre charakteristischen Eigenschaften nicht verlieren. Als Medium wurde Endo-
thelzellmedium (Endothelial Cell Growth Medium MV, EGM, Promocell, Heidel-
berg) verwendet, welches Vitamin C, Hydrokortison, Gentamicin, Amphotericin

B, Fetal bovine Serum (FBS) und verschiedene Wachstumsfaktoren enthielt.

44



Human embryonic Kidney Cells 293 (HEK) Zellen sind eine human Zelllinie, die
aus der Transformation von menschlichen embryonalen Nierenzellen mit DNA-
Teilen des Adenovirus 5 entstanden ist. HEK-Zellen wachsen adharent und sind
einfach zu kultivieren und transfezieren. Das Medium, DMEM mit Glutamax,
wurde alle drei Tage gewechselt. Eine besondere Variante der HEK-Zellen sind
die 293T-Zellen. Es handelt sich um humane embryonale Nierenzellen, die sta-
bil das grofe SV40 T-Antigen exprimieren (Du Bridge et al. 1987.) Dadurch
kommt es zur Replikation der Plasmide, die den SV40-Replikationsursprung
(ori) tragen. Dies fuhrt zu einer starkeren Expression der auf diesen Plasmiden

kodierten mRNA und Proteine.

Die Zellen wurden in 25- oder 75-cm? Kulturschalen oder in 6-Well Platten kulti-
viert. Das Medium wurde jeden zweiten Tag gewechselt. Die Inkubation der
Zellen erfolgte bei 5% CO, und 37 °C. Die Zellen wurden bei einer Zelldichte
von 70-80% passagiert. Dazu wurde zunéchst mit PBS gewaschen und an-
schlieRend mit 1 %iger Trypsinldsung trypsiniert. Fur HEK-Zellen wurde PBS
mit CaCl, und MgCl, verwendet. Die Enzymaktivitdt wurde durch Hinzufligen
von Medium bzw. im Falle der HCAECs und HDEMCs mit Stopplésung, beste-
hend aus Wachstumsmedium und 10% FCS, nach dem Ablésen der Zellen be-
endet. Danach wurde die Zellsuspension im Falle der HEK-Zellen fur 5 Minuten
bei 200 g und im Falle der HCAECs und HDMECSs fir 5 Minuten bei 220 g zen-
trifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und das Pellet wurde in frischem
Medium resuspendiert und auf neue Kulturschalen oder -flaschen verteilt. Um
die Zelladhasion sicherzustellen, mussten die Kulturschalen oder -flaschen fir
HCAECs und HDMECs zuvor mit Gelatine beschichtet werden. Dazu wurden
sie bei 37 °C fur 30 Minuten mit 0,2 %iger Gelatine inkubiert. Nach Absaugen

der Uberflissigen Gelatine wurde die Zellsuspension hinzugegeben.

3.4.2 Einfrieren von Zellen (Kryokultur)

Zur Konservierung der Zellen wurden Kryokulturen angelegt. Dazu wurden die

Zellen aus 25 cm? Flaschen pelletiert. Das Pellet wurde in 1,5 ml Medium mit 10
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% DMSO resuspendiert und in Kryoréhrchen (Nunc, Danemark) tberfihrt. In
einer mit Isopropanol beflllten Einfrierbox wurden die Zellen langsam auf —80
°C gekuhlt und konnten nach 24 Stunden in flissigem Stickstoff gelagert wer-
den.

3.4.3 Transfektion von Zellen

Die Transfektion von HEK293 Zellen zur Expression von Plasmid-DNA in Ziel-
zellen wurde mit dem ,Polyfect Transfection Reagent” von Qiagen nach Herstel-

lerangaben durchgefihrt.

3.5 Knockdown des Thromboxanrezeptors mit ShRNA

3.5.1 Auswahl einer geeignheten shRNA Sequenz

Die shRNA zur Herunterregulation der Genexpression des Thromboxanrezep-
tors hatte folgende Basensequenz: 5'-CCGG CTGC CGTC TCTG TCGC TTCA
TCTC GAGA TGAA GCGA CAGA GACG GCAG TTTT T-3'. Die shRNA zur
unspezifischen Herunterregulation der Genexpression (scrambled shRNA)
hatte folgende Basensequenz: 5'-CCGG CCTAA GGTT AAGT CGCC CTCG
CTCG AGCG AGGG CGAC TTAAC CTTA GGTT TTT-3'. Der Aufbau der
shRNA ist in Abbildung 3.1 dargestellt. Als Vektorsystem fur die shRNA wurde
der pLKO.1-Vektor von Open Biosystems gewahlt.
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Organisation der shRNA

Agel | 21 bp | | loop | | 21 bp | 5T-Termination
' } ! } I
U6Promotor 5-CCGG TTTTT 3
3°-GGCC AAAAA 5

Abb.3.1 Aufbau der shRNA

3.5.2 Generierung lentiviraler Uberstande zur Transduktion von
Endothelzellen

Zur Herstellung lentiviraler Partikel wurde das retrovirale replikationsinkompe-
tente 2-Vektorensystem von Open Biosystems verwendet. Dabei wurden drei
Vektoren eingesetzt. Das Plasmid psPAX2, das die Proteine gag, pol und rev
exprimiert. Das Plasmid pMD2.G zur Expression des Hullproteins VSV.G und
das Plasmid pLKO.1, von dem drei Varianten eingesetzt wurden. Je nachdem
welche Sequenz in dem Vektor integriert war, wurde die shRNA zum Knock-
down des Thromboxanrezeptors exprimiert, eine sogenannte non-target
(scrambled) Sequenz, die keinen Effekt auf die Genexpression humaner Gene
zeigen sollte und eine Sequenz zur Expression von GFP (Green Fluoreszenz

Protein) zur Erfolgskontrolle der Transduktion der Zielzellen.

10° HEK 293T Zellen wurden zwei Tage vor der Transfektion in eine 10 cm?
Kulturschale ausgeséat. Am Tag der Transfektion wurde das Medium abgesaugt

und durch 6 ml frisches Medium ohne Zusatz eines Antibiotikums ersetzt.
Folgendes Transfektionsgemisch wurde hergestellt:

5 ug psPAX2 (gag, pol, rev)

2 ug pMD2.G (VSV.G)

5 ug Ziel Plasmid-DNA (pLKO.1 shRNA, pLKO non target, pLKO GFP)
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Die Plasmide wurden in 750 pl Medium ohne Zusatze geldst. 30 pl Polyfect-
Transfektionsgemisch wurden hinzugefiigt. Es erfolgte eine Inkubation fur 15
Minuten bei Raumtemperatur. Danach wurde das Transfektionsgemisch
tropfenweise auf die Zellen aufgetragen und die Zellen wurden flr drei Stunden
bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Danach wurde das Medium auf 10 ml aufge-
fallt.

-'| gag | pol 'I- HEK 2937 Zellen
o) ShRNA-
’ ) Lentiviren

Abb. 3.2 Produktion von shRNA-exprimierenden Lentiviren: LTR - long terminal
repeat, RRE - rev responsive element, cPPT - zentraler Polypurintrakt, V-

Verpackungssignal

3.5.3 Transduktion von Endothelzellen

48 Stunden nach der Transfektion der HEK 293T Zellen wurde der erste virus-
partikelhaltige Uberstand abgenommen, der nachste Uberstand weitere 24
Stunden spater. Um Zelltrimmer zu beseitigen, wurden die Uberstande steril
filtriert (PorengrofRe 0,45 um). Danach wurde der Uberstand mit Endothelzell-
medium im Verhaltnis 1:1 verdinnt und fur die Transduktion der Endothelzellen
verwendet. Zunachst erfolgte die Transduktion mit dem 48-Stunden-Uberstand
fir 24 Stunden, dann wurde das Medium durch den 72-Stunden-Uberstand er-
setzt und fiir zwei weitere Tage inkubiert. Uber diesen Zeitraum wurde der Vek-
tor zum Knockdown des TBXA2R in die Endothelzellen integriert. Der Erfolg

des Knockdown des TBXA2R wurde auf der Ebene der Expression von mRNA,
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Proteinen und mit funktionellen Assays (Kapillarrohrenbildung und Migrations-

Assays) nachgewiesen.

3.5.4 Vektorkarten, der fur die Lentivirus Produktion verwendeten
Plasmide

Amp

SV40 origin psPAX2

10703 bp

— Gag

cPPT Pol

Abb. 3.3 Vektorkarte des Plasmids psPAX2 zur Expression der Proteine gag,

pol und rev
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Amp - CMV early promotor

CMV promotor

Abb. 3.4 Vektorkarte des Plasmids pMD2.G zur Expression des Hiullproteins
VSV.G

RRE

HIV packaging signal — §
HIV LTR

Ampicillin

Abb. 3.5 Vektorkarte des Plasmids pLKO.1
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3.6 Generierung einer stabilen, den TBXA2-Rezeptorsubtyp a

exprimierenden Zelllinie

3.6.1 Transfektion von HEK 293 Zellen

Zur Herstellung einer stabilen Zelllinie wurden ein Tag vor der Transfektion HEK
293 Zellen ausplattiert, so dass am Tag der Transfektion eine Zelldichte von 80-
90 % vorlag. Die Transfektion des Plasmids zur Uberexpression von Subtyp o
erfolgte mit dem Polyfect Transfection Reagent von Qiagen, dabei wurden 2 ug
des Plasmids fir die Transfektion verwendet. 24 Stunden nach der Transfektion
wurden die Zellen im Verhaltnis 1:5 gesplittet und die Transfektionseffizienz
wurde anhand der GFP-Expression unter UV- Licht ermittelt.

3.6.2 Selektion mit Geneticin

Zur Generierung einer stabilen Zelllinie, ist es notwendig nur die Zellen zu kulti-
vieren, die das Plasmid in ihr Genom integriert haben. Das Plasmid (Katalognr.
TXA2R00000, UMR cDNA Resource Center, Rolla, USA) enthélt eine Neomy-
cinresistenz, so dass als Selektionsantibiotikum das Aminoglykosid Antibiotikum
Geneticin verwendet wurde. Die cDNA-Sequenz zur Expression des Subtyp o
liegt zwischen den Schnittstellen EcoRI und Xhol. Um die letale Dosis fur un-
transfizierte HEK Zellen zu ermitteln, wurde eine ,Killkurve® mit nicht-
transfizierten HEK Zellen und steigender Geneticinkonzentration erstellt. Dies
erfolgte in einer 6- well Platte, wobei ein well der 6-well Platte ohne Antibiotikum
als Kontrolle diente. Das Medium wurde alle drei Tage gewechselt und nach
sechs Tagen wurde die letale Dosis von 1000 pug/ml festgestellt. 48 Stunden
nach der Transfektion wurde den Zellen geneticinhaltiges Medium mit einer
Konzentration von 1000 pg/ml hinzugefuigt. Nach vier Tagen war die nicht trans-
fizierte Kontrollschale zellfrei, wahrend in den transfizierten Schalen einzelne

Zellen dem Selektionsdruck standhalten konnten. Nach etwa 7 Tagen began-
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nen sich einzelne Klone zu bilden, d.h. eine Gruppe von Zellen, die durch Tei-

lung einer Zelle hervorgegangen und damit genetisch identisch sind. Um die

einzelnen Klone weiter zu kultivieren wurden einige Klone mit einer sterilen Pi-

pettenspitze gepickt und in eine Petrischale Uberfiihrt, in der der Selektions-

druck fiir drei weitere Wochen aufrechterhalten wurde. Die Uberexpression des

TBXA2-Rezeptorsubtyp o wurde mithilfe der Realtime PCR und Western Blot

nachgewiesen.

/XhoI
' /BGH reverse primer

CMV forward primer
CMV prom

N PTBXA2Ra
6436 bp

bla promoter

Amp(R) \‘ \

pUC origin

SV40 pA

Abb. 3.6 Vektorkarte des Rezeptorsubtyp-o exprimierenden Plasmids
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3.7 Western Blot

3.7.1 Proteingewinnung

Die Zellen wurden vor der Proteingewinnung mit kaltem PBS gewaschen. Zur
Proteinisolierung wurde Lysispuffer eingesetzt. Anschliel3end wurden die Zellen
mit einem Zellschaber zerkleinert und die Zellsuspension wurde in ein Reakti-
onsgefal} Gberfuhrt und bei 1200 g fur 5 Minuten und 0 °C zentrifugiert. Die Pro-
teine wurden sofort bei —80 °C eingefroren.

3.7.2 Proteinbestimmung nach Bradford

Das Prinzip der Proteinbestimmung nach Bradford besteht darin, dass es durch
die Komplexbildung vom Bradford-Reagenz mit Proteinen zu einer Verschie-
bung des Absorptionsmaximums vom Bradford-Reagenz von 465 nm zu 595
nm kommt. Die Zunahme der Absorption bei 595 nm ist ein MaR fur die Protein-
konzentration der Losung. Die Proteinbestimmung erfolgte in Doppelwerten.
Zunachst wurde eine Standardreihe mit einem Proteinstandard (BSA) angelegt.
Dazu wurden 10 mg des Proteinstandards in 2,9 ml destilliertem Wasser gelost.
Die Proteinkonzentration betrug dann 3,45 mg/ml. Fir die Messung wurde der
Standard 1:10 mit Aqua ad iniectabilia verdinnt. Es wurden 7 Standardwerte

und der Leerwert nach folgendem Schema angelegt:

Erwartete 0 1,725 | 3,45 6,9 10,35 | 13,8 17,25 | 20,7

Proteinkonzentration | pg/mi pg/mi pg/mi pg/mi pg/mi pg/ml pg/ml pg/ml

Standard 0 5ul 10 ul 20 pl 30 ul 40 ul 50 pl 60 pl

1:10 verdinnt

Aqua ad iniectabilia | 800 pl | 795l | 790 pl | 780l | 770l | 760l | 750 pl | 740 pl

Bradford-Reagenz | 200 pl | 200 pl [ 200l | 200 ul | 200 gl | 200 pl | 200 pl | 200 i
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Die zu messenden Proben wurden vorher 1:10 verdinnt. Anschlie3end wurden
10 pl der verdinnten Proben zu 800 pl Aqua ad iniectabilia gegeben und mit
200 ul Bradford-Reagenz versetzt. Alle Proben und die Standardreihe wurden
in die Photometerkivetten pipettiert und mit einem Plastikspatel gut durch-
mischt. Nach 15-minutiger Inkubation erfolgte die Messung bei 595 nm im Pho-
tometer Smart Spec 3000 (Biorad, Hercules, USA). Die Berechnung der Pro-
teinkonzentration der Probe (ug/ul) erfolgt nach Gleichung 1.

. —1
Konz.p,,. (19 / ) = Messwert(yg/ml)xverduﬂ(ml §7))

Gleichung 1 Berechnung der Proteinkonzentration

3.7.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Durch das Prinzip der Gelelektrophorese werden Proteine ihrer Grol3e nach
aufgetrennt. Das Polyacrylamid-Gel entsteht durch radikalische Polymerisation
von Acrylamid. Ammoniumpersulfat liefert die freien Radikale und TEMED wirkt
hier als Katalysator. Das Gel besteht aus zwei Komponenten, der untere Anteil
ist das Trenngel und der obere Teil das Sammelgel. Vor Beladung des Gels
wurden die Proben mit SDS (Natriumdodecylsulfat) versetzt und denaturiert.
Dies stellt sicher, dass alle Proteine gleichmaRig negativ geladen sind und die
Trennung nur noch von der Molekilgré3e abhéngig ist und nicht von der Eigen-
ladung der Proteine. Da das Protein von Interesse ein Molekulargewicht von 41
kDa hat, wurden hier 10 %-ige Trenngele benutzt. Die Polymerisation beginnt
nach Zugaben von Ammoniumpersulfat und TEMED, so dass nur kurz geruhrt
und anschlieBend die Losung zlgig in die vorbereitete Gelkammer gegossen
wurde. Um das Austrocknen zu verhindern, wurde das Gel mit destilliertem

Wasser beschichtet. Nach einstiindiger Polymerisation wurde das Wasser ab-
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gegossen und die Kammer mit dem Sammelgel beflllt, in das ein 10-Taschen

Kamm eingesetzt wurde.

3.7.4 Probenvorbereitung

Alle Proben wurden auf Eis aufgetaut. Jeder Probe wurde 1 pl Lammlipuffer
und 5 pl Probenpuffer zugesetzt. Danach wurden die Proben fir 10 Minuten bei
95 °C zur Denaturierung erhitzt. Fir die Gelelektrophorese wurde eine mit kal-
tem Laufpuffer gefillte Laufkammer verwendet. Die Geltaschen wurden mit 20
Hg Proteinmenge beladen. Eine der Taschen wurde mit einem Proteinstandard
beflllt, der zur GroRenbeurteilung der aufgetrennten Proteine diente. Fir 30
Minuten wurde das Gel bei einer Spannung von 50 V laufen gelassen und die
darauf folgenden zwei Stunden bei 150 V.

3.7.5 Blotten der Proteine auf Nitrocellulosemembran

Vor dem Transfer der Proteine von dem Gel auf die Nitrocellulosemembran,
wurden die benotigten Materialien zunachst in Transferpuffer fir 15 Minuten
equilibriert. Auf einen Schwamm wurden drei Filterpapiere gelegt. Darauf folg-
ten das Gel und anschlieRend die Nitrocellulosemembran und drei weitere Fil-
terpapiere. Der Transfer-Stapel wurde mit einem weiteren Schwamm abge-
schlossen und in die Blotkammer eingesetzt. Die Blotkammer wurde mit kaltem
Transferpuffer befillt, ein Kihlakku wurde zusatzlich eingesetzt. Der Transfer
erfolgte bei einer Stromstarke von 300 mA fiir zwei Stunden, wobei nach einer

Stunde der Kihlakku erneuert wurde.
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3.7.6 Proteinmembranfarbung mit Ponceau S

Zur Anfarbung der Proteine auf der Blot-Membran wurde eine reversible Pro-
tein-Farbung mit dem Farbstoff Ponceau S durchgefiihrt. Dies erlaubt zum ei-
nen eine Uberprifung, ob der Transfer der Proteine auf die Membran funktio-
niert hat und zum anderen, ob die gleichen Proteinmengen eingesetzt wurden.
Hierzu wurde die Blot-Membran 10 Minuten mit Ponceau-L6sung inkubiert und
anschlielend drei Mal mit destilliertem Wasser gewaschen. Nach der Fotoauf-
nahme der Membran mit dem ChemiGenius2 Bioimaging System wurde die
Membran mit TBS-tween Puffer gewaschen, um das Ponceau von der Mem-

bran zu entfernen. Anschlie3end folgte das Blocken der Membran.

3.7.7 Blocken der Membran

Unspezifische Bindungsstellen auf der Blot-Membran wurden mit einer Lésung
aus 5 % Milchpulver und 2 % BSA in 0,1 % TBS-tween Puffer geblockt. Dazu

wurde die Blot-Membran fir eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert.

3.7.8 Immunfarbung der Membran

Um den Thromboxanrezeptor im Western Blot nachzuweisen, wurde die Mem-
bran Gber Nacht mit dem 1. Antikdrper inkubiert (polyklonal, rabbit IgG, Life-
span), der 1:500 in TBS-tween und 1 % Milchpulver verdinnt wurde. Anschlie-
Rend wurde die Membran drei Mal fir jeweils 15 Minuten mit TBS-tween gewa-
schen, um nicht-gebundenen Antikdrper zu entfernen. Danach erfolgte eine
einstindige Inkubation mit einem peroxidase-konjugierten 2. Antikérper (donkey
anti-rabbit IgG, Dianova, Hamburg), der im Verhaltnis 1:100000 in TBS- tween
geldst wurde. Nach der Inkubation wurde die Membran erneut fir 20 Minuten

mit TBS-tween gewaschen. Danach erfolgte ein weiterer Waschschritt fur 10
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Minuten mit 1xTBS. Fir die Lumineszenzreaktion wurde ECLdura (Western
Blotting Substrate, Amersham Bioscience) verwendet. Das Oxidationsmittel und
die Luminolldsung wurden im Verhaltnis 1:1 gemischt und die Membran wurde
damit fur drei Minuten benetzt. Von der mit Klarsichtfolie bedeckten Membran
wurde ein Foto mit dem ChemiGenius2 Bioimaging System (Syngene, Cam-
bridge, UK) gemacht. Die Belichtungszeit lag zwischen 30 Sekunden und 15
Minuten. Die erwartete Proteingrof3e fur den Thromboxanrezeptor liegt bei 41
kDa.

3.8 Migration und Kapillarréhrenbildung

3.8.1 Durchfuhrung des Migrations-Assays

Der Migrations-Assay wurde mit einer speziellen 96-well Kammer, der Boyden
Chamber, durchgefiihrt. Diese Apparatur besteht aus zwei Kammern, die durch
einen Filter voneinander getrennt sind. In die untere Kammer der Boyden
Chamber werden chemotaktisch aktive Substanzen gegeben und in der oberen
Kammer befinden sich die Zellen. Je nach Substanzeigenschaften werden die
Zellen angeregt entlang des chemotaktischen Gradienten von der oberen
Kammer nach unten durch den Filter hindurch auf die raue Seite des Filters zu
migrieren. Dabei bleiben die migrierten Zellen an der rauen Seite des Filters

haften.
Die eingesetzten Substanzen, VEGF (50 ng/ml), 8-is0-PGF24 (3x10™° mol/l),

U 46119 (3x10 mol/l) sowie die drei TBXA2-Rezeptorantagonisten SQ 29548
(3x10™° mol/l), BM 567 (3x10™° mol/l) und ICI 192605 (3x10™ mol/l) wurden in
basalem Endothelzellmedium (ohne FCS und Wachstumsfaktoren, jedoch mit
0,1 % BSA) gelost und mdglichst blasenfrei in die Wells der unteren Kammer
pipettiert, so dass ein leicht konvex gewoélbter Flussigkeits-Meniskus zu sehen
war. Auf die untere Kammer wurde ein Polykarbonatfilter (Porengrosse 8 pum)

platziert. Die raue Seite des Filters wurde zur unteren Kammer gerichtet. Der
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Filter wurde zuvor tber Nacht mit Kollagen Typ 1 (100 pg/ml), geldst in 2 mmol/|

Essigsaure, beschichtet und anschliel3end mit PBS gewaschen.

Fur die Migrationsversuche wurden HDMECs verwendet. Sie wurde vor dem
Versuch mit basalem Endothelzellmedium (0,1 % BSA) Uber Nacht inkubiert.
2x10% Zellen wurden in 50 pl basalem Endothelzellmedium (0,1 % BSA) in die
Wells der oberen Kammer der Boyden Chamber pipettiert und anschliel3end
erfolgte die Inkubation fur funf Stunden bei 37 °C. Nach der Inkubation wurde
der Filter abgenommen und die Zellen wurden fir 15 Minuten mit Methanol
fixiert. Anschlie3end erfolgte die Farbung nach Giemsa (Eosin farbte die Kerne
purpurrot und Methylenblau das Cytoplasma blau). Zellen, die nicht migrierten,
wurden mit einem Wattestédbchen von der glatten Seite des Filters entfernt und
der Filter wurde in der Sterilwerkbank getrocknet. Die Anzahl der migrierten Zel-
len wurde mit dem Lichtmikroskop unter der 400-fach VergréRerung in sechs
zufallig ausgewahlten Abschnitten ausgezahlt. Die Migration wurde in Prozent
zur basalen Zellmigration angegeben.

3.8.2 Durchfuhrung des Matrigel Tube Formation Assays

Im Tube Formation Assay stellt das Matrigel die Basalmembranmatrix dar, in
der Endothelzellen GefalRtubuli ausbilden. Zur Durchfihrung des Tube Forma-
tion Assays wurde eine 48-well-Platte verwendet. Das Matrigel wurde Uber
Nacht auf Eis zum Auftauen gebracht (4 °C). 100 pl Matrigel wurden fir ein
Well verwendet. Es erfolgte eine Inkubation fur 30 Minuten bei 37 °C zur Ver-
festigung des Gels, wahrenddessen wurden die Zellen vorbereitet. Hierzu wur-
den 5x10* HCAECs in basalem Endothelzellmedium mit 1 % FCS in jedes Well
gegeben. Zur Adhasion der Zellen wurden diese fur eine Stunde bei 37 °C in-
kubiert. AnschlieRend wurden die Testsubstanzen, gel6st in basalem Endothel-
zellmedium (1% FCS), den Zellen hinzugefigt. Als Kontrolle wurde Medium mit
0,1 % Ethanol und VEGF (20 ng/ml) mit 0,1 % Ethanol verwendet. VEGF diente
als Positivkontrolle und wurde allen weiteren Ansatzen zugesetzt. 8-iso-PGFyq
(3x10™° mol/l), U 46119 (3x10° mol/l) wurden als Thromboxan A, Agonist getes-
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tet, SQ 29548 (3x10° mol/l) und BM 567 (3x10° mol/l) als TBXA2R-
Antagonisten. Die Platte wurde fur 24 Stunden bei 37 °C und 5 % CO., inkubiert.
Von jedem Well wurden vier Fotos gemacht und die Lange der Tubes wurde mit
der 40-fach VergrofRerung der Zeiss Axiovision Software bemessen und in

mm/mm? angegeben.

3.9 Statistische Analyse

Die statistische Analyse der aufgezeichneten Daten wurde mit Graph-Pad
Prism 4.0 durchgefuhrt. Die Analyse der Daten erfolgte mit dem 1-way ANOVA,
gefolgt vom Fischer Signifikanztest. Ein P Wert von <0.05 wurde als statistisch

signifikant angesehen.
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4  Ergebnisse

4.1.1 Identifikation des TBXA2R auf mRNA Ebene und der TBXA2R-
Subtypen in HDMECs

Die PCR wurde wie in Abschnitt 3.1 beschrieben durchgefiihrt, um die mRNA
der beiden TBXA2R-Subtypen nachzuweisen. Sowohl TBXA2R-a mit einer
GroRRe von 285 bp als auch - mit einer Grofde von 385 bp konnten in HDMECs

nachgewiesen werden.

500bp

200bp

Abb. 4.1 Expression von TBXA2R-a und - mRNA in HDMECs, im dritten Ab-

schnitt des Gels befindet sich Aqua ad iniectabilia als Negativkontrolle.

4.1.2 Nachweis des lentiviralen Knockdowns des TBXA2-Rezeptors auf
MRNA-Ebene

Um den Knockdown des Thromboxanrezeptors nachzuweisen, wurde eine
Realtime-PCR mit mRNA aus unbehandelten HDEMCs, nach lentiviraler Trans-
duktion mit scrambled-shRNA und shRNA gegen den TBXA2-Rezeptor durch-
gefuhrt. 48 Stunden nach der Transduktion wurde die mMRNA aus den Zellen

isoliert und die Realtime-PCR durchgefuhrt.
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Diese zeigte, dass die scrambled-shRNA verglichen zur Kontrolle keinen Effekt
auf die mRNA-Expression des TBXA2-Rezeptors hatte. Die gegen den TBXA2-
Rezeptors gerichtet shRNA, fuhrte zu einer signifikanten Runterregulation
(p<0,05) der mRNA-Expression verglichen zur scrambled-Sequenz und zur
Kontrolle.

15 - p<0,05

1.0 .

0.5

Expression
TBXA2R/GAPDH

0.0

Kontrolle scrambled shRNA

Abb. 4.2 Analyse der mRNA-Expression (normalisiert zur GAPDH-Expression)
von unbehandelten Zellen, nach lentiviraler Transduktion mit scrambled-shRNA
und shRNA gegen TBXA2-Rezeptor. Mittelwerte £SD, n=8.

4.1.3 Nachweis des lentiviralen Knockdown des TBXA2-Rezeptors auf

Proteinebene

Um auch auf Proteinebene die Herunterregulation des TBXA2-Rezeptors nach-
zuweisen, wurde ein Western Blot mit Proteinen aus unbehandelten HCAECs,
nach lentiviraler Transduktion mit scrambled-shRNA und gegen den TBXA2-
Rezeptor gerichtete shRNA durchgefiihrt. Der Western Blot erfolgte nach 72-
stuindiger lentiviraler Inkubation. Der Western Blot zeigte eindeutig die Herunter-
regulation des Thromboxanrezeptors nach Transduktion mit sShRNA gegen den
TBXA2R.
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50kD - - - <4 TBXAZR

Marker - shRNA scrambled Kontrolle

Abb. 4.3 Analyse der Proteinexpression in HCAECs nach lentiviraler Transduk-
tion mit scrambled-shRNA und shRNA gegen TBXA2-Rezeptor.

4.2 Effekte von 8-iso-PGF,4 nach lentiviralem Knockdown des
TBXA2R

4.2.1 Effekte von 8-iso-PGFyq und dem TBXA2-Rezeptorantagonist SQ
29548 auf die VEGF-induzierte Kapillarrohrenbildung von
unbehandelten HCAECs

Der Tube Formation Assay, der mit HCAECs durchgefuhrt wurde, zeigte eine
signifikante Zunahme der Kapillarréhrenbildung durch VEGF verglichen zur
Kontrolle. Die VEGF-induzierte Stimulation wurde durch 8-iso-PGF2, gehemmt
(p<0,001). Der hemmende Effekt von 8-iso-PGF,, wurde durch den TBXA2-
Rezeptor Antagonisten SQ 29548 aufgehoben.
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Abb. 4.4 Effekte von 8-iso-PGF,, und dem TBXAZ2-Rezeptorantagonist SQ
29548 auf die VEGF-induzierte Kapillarréhrenbildung in HCAECs. Mittelwerte
+SD, n=8.

4.2.2 Effekte von 8-iso-PGFy4 auf die Kapillarréhrenbildung nach
lentiviraler Transduktion mit shRNA gegen den TBXA2R

Der Tube Formation Assay wurde mit HCAECs durchgefihrt, die 48 Stunden
mit der shRNA gegen den TBXA2-Rezeptor und der scrambled-shRNA trans-
duziert waren. Die Kapillarréhren wurden 24 Stunden nach der Transduktion mit
der 40x VegroRerung des Zeiss Axiovision Mikroskops fotografiert. Abbildungen
4.5 und 4.6 zeigen die Kapillarrohren von shRNA transduzierten HCAECs mit
einer durch VEGF induzierten Zunahme der Kapillarréhrenbildung. Die Kapillar-
réhrenbildung, der mit scrambled-shRNA transduzierten Zellen, wurde signifi-
kant durch 8-iso-PGF,, gehemmt (Abbildungen 4.7 und 4.9). Dies zeigt, dass
die scrambled-shRNA keinen Effekt auf den Signalweg des TBXA2R hatte, so
dass 8-iso-PGFy, weiterhin Gber den TBXA2R seinen hemmenden Effekt auf
die Kapillarréhrenbildung entfalten konnte. Nach Herunterregulation des
TBXA2R konnte 8-iso-PGFyq keinen Effekt mehr auf die Kapillarréhrenbildung
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ausiuben (Abbildungen 4.8 und 4.9). Dies zeigt, dass 8-iso-PGF,, seinen hem-

menden Effekt auf die Kapillarrohrenbildung tber eine Aktivierung des TBXA2-

Rezeptors auslost.

Abb. 4.5 Transduzierte Zellen: Abb. 4.6 Transduzierte Zellen:

Kontrolle mit VEGF

Abb. 4.7 Unbehandelte Zellen: Abb. 4.8 Transduzierten Zellen:

VEGF + 8-iso-PGF»q VEGF+8-iso-PGFyq

64



Lange der Kapillarrohren

| ] Ethanol (0,1% viv)

- <0,01 n.s.
200 - B vEGF(20 ngimi)
0,001 :
T 150 - P<0.05 p<0.001 . VEGF+8-is0-PGF 2,
2
=
< 100 4= -
o
o
S
g 07
0
SshRNA scrambled

Abb. 4.9 Effekt der shRNA induzierten Runterregulation des TBXA2-Rezeptors
auf die durch 8-iso-PGF,, induzierte Hemmung der Kapillarrohrenbildung. Mit-

telwerte +SD, n=8.

4.2.3 Effekte von TBXA2R-Antagonisten auf die durch 8-iso-PGFzq
reduzierte VEGF-induzierte Migration von HDMECs

Der Migrationsassay, der mit HDMECs durchgefuhrt wurde, zeigte wie der Tube
Formation Assay eine signifikante Zunahme (p<0,01) der Zellmigration durch
VEGF, verglichen mit der Kontrolle. 8-iso-PGF,, hemmt die VEGF-induzierte
Stimulation (p<0,01). Der hemmende Effekt von 8-iso-PGF,, wird durch den
TBXA2-Rezeptor Antagonisten SQ 29548 vollstandig aufgehoben, sowie durch
zwei weitere TBXA2-Rezeptorantagonisten ICl 192605 und BM 567.
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Abb. 4.10 Effekte von 8-iso-PGF,, und den TBXA2-Rezeptorantagonist SQ-
29548, ICI 192605 und BM 567 auf die VEGF-induzierte Zellmigration von
HDMECs. Mittelwerte £SD, n=12.

4.2.4 Effekte von 8-iso-PGF24 auf die Migration nach lentiviraler
Transduktion mit shRNA gegen den TBXA2R

In den durchgefiihrten Migrations Assays konnte gezeigt werden, dass die
shRNA-induzierte Herunterregulation der TBXA2R-Expression zu einer Antago-
nisierung des hemmenden Effekts von 8-iso-PGF,, auf die Migration von
HDMECs (p<0,001) fuhrt. Dies zeigt, dass 8-iso-PGF,, Uber eine Aktivierung
des TBXA2R auf die Migration von HDMECs wirkt. In den mit der scrambled-
shRNA transduzierten Zellen, zeigte 8-iso-PGF,, weiterhin einen hemmenden

Effekt auf die Zellmigration.
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Abb. 4.11 Effekt des shRNA induzierten Knockdowns auf die 8-iso-PGF,q indu-
zierte Hemmung der Zellmigration von HDMECs. Mittelwerte £SD, n=12.

4.3 Generierung einer stabilen, den TBXA2-Rezeptorsubtyp a

exprimierenden Zelllinie

Damit bei zukinftigen Experimenten der Effekt der Isoprostane auf den a-
Subtyp des TBXAZ2R untersucht werden kann, wurde eine Zelllinie generiert, die
den Subtyp a Uberexprimiert. Eine solche Zelllinie sollte zudem eine einfache
Testmoglichkeit fur subtypspezifische shRNA Sequenzen darstellen. Fir die
Generierung einer solchen Zelllinie wurden HEK 293 Zellen verwendet, die mit
einem Plasmid zur Uberexpression von Subtyp a transfiziert wurden. 48 Stun-
den nach der Transfektion, wurde das geneticinhaltige Selektionsmedium
(1 mg/ml) hinzugegeben. Nach drei Tagen war der grofl3te Teil der Zellen ver-
storben (Abb. 4.12), die das Plasmid nicht stabil in das Genom integriert hatten.
Nach insgesamt sieben Tagen waren einzelne Zellkolonien sichtbar (Abb. 4.13),

die dem Selektionsdruck standhalten konnten.
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Abb. 4.12 Transfizierte HEK 293 Zellen nach dreitagiger Selektion mit Geneti-

cin in einer Konzentration von 1 mg/ml.

Abb. 4.13 Transfizierte HEK 293 Zellkolonien nach siebentagiger Selektion mit

Geneticin in einer Konzentration von 1mg/ml.

4.3.1 Nachweis des a Subtypes des TBXA2-Rezeptorse auf mRNA- und

Proteinebene

Um die stabile Uberexpression von TBXA2R-Subtyp a in transfizierten HEK 293
Zellen nachzuweisen, wurden Realtime-PCR und Western Blot-Analysen 30
Tage nach der Transfektion durchgefuhrt. Die quantitative PCR zur Detektion

der mRNA des TBXA2R erfolgte ohne eine Differenzierung zwischen den
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Subtypen. Der spezifische Nachweis des TBXA2R-a erfolgte im Western Blot
mit einem subtypenspezifischen Antikorper (Lifespan Biosciences, MI, USA). In
der Realtime-PCR konnte eine eindeutige Uberexpression gezeigt werden
(Abb. 4.14), die sich auch auf Proteinebene im Western Blot bestatigen liel3
(Abb. 4.15).
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Abb. 4.14 Nachweis der erfolgreichen Uberexpression von Subtyp o in
transfizierten HEK 293 Zellen im Vergleich zu nicht transfizierten Zellen in der

Realtime-PCR, Mittelwerte +SD angegeben, n=9.
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4.15 Nachweis der Uberexpression von Subtyp o (ProteingréRe von 50 kD) in
HEK 293 Zellen im Western Blot.
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5 Diskussion

Isoprostane sind endogen gebildete Produkte der Lipidperoxidation und haben
sich als zuverlassige Marker zur Messung von oxidativem Stress in vivo erwie-
sen. In der Pathophysiologie von kardiovaskularen Erkrankungen wird eine ak-
tive Rolle der Isoprostane angenommen. Bei Patienten mit einer koronaren
Herzkrankheit, wo es zu vermehrtem oxidativen Stress und Bildung von Iso-
prostanen kommt, spielt die Angiogenese eine entscheidende Rolle, um die
Sauerstoffversorgung des hypoxischen Myokards zu gewahrleisten. Wird die
Angiogenese gehemmt, fuhrt dies zu einer unausreichenden Versorgung des
ischamischen Myokards mit konsekutivem Zelluntergang. Welchen Einfluss
Isoprostane auf die Angiogenese von Endothelzellen haben und tber welchen
Rezeptor dieser vermittelt wird, ist Gegenstand der vorliegenden Arbeit.

Dazu wurde untersucht, welchen Effekt 8-iso-PGF,, auf wichtige Schritte der
VEGF-stimulierten Angiogenese hat und ob dieser Gber den TBXA2R vermittelt
wird. Hierzu wurde die TBXA2R-Expression in humanen Endothelzellen mit
Hilfe von shRNA herunterreguliert und die Effekte von 8-iso-PGF,, auf die

VEGF- induzierte Migration und Kapillarrohrenbildung untersucht.

5.1.1 Einfluss von 8-iso-PGF,4 auf die VEGF- induzierte Migration und

Kapillarrohrenbildung in vitro

VEGEF ist ein Wachstumsfaktor der an wichtigen Mechanismen der Angiogene-
se beteiligt ist (105). Im Serum von Patienten nach Myokardinfarkt ist seine
Konzentration zwischen Tag 3 und 28 nach dem Infarkt erhdht, was die Neo-
vaskularisation des Myokards fordert (105). Gleichzeitig enstehen im geschéa-
digten Myokard, insbesondere wahrend der Reperfusion nach Myokardinfakt,

groBere Mengen an Isoprostanen (39), (106). Eine weitere wichtige vaskulare
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Quelle fur Isoprostane sind vulnerable Plaques, so zeigen Patienten mit instabi-
ler Angina sowohl in atherosklerotischen Plaques als auch im Blut erhéhte Iso-
prostankonzentrationen (107), (108). Wie die Abb. 4.4 zeigt, hat 8-is0-PGFyq
einen hemmenden Effekt auf die VEGF-stimulierte Kapillarrohrenbildung von
HCAECs. Dieser anti-angiogene Effekt von 8-iso-PGF,, kann durch den
TBXA2R-Antagonisten SQ 29548 aufgehoben werden (Abb. 4.4), was zeigt,
dass 8-iso-PGF,q seinen inhibitorischen Effekt auf die Angiogenese uber den
TBXA2R vermittelt. Weitere eingesetzte synthetische TBXA2R-Antagonisten
wie ICI 192605 und BM 567 zeigten denselben Effekt auf die Migration von
HDMECs wie SQ 29548 (Abb. 4.10), was den Signalweg tber den TBXA2R
bestéatigt. Somit kdnnten Isoprostane wichtige Gegenspieler des VEGF bei der
Angiogenese sein. Insbesondere bei Patienten mit instabiler Angina oder
frischem Myokardinfarkt kdnnten Isoprostane die wichtige Rekapillarisierung

von minderperfundiertem Gewebe verhindern.

Ashton et al. haben gezeigt, dass IBOP und U46619, beides synthetische
Liganden des TBXAZ2R, die Kapillarréhrenbildung von Endothelzellen aus
humaner Nabelschnurvene (HUVEC) und die Migration Uber Stimulierung des
TBXA2R hemmen (95). Damit wurde die Bedeutung einer TBXA2R-Aktivierung
fur die Hemmung der Angiogenese aufgezeigt. Die Experimente von Mueed et
al. zeigten, dass der vasokonstriktorische Effekt von Isoprostanen auf die
Arteria radialis, der fir den Verschluss von arteriellen Bypassen von Bedeutung

sein kann, Uber Stimulierung des TBXA2R vermittelt wird (109).

In Ubereinstimmung mit diesen Kenntnissen hat die pharmakologische Antago-
nisierung des TBXA2R gezeigt, dass der anti-angiogene Effekt von 8-iso-PGFyq
tber den TBXA2R vermittelt wird. Die Gruppe von Brault et al. konnte zeigen,
dass 8-iso-PGF,y, Thromboxan A,-abhangig zum Zelltod von mikrovaskularen
endothelialen Zellen fuhrt (110). Um herauszufinden, ob die Hemmung der
VEGF-stimulierten Angiogenese aus einer durch 8-iso-PGF,,- induzierten
Bildung von Thromboxan A; resultiert, wurde in unserer Arbeitsgruppe der spe-
zifische Thromboxan A, Synthase Inhibitor Ozagrel im Migrationsassay einge-
setzt, mit dem Ergebnis, dass keine Beeintrachtigung des inhibitorischen

Effekts von 8-iso-PGF,, festzustellen war (111). Daraus konnte geschlussfol-
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gert werden, dass der inhibitorische Effekt von 8-iso-PGFy, nicht Thromboxan

Az-abhangig und ausschliel3lich auf 8-iso-PGFy4 selber zurtickzufuhren ist.

5.1.2 Einfluss von 8-iso-PGF,4 auf die VEGF-induzierte Migration und
Kapillarrohrenbildung nach lentiviralem Knockdown des TBXA2R

Neben der pharmakologischen Antagonisierung des TBXAZ2R, zeigte auch der
lentivirale Knockdown des TBXA2R eine Aufhebung des inhibitorischen Effekts
von 8-iso-PGFy, auf die Kapillarrohrenbildung von HCAECs und die Migration
von HDMECs (Abb. 4.5 und 4.11). Diese Ergebnisse bestatigen, dass der anti-
angiogene Effekt von 8-iso-PGF,, Uber den TBXA2R vermittelt wird. In den En-
dothelzellen, die mit einer scrambled-Sequenz transduziert wurden, zeigte
8-is0-PGFy2 im Vergleich zur Kontrolle einen ahnlich starken inhibitorischen
Effekt auf die Kapillarrohrenbildung und die Migration. Dies zeigt, dass die Auf-
hebung des inhibitorischen Effekts von 8-iso-PGFyy in den mit einer shRNA-
transduzierten Endothelzellen nicht auf unspezifische Effekte des lentiviralen
Konstrukts zurickzufuihren ist, sondern ausschlie3lich auf der Herunterregulati-

on des Rezeptors beruht.

In Ubereinstimmung mit unseren Ergebnissen zeigten Ashton et al., Gao et al.
und Pal et al., dass anti-angiogene Effekte auf Endothelzellen Uber den
TBXA2R vermittelt werden (95), (104), (112). Im Gegensatz dazu beschreibt die
Gruppe von Nie et al., dass die Aktivierung des TBXA2R einen pro-angiogenen
Effekt hat (113). Sie zeigten, dass der TBXA2R-Agonist U-46619 zu einer Sti-
mulierung der Migration von HUVEC fihrt, wahrend héhere Konzentrationen
von U-46619 eine Hemmung bewirken. Dieser biphasische Effekt auf die Migra-
tion von Endothelzellen wird auf die Desensitivierung des TBXA2R zuriickge-
fuhrt, bei der es durch permanente Anwesenheit eines Liganden zu einem Ab-

bruch des Signaltransduktionsweges kommt (114), (115).

Unsere Ergebnisse haben gezeigt, dass 8-iso-PGF,,, ein endogen gebildetes

Produkt der Lipidperoxidation, wichtige Schritte der Angiogenese Uber den
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TBXA2R hemmt. Dieser Zusammenhang ist wichtig bei Krankheitszustanden,
bei denen vermehrt oxidativer Stress und Isoprostane vorkommen, wie im
iIschdmischen Myokard bei Patienten mit Koronarer Herzkrankheit. Im ischami-
schen Myokard fordert VEGF die Bildung von kollateralen Gefal3en zur Auf-
rechterhaltung der Sauerstoffversorgung. Unsere Versuche haben gezeigt,
dass 8-iso-PGFyy die VEGF-stimulierte Migration und Kapillarrohrenbildung von
Endothelzellen tGber den TBXAZ2R inhibiert. Dartberhinaus wurde in unserer
Arbeitsgruppe gezeigt, dass 8-iso-PGF,, die VEGF-induzierte kardiale Gefal3-
neusprossung im in vitro Modell und auch die Angiogenese in vivo im Chorio-
allantois Membran Assay (CAM) inhibiert (111). Dies legt nahe, dass Isoprosta-
ne an der Rarefizierung von GefalR3en, zu der es bei Koronarer Herzkrankheit
kommt, Uber eine Aktivierung des TBXA2R mitwirken.

5.1.3 Bedeutung des anti-angiogenen Signalwegs von Isoprostanen tber
den TBXA2R

Kardiovaskulare Erkrankungen und das Auftreten von kardiovaskuléaren Risiko-
faktoren wie Arteriosklerose, Diabetes und Hypertonus sind mit oxidativem
Stress und durch das Auftreten von ROS gekennzeichnet. ROS kénnen sowohl
pro- als auch anti-angiogen wirken. Ihre komplexe Rolle, die sie bei der Entste-
hung von kardiovaskularem Schaden tragen, ist noch nicht vollstandig verstan-
den. Angenommen wird, dass eine geringe ROS-Bildung, wie sie bei klinischen
Zustanden wie einer transienten Ischamie und Hypoxie vorkommt, die Angioge-
nese stimuliert. Eine hohe ROS-Konzentration dagegen, wie sie bei fortgeschrit-
tenen Stadien von kardiovaskularen Erkrankungen auftritt, flhrt zu oxidativem
Stress, Apoptose und Zelluntergang (116). Hohe ROS-Konzentrationen fiihren
zur Bildung von Isoprostanen, die wie gezeigt wichtige Schritte der Angiogene-
se hemmen. Unsere Ergebnisse belegen, dass der anti-angiogene Effekt von
Isoprostanen Uber den TBXA2R vermittelt wird. Dieser Uber den TBXA2R-
vermittelte Signalweg ist vermutlich ein wichtiger Mechanismus, tUber den ROS

hemmend auf die Angiogenese wirken.
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Abb. 5.1 ROS-regulierte pro- und anti-angiogene Signalwege wahrend kardio-
vaskularer Erkrankungen (Sauer und Wartenberg, modifiziert (125)), FLK-1
(VEGFR-2).

Der TBXAZ2R gehdrt zu den G-Protein gekoppelten Rezeptoren. Es ist bekannt,
das Gi,13 die GTPase Rho aktivieren kann, die fur die Bildung von Stressfasern
und fokalen Adhéasionskontakten verantwortlich ist (117), (118). Wikstréom et al.
konnten zeigen, dass eine Aktivierung des TBXA2R zu einer persistierenden
Aktivierung von Rho mit Depolymerisation von F-Aktin fihrt (119) und damit die
Bildung von fokalen Adhasionskontakten und die Zellmigration reduziert. In
Ubereinstimmung damit, haben Versuche in unserer Arbeitsgruppe gezeigt,
dass die durch Isoprostane induzierte Hemmung der VEGF-stimulierten Migra-
tion und Kapillarréhrenbildung auf einer Gber den TBXA2R vermittelten persis-
tierenden Rho-Aktivierung beruht (107). Demgegeuber fuhrte VEGF nur zu

einer transienten Aktivierung von Rho (111).
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5.1.4 Bedeutung der beiden TBXA2-Rezeptorsubtypen — Etablierung einer

stabilen, den Subtyp a exprimierenden Zelllinie

Humane Endothelzellen exprimieren zwei Isoformen des TBXA2R, Rezeptor-
subtyp o und B. Die beiden Subtypen unterscheiden sich in ihrem Signaltrans-
duktionsweg und weisen ein unterschiedliches Expressionsmuster in einer Viel-
zahl von Zell- und Gewebetypen auf (91). Die Bedeutung der beiden Isoformen
fur die VEGF-induzierte Migration und Angiogenese ist nicht ausreichend ge-
klart. Ergebnisse von Asthon et al. haben gezeigt, dass die Expression des
Rezeptorsubtyps [ fur eine Reduktion der VEGF-stimulierten Angiogenese
durch TBXA2R-Liganden notwendig ist (95). Ergebnisse aus transfizierten Hu-
manen Endothelzellen aus der Vena umbilicalis (HUVEC), die entweder den
Subtyp o oder B Uberexprimierten, zeigen, dass fir eine durch den TBXA2R-
Liganden IBOP vermittelte Hemmung der Migration und Kapillarréhrenbildung
die Expression von Subtyp B, aber nicht von o erforderlich war. Um herauszu-
finden welcher Subtyp fur den Signalweg von 8-iso-PGF,, verantwortlich ist,
wurde eine den Rezeptorsubtyp o Uberexprimierende Zelllinie generiert, mit
dem Ziel eine geeignete shRNA-Sequenz zu finden, die spezifisch gegen den
Subtyp o gerichtet ist. Die erfolgreiche Uberexpression wurde mit Hilfe der
Realtime-PCR und Western Blots bestatigt. Das Ergebnis der Realtime PCR
zeigte eine deutliche Uberexpression des Rezeptorsubtyps o um 224 % im
Vergleich zu nicht-transfizierten HEK Zellen (Abb. 4.14), was sich in einem
deutlichen Signal im Western Blot bei einer Proteingrof3e von 50 kD widerspie-
gelt (Abb. 4.15). Die Uberexpression des Subtyp B ist in weiteren Experimenten
geplant. Entsprechend des durchgefiihrten unspezifischen lentiviralen Knock-
downs des TBXAZ2R, soll mit einer geeigneten shRNA in Zukunft nur der Rezep-
torsubtyp o oder B herunterreguliert werden. Wirde sich in Ubereinstimmung
mit den Daten von Asthon et al., der Rezeptorsubtyp B fir den Wirkungsweg
von 8-iso-PGFy4 auf die Angiogenese zeigen, kénnte ein spezifischer Rezeptor-
subtyp-Antagonist die Isoprostan-induzierte Hemmung der Angiogenese blo-

ckieren und damit die anti-angiogene Wirkung von 8-iso-PGF,, aufheben, was
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therapeutische Bedeutung hatte, beispielsweise bei der Behandlung der myo-

kardialen Ischamie.

Unsere Arbeitsgruppe und andere konnten zeigen, dass Isoprostane neben der
Hemmung der Angiogenese in der Lage sind, eine Induktion der Apoptose von
Endothelzellen zu bewirken (120). Apoptose von Endothelzellen ist ein weiterer
Pathomechanismus der Gefal3rarefikation (104). Ergebnisse von Ashton et al.
haben gezeigt, dass eine Stimulierung der beiden TBXA2R-Subtypen durch den
TBXA2R-Liganden IBOP in beiden Fallen zu einer Apoptose von Endothelzellen
fuhrt, allerdings unterscheiden sich die beiden Subtypen in ihrem Signaltrans-
duktionsweg (121). Beide Subtypen beeinflussen den cAMP-Spiegel. Rezeptor-
subtyp o ist mit einem Gs-Protein gekoppelt und fiihrt zu einem Anstieg des
cAMP-Spiegels, wahrend Rezeptorsubtyp B Uber ein Gi-Protein zu einer Ab-
nahme fuhrt. Die Ergebnisse von Asthon et al. lassen annehmen, dass die Ver-
anderung des cAMP-Spiegels bei Rezeptorsubtyp B eine Rolle fur die Induktion
der Apoptose, jedoch nicht bei Rezeptorsubtyp o, spielt. Basierend auf diesem
Wissen, kdonnten in Zukunft lentiviral-transduzierte HDMECs oder HCAECs mit
herunterregulierter Expression des Rezeptorsubtyp o genutzt werden, um
herauszufinden, ob die Isoprostan-induzierte Apoptose Uber beide Subtypen

vermittelt wird und welche Signalwege daftir genutzt werden.

5.1.5 Therapeutische Bedeutung des tUber den TBXA2R-vermittelten anti-

angiogenen Effekt von Isoprostanen

In dieser Arbeit konnte durch lentiviralen Knockdown des TBXA2R gezeigt wer-
den, dass der anti-angiogene Effekt von 8-iso-PGF,, auf die VEGF-induzierte
Kapillarréhrenbildung und Migration Uber eine Aktivierung des TBXA2R vermit-
telt wird. Dies kénnte von wichtiger klinischer Bedeutung fir die Behandlung
kardiovaskulare Erkrankungen sein. Hier kommt es bei fortgeschrittenem
Krankheitsstadium durch vermehrten oxidativen Stress zur Bildung von bioreak-

tiven Isoprostanen, die einen hemmenden Effekt auf die Revaskularisierung von
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hypoxischem Gewebe austben und damit die kardiovaskuldre Regeneration
reduzieren. Isoprostane akkumulieren im hypoxischen Myokard und fiuihren zu
einer Rarefikation von vaskularen Strukturen, die zur Aufrechterhaltung der
Sauerstoffversorgung benétigt werden.

Ziel in der Therapie von kardiovaskularen Erkrankungen sollte somit eine For-
derung der Revaskularisierung sein. Hier stellt der TBXA2R einen wichtigen
therapeutischen Angriffspunkt dar, um den dber ihn vermittelten anti-
angiogenen Effekt von Isoprostanen aufzuheben und eine Regeneration des
myokardialen Gewebes zu ermdglichen. Der synthetische TBXA2R-Antagonist
SQ 29548 konnte den anti-angiogenen Effekt von 8-iso-PGF,, aufheben, so
dass eine spezifische Antagonisierung des TBXA2R eine geeignete Moglichkeit
zur Behandlung von kardiovaskularen Erkrankung darstellen wirde. Einen weit-
verbreiteten Einsatz zur Behandlung von kardiovaskularen Erkrankungen findet
Acetylsalicylsdure (ASS), welches Uber Hemmung der COX zu einer verminder-
ten Thromboxan A,-Synthese und TBXAZ2R-Aktivierung fuhrt. In der Behand-
lung und Pravention von kardiovaskularen Erkrankungen hat sich ASS als effi-
zient erwiesen. Da ein spezifischer TBXA2R-Antagonist sowohl die Anlagerung
von Thromboxan A; als auch von Isoprostanen blockiert, misste dieser poten-
tiell effektiver in der Behandlung von kardiovaskuldren Erkrankungen sein. Er
wirde gleichzeitig pro-angiogen und anti-thrombogen wirken. Ein spezifischer
TBXA2R-Antagonist hatte gegeniber ASS keine oder zumindest geringere
gastrointestinale Nebenwirkungen. Ridogrel ist ein kombinierter Thromboxan A,
Synthase-Inhibitor und TBXA2R-Antagonist. Hinsichtlich seiner potentiellen pro-
angiogenen Wirkung gibt es keine Studien, so dass es hier interessant wére
herauszufinden, ob der anti-angiogene Effekt von Isoprostanen aufgehoben
werden wirde und ob sich sein Einsatz zur Férderung der Revaskularisierung

bei kardiovaskularen Erkrankungen eignet.

Hinsichtlich der Existenz der beiden Isoformen des TBXA2R wére eine weitere
Mdoglichkeit der Behandlung, die isolierte Antagonisierung derjenigen Isoform,
die in die Angiogenese involviert ist. Es konnte gezeigt werden, dass der Re-
zeptorsubtyp B fir eine Hemmung der VEGF-induzierten Migration bendtigt

wird, nicht jedoch Rezeptorsubtyp o. Wirde sich in Ubereinstimmung damit
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zeigen, dass der anti-angiogene Effekt von 8-iso-PGF,, nur tber einen der bei-
den Isoformen vermittelt wird, kbénnte ein Subtyp-spezifischer Antagonist einge-
setzt werden. Eine Antagonisierung des Rezeptorsubtyps B hatte den Vortell,
dass die Hamostase nicht beeintrachtigt wirde. Ist jedoch eine Thrombo-
zytenaggregationshemmung erforderlich, wirde sich der Einsatz eines [3-
selektiven Antagonisten nicht eignen, da auf Thrombozyten nur der Rezeptor-

subtyp a zu finden ist (122).
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6 Zusammenfassung

Isoprostane werden durch radikalische Lipidperoxidation der Arachidonsaure
unabhéngig von der Cyclooxygenase (COX) gebildet. Die Isoprostane haben
sich als zuverlassige Marker des oxidativen Stresses erwiesen, wobei ein Iso-
prostan, 8-iso-PGF,,, ein unabhangiger Risikomarker fir die koronare Herz-
krankheit (KHK) ist. Die Isoprostane sind strukturell den Prostaglandinen
ahnlich und zeigen wie diese biologische Aktivitat. In der vorliegenden Arbeit
konnte gezeigt werden, dass Isoprostane die VEGF-stimulierte Migration und
Kapillarréhrenbildung von verschiedenen humanen Endothelzellen hemmen.
Durch spezfische Antagonisten des Thromboxanrezeptors (TBXA2R) und durch
short hairpin-RNA induzierten Knockdown des TBXAZ2R lie3en sich diese biolo-

gischen Effekte der Isoprostane aufheben.

Dies bedeutet, dass Isoprostane Uber eine Aktivierung des TBXA2R einen inhi-
bitorischen Effekt auf wichtige Schritte der Angiogenese ausiben. Durch die
Kenntnis des Rezeptors, Uber den Isoprostane inhibtorisch auf die Angiogenese
wirken, eréffnet sich die Moglichkeit, durch Blockierung des Rezeptors, die anti-
angiogene Wirkung aufzuheben und so eine Revaskularisierung zu stimulieren.
Dies ist fur Krankheitszustande, wie die KHK, wo es zu vermehrtem Auftreten
von oxidativem Stress und vermehrter Bildung von Isoprostanen kommt, von

grolR3er klinischer Bedeutung.
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7  Abklrzungsverzeichnis

Vorséatze fur SI-Einheiten

k kilo (10%)

c centi (10

m milli (10°%)

u mikro (10°°)

n nano (10

p pico (10™?)

A Ampere

ASS Acetylsalicylsdure

Amp Ampicillin

BSA Bovines Serum Albumin

bp Basenpaare

°C Grad Celsius

CAM Chorioallantois Membran

cAMP cyclisches Adenosinmonophophat
cDNA copy Desoxyribonucleinsaure
COX Cyclooxygenase

COPD chronische obstruktive Lungenerkrankung
CmMV Zytomegalie Virus

cPPT zentraler Polypurin- Trakt

Cr Schwellenzyklus
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DAG
Da
DNA
dNTP
DMSO
E. coli
ECL
EIA
env
ERK

FCS

gag
GAPDH
GC-MS
GFP
GTP
HCAEC
HDMEC
HEK
HIV

HUVEC

Diacylglycerin

Dalton

Desoxyribonukleinsaure
Desoxynukleosidtriphophat
Dimetyhlsulfoxid

Escherichia coli

enhanced chemiluminescence
Enzymimmunoassay

Gen der Hullproteine (envelope)
extra-regulated protein kinase

Fotales Kalberserum

Gramm

Erdbeschleunigung (9,8 m/s?)
gruppenspezifisches Antigen
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
Gaschromatograph- Massenspektrometer
grun fluoreszierendes Protein
Guanosintriphosphat

Humane koronare arterielle Endothelzelle
Humane dermale mikrovaskulére Endothelzelle
Humane embryonale Nierenzelle

Humane Immundefizienzvirus

Humane Nabelschnurvenen Endothelzelle
Inositoltriphophat

Immunglobulin

Internationale Einheiten
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KHK

LTR
LB-Medium
I

m

M

MRNA

MIRNA

n.s
Neo
oD
%
PBS
PCR
PG
PKA
PLC
pol
Puro
rev
RIA
RISC
RNAI
ROS

rRNA

Koronare Herzkrankheit

Long Terminal Repeat

Luria Bertani Medium

Liter

meter

Molar

Messenger Ribonucleinsaure
Micro Ribonucleinsaure

Anzahl

nicht signifikant

Neomycin

optische Dichte

Prozent

Phophat-gepufferte Kochsalzlésung
Polymerase-Kettenreaktion
Prostaglandin

Proteinkinase A

Phospholipase C

Polymerase

Puromycin

regulator of expression of the virion
Radioimmunoassay
RNA-induced silencing complex
Ribonucleinsaure Interferenz
Reaktive Sauerstoffspezies

Ribosomale Ribonucleinsaure
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RRE
SiRNA
ShRNA
SDS
Taq
TBXA2R
TBS
TAE
uv

Vv

viv
VEGF

VSV

rev responsive elemet

small interfering RNA

short haipin RNA
Natriumdodecylsulfat

Thermus aquaticus
Thromboxanrezeptor
Tris-gepufferte Kochsalzlésung
Tris-Acetat Ethylendiamintetraacetat
Ultraviolett

Volt

Volumengehalt in Prozent
Vascular Endothelial Growth Factor

vesikulares Stomatitis Virus
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