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1. Zusammenfassung

Arteriosklerotische GefalRveranderungen fihren zu Beeintrachtigungen der
Hamodynamik. Wird ein Blutgefal3 infolge einer Plaqueruptur verschlossen, wirkt
eine verstarkte Schubspannung auf umliegende Anastomosen. Aus einigen dieser
Anastomosen entwickeln sich daraufhin natirliche Umgehungskreislaufe — die
Kollateralarterien. Die Ausbildung dieser kompensatorischen Gefalie verlauft sehr
schnell und in zwei Phasen. Ein bis drei Tage post Okklusion findet eine
proliferative Phase statt, in der Gefaf3zellen starke mitotische Aktivitat zeigen.
Dann schlie3t sich von Tag 321 eine Remodeling-Phase an, in der das neue
Gefald einen intensiven Umbau erfahrt, der zur Ausbildung der typischen
Korkenzieher &hnlichen Struktur fuhrt.

Damit derartige Reaktionen hervorgerufen werden konnen, ist die Ubersetzung
der auf die Gefalizellen einwirkenden physikalischen Kraft auf eine biochemische
Ebene in den Zellen notwendig. Auf veranderte biochemische Informationen
antworten Zellen wiederum mit mechanischen Vorgéangen wie z.B Migration oder

Proliferation.

In der vorliegenden Arbeit werden Proteinexpressionsstudien von
Kollateralarterien und Kontrollgefa3en unter Verwendung der zweidimensionalen
Gelelektrophorese dargestellt. Mit dieser Methode konnte ein in Kollateralen stark
hochreguliertes Protein ausfindig gemacht werden, welches sich bei der
anschlieBenden massenspektrometrischen Analyse als das Intermediarfilament
Vimentin identifizieren liel3.

Weiterhin wird in dieser Arbeit die Generierung eines in vitro Modellsystems
vorgestellt, das die verschiedenen Phasen des Kollateralwachstums reflektieren
kann. Dieses setzt sich aus zwei subklonierten Endothelzelllinien aus dem
Rattenherzen zusammen. Eine dieser Zelllinie I&sst sich durch eine sehr starke
proliferative Aktivitat charakterisieren, wéhrend die andere einen vorwiegend
migrierenden Phanotyp aufzeigt. Proteinexpressionsstudien der Zelen ergaben,
dass auch in diesem Fall die Vimentinkonzentration unterschiedlich war. Im
migrierenden Zelltyp erwies sich die Vimentinexpression als wesentlich hoher als
im proliferierenden Zelltyp. Die Erkenntnis, dass sowohl in Kollateralarterien als

auch in migrierenden Endothelzellen die Vimentinexpression im Vergleich zu
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Kontrollen bzw. proliferierenden Endothelzellen maRgeblich erhéht ist, gab den
Anlass zu einer vertieften Analyse der Funktion des Strukturproteins. Es sollte
herausgefunden werden, ob Vimentin einen Einfluss auf die Signaltransduktion
hat, die dazu fihrt, dass biochemische Signale in einer Zelle mechanische

Reaktionen, wie z.B. die Zellmigration, ausldsen.

Mit Hilfe der RNA-Interferenz-Methode konnte die Vimentinexpression in
migrierenden Endothelzellen erfolgreich supprimiert werden. Die Unterdrickung
der Vimentinexpression fiihrte unter anderem zu einer drastischen Reduktion des
Migrationsvermogens (-50%) der Endothelzellen. Dies konnte sowohl durch
videomikroskopische Aufnahmen als auch anhand von Boyden Kammer
Experimenten gezeigt werden.

Somit konnte in der vorliegenden Arbeit zum ersten Mal bewiesen werden, dass
das Intermediarfilament Vimentin maf3geblich an der Migration von Endothelzellen
beteiligt ist. Folglich beeinflusst Vimentin die Ubersetzung biochemischer Stimuli in

eine mechanische Reaktion von Endothelzellen.

In weiterfihrenden Studien soll anhand von RNA-Interferenz-Experimenten in vivo
herausgefunden werden, ob Vimentin auch beim Kollateralwachstum funktionell
bedeutsam ist. Insbesondere soll untersucht werden, ob Vimentin ebenfalls die
entgegengesetzte Informationsweiterleitung, d.h. die Transduktion physikalischer
Krafte, die beispielsweise bei erhéhtem Scherstress auf Zellen einwirken, in

biochemische Vorgéange vermitteln kann.
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2. Einleitung

2.0.1 Die Arteriosklerose

Die Folgekrankheiten der Arteriosklerose wie z.B. die koronare Herzkrankheit,
Herzinfarkt oder Schlaganfall, sind trotz zahlreicher Forschungsarbeiten
heutzutage noch immer die haufigste Todesursache in den westlichen Staaten.
Die Risikofaktoren fir die Ausbildung einer Arteriosklerose sind gut bekannt: Als
gesicherte Risikofaktoren gelten Hypercholesterindmie, arterielle Hypertonie,
Nikotinabusus, Diabetes mellitus, Adipositas, eine positive Familienanamnese und
ungenugende korperliche Betéatigung. Weitere potentielle Risikofaktoren wie
Hypertriglyzeridamie, eine Uberhdhte Konzentration an Lipoprotein, Homocystein,
c-reaktivem Protein (CRP) oder Fibrinogen im Blut, sowie chronische Chlamydien-
oder Heliobacter pylori Infektionen werden zur Zeit naher analysiert

(www.medicine-worldwide.de).

Humane Koronararterien weisen eine typische trilaminare Struktur auf. Die
innerste, an das Gefalllumen angrenzende Schicht, besteht aus einer Monolayer
von Endothelzellen, die direkt mit dem Blut in Kontakt treten. An die
Endothelschicht grenzt die Lamina elastica interna, die aus einer mit glatten
Muskelzellen durchsetzten Bindegewebsschicht besteht. Endothelschicht und
Lamina elastica interna bilden zusammen die sogenannte Intima. Darunter
befindet sich eine dicht gepackte Schicht aus glatten Muskelzellen, an die sich
wiederum die Lamina elastica externa anschliel3t. Diese beiden Schichten
bezeichnet man als Media. Die Media ist in eine Elastin und Kollagen reiche
Matrix, die Adventitia, eingebettet

Die Entstehung von Atheromen wurde vielfach untersucht und ist in (Libby, 2002)
zusammengefasst:

Die Bildung arteriosklerotischer Plaques wird vor allem von einer Rekrutierung von
Entziindungszellen und der Ausbildung eines Lipidkerns charakterisiert. Es wird
davon ausgegangen, dass das Vascular ell adhesion molecule-1 (VCAM-1) mit
grofRer Wahrscheinlichkeit an der Leukozyten-Rekrutierung beteiligt ist. VCAM-1
bindet vorzugsweise Monozyten und TFLymphozyten und damit beide Arten von
Leukozyten, die in entstehenden Atheromen vorkommen.

Monozyten, die Uber Adhasionsmolekiile (VCAM-1) an Endothelzellen gebunden
sind, wandern dann entlang eines Chemokin-Gradienten (meist das monocyte

chemoattractant proteinl oder MCP-1) durch die Endothelzellschicht hindurch in
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die Intima hinein. Dort angekommen differenzieren die Monozyten zu
Makrophagen. Makrophagen haben die Besonderheit bestimmte
Lipoproteinrezeptoren zu exprimieren, die sogenannten Scavenger-Rezeptoren,
die modifizierte (oxidierte oder glykosylierte) Lipoproteine binden. Die modifizierten
Lipoproteine werden internalisiert und das auf diese Weise in die Zelle
transportierte Cholesterin akkumuliert in zytoplasmatischen Lipidtropfchen. Dies
fuhrt zur Ausbildung einer, flir atherosklerotische Lasionen typischen,
Schaumzelle. Schaumzellen sezernieren wiederum Sauerstoffradikale und
inflammatorische Zytokine wie Interleukin-13 und Tumor-Nekrosis-Faktor-a, die
die Expression von VCAM-1 in Endothelzellen induzieren und die
Entzindungsreaktion in der L&sion fortschreiten lassen. Weiterhin werden
Metalloproteasen freigesetzt, die die extrazellulare Matrix degradieren und damit
die fibrose Kappe des arteriosklerotischen Plagues zerstoren kénnen. Ebenfalls
von Makrophagen exprimierte Gewebsfaktoren geraten somit in Kontakt mit dem
Blut, was zur Ausbildung von Thromben fihrt, die schlie3lich einen akuten
Arterienverschluss auslosen. Ein akutes Ereignis wird verhindert, wenn es infolge
einer Reduktion des Lipoproteingehaltes und einer Verdickung der fibrosen Kappe

zur Stabilisierung des Plaques kommit.
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Abbildung 2.1:

Schematische Darstellung der Ausbildung arteriosklerotischer Plaques. In der
frhen Arteriosklerose kommt es durch Rekrutierung von Entzindungszellen und
Internalisierung von Lipoproteinen zur Ausbildung eines Lipidkerns in der
Arterienwand. Durch fortschreitende Entziindungsreaktionen und Expression von
Proteasen kann der Lipidkern wachsen und die schiitzende fibrose Kappe, die die
Lasion stabilisiert, zerstort werden. Erfolgt eine Ruptur des Plaques, geraten von
Makrophagen sezernierte Gewebsfaktoren in das Blut und Iésen die Bildung eines
Thrombus aus, was wiederum zu einem akuten Myokardinfarkt fihren kann. Kann
der Plaque stabilisiert werden, kommt es durch Akkumulation von glatten
Muskelzellen zu einer Gefaldstenose und durch den eingeschrankten Blutfluss zu
Symptomen wie Angina pectoris. Ein akutes Ereignis kann jedoch verhindert
werden. (Quelle: Libby, Nature 2002)

Die therapeutische Intervention ist zurzeit die einzige Moéglichkeit Gefal3stenosen
erfolgreich zu behandeln. Jeder Organismus verfligt jedoch Uber die Fahigkeit
neue BlutgefalRe eigenstandig auszubilden. Neben der Entstehung primarer
GefalRe wahrend der Embryonalentwicklung (Vaskulogenese) findet im adulten
Organismus eine GefalRentwicklung statt, durch die in der Umgebung eines
stenosierten GefalRes kompensatorische Umgehungskreislaufe gebildet werden
konnen. Hierin liegt der Ansatz zu einer moglichen endogenen Therapie
begrindet. Im Folgenden werden die verschiedenen Mechanismen des

GefalRwachstums vorgestellt.
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2.1 Mechanismen des GefalRwachstums

2.1.1 Die Vaskulogenese

Die Vaskulogenese ist die embryonale und damit die friheste Form des
GefalRwachstums. Sie beschreibt die Ausbildung eines primitiven kapillaren
Netzwerks aus Hamangioblasten. Diese Zellen verwachsen zu Clustern, die als
Blutinseln bezeichnet werden. Die inneren Zellen dieser Blutinseln differenzieren
zu hamatopoetischen Vorlauferzellen, wahrend sich die aul3ere Zellschicht zu
primitiven EndothelVorlauferzellen umwandelt (Flamme et al., 1997). Die
Entscheidung in welche Richtung die Differenzierung geht, wird von
verschiedenen Wachstumsfaktoren bzw. deren Rezeptoren wie VEGF (Vascular
endothelial growth factor), VEGF-Rezeptor 2 und bFGF (basic fibroblast growth
factor) beeinflusst (Ferrara, 1999; Shalaby et al., 1997) (Carmeliet et al., 1996;
Ferrara et al.,, 1996). Der VEGF-R2 wird dabei in hamatopoetischen
Vorlauferzellen, nicht aber in Endothel-Vorlauferzellen herunterreguliert. Das
Zusammenwachsen der primitiven Endothelzellen fihrt schlie3lich zur Ausbildung
eines primaren Plexus. Dieser primare Plexus entwickelt sich durch neu
sprie3ende Kapillaren (Angiogenese) und den Einzug bereits bestehender GefalRe
(Intususseption) weiter zu einem Netzwerk von Kapillaren, das das gesamte
Myokard durchspannt (Risau, 1997).

Das arterielle und das vendse System trennen sich offenbar schon sehr frinh,
wobei das urspringlich bei der Neuritenaussprossung gefundene Ephrin B2
Protein ausschlie3lich auf arteriellen GefaRen zu finden ist, wahrend sein
Rezeptor Eph B4 nur auf ventsen GefalRen vorkommt (Adams et al., 1999). Den
Anschluss an die Aorta findet das kapillare Netzwerk erst kurz vor der Geburt.
Durch die Verbindung entsteht eine starke Verdnderung der hamodynamischen
Situation in den Gefal3en, die mit einem dramatischen Druckanstieg im arteriellen
Teil des Plexus einhergeht. Dieser Druck scheint zu einer Einwanderung und
Proliferation glatter Muskelzellen zu fuhren, die die Arterialisierung der Gefal3e

vollendet.

2.1.2 Die Angiogenese
Der Ausbildung des primaren Plexus wahrend der Vaskulogenese folgt dessen
Expansion durch die Entwicklung neuer Kapillaren aus praexistierenden Gefalen.

Dieser als Angiogenese bezeichnete Vorgang kommt in zwei unterschiedlichen
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Formen vor. Zum einen kénnen Kapillaren aus vorbestehenden Gefal3en sprie3en
(,Ssprouting angiogenesis®). Hierbei wird die extrazellulare Matrix zunachst
proteolytisch abgebaut, um Platz zu schaffen fir die neu wachsenden Gefalle.
Nachfolgend migrieren und proliferieren chemotaktisch angelockte Endothelzellen,
formen ein Lumen und bilden ein funktionelles Endothel aus (Risau, 1997)
(Folkman, 1982). Zum anderen kann die Teilung bereits bestehender Geféalie
durch den Einzug von Saulen aus glatten Muskelzellen oder transendothelialer
Bricken zur Ausweitung des kapillaren Netzwerks fiuhren (,non-sprouting®
Angiogenese oder Intussuseption®) (Risau, 1997) (Carmeliet, 2000).

Die Angiogenese ist nicht nur bei der Embryonalentwicklung von Bedeutung,
sondern auch im erwachsenen Organismus z.B. im Falle der Wundheilung oder in
der Schwangerschaft. Diese physiologische Angiogenese lauft streng reguliert ab.
Wird die Kontrolle auRer Kraft gesetzt, kann es zur pathologischen Angiogenese
kommen, die wesentliche Auswirkungen u.a. auf Tumorwachstum,
Metastasierung, rheumatische Arthritis und Retinopathien hat (Buschmann and
Schaper, 1999).

Als primarer Stimulus flr angiogenetisches GefaBwachstum wurde Hypoxie
identifiziert. Die Sauerstoffversorgung der Zellen wird durch einfache Diffusion von
Sauerstoff aus dem Blut in die Zellen gewéhrleistet. Wird diese durch
pathologische Vorgange wie Gefal3stenosen unterbrochen, gerét das von dem
entsprechenden Gefal3 versorgte Gewebe in eine Sauerstoffschuld (Ischamie).
Infolge dessen kommt es zur verstarkten Expression und Aktivierung des
Transkriptionsfaktors HIF -1 (hypoxia inducible factor 1), der wiederum in kirzester
Zeit den ,Vascular endothelial growth factor* VEGF sowie NO-Synthasen
induziert. VEGF ist daflr bekannt sowohl physiologische als auch pathologische
Angiogenese zu stimulieren (Carmeliet, 2003) (van Royen et al., 2001).

Eingeleitet wird die Angiogenese durch eine Vasodilatation, die durch Faktoren
wie Stickstoffmonoxid (NO) (bei pathologischer Angiogenese) ausgeldst werden
kann. Die Einwirkung von VEGF erhoht die Durchlassigkeit eines Gefal3es, die
eine Voraussetzung fur die Aussprossung einer neuen Kapillare ist. Angiopoetin 1
(Ang 1) ist ein Inhibitor vaskularer Permeabilitat und hat damit antagonistische
Eigenschaften zum VEGF.

Die Moglichkeit der Endothelzellen zu proliferieren und sich von ihrem residenten

Ort fortzubewegen bedingt deren Herauslosung aus dem Zellverband und dem
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extrazellularen Gewebe. Diese Destabilisierung des Gefal3es wird zum einen
durch Angiopoetin 2, das den Abbau der schitzenden Schicht aus glatten
Muskelzellen vermittelt, und zum anderen durch Proteinasen wie Matrix-
Metalloproteinasen,  Plasminogen-aktivierte  Proteasen, = Chymasen oder
Heparanasen, die Matrix-Molekile abbauen und Wachstumsfaktoren wie bFGF
oder VEGF aktivieren, bewerkstelligt (Carmeliet, 2000). Im Anschluss an die
proteolytischen Prozesse haben die Endothelzellen ausreichend Platz zu
proliferieren, in Richtung des chemotaktischen Signals zu migrieren und sich

schlief3lich zu neuen Kapillaren zu formieren.

2.1.3 Die Arteriogenese

Die Fahigkeit des menschlichen Organismus (drohende) Gefal3verschlisse mit
der Ausbildung naturlicher Umgehungskreislaufe zu kompensieren, wurde bereits
im 18. Jahrhundert von dem schottischen Chirurgen John Hunter genutzt. Er
behandelte Aneurysmata in Extremitaten, indem er das Gefal3 oberhalb des
Aneurysmas ligierte, so dass sich mit der Zeit Kollateralarterien bildeten und die
GefaRaussackung schlie3lich aus dem Kreislauf ausgeschlossen werden konnte.
Damit war die erste therapeutische Angiogenese bzw. Arteriogenese vollbracht.
(Kobler, 1960)

Zur Behandlung von GefalRverschlissen kommen heute hauptsachlich invasive
Therapien wie Ballondilatationen, Stent-Implantationen und Bypass-Operationen
zum Einsatz. Obwohl Dank dieser Methoden die Mortalitat der koronaren
Herzkrankheit wesentlich gesenkt werden konnte, bleiben nicht unerhebliche
Restrisiken bestehen. Es sind nur die GefaRe dilatierbar, die auch mit einem
Fuhrungsdraht erreicht werden kdnnen. Infolge der groRen Gefaldtraumata, die
wahrend einer Dilatation entstehen, kommt es nicht selten zu Restenosen (6-30%)
(Lau et al., 1999) (Rubartelli et al., 1998). Eine erfolgreiche Bypass-Operation wird
limitiert durch die beschrankte Anzahl und Haltbarkeit der Grafts.

Die Mdglichkeit durch verstarkte Proliferation von Kollateralarterien eine naturliche
Revaskularisation wieder herzustellen, stellt daher eine interessante Alternative zu
den invasiven Therapien dar.

Uber einen langen Zeitraum wurde angenommen, dass die Ausbildung von
Kollateralen ein angiogenetischer Prozess ist. Inzwischen konnte aber gezeigt

werden, dass sich die Entwicklung der Umgehungskreislaufe in mehreren Punkten
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von der Angiogenese unterscheidet. Zunachst sind Kollateralarterien keine neu
sprieBenden Kapillaren, sondern sie entstehen durch massive Proliferation
konkreter praexistierender Anastomosen (Schaper and Ito, 1996). Im Gegensatz
zur Angiogenese, bei der Hypoxie als priméarer Stimulus identifiziert werden konnte
und die durch Hypoxie-abhéangige Faktoren wie HIF-1 und VEGF induziert wird
(Risau, 1997; Shweiki et al., 1992), lauft die Entwicklung der Kollateralarterien im
nicht-ischamischen Gebiet ab und ist auch nicht durch hypoxische Faktoren
induzierbar. Als priméarer Stimulus wird hier eine verstarkte Schubspannung
diskutiert, die mit der infolge der Ligation des Versorgungsgefal3es erhohten
Blutflussgeschwindigkeit einhergeht. Die verstarkte Schubspannung wirkt auf die
préaexistierenden Anastomosen, die nun eine Verbindung zwischen einem Bereich
hohen Blutdrucks und einem Gebiet mit niedrigem Blutdruck herstellen (Schaper
and Pasyk, 1976). Dabei reagieren nur bestimmte Anastomosen auf den Stimulus,
wahrend andere passiv bleiben (Herzog et al., 2002).

Experimente am Hinterlauf von Kaninchen, denen die Arteria femoralis ligiert
wurde zeigten, dass die Ausbildung der Kollateralen ausschliel3lich im
Oberschenkel, also im normoxischen Bereich erfolgt Die Sprossung neuer
Kapillaren beschrankt sich dagegen auf das ischamische Gebiet im
Unterschenkel. Das Kollateralwachstum verlauft mit einer maximalen Proliferation
3 Tage post Okklusion wesentlich schneller als das Sprossen der Kapillaren. Die
Kapillarsprossung lasst erst nach 7 Tagen das Proliferationsmaximum erkennen
(Ito et al., 1997).

Ein weiterer Unterschied besteht im histologischen Aufbau der GefaRRe.
Angiogenetische Kapillaren entstehen durch proliferierende und migrierende
Endothelzellen, die sich zu einem neuen Tubus formieren. Eine stabilisierende
Schicht aus glatten Muskelzellen fehlt in diesen Kapillaren. Daher sind sie wenig
widerstandsfahig, empfindlich gegenuber Hypoxie und Schubspannung und
kénnen keinem starkeren Blutfluss standhalten (Buschmann and Schaper, 1999).
Kollateralarterien sind dagegen sowohl mit einer Endothelschicht, einer lamina
elastica interna als auch mit ein bis zwei stabilisierenden Schichten aus glatten
Muskelzellen ausgestattet (Longland, 1953). Sie konnen zwar aufgrund ihrer
geringen GroRRe nicht unmittelbar die basale Perfusion wieder herstellen, ihre
Beschaffenheit erlaubt jedoch eine starke Proliferation der GefalRe und eine

dramatische VergroRerung des Lumens. Infolge dessen kann die Perfusion in das
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ischamische Gebiet zumindest teilweise wieder ermdéglicht werden (Buschmann
and Schaper, 1999)).

An den beschriebenen Beispielen wird deutlich, dass es sich bei der Entstehung
von Kollateralarterien nicht um Angiogenese handelt, und dass dieses Phanomen
seine eigene Bezeichnung verdient. Daher wurde von (Ito et al., 1997) der Begriff
der ,Arteriogenese” gepragt, um das Kollateralwachstum von der Angiogenese
und der embryonalen Vaskulogenese zu unterscheiden. Weiterhin wird deutlich,
dass nur die Kollateralarterien als potentielle ,naturliche Bypasse” dienen kénnen,
um bei einem (drohenden) Verschluss eines Versorgungsgefalles das betroffene
ischamische Gebiet in einem adaquaten Zeitraum zu reperfundieren.

Die Arteriogenese ist ein Prozess, der in mehreren Phasen verlauft. In (Scholz et
al., 2000) wird das Kollateralwachstum in Initiation, Proliferation,
Synthese/Migration und Reifung unterteilt. Die Initiation beginnt Minuten nach der
Okklusion des Versorgungsgefal3es mit der Aktivierung von Endothelzellen durch
verstarkte Schubspannung in den Anastomosen. Die Aktivierung fuhrt zu einer
Sezernierung von MCP-1, einer verstarkten Expression von
Zelladhasionsmolekilen wie ICAM-1 und VCAM und infolge dessen zur
Rekrutierung von Monozyten. Diese Entziindungsreaktion fuhrt zur weiteren
Freisetzung von MCP-1, das wiederum weitere Monozyten anlockt. Die Phase der
Proliferation erfolgt 1-3 Tage post Okklusion. In dieser Zeit wandeln sich glatte
Muskelzellen vom kontraktilen in den synthetischen Ph&notyp um und es wird die
maximale mitotische Aktivitdt von Endothelzellen, glaten Muskelzellen und
Fibroblasten erreicht. Es schlief3t sich die Synthese/Migrations- Phase an, die 3-14
Tage post Okklusion stattfindet. Hier ist die proliferative Aktivitat der Zellen wieder
racklaufig und wird durch synthetische und proteolytische Aktivitat von glatten
Muskelzellen abgelost. Die Lamina elastica interna wird teilweise abgebaut, um
den Umbau des Gefalies zu ermdglichen. Die Rekrutierung von Monozyten wird
eingestellt. Schliel3lich, Tag 14-21 post Okklusion, wird die Reifung beschrieben,
in der es nur noch geringe proliferative, migratorische und proteolytische Aktivitat
gibt und sich glatte Muskelzellen wieder vom synthetischen in den kontraktilen
Phanotyp umwandeln.

In neueren Studien wird das Kollateralwachstum als ein biphasischer Prozess

beschrieben, der infolge einer Okklusion mit einer massiven Proliferation der
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Zellen beginnt. Die proliferative Phase wird nach einer Woche von einem
intensiven Remodeling abgel6st, welches zur Ausbildung einer Neointima und
einer drastischen Verdickung der GefalBwand fiuhrt (Herzog et al.,, 2002).
(Khmelewski et al., 2004) konnten zeigen, dass die Makrophagenakkumulation
wahrend der proliferativen Phase des Kollateralwachstums unabhangig von der
Rekrutierung zirkulierender Monozyten erfolgt. Vielmehr flhren die Teilung
residenter Makrophagen sowie die Differenzierung gewebsstandiger

Vorlauferzellen zur lokalen Erhéhung der Makrophagenanzahl.

In diesem Kapitel wurde u.a. beschrieben, dass infolge einer Gefal3okklusion eine
erhohte Schubspannung auf die umliegenden Gefal3e einwirkt und dass diese
Schubspannung die Ausbildung von Kollateralarterien stimuliert. Hierbei stellt sich
die Frage, wie A&ullere mechanische Krafte (wie die Schubspannung) in
biochemische Prozesse umgewandelt werden kdnnen, die ihrerseits wiederum
Proliferation und Migration von Gefalizellen auslosen. Eine mdgliche Antwort
darauf geben die Arbeiten von Donald Ingber, nach denen das Zytoskelett sowohl
die Ubersetzung von physikalischen Einfliissen in intrazellulare Signale als auch
von chemischen Signalen in mechanische Reaktionen der Zelle Ubernimmt
(Ingber, 2003a; Ingber, 2003b). Um die zytoskeletdre Verbindung zwischen
intrazellularen und extrazellularen Bereichen besser zu verstehen, wird im

Folgenden der Aufbau des Zellgeristes naher beschrieben.

2.14 Das Zytoskelett

Eukaryotische Zellen besitzen ein Gerlst aus verschiedenen Proteinfilamenten,
das bestimmte Eigenschaften der Zellen wie Formgebung, innere Stabilitat,
intrazellularen Transport, Kontraktilitat und Zellteilung gewdahrleistet. Die
Proteinfilamente bestehen aus drei Komponenten: Mikrotubuli, Mikrofilamente und
Intermediarfilamente. Die Mikrotubuli sind 25 nm dicke, unverzweigte, hohle
Strukturen aus Heterodimeren von a- und (-Tubulin. Sie dienen der
Gestaltgebung der Zelle und als Gleitschienen fur intrazellulare Bewegungs-
ablaufe wie z.B. dem Vesikeltransport.

Die 6 nm dicken Mikrofilamente stellen eine weitere Filamentform dar. Der
Hauptbestandteil der Mikrofilamente ist Aktin. Aktin ist in der monomeren Form ein

globulares Protein mit einem Molekulargewicht von 42 kDa, welches mit hoher
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Affinitat zu langen, fadigen Strukturen polymerisiert, die eine helikale Struktur
annehmen. Die Ausbildung dieser Polymere ist reversibel und gerichtet. Das
bedeutet, die Polymere wachsen in eine bestimmte Richtung, welches Plus-Ende
genannt wird. Das Minus-Ende liegt meist in der Plasmamembran verankert vor.
Der dynamische Auf- und Abbau der Aktin-Filamente unterliegt einer strengen
Regulation, die medikamentds beeinflusst werden kann (Zellgifte).

Aktin-Filamente kénnen mit Hilfe von Aktin-Bindeproteinen wie Fimbrin
guervernetzt werden und sich somit zu stabileren Biindeln formieren.
Mikrofilamente haben vielfaltige Funktionen. Im Zusammenspiel mit Myosin wird
die Zellkontraktion ermdoglicht, die bei Vorgdngen wie der Muskelkontraktion,
Zellteilung oder SchlielBung des Neuralrohrs in der Embryogenese von Bedeutung
ist.

Weiterhin entstehen lokale Ausformungen der Zelle Uber Mikrofilamente. Bei der
Ausbildung von interzellularen Verbindungen wie den Gilrteldesmosomen
beobachtet man diese, sowie in Form von Mikrovilli. Bei der Zellmigration bilden
sie sich als flachige Fortsatze (Lamellipodien) und/oder als schmale, fingerartige

Ausbuchtungen (Filopodien) aus dem Leitsaum aus.

Die variabelste Variante der Proteinfilamente sind die Intermediarfilamente. Sie
werden gewebs- und zellspezifisch exprimiert, dienen aber einheitlich der
mechanischen Festigung. Dies wird am Beispiel der KeratinFilamente in
Epithelzellen besonders deutlich, wenn man bedenkt, dass diese Zellen in
verhornter Form Bestandteil von Haaren und Fingernégeln sind.

Weiterhin  stabilisieren  Intermediarfilamente interzellulare  Kontakte wie
Punktdesmosomen und Zell-Matrix-Verbindungen wie Hemidesmosomen.

Die Bausteine der Intermediarflamente bilden alle Dimere mit einem
stabahnlichen, a-helikalen Mittelstlick aus. Die Dimere lagern sich in antiparalleler
Ausrichtung zu Tetrameren zusammen, die sich wiederum zu sogenannten
Protofilamenten staffeln. Acht Protofilamente verbinden sich jeweils zu einem
Intermediarfilament.

Neben dem Keratin findet man weitere Intermediarfilamente am Rande des
Zellkerns, der innenseitig durch eine aus Laminen aufgebaute Kernlamina
verstarkt wird. In Neuronen Dbefinden sich Neurofilamente, die aus

unterschiedlichen Bausteinen gebildet werden koénnen (Koolman, 1998)
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(Plattner, 2002). Auf das fur Zellen mesenchymalen Ursprungs typische
Intermediarfilament Vimentin und dessen Bedeutung wird in der vorliegenden

Arbeit noch naher eingegangen.

2.1.5 Die Zelladhasion und —migration

Neben den bereits erwahnten Desmosomen gibt es weitere Verbindungspunkte
zwischen Zelle und Extrazellularer Matrix bzw. Zelluntergrund. Adhéarente Zellen
bilden in Kultur fokale Adh&asionskontakte aus. Diese Kombination aus
verschiedenen Strukturproteinen bildet eine Verbindung zwischen dem Zytoskelett
und den Proteinen der Zellumgebung. Die prominenteste, transmembrane
Komponente in fokalen Adhasionskontakten besteht aus Integrinen. Integrine sind
Heterodimere aus unterschiedlich kombinierten a-& R-Untereinheiten (Hynes,
1992). Beide Untereinheiten durchspannen die Zellmembran und besitzen eine
lange, extrazellulare und eine kurze, intrazellulare Domane. Die 3-Untereinheiten
konnen sich mit verschiedenen a-Untereinheiten paaren, wodurch jeweils
Rezeptoren fur unterschiedliche Proteine der Extrazellularen Matrix (EZM)
entstehen. Die Bindung eines Liganden an den Integrin-Rezeptor sowie der
Zusammenschluss mehrerer Integrin-Dimere zu einem Cluster sind eine
notwendige Voraussetzung fir die Formation eines Fokalkontaktes. Dabei
entscheidet die Art des von der EZM angebotenen Proteins Uber die
Zusammensetzung der Integrine (Dejana et al., 1988). Wahrend die Integrin
Dimere auf der extrazellularen Seite direkt Uber eine Rezeptor-Liganden-Bindung
mit der EZM verknUpft sind, spielen auf der intrazellularen Seite ungleich mehr
Proteine bei der Verbindung der Integrincluster zu den Mikrofilamenten des
Zytoskeletts eine Rolle. Unter anderem sind Talin, Vinculin und aActinin sowie
Tensin, Profilin und Zyxin beteiligt. Als Signaltransduktoren fungieren weiterhin
verschiedene Kinasen (FAK (focal adhesion kinase) bzw. src-Kinase) und Paxillin.
Die Regulation der Ausbildung von Fokalkontakten wird, wie auch die
Aktinpolymerisation und damit die Bildung von Lamellipodien und Filopodien,
malfdgeblich Uber Mitglieder der GTPase-Familie Rho gesteuert. GTPasen sind
konformationsreguliert und je nachdem, ob sie GTP- oder GDP-gebunden
vorliegen, sind sie aktiv und interagieren mit nachgeschalteten
Signaltransduktionsprozessen oder inaktiv. Rho-GTPasen werden durch GEFs

(guanine nucleotide exchange factors) aktiviert und durch GTPase-aktivierende
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Proteine (GAPs) inaktiviert. Fur die Ausbildung von Lamellipodien und Filopodien
sind die Rho-GTPasen Rac, Cdc42 und RhoG verantwortlich (Hall, 1994)
(Huttenlocher et al., 1995) (Ridley et al., 2003).

Rho beeinflusst die Ablaufe Gber zwei synergistische Wege. Zum einen kann eine
Zellkontraktion zur Ausbildung von Stressfasern aus Aktin fihren, die wiederum
die Formation von Fokalkontakten verursachen. Zum anderen stimuliert Rho die
IP3-Kaskade, die ebenfalls Uber eine Aktivierung der Aktinpolymerisation die
Ausbildung von Stressfasern vermittelt, oder direkt Uber Phosphoinositol2-
phosphat (PIP ), das an Vinculin bindet und dadurch Bindungsstellen fur Talin und
Aktin frei legt, wirkt.

Die Entstehung und Reifung fokaler Adhasionen kann in drei Phasen unterteilt
werden. Als erstes fuhrt ein extrazellulares Signal tber die bereits beschriebenen
Signalwege zur Cluster-Bildung der Integrine. Durch weitere Anlagerung der
ebenfalls schon erwdhnten Proteine an die zytoplasmatische Seite des
Integrinclusters entstehen sogenannte fokale Komplexe, die hauptsachlich an den
Randern von Lamellipodien zu finden sind. Aus den fokalen Komplexen bilden
sich schlieR3lich durch weiteren Umbau fokale Kontakte, die die reife Form der Zell-
Matrix-Verbindungen darstellen. Aus geblndeltem Aktin bestehende Stressfasern,
die sich durch die gesamte Zelle erstrecken kénnen, minden in die fokalen
Kontakte und erzeugen somit eine Spannung innerhalb der Zelle. (Burridge and
Chrzanowska-Wodnicka, 1996)
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Abbildung 2.2: Schematischer Aufbau eines Fokalkontaktes. Die Verbindung
zwischen den Aktinflamenten des Zytoskeletts und den Proteinen der
Extrazellularen Matrix wird Uber Cluster verschieden kombinierter Integrin-Dimere
vermittelt. Dabei entscheidet der Ligand auf der EZM Uber die Zusammensetzung
der Integrin-Rezeptoren. Zahlreiche Proteine interagieren auf der intrazellularen

Seite der Integrincluster und vermitteln den Kontakt zum Zytoskelett (Quelle:
http://darwin.bio.uci.edu).

Die Zellmigration basiert auf einer dynamischen Interaktion zwischen der Zelle,
deren Untergrund und dem an das Zytoskelett gebundenen Bewegungsapparat.
Eingeleitet wird die Zellbewegung durch ein gerichtetes facherférmiges
(Lamellipodium) oder fingerartiges (Filopodium) Ausstilpen des Leitsaums, das
durch lokale Aktinpolymerisation ermdglicht wird. Lamellipodien und Filopodien
werden Uber Fokalkontakte auf dem Zelluntergrund fixiert. Dabei muss die
Adhésion 0 stark sein, dass die Zugkraft, die sich innerhalb der Zelle aufbaut,
ausreicht, um diese nach vorne zu ziehen. Die Fokalkontakte miissen dagegen an
der Zellrickseite schwach genug sein, um sich vom Untergrund ablésen und die
Vorwartsbewegung der Zelle gewahrleisten zu kdnnen (DiMilla et al., 1991). In der
Tat wurden bei Untersuchungen der Integrin-Zytoskelett-Interaktionen
Unterschiede zwischen der Zellfront und der Ruckseite der Zelle beobachtet.
Integrine der Zellriickseite haben demnach eine weniger starke Verbindung zum
Zytoskelett und liegen nicht so fest in der Membran verankert vor wie die Integrine

des Leitsaums (Schmidt et al., 1993). Die Hinterseite der Zelle unterscheidet sich
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somit funktionell und strukturell von der Zellvorderseite. Dadurch entsteht eine
asymmetrische Adhasionssituation, die fur die Zellbewegung essentiell ist
(Huttenlocher et al.,, 1995). Der Hauptregulator dieser Zellpolarisierung ist
wiederum die GTPase Cdc42 (Ridley et al., 2003). Eine Aktivierung von Cdc42 ist
in Richtung der Zellfront zu beobachten (Itoh et al., 2002). Sowohl eine Inhibierung
als auch eine verbreitete Aktivierung von Cdc42 unterbricht die gerichtete
Migration (Etienne-Manneville and Hall, 2002). Fokalkontakte dienen aber nicht
nur der Kontaktaufnahme zwischen Zytoskelett und Zelluntergrund. Sie leiten
weiterhin Informationen und Signale von der EZM in das Zellinnere. Letzteres wird
durch die Assoziation von Signaltransduktionsmolekillen wie z.B. verschiedene
Kinasen (FAK (focal adhesion kinase), PKC (protein kinase C) oder PI
(phosphoinositide 3-kinase) und weiteren Faktoren an die Fokalkontakte
ermoglicht (Clark and Brugge, 1995).

Die Zellmigration wird Uber vielfaltige Wege kontrolliert und reguliert. Es gibt eine
Reihe von Wachstumsfaktoren, Zytokinen und Komponenten der EZM, die die
Migration fordern bzw. hemmen. Eine stimulierende Wirkung auf die Migration
haben Faktoren wie Interleukin8 oder der Hepatozyten-Wachstumsfaktor
HGF/scatter factor (Matsumoto et al., 1994) (Dunlevy and Couchman, 1995).
Kritische Determinanten der Zellmigration sind weiterhin die vorhandenen
Konzentrationen an Substrat, Rezeptor und an der Adhasion beteiligten
zytoskeletdren Komponenten. Dabei ist eine mittlere Konzentration an z.B.
Substrat optimal fir den Migrationsvorgang. Bei einer zu geringen Menge an
Substrat wird keine ausreichende Adhasion der Zelle erreicht. Zu hohe
Substratkonzentrationen dagegen fuhren zu einer so starken Adhasion der Zelle,
dass das fur die Migration notwendige Loslosen der Fokalkontakte nicht mehr
gewabhrleistet wird (DiMilla et al., 1993).

Nicht nur der Kontakt zwischen Integrinen und der EZM beeinflussen die
Zellmigration, sondern ebenfalls die Interaktionen zwischen Integrinen und
Zytoskelett. Die Migrationsrate variiert mit der Menge an Zytoskelett-assoziierten
Proteinen. So konnte gezeigt werden, dass die Suppression von Vinculin oder a-
Aktinin durch Antisense-Methoden die Migration von 3T3-Zellen verstarkt
(Fernandez, 1993). Im Gegensatz dazu fiihrt die Uberexpression dieser Proteine
zur Inhibition der Zellbewegung (Fernandez, 1992) (Gluck and Ben-Ze'ev, 1994).
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2.1.6 Das Intermediarfilament Vimentin

In der vorliegenden Arbeit wird unter anderem gezeigt, dass neben den bereits
erwahnten zytoskeletdren Proteinen Vinculin  und a-Aktinin auch das
Intermediarfilament Vimentin die Zellmigration beeinflusst.

Vimentin ist ein Typ-llI-Intermediarfilament mit einem Molekulargewicht von etwa
60 kDa. Obwohl die GrélRe und die Primarsequenz von Intermediarfilamenten
variieren konnen, teilen alle diese Proteine einen gemeinsamen strukturellen
Aufbau. Dieser besteht aus einer zentralen stabférmigen Domane, die an den
Enden von einer Kopf- bzw. einer Schwanzdomane flankiert wird. Die zentrale
Domane lasst sich unterteilen in zwei grof3e spiralféormige Subdomanen, die
hochstwahrscheinlich eine a-helikale Struktur aufweisen, und kleinere nicht-

helikale Verbindungsdoménen (Hess et al., 2004).
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Abbildung 2.3: Schematischer Aufbau eines Vimentin-Proteins nach J.F.Hess et al
2004. Das Intermediarfilament besteht aus einer zentralen, stabférmigen Domane,
die flankiert wird von einer Kopf- bzw. einer Schwanzdomane.

Vimentin  kann  posttranslational  phosphoryliert  werden, wobei die
Phosphorylierungsstellen auf der Kopfdoméne liegen. Zu den Kinasen, die
Vimentin phosphorylieren kénnen, gehéren die Rho-Kinasen, die bereits bei der
Aktinpolymerisation und der Ausbildung von Fokalkontakten grofe Bedeutung
haben (Goto et al., 1998).

Obwohl bei der Vimentin knockout-Maus im Vergleich zum Wildtyp kein
veranderter Phanotyp festgestellt werden konnte (Colucci-Guyon et al., 1994),
wurden fur das Intermediarfilament eine Reihe von bedeutungsvollen Funktionen
beschrieben. Aus der Vimentin knockout-Maus isolierte Fibroblasten zum Beispiel

zeigten im Vergleich zu Kontroll-Fibroblasten eine eingeschrankte Stabilitat und
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ein vermindertes Migrations- und Kontraktionsvermdgen (Eckes et al., 1998).
Vimentin soll ebenfalls an der Migration von humanen Epithelzellen beteiligt sein
(Gilles et al., 1999). Auch in Endothelzellen spielt das Vimentin-Zytoskelett eine
entscheidende Rolle. Die Arbeitsgruppe um C.R. Jones entdeckte, dass die
Adhasion von priméren, humanen Endothelzellen Vimentin-assoziiert ablauft und
weiterhin, dass bei immortalisierten, Fluss-stimulierten Endothelzellen die
Suppression von Vimentin zu einer Verkleinerung der Fokalkontakte und zu einer
Schwéchung der Adhasion fuhrt (Gonzales et al., 2001) (Tsuruta and Jones,
2003). Bereits ein Jahr zuvor konnte gezeigt werden, dass es in Endothelzellen,
die einer hamodynamischen Schubspannung ausgesetzt wurden, zu einer
drastischen Deformation des Vimentin-Netzwerkes kam. Dabei fand weder eine
akute Polymerisation noch eine Depolymerisation der Vimentin-Filamente statt
(Helmke et al., 2000).

Die Vimentin-gesteuerte Reaktion von Zellen auf eine angelegte Schubspannung
spiegelt sich ebenfalls in in vivo Situationen wider. Zunachst wurde bei
Mesenterialarterien aus Vimentindefizienten M&ausen im Organbad eine im
Vergleich zu Kontrollarterien verminderte Fluss-induzierte Dilatation festgestellt
(Henrion et al., 1997). Drei Jahre spater erwies sich Vimentin als wichtiger
Modulator des Remodelings von Arterien infolge veranderter Blutflisse (Schiffers
et al., 2000).
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2.2 Ziel der Arbeit

Die Arteriogenese hat sich in den letzten Jahren als eigenstandiger Mechanismus
des GefalRwachstums neben der Vaskulogenese und der Angiogenese erwiesen.
Im Vergleich zu den anderen Zweigen des GefaRwachstums sind die Vorgange
wahrend des Kollateralwachstums jedoch weitgehend ungeklart. Obwohl eine
Erhéhung der Blutflussgeschwindigkeit infolge einer Gefal3okklusion und die damit
verstarkte Schubspannung in den umliegenden GeféalRen als primarer Stimulus fir
die Arteriogenese identifiziert werden konnte, sind die nachfolgenden Ablaufe die
zum Wachstum eines kompensatorischen Geféal3es fuhren noch unverstanden.
Bekannt ist, dass das Kollateralwachstum in verschiedenen Phasen ablauft, wobei
es zunachst zu einer massiven Zellproliferation kommt, die dann von einem
hauptsachlich durch Zellmigration gekennzeichneten Gefaliremodeling abgeldst
wird. Es bleibt jedoch zu klaren, auf welche Art und Weise der Stimulus eine
biochemische Reaktion n den Gefal3zellen hervorrufen kann, die wiederum zu
mechanischen Prozessen wie Migration und Proliferation flhrt.

In der vorliegenden Arbeit soll anhand von vergleichenden Proteinexpressions-
studien von Kollateralarterien und KontrollgefaRen differenziell exprimierte
Proteine identifiziert werden. Weiterhin soll geklart werden, ob die gefundenen
Proteine an der Informationsvermittiung zwischen mechanischen und
biochemischen Prozessen in Zellen beteiligt sein kdnnten. Die in Kollateralarterien
hochregulierten Proteine sollen auf3erdem im Zellkulturmodell auf ihre funktionelle

Bedeutung bei der Zellproliferation und —migration hin untersucht werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Material
3.1.1 Gewebeproben

Rattengewebe:
Kollateralarterien aus dem ligierten Bein von Sprague-Dawley Ratten, 3 Tage

nach Okklusion der Femoralarterie (Herzog et al. 2002).

GefalRe aus dem Kontrollbein von Sprague-Dawley Ratten, 3 Tage nach Ligation
der Femoralarterie (Herzog et al. 2002).

Kryoschnitte von Haut neonataler Sprague-Dawley Ratten.

Wini

RHE A: Rattenherz-Endothelzellen; die Zelllinie A wurde in unserem Labor
durch mehrmaliges Subklonieren von der urspringlichen RHE - Zelllinie (Derhaag
et al., 1996) ausdifferenziert und getrennt kultiviert. Die RHE A Zellen weisen
starke Migrationsfahigkeit auf (Obermeyer et al., 2003).

RHE neg: Durch das Subklonieren der Parentalzelllinie (s.0.) wurden ebenfalls die
Zelllinie neg ausselektioniert. Die RHE neg zeichnen sich durch eine hohe
Proliferationsrate aus (Obermeyer et al., 2003).

Gr6R lards:
Prestained Precision Plus Protein Standard, Bio-Rad
Unstained Precision Protein Standard, Bio-Rad

Dual Colour Protein Standard, Bio-Rad
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3.1.2 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien
Chemikalien Hersteller Chemikalien Hersteller
Aceton Merck Lipofectamin Invitrogen
Acrylamid Bio-Rad Magnesiumchlorid Merck
Agarose Sigma Magnesiumsulfat Merck
3-Amino-9-Ethyl-Carbazole Sigma Mayers Hamalaunlésung Merck
(AEC) 2-Mercaptoethanol Sigma
Ammoniumpersulfat (APS) Sigma Methanol Merck
Bio Safe Coomasie Reagenz Bio-Rad Mineralol Bio-Rad
Bio-Lytes 3-10 Bio-Rad Moviol Calbiochem
Bromphenolblau Sigma Natriumacetat Merck
BSA Sigma Natriumazid Sigma
Casy Clean Scharfe Natriumcarbonat Merck
Systems Natriumchlorid, reinst Merck
(CHAPS) Sigma Natriumdesoxycholat Merck
Carpofen (Rimadyl) Pfizer di-Natriumdihydrogen- Merck
Dimethylformamid (DMF) Sigma phosphat
Dimethylsulfoxid (DMSO) Merck Natriumhydrogenphosphat Merck
DL-Dithiothreitol Sigma Natriumhydroxid Merck
Dulbecco’s Medium Gibco BRL Natriumthiosulfat Sigma
mit Glutamat OptiMEM Gibco BRL
Einbettungsmedium fur DAKO PBS Dulbecco’s Gibco BRL
Kryoschnitte Penicillin/Streptomycin Roche
Ethylendiamintetraessigsaure Sigma Ponceau S-Reagenz Serva
(EDTA) Proteaseinhibitor Cocktail- Roche
Essigsaure, 100% Merck Complete, Mini, EDTA-
Ethanol Merck free
Enrofloxacin (Baytril) Bayer RNase Away Molecular
FCS Gibco BRL Bioproducts
Formaldehyd 37% Merck Salzsaure, rauchend, 37% Merck
Gelatine Sigma Silbernitrat Roth
Glycerol, 87%, reinst Merck Sodiumdodecylsulfat Sigma
Glycin Roth (SDS)
Harnstoff (reinst) Bio-Rad Sorbitol Merck
HEPES Sigma Sypro Ruby Bio-Rad
Hoechst B 2883 Sigma TEMED Sigma
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Immersionsol Merck Tissue-Tek Sakura
lodoacetamid Sigma Finetek
Isobutanol Merck Tris Sigma
Isopropanol Merck Trockenmilch Bio-Rad
Isoton I Beckmann- Trypsin —EDTA Gibco BRL
Coulter Trypanblau Serva
Kaliumchlorid Merck Tween 20 Sigma
Kaliumhydrogenphosphat Merck Wasserstoffperoxid Merck
Ketamin Atarost Xylazin Bayer
Verbrauchsmaterialien Hersteller Verbrauchsmaterialien Hersteller
Autoklavierband Eppendorf Parafilm Merck
Centricon - Réhrchen Millipore Pasteurpipetten Eppendorf
Chamber slides Nunc Pinzetten Merck
Criterion Precast-Gele 10% Bio-Rad Pipetten:  0,5-1;1-10;10- Gilson
DAKO — Pen DAKO 100; 100-200 und 200-
Deckglaser Marienfeld 1000 pl
Digital — Timer Merck Pipettenspitzen Gilson,
Dialyseschlauche Serva Eppendorf
Drehtisch Schatt Pipettierhilfe — Pipettus Hirschmann
Labor- Laborgerat
technik Plastik Pipetten: 2; 5; 10 Falcon
Einwegséaulen Bio-Rad und 25 ml
FACS — Rohrchen Sarstedt Plastik Messkivetten Rudolf
Farbekasten Rudolf Franke
Franke ReaktionsgefalRe: 0,5;1,5 Eppendorf
Filterpapier Whatman und 2,0 pl
Filterpapier-Wicks Bio-Rad ReaktionsgefalRe:15;50 ml Falcon
Glaszubehor Schott ReaktionsgefalRe: 50 ml Nalgene
Handschuhe Kimberly- Rontgenfilme 13 x18 cm Kodak
Clark Skalpel und -klingen Bayha
IPG-Streifen NL pH3-10 Bio-Rad Spatel Merck
Neubauer Zahlkammer Merck Sterilfilter: 0,2 und 0,45 Millipore
Nitrocellulose Transfer- Schleicher um
membran & Schuell Waschkivetten Merck
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Objekttrager  Super  Frost Menzel- Wagepapier Machery-

Plus Glaser Nagel

Objekttragerhalter Merck Wageschalchen Machery-

Objekttrager - Kasten Neo Lab Nagel
Zellkulturflaschen Falcon
Zellkulturschalen 6well, Nunc
12well, 24well, 96well

3.1.3 Puffer und L6ésungen

AEC-Stocklosung 1 Tablette AEC (3-Amino-9-Ethyl-
Carbazole) in 5 ml Dimethylformamid
(DMF)

Blocking Puffer (Western Blot) 5% Trockenmilch (Whv); in
Waschpuffer A

1x Blotting-Puffer 10mM Tris, 0,75M Glycin, 20%
Methanol

Farbelbsung fur Immunhistochemie 10 ml Natriumacetat (0,1M, pH 4,8),

500 ul AEC-Stockldsung, 2 pl H20O;

Fixierungslosung fur Sypro Ruby 10 % Methanol, 7 % Essigsaure

Farbung

Gelatineldsung fiir Immunhistochemie 1 % Gelatine in 1x PBS

Lammli-Probenpuffer 8 x 3,8 ml dest. Wasser; 1,0 ml 0,5 M
Tris-HCI pH 6,8; 800 pl Glycerol; 1,6
ml SDS 10 %; 400 pul Beta-
Mercaptoethanol; 400 ul Bromphenot
blau

Laufpuffer fur Elektrophorese Far 1L: 3 g Tris; 14,4 g Glycin; 1 g

SDS
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Polyacrylamid-Trenngele  10% (2
Stiick)

48 ml dest. 25 ml
Trenngelpuffer (1,5 M Tris pH 8,8); 2,5
ml Acrylamid (40 %); 100 pl SDS
(10%); 50 ul APS (10%); 5 ul TEMED

Wasser;

Polyacrylamid-Sammelgele 4% (2
Stilick)

1,6 ml dest. 630 ul
Sammelgelpuffer (0,5 M Tris pH 6,6);
250 pl Acrylamid (40 %); 25 ul SDS
(10 %); 12,5 ul APS (10 %); 2,5 pl
TEMED

Wasser;

10 x PBS

8% NacCl; 0,2% KCI; 0,2% KHPOy;

0,76% NayHPO4 x H2O; (w/v); pH 7,4

Probenpuffer fur FACS-Analysen

1% Formaldehyd (37%); (v/v); in 1 x
PBS

Waschpuffer A fur Western Blot

10 mM Tris pH 7,4; 0,5 % NaCl; 0,1 %

Tween 20

Waschpuffer B fur Western Blot

0,25 % Natriumdeoxycholat; 0,1 %
SDS in Waschpuffer A

Waschpuffer fir Immuncytochemie

PBS (Dulbecco’s); 3 % FCS (Gibco)

Waschpuffer fir Immunhistochemie

10% 10 x PBS; 2 % Gelatineldsung;
0,05 % Tween 20

Waschpuffer fur Zellen vor der 2D-

Elektrophorese

250 mM Sorbitol; 20 mM Tris pH 7,0

Alle oben erwahnten Puffer und Lésungen wurden mit deionisiertem Wasser

angesetzt und gegebenenfalls autoklaviert (20 min./121°C/1 bar). Thermolabile

Komponenten wurden durch einen 0,2 bzw. 0,45 um Filter sterilfiltriert und nach

dem Autoklavieren sowie Abkihlen auf 50°C zugegeben. Zur Einstellung des pH —

Wertes wurde, wenn nicht anders vermerkt, 1M HCI oder 1M NaOH verwendet.
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3.14 Enzyme und Reaktionskits

Enzyme:
Deoxyribonuclease I, Amplification Grade; 1 U/ ul (Gibco BRL, Eggenstein)
RNase A (Sigma-Aldrich, Seelze )

Ktionskits:
Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad, Minchen)

Bio-Rad Ready Prep™ Sequential Extraction Kit (Bio-Rad, Miinchen)
BrdU-Flow-Kit (Pharmingen, San Diego, CA, USA)

ECL Western blotting detection reagents and analysis system
(Amersham Biosciences, Freiburg)

3.15 Antikorper und enzymkonjugierte Nachweisantikorper

Primare Spezies des Nachweis

Antikorper Spezifitat Spendertiers Verdunnung Methode
Flk-1(C20) |polyklonal | Kaninchen Sa”talj:sﬂi\z’ CA, 1:25 FACS
Flt-1 (C17) | polykional | Kaninchen Sa”tagsrf’ CA, 1:25 FACS
VE-Cadherin . Santa Cruz, CA, ,
(C19) polyklonal Ziege USA 1:25 FACS
CD-31 (TLD- Serotec, Oxford, _
3A12) monoklonal Maus UK 1:20 FACS
CD-54 (TLD- Serotec, Oxford, ,
4C9) monoklonal Maus UK 1:20 FACS
Dianova,
Vimentin (V9) |monoklonal Maus Hamburg, 1:500 \Western Blot
Deutschland
PI3-Kinase | polyklonal Kaninchen |Upstate, NY,USA 1:1000 \Western Blot
Pan- Dianova, )
Zytokeratin  [monoklonal Maus Hamburg, 1:50 Imggr;rz:i)éto
(Lu-5) Deutschland
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Sekundare Antikorper
+ Konjugat

Ziege anti Maus, Cy2

Dianova, Hamburg,
Deutschland

Eingesetzte
Verdinnung

1:200

NEWEES
Methode

FACS

Ziege anti Kaninchen,

Dianova, Hamburg,

Cy2 19G Deutschland 1:200 FACS
Esel anti Ziege, Biotin-
Streptavidin Dianova, Hamburg, :
(Fluorescein-gekoppeltes l9G Deutschland 1:200 FACS
Streptavidin)
Ziege anti Maus, IgG Dianova, Hamburg, 1:10000 Y\:ﬁiﬁgﬁ:ﬁt
Peroxidase-gekoppelt Deutschland 1:300 chemie
Esel anti Kaninchen, IgG Dianova, Hamburg, 1:10000 Western Blot

Peroxidase-gekoppelt

Deutschland

3.1.6

FACS-Gerat

FACS-Calibur, (Becton-Dickinson, San Jose, CA)

Fokussierungs-Apparatur und Zubehor fir Isoelektrische Fokussierung

Laborgerate, Apparaturen und sonstiges Zubehor

Protean IEF Cell (Bio-Rad, Minchen)

Geldokumentations-Apparatur

Fluor-S-Max (Bio-Rad, Miinchen)

Gelelektrophorese-Kammer fiir 2D-Elektrophorese

Criterion™ Cell, Criterion Dodeca™ Cell (Bio-Rad, Miinchen)

Kryostat:

2800 Frigocut N (Reichert-Jung, Cambridge Instruments GmbH, Nussloch)

Mikroskope:

Olympus BH2 (OM System, Japan)
Binokular — Olympus CK 2 (OM System, Japan)

Sonifiziergerat

Bandelin Sonopuls HD 2070 (Bandelin, Berlin)

Zellzahl-Apparatur

Casy 1 TT Cell Counter + Analyse System (Schéarfe Systems, Reutlingen)
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3.2 Methoden

3.2.1 Ligatur der Rattenhinterlaufe

15 etwa 250 Gramm schwere, méannliche Sprague Dawley Ratten wurden mit
einem Gemisch aus Kohlendioxid und O, (80:20) immobilisiert und anschlielRend
durch intraperitoneale Gabe von 100 mg/kg Ketamin und 5 mg/kg Xylazin
narkotisiert. Die Tiere wurden vor der Operation in stabiler Rickenlage an allen
vier Pfoten fixiert, in den Kniefalten geschoren und das Operationsfeld desinfiziert.
Der Hautschnitt erfolgte mittels Skalpell auf der medialen Seite des rechten
Oberschenkels parallel zu der Arterie und der Vene femoralis. Durch stumpfes
Préaparieren im inguinalen Fettgewebe wurde die Arteria circumflexa femoris
lateralis dargestellt, doppelt ligiert und durchtrennt. Die Arteria femoralis wurde
vorsichtig von Vene und Nerv isoliert und doppelt ligiert. Der Wundverschluss
erfolgte in der Unterhaut mit Einzelknopfnahten und in der Oberhaut mit einem
Hautklammergerat und Wundklammern nach Michel. Postoperativ bekamen die
Tiere  zur Infektionsprophylaxe 10 mg/kg Enrofloxacin  und  zur

Schmerzbehandlung 5 mg/kg Carpofen subcutan.

3.2.2 Entnahme der Kollateralarterien und Kontrollgefalle

Drei Tage nach der Femoralarterienligatur erfolgte die Entnahme der gebildeten
Kollateralarterien bzw. der KontrollgefaRe aus den Ratten-Hinterlaufen. Dem
narkotisierten Tier (s.0.) verabreichte man zusatzlich 0,2 ml Heparin in die
Schwanzvene, fixierte es in stabiler Rickenlage und eréffnete das Abdomen mit
einem Skalpell in der Linea alba. Durch stumpfes Ldsen der serésen Haute und
des Darmkonvoluts wurden die grof3en abdominalen Gefal3e freiprapariert und die
Aorta abdominalis, sowie die Vena cava caudalis bis zur Aortenbifurkation
dargestellt. Nach der Ligatur der Aorta kaudal der Leber und Anschlingen des
Gefalies kranial der Arteria renalis wurde das Gefald durch den Faden angehoben,
in der Gefal3mitte angeschnitten und ein Katheter (20 G Kanule + 10 cm langem
Polyetylenschlauch) eingefuhrt. Nochmals erfolgte eine Applikation von 0,2 ml
Heparin direkt durch den Katheter, bevor die Vena cava caudalis zur Entblutung
des Tieres er6ffnet wurde.

Durch den in die Aorta eingefuhrten, mit Ligaturen doppelt fixierten Katheter wurde
das GefalRsystem mit ca. 120 ml warmer Krebs-Ringer-Losung bis zum Austritt

klarer Flussigkeit gespilt. Anschliel3end erfolgte die Fixierung des Gewebes durch
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Perfusion mit einer 3,5 %igen Formaldehydlésung. Nach Erhartung der Muskulatur
erfolgte die Identifizierung und Entnahme der Kollateralarterien bzw. der
KontrollgefaRe. Hierzu wurde die Haut der Hinterlaufe vom Muskelgewebe
abprapariert, die Adduktoren auf Kniegelenksebene durchtrennt, das distale
Segment der Kollateralarterien im Kniefettgewebe fixiert und die gesamte
Oberschenkelmuskulatur einschlie3lich der Kollateralarterie vom Femur- und
Beckenknochen abgetrennt und entnommen.

Die weitere Praparation der GefalRe erfolgte in standig eisgekuhiter
physiologischer Kochsalzloésung mit Hilfe eines Binokkulars. Muskel und
Fettgewebe wurden vollstandig entfernt, die Kollateralarterien/Kontrollgefalie
vorsichtig von den umgebenden Gefal3en isoliert, leicht getrocknet, in flissigem

Stickstoff schockgefroren und bei — 80 Grad gelagert.

3.2.3 Herstellung von Proteinextrakten aus Gefaflien

Die tiefgefrorenen Gefal3e wurden nach ihrer Grol3e sortiert, ca. 1,5 cm lange
Gefal3sticke unter standiger Kuhlung mit flissigem Stickstoff zermdrsert und das
Gewebepulver in vorgekihlte Eppendorf-Cups gegeben. Die pulverisierten Proben
wurden in 100-150 ul Puffer 3 (Sequential Extraction Kit, Bio-Rad, Minchen) + 1-
1,5 ul Tributylphosphin (Bio-Rad, Miinchen) aufgenommen, gevortext und fur eine
Stunde unter Kihlung inkubiert, wobei die Proben ca. alle 10 Minuten kurz
gevortext wurden.

Nach der Inkubation erfolgte eine 15-minltige Abzentrifugation ungeldster
Bestandteile bei 10000g.

Die Uberstande wurden abgenommen, 1:1 mit Tributylphosphin-haltigem Puffer 3
(Sequential Extraction Kit, Bio-Rad, Munchen) verdinnt und fuar die 2D-
Gelelektrophorese eingesetzt.

Insgesamt wurden 30 Gefal3e prapariert (15 Kollateralarterien und 15
Kontrollgefaf3e) und 5 GeféalRe pro Proteinextrakt gepoolt, so dass jeweils drei
KollateralExtrakte und drei Kontroll-Extrakte 2D-gelelektrophoretisch

aufgearbeitet werden konnten.
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3.2.4 2D-Elektrophorese

RHE-A und RHE-neg Zellen wurden geerntet, zweimal mit 250 mM Sorbitol in 10
mM Tris, pH 7,0 gewaschen und die Proteine unter Verwendung des ReadyPrep
Sequential Extraction Kits (Bio-Rad, Muinchen) einzeln aufgearbeitet. Die
Proteinkonzentration der Proben wurde nach Bradford bestimmt und die Extrakte
fur die Auftrennung der Proteine in der ersten Dimension (lsoelektrische
Fokussierung) in einer Konzentration von 1 ug/ul eingesetzt. 200 pl der Proben
wurden durch eine aktive Rehydrierung bei 50 V Uber Nacht von 11 cm langen
Gelstreifen mit einem immobilisierten, nicht-linearen pH-Gradienten von pH 3-10
aufgenommen. Die Fokussierung erfolgte in der IEF-Zelle nach Anleitung der
Firma Bio-Rad (S1 = 15 Minuten 250 Volt, S2 = 4 Stunden 250-8000 Volt, S3 =
35000 Voltstunden). Nach der Isoelektrischen Fokussierung erfolgte die
Aquilibrierung der IPG-Streifen zunachst fir 15 Minuten im Aquilibrierungspuffer |
bestehend aus (6 M Harnstoff, 2 % Natriumdodecylsulfat (SDS), 0,375 M Tris/[HCL
(pH 8,8), 20 % Glycerol und 2 % Dithiothreitol (DTT)) und dann weitere 15 Minuten
im Aquilibrierungspuffer Il bestehend aus denselben Bestandteilen wie Puffer | mit
der Ausnahme, dass die 2 % DTT durch 2,5 % lodoacetamid ersetzt werden.
Nach der Aquilibrierung wurden die Streifen kurz mit Elektrophorese-Laufpuffer
abgesplilt und auf 10 %igen Criterion Gelen (Bio-Rad) platziert. Die Auftrennung
der Proteine in der zweiten Dimension (SDS-Polyacrylamid- Gelelektrophorese
(SDS-PAGE)) lief fur ca. 20 Minuten bei 50 Volt und dann bis zum Ende bei 150-
200 Volt. Nach der Elektrophorese wurden die Gele fir 30 Minuten in einem Puffer
aus 10 % Methanol und 7 % Essigsaure fixiert und anschlieBend tGber Nacht mit
der Fluoreszenz-Farbeldosung Sypro Ruby Protein Gel Stain gefarbt. Nach der
Farbung wurden die Gele fur 1 Stunde im Fixierungspuffer gewaschen und
schlie3lich mit Hilfe eines Fluor-S-Systems eingescannt. Die Bildanalyse erfolgte
unter Verwendung der PDQuest-Software von Bio-Rad. Regulierte Proteinspots
wurden auf einem UV-Tisch aus den Gelen ausgestochen, die Proben mit Trypsin

verdaut und massenspektrometrisch analysiert.
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3.2.5 Massenspektrometrie

Proteinspots aus den zytosolischen Extrakten von RHE-A und RHE-neg Zellen,
die signifikante Intensitatsunterschiede aufwiesen, wurden aus den Gelen
ausgestochen, mit DTT reduziert, die Cysteinreste mit lodoacetamid modifiziert
und nach Shevchenko et al. 1996 im Gel mit Trypsin verdaut. Nach dem Verdau
wurden die Peptide aus dem Gel extrahiert und tber eine C18 mZipTip (Millipore)
entsalzt. Die Analyse erfolgte tber die Nanoelektrospray Massenspektrometrie in
einem QTOF Il Massenspektrometer (Micromass, Manchester, UK). Die durch
Kollisions-induzierte Fragmentierung der Peptide erhaltenen MS/MS Spektren

wurden mit Hilfe der Mascot-Datenbank identifiziert.

3.2.6 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford

Fur die Bestimmung der Proteinkonzentration in den Proben wurde der Protein-
Assay von Bio-Rad verwendet.

Die Herstellung des Standards erfolgte durch schrittweise Verdinnung einer 1,44
mg/ml konzentrierten BSA-Losung mit 0,9 % NaCl. Referenzwerte waren: 0,0
mg/ml, 0,09 mg/ml, 0,18 mg/ml und 0,36 mg/ml BSA. Die Proteinproben wurden
1:50 oder 1:25 mit 0,9 % NaCl verdunnt und fir die Messung pro Probe und
Messwert 100 pl eingesetzt. Zu jedem Ansatz pipettierte man 1 ml Farbreagenz
(2:5 in Wasser verdunnt) und inkubierte ca. 5 Minuten bei Raumtemperatur im

Dunklen, bevor die Messung im Photometer bei 595 nm erfolgte.

3.2.7 SDS-PAGE

Fur die Auftrennung von Proteinextrakten wurden 10 %ige Acrylamid-Gele
benutzt. Von jeder Probe wurden 20 pg Protein eingesetzt, mit 8x Probenpuffer
nach Lammli versetzt und fur 3 Minuten aufgekocht. Die Gele wurden in eine
Elektrophoresekammer (Bio-Rad, Minchen) eingesetzt, mit 1x Laufpuffer
aufgefillt und die Proben in die Taschen pipettiert. Die Elektrophorese wurde mit
50 V gestartet. Die Spannung wurde, nachdem die Proben das Sammelgel
durchlaufen haben, bis zum Ende des Laufes auf 160 V erhoht. Das SDS-Gel
wurde nach der Elektrophorese 3 x 5 Minuten in ddH,O gewaschen und dann in
50 ml Bio-Safe Coomassie (Bio-Rad, Minchen) fur ca. 2 Stunden gefarbt oder fir

einen Westernblot eingesetzt.



Material und Methoden -31-

3.2.8 Western Blot-Analysen

Die durch ein- oder zweidimensionale Elektrophorese aufgetrennten Proteine
wurden mit Hilfe des Tank-Blot Systems auf eine Nitrocellulose-Membran
transferiert (je nach Gelgroésse bei 100-115 V fur 45-60 Minuten). Die Membran
wurde fur 1 Stunde in 5 % Magermilchpulver, gelést in 10 mM Tris/0,5 % NacCl/0,2
% Tween/ pH 7,4, geblockt. Die Inkubation mit den primaren Antikdrpern erfolgte
uber Nacht bei 4 °C. Nach vier Waschschritten (Puffer A, B, B, A jeweils 10
Minuten) wurde die Membran fur 1-2 Stunden bei Raumtemperatur mit den
jeweiligen sekundaren Antikdrpern behandelt. Ungebundene Antikoérper-Molekiile
wurden durch erneutes Waschen entfernt und die immunreaktiven Proteine

chemiluminometrisch bestimmt.

3.2.9 Kulturmedien

Die Endothelzelllinien wurden in folgendem Medium kultiviert: 90 % Dulbecco’s
modifiziertes Eagle-Medium (D-MEM) mit Glutamax I, 4500 mg/L D-Glucose,
Natriumpyruvat, 10 % inaktiviertes fotales Kalberserum (FCS), 100 U/ml Penicillin
und 100 mg/ml Streptomycin (Gibco BRL, Invitrogen GmbH, Karlsruhe,
Deutschland). Die Trypsin-EDTA-L6sung besteht aus 0,5 g/L Trypsin und 0,2 g/L
EDTA (Gibco BRL, Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland). Dulbecco’s PBS
(phosphate buffered saline) ohne Ca*** Mg?* und Natriumkarbonat wurde fiir alle

Experimente verwendet.

3.2.10  Kultur und Subklonierung der Endothelzellen

Als Ursprungszelllinie wurde eine spontan immortalisierte Endothelzelllinie aus
dem Rattenherzen verwendet (Derhaag et al.1996). Die Zellen wurden unter
Standardbedingungen kultiviert (bei 37 °C und 5 % CO) und im Abstand von zwei
Tagen im Verhaltnis 1:5 passagiert. Die Zelllinie erwies sich als heterogene
Population bestehend aus Zellen mit zwei verschiedenen Phanotypen. Zur
Trennung und Subklonierung der beiden Zelltypen wurden die Zellen, durch
Verdinnung vereinzelt, in 96-well Platten ausgesetzt und jeweils ein Klon eines
jeden Phanotyps einzeln kultiviert. Die beiden neu kultivierten Zelllinien wurden als
RHE-A bzw. RHE-neg Zellen benannt.
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3.2.11  Kultur von RHE A und RHE neg Zellen

Beide Zelllinien wurden unter Standardbedingungen in einem Inkubator bei 37 °C
und 5 % CO; in D-MEM mit 10 % FCS und Antibiotika kultiviert. Konfluente Zell-
Monolayer wurden im Abstand von zwei Tagen im Verhéltnis 1:3 (RHE A) bzw. 1.5
(RHE neg) passagiert. Fur die Ernte wurden die Zellen nach einmaligem Waschen
mit PBS fur 2 Minuten bei 37 °C mit 1x TrypsinrEDTA behandelt, die Zellen durch
leichtes Klopfen an der Kulturflasche abgeltst und in D-MEM aufgenommen. Nach
dreimindtiger Zentrifugation bei 1000 g und dem Absaugen des alten Mediums,
folgte die Aufnahme des Zellpellets in 5 ml frischem D-MEM und die Bestimmung
der Zellzahl mit Hilfe einer Neubauer-Kammer bzw. dem Casy 1 —Zellzahlgeréat
(Scharfe System, Deutschland). Aliquots der Zellsuspension wurden erneut

abzentrifugiert und den folgenden Experimenten entsprechend aufgearbeitet.

3.2.12 Charakterisierung der RHE A und RHE neg Zellen: FACS-

Analysen

Die Zellen (ca. 1x10° pro Ansatz) wurden wie oben beschrieben geerntet, mit PBS
+ 3 % FCS gewaschen und auf FACS-Rohrchen verteilt (1 ml Zellsuspension pro
R6hrchen). Zellen, die fir den Nachweis intrazellular lokalisierter Proteine dienten,
wurden unter Verwendung der Komponenten des BrdU-Flow-Kits (Pharmingen
GmbH, Deutschland) zunachst fixiert, indem 100 pl Cytofix/Cytoperm in jedes
Rohrchen pipettiert und die Zellen 30 Minuten auf Eis inkubiert wurden. Nach dem
Waschen der Zellen mit 1 ml Waschpuffer wurden sie durch Behandlung mit 100
pl CytopermPlus fur 10 Minuten auf Eis permeabilisiert. Es folgte wiederum ein
Waschschritt, bevor die Zellen mit 100 ul Cytofix/Cytoperm fir 5 Minuten auf Eis
refixiert und wieder gewaschen wurden.

AnschlieBend inkubierten die Zellen fir eine Stunde bei 4 °C in 50 ul der in PBS/
3 % FCS verdiunnten primaren Antikorperlésung. Nach dreimaligem Waschen in
PBS/3 % FCS folgte die Inkubation in 50 pl einer Fluoreszenz-markierten
sekundaren Antikorperlosung fur 45 Minuten bei 4°C. Ungebundene
Antikdrpermolekile wurden durch dreimaliges Waschen mit PBS/3 % FCS entfernt
und die permeabilisierten Zellen in 500 pl PBS/3 % FCS resuspendiert, wahrend
die nicht-permeabilisierten Zellen in 500 ul PBS/0,1 % PFA (Paraformaldehyd)
aufgenommen wurden. Die Auswertung wurde am Durchflusszytometer (BD-

Bioscience) durchgefihrt.
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3.2.13 Bestatigung des endothelialen Charakters von RHE A und
RHE neg Zellen

Aufgrund der starken Proliferationsaktivitat der RHE neg Zellen sollte die
Moglichkeit eines epithelialen Ursprungs der Zellen ausgeschlossen werden.
Beide Zelllinien wurden immunhistochemisch mit einem Pan-Zytokeratin-
Antikorpern (Lu-5, Dianova, Hamburg, Deutschland) gefarbt. Hierfiir setze man die
Zellen auf Chamber Slides (Labtech International, Burkhardtdorf, Deutschland)
aus und lie3 sie dber Nacht im Brutschrank adharieren. Als Positivkontrolle
dienten 10 um dicke Kryoschnitte von Haut neonataler Ratten. Hierfir wurde die
Haut auf Korkplattchen in eine Kryomatrix eingebettet, durch Einfrieren fixiert und
mit einem Kryostaten 10 um dicke Schnitte angefertigt, die auf Objekttrager
aufgenommen und getrocknet wurden. Die Fixierung der Zellen und Kryoschnitte
erfolgte durch folgende Behandlung: 1 min in PBS, 1 min in PBS/Aceton 50:50, 2
min in purem Aceton bei Raumtemperatur und schlie3lich 2 min in purem eiskalten
Aceton. Danach wurden die Zellen und die Schnitte bei Raumtemperatur fur 20
Minuten getrocknet und weiterhin fr 20 Minuten in PBS + 1 % Gelatine und 0,1 %
Tween rehydriert. Der primare Antikorper wurde 1:50 in PBS + 1 % Gelatine und
0,1 % Tween verdiunnt eingesetzt und die Proben damit fir zwei Stunden bei
Raumtemperatur inkubiert. Bei den Negativkontrollen wurde auf den primaren
Antikorper verzichtet. Ungebundene Molekile des primaren Antikdrper wurden
durch dreimaliges Waschen der Proben in PBS + 1 % Gelatine + 0,1 % Tween
entfernt. Als sekundérer Antikérper diente ein Peroxidase-gekoppelter Ziege anti
Maus Antikérper (Dianova, Hamburg, Deutschland), der 1:300 verdiinnt in PBS +
1 % Gelatine und 0,1 % Tween und fir eine Stunde bei Raumtemperatur
eingesetzt wurde. Die ungebundenen Antikérpermolekile wurden wiederum durch
dreimaliges Waschen in PBS + 1 % Gelatine + 0,1 % Tween eliminiert. Die
Farbung erfolgte unter Verwendung von 3-Amino-9-Ethylcarbazol (AEC) geldst in
0,1 M Natriumacetat, pH 4,8 fur ca. funf Minuten. Die Farbreaktion wurde durch
Zugabe von 10 mM EDTA gestoppt, die Objekttrager eingedeckelt und die

Farbreaktion unter dem Mikroskop ausgewertet und fotografiert.
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3.2.14 Bestimmung der Proliferationsrate der Zelllinien

Die Endothelzellen wurden in 6-well Platten kultiviert. Die Ausbildung einer
konfluenten Zellschicht wurde vermieden, um die Zellen in der logarithmischen
Wachstumsphase zu halten. Es erfolgte die Inkubation mit 0,3 mg/ml
Bromodeoxyuridin (BrdU) fir 2 Stunden (bzw. 5,5 Stunden bei mit SiRNA
transfizierten Zellen). Anschlielend wurden die Zellen nach dem Protokoll des
BrdU-Flow-Kits (PharMingen GmbH, Deutschland) gefarbt. Hierfur wurden die
Zellen 2x mit PBS/3 % FCS und einmal mit puren PBS gewaschen und mit Hilfe
von Trypsin/EDTA abgel6st und in FACS-R6hrchen Uberfihrt. In jedes Rohrchen
wurden 100 pl Cytofix/Cytoperm-Puffer pipettiert und die Zellen 30 Minuten auf Eis
inkubiert. Nach Zugabe von 1 ml Waschpuffer folgte die Zentrifugation der Zellen
fur 3 Minuten bei 1000 rpm und 4 °C. Der Uberstand wurde dekantiert. Zur
Permeabilisierung der Zellen gab man 100 pl CytopermPlus-Puffer in jedes
Roéhrchen und inkubierte fir 10 Minuten auf Eis. Wiederum folgten die Zugabe von
1 ml Waschpuffer und die Zentrifugation der Zellen. Anschlieend wurden zur
Refixierung der Zellen 100 pl Cytofix/Cytoperm-Puffer in jedes Rohrchen pipettiert,
fur 5 Minuten auf Eis inkubiert, 1 ml Waschpuffer hinzugegeben und zentrifugiert.
Um die in die DNA eingebauten BrdU-Molekdile fir den Antikdrper zuganglich zu
machen, folgte die Inkubation in 100 pl in PBS verdinnter DNase
(Endkonzentration 300 mg/ml) fur 1 Stunde bei 37 °C. Nach erneutem Waschen
und Zentrifugieren wurden die Zellen zur Detektion der BrdU-Molekile mit 50 pl
einer mit FITC markierten anti-BrdU-Antikdrperlésung fur 20 Minuten bei
Raumtemperatur und im Dunklen behandelt. AbschlieRend wurden die Zellen
gewaschen, abzentrifugiert und in 500 pl PBS/3 % FCS pro Probe resuspendiert.
Die Anzahl der BrdU-positiven Zellen wurde mit einem Durchflusszytometer
(FACS Calibur, Becton Dickinson, USA) bestimmt und gegen die Gesamtzahl der
Zellen normalisiert. Von beiden Zelllinien wurden jeweils 12 Aliquots analysiert (mit
siRNA-transfizierten RHE A Zellen wurden 4 unabhangige Versuche
durchgefiihrt). Bei jeder FACS-Analyse wurden pro Probe 30000 Zellen

gemessen.
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3.2.15 Time-Lapse Videomikroskopie

Beide Zelllinien wurden in 50 ml Kulturflaschen bis zur 70 %igen Konfluenz
herangezogen. Die Flaschen wurden vollstdndig mit Kulturmedium aufgefullt, far
20 Minuten im Brutschrank inkubiert, um eine ausreichende CO;-Aufnahme des
Mediums zu gewéhrleisten und schlief3lich luftdicht verschlossen auf dem auf 37
°C vorgewarmten Mikroskoptisch eines Lichtmikroskops (Olympus, Deutschland)
platziert. Mit einer CCD-Kamera erfolgte die Aufnahme der Zellen in einminttigen
Intervallen 0Uber 7 Stunden. Der Migrations-Weg und die Migrations-
Geschwindigkeit der Zellen wurden mit Hilfe der Imagoquant Multi-Track-Software

Version 2.01 der Firma Mediquant ermittelt (Mediquant, Halle, Deutschland).

3.2.16 Daten-Analyse

Die statistischen Analysen wurden nach dem Student’s T-Test ermittelt. Daten
wurden als signifikant gewertet, wenn p < 0,05 und als Mittelwerte + SEM

dargestellt.

3.2.17 siRNA-Transfektion

RHE-A Zellen wurden in 50 ml Zellkulturflaschen (bzw. 6-well Platten) bis zur ca.
50%igen Konfluenz herangezogen. Zellen, die zur Migrations-Analyse genutzt
werden sollten, wurden in 50 ml Zellkulturflaschen mit Verschluss ohne Filter
kultiviert.

Vor Beginn der Arbeiten mit sSIRNA wurden samtliche Arbeitsflachen, Instrumente
und Gerate mit RNase Away griundlich gereinigt.

12,5 ug (6wells je 5 pug) siRNA wurde mit OptiMEM (Gibco) auf ein Endvolumen
von 250 pl (100 pl) verdinnt. 12,5 ul (5 pl) Lipofectamin (Invitrogen) wurde
ebenfalls mit OptiMEM auf 250 pl (100 pl) verdinnt und 5 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Dann wurden je 250 pul (100 pl) der jeweiligen,
verdunnten siRNA mit 250 pl (100 pl) verdinntem Lipofectamin vereint und 20
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, um eine Komplexbildung zu gewahrleisten.
In der Zwischenzeit wurde das Zellmedium aus den Flaschen/wells abgesaugt und
durch 2,5 ml (1,5 ml) Transfektionsmedium (DMEM + 10 % FCS, ohne Antibiotika)
ersetzt. Je 500 pl (200 pl) des siRNA-Lipofectamin-Gemisches wurde den
Flaschen (wells) zugegeben, diese leicht geschwenkt und fur 4 Stunden im

Brutschrank inkubiert. Nach 4 Stunden wurde jeder Flasche (jedem well) noch
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einmal 2,5 ml (1,5 ml) Transfektionsmedium zugegeben und dann fiir 48 Stunden
im Brutschrank ink ubiert.

Die Zellen, die zur Bestimmung der Transfektionsrate mit Fluorescein gekoppelter
Kontroll-siRNA behandelten wurden, wurden nur tber Nacht inkubiert und die
Aufnahmerate am néchsten Tag anhand von FACS-Messungen (FACS-Calibur,
Becton Dickinson, USA) bestimmt.

Nach 48 Stunden wurden die Zellen, aus denen Proteinextrakte fur die Western
Blots hergestellt werden sollten, geerntet, mit PBS gewaschen und die Pellets in
ca. 100 pl 40 mM Trispuffer pH 7,4 resuspendiert. Die Suspension wurde 2 x fir 5
Sekunden mit 75 % sonifiziert und die nicht gelésten Bestandteile bei 15000 rpm
fur 15 Minuten bei 4 °C in einer Heraeus Zentrifuge abzentrifugiert. Vom
Uberstand wurde der Proteingehalt nach Bradford bestimmt und 20 pg Protein
sowohl fur ein 10 % SDS-Gel als auch fur einen Western Blot eingesetzt.

Die Kulturflaschen mit den Zellen fir die Migrations-Analyse wurden mit Medium
aufgefillt und aufrecht fir mindestens 20 Minuten in den Brutschrank gestellt, um
eine optimal CO»-Séttigung des Mediums zu gewahrleisten. Die Migrations-
Analyse erfolgte mit Hilfe einer CCD-Kamera auf einem Lichtmikroskop (siehe
Kapitel 3.2.15).

Die Zellen fur die Proliferationsanalysen wurden wie oben beschrieben mit BrdU

behandelt und gefarbt.

SiRNA Target SiRNA Sequenz Firma
Unspezifische
Kontrolle, Qiagen Kat.Nr.
Fluorescein AATTCTCCGAACGTGTCACGT 1022079
gekoppelt
. . Qiagen
Vimentin (Ratte) AGGAATGGTACAAGTCCAAGT . .
eigenes Design
Vimentin- AGCAGATGATAGCCATGAAGT _Qiagen
Kontrolle (Ratte) eigenes Design
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3.2.18 Migrationsanalyse mit der AC96 Boyden Kammer (NeuroProbe)
Zunachst erfolgte die Beschichtung des Polycarbonat-Filters (NeuroProbe 301-
417-0014) mit 100 pg/ml Collagen gelost in 0,5 M Essigsaure, danach mit 10
pmg/ml  Fibronectin gelést in Wasser und schlie3lich ein Waschschritt mit
serumfreiem DMEM fir jeweils eine Minute. Zwischen den Behandlungen wurde
der Filter vollstdndig bei Raumtemperatur getrocknet.

Die Medien mit unterschiedlichen Serumkonzentrationen (10%, 5%, 0%) wurden
vorbereitet, bevor die transfizierten Zellen mit PBS gewaschen, mit Trypsin
abgelost und im Casy 1 gezahlt wurden. Es folgte die Herstellung einer
Zellsuspension von 2,5 x 10° Zellen/ml DMEM + 1% Serum.

Die unteren Kammern wurden mit jeweils 25 pl serumhaltigem Medium geflillt. Der
beschichtete Filter wurde in den oberen Teil der Boyden-Kammer eingespannt,
luftblasenfrei auf den unteren Teil der Boyden-Kammer aufgesetzt, ziigig mit den
Schrauben fixiert und die oberen Kammern mit 50 pl der entsprechenden
Zellsuspension gefillt.

Es folgte eine Inkubation im Brutschrank tGber Nacht, bevor der Filter wieder aus
der Boyden-Kammer entnommen, in absolutem Methanol bei 4°C flr 2 Stunden
fixiert und die Zellen anschlieBend mit der Diff-Quick-Farbung (Dade-Behring)
sichtbar gemacht wurden. Nach der Farbung wurden die Uberschissigen Zellen
auf der Oberseite des Filters mit einem feuchten Tuchs entfernt, der Filter
getrocknet, zerteilt und die Sticke jeweils mit der Unterseite nach oben auf
Objekttragern eingedeckelt.

Die Auszahlung erfolgte mit Hilfe eines Lichtmikroskops (Olympus) bei
vierzigfacher VergrofRerung. Fur die Auswertung wurden aus drei unabhéngigen

Versuchen jeweils drei Kammern pro Ansatz ausgezahlt.
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4 Ergebnisse

4.1 Das in vivo-Modell: Ausbildung von Kollateralarterien im
Rattenhinterlauf

4.1.1 Induktion der Arteriogenese im Rattenhinterlauf durch Ligatur

der Femoralarterie

Fur die in vivo-Studien diente das in der Arbeitsgruppe bereits gut etablierte
Modell der Femoralarterien-Ligatur im Rattenhinterlauf. Hierfir wurde die Arteria
femoralis durch doppelte Ligatur kinstlich okkludiert und infolge dessen die
Ausbildung von Umgehungskreislaufen, den Kollateralarterien, induziert (Herzog
et al., 2002). In der Abbildung 4.1 ist das Kollateralwachstum im Rattenhinterlauf
angiographisch dargestellt. Die Arteria femoralis, mit schwarzen Pfeilen
gekennzeichnet, ist im Kontrollbein unversehrt. Im ligierten Bein ist die
Durchtrennung deutlich zu erkennen. Die weil3en Pfeile markieren die
praexistierende Anastomose in der Kontrolle bzw. die gewachsene
Kollateralarterie mit ihrer typischen Korkenzieherform im ligierte n Bein. Sie zweigt
von der Arteria iliaca interna ab (linke Bildhalfte) und mindet in die Arteria
poplitea, die schliel3lich zur Arteria femoralis aufschliel3t. Zur Verdeutlichung ist in
der Abbildung der Entwicklungsstand 7 Tage post Okklusion gezeigt, in der die

Ausbildung der Kollaterale gut zu sehen ist.

Kontrolle Kollaterale

Abbildung 4.1: Angiographische Darstellung von préaexistierender Anastomose
bzw. Kollateralarterie (wei3e Pfeile) im Hinterbein der Ratte vor bzw. 7 Tage nach
Ligatur der Femoralarterie (schwarze Pfeile).
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4.1.2 Vergleich des Proteinexpressionsmusters von Kollateral-

bzw. Kontrollgefafl3-Extrakten

Um eine Vorstellung davon zu bekommen, welche Proteine bei der Arteriogenese
bedeutend sein konnten, wurden Extrakte von Kollateralarterien und von
KontrollgefalBRen in vergleichende Proteinexpressionsanalysen einbezogen. Die
Studien wurden mit Hilfe der 2-dimensionalen Gelelektrophorese durchgefiihrt, da
diese Methode ein weites Spektrum der exprimierten Proteine erfasst. In der
Abbildung 4.2 sind mit Sypro Ruby gefarbte 2D-Gele zu sehen. Gel 4.2A zeigt das
Proteinexpressionsmuster von Kollateralarterien, Gel 4.2B die Proteinspot-
verteilung von Kontrollgefal3en. Differenziell regulierte Proteine, in den Gelen mit
Nummern markiert, wurden mit der Auswertungssoftware PDQuest von der Firma
Bio-Rad analysiert und durch massenspektrometrische Analyse identifiziert. Die
Ergebnisse sind in Tabelle 4.1 zusammengefasst. Einige der analysierten Proteine
wie z.B. Albumin (Protein 2) und humanes Keratin (Protein 4) stellten sich als
Kontaminationen heraus. Alle weiteren Proteine erwiesen sich als signifikante
Ergebnisse. Dabei konnte Kollagen (Protein 1) ausschliel3lich in dem Extrakt der
Kontrollgefal3e und Vimentin (Protein 5) nur im Kollateralextrakt detektiert werden.
Annexin (Protein 3) zeigte eine funffach erhdhte Konzentration im
Kollateralextrakt. Da der Unterschied in der Vimentine xpression sehr auffallig war,
und dieses Protein als zytoskeletare Komponente fir die in dieser Arbeit
vorliegende Fragestellung besonders interessant erschien, wurde sich bei

weiteren Studien auf das Intermediarfilament konzentriert.

NUMMER | PROTEIN | EXPRESSION | MW (KDA) Pl
1 Kollagen Nur in Kontr. 150 9,2
2 Albumin 5fach - in Kol 68,7 6,09
3 Annexin 5fach - in Kol 35,7 4,9
4 Keratin Nur in Kontr. 67 3,7
5 Vimentin Nur in Kol 53,7 5,06

Tabelle 4.1:

Ergebnisse der massenspektrometrischen Analyse der im 2D-Gel als
unterschiedlich exprimiert identifizierten Proteine. Die entsprechende Verteilung
der Proteinspots ist in Abbildung 4.2 dargestellt. MW=Molekulargewicht, Pl=
isoelektrischer Punkt, Kol=Kollaterale, Kontr.=Kontrolle.
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Abbildung 4.2:
2D-Gele von

im Text ndher erlautert.

Obwohl die Resultate der 2D-Gelelektrophorese sehr deutlich waren, sollte der
Unterschied in der Vimentin-Expression mit einer weiteren Methode verifiziert
werden. Hierfir wurden die GefalRextrakte zusatzlich im Western Blot auf ihren
Vimentingehalt hin Gberpruft. Die Immunfarbung gegen Vimentin ist in Abbildung
4.3 zu sehen. Als Ladekontrolle wurde ein Antikdrper gegen die PI3-Kinase
eingesetzt (p85). Die unteren Banden zeigen, dass das Vimentin-Signal bei
Kollateralarterien deutlich starker ausgepréagt ist als bei Kontrollgefalien. Damit

konnte das Ergebnis der 2D-Elektrophorese auch im Western Blot bestétigt

werden.

Kollateralarterien-  (A)
Unterschiedlich exprimierte Proteine sind mit Nummern gekennzeichnet. Der in
Kollateralen am deutlichsten hochregulierte Proteinspot ist in den Vergré3erungen
zusatzlich mit einem Kreis markiert. Massenspektrometrische Analysen ergaben
folgende ldentifizierungen: Protein 1=Kollagen, 2=Albumin, 3=Annexin, 4=Keratin,
5=Vimentin. Die Eigenschaften der einzelnen Proteine werden in Tabelle 4.1 und

bzw.

Kontrollgefal3-Extrakten

(B).
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kDa Kollaterale Kontrolle
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Abbildung 4.3:

Western Blot von Extrakten aus Kollateralarterien und Kontrollgefaf3en. P85 wurde
als Ladekontrolle eingesetzt. Vim= Vimentin, Die Konzentration an Vimentin ist in
Kollateralextrakten deutlich hdher als in Kontrollextrakten.

Die 2D-elektrophoretischen und Western Blot Analysen ergaben, dass das
Intermediarfilament Vimentin in Kollateralarterien wesentlich starker exprimiert
wird als in KontrollgefaRen. Folglich stellte sich die Frage, ob das ztoskeletéare
Protein bei dem Kollateralwachstum eine funktionelle Bedeutung hat Um dieser
Frage nachzugehen, sollte die Vimentinexpression und —funktion zunachst auf
zellularer  Ebene  geklart werden. Um  hierbei  moglichst  stabile
Versuchsbedingungen voraussetzen zu kénnen, wurden in vitro Studien an
Zelllinien und nicht an primaren Zellen durchgefuhrt. Fir das in vitro Modell
wurden Endothelzelllinien gewahlt, da die Endothelschicht von GefaRen in
direktem Kontakt zum Blut steht und daher samtliche Ver&nderungen in der
Blutflussgeschwindigkeit und der Schubspannung unmittelbar auf das Endothel
einwirken. Die Verwendung von zwei Endothelzelllinien, von denen die eine einen
vorwiegend proliferierenden Phanotyp hat und die andere einen Uberwiegend
migrierenden Phéanotyp, erlaubte die Reflexion der verschiedenen Phasen
(Proliferation und Remodeling) des Kollateralwachstums in vitro. Nachfolgend wird
zunéchst die Charakterisierung der Endothelzelllinien beschrieben, bevor auf die

Analysen der funktionellen Bedeutung von Vimentin eingegangen wird.
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4.2 Das in  vitro Modell: Charakterisierung  der
Endothelzelllinien

4.2.1 RHE A und RHE neg Zellen: zwei Phanotypen

Der Ursprung der beiden verwendeten Zelllinien liegt in einer von D.J. Derhaag
isolierten Endothelzelllinie aus dem Rattenherzen. Unter herkémmlichen
Kulturbedingungen erwies sich diese RattenherzEndothelzelllinie als heterogene
Population, die sich aus zwei phanotypisch verschiedenen Zellen
zusammensetzte. Durch starke Verdiunnung der Zellen wurden diese vereinzelt
und eine Zelle eines jeden Phanotyps subkloniert. Daraus entstanden zwei neue
Endothelzelllinien, die als RHE A bzw. RHE neg Zellen benannt wurden.

In Abbildung 4.4 sind beide Phanotypen in unterschiedlichen VergréR3erungen
dargestellt: Die in Abbildung 4.4A (10 x) und 4.4C (20 x) illustrierten RHE A Zellen
zeigten in Kultur ein verstreutes Wachstum. Sie waren durch einen sehr
ausgepragten zytosolischen Bereich gekennzeichnet, durch den sie Durchmesser
von bis zu 30 um erreichten. Weiterhin bildeten die Zellen deutliche Lamellipodien
und Filopodien aus.

Die in Abbildung 4.4B (10 x) und 4.4D (20 x) dargestellten RHE neg Zellen
wuchsen dagegen in Kultur in dichten, kleinen insefférmigen Strukturen. Dabei
bildeten sie das fur Endothelzellen typische kopfsteinpflasterartige Muster aus. Sie
hatten im Vergleich zu den RHE A Zellen ein relativ kleines zytoplasmatisches
Areal und erreichten daher im Durchmesser nur eine Grol3e von 10-15 um. Die
Ausbildung von Lamellipodien oder Filopodien konnte bei den RHE neg Zellen

nicht beobachtet werden.
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Abbildung 4 .4:

Phasenkontrastbilder von RHE A und RHE neg Zellen. A & C: RHE A Zellen
wachsen in Kultur verstreut auf dem Flaschenboden, haben einen ausgepragten
zytosolischen Bereich und bilden deutliche Lamellipodien aus. B & D: RHE neg
Zellen wachsen in Kultur in kleinen dichten Inseln, haben einen kleinen
zytosolischen Bereich und bilden keine Lamellipodien aus. A & B: 10x vergroRert,
C & D: 20x vergroRRert. Balken = 40 pum.

4.2.2 Bestatigung des endothelialen Charakters von RHE A und
RHE neg Zellen

Es besteht die Moglichkeit, dass Zellen unter extremen Bedingungen, wie z.B. der
starken Verdinnung vor der Subklonierung, die Genexpression verandern und
dadurch verschiedene Eigenschaften verlieren oder hinzugewinnen. Mit der
Farbung der beiden neu klonierten Zelllinien mit Antikdrpern gegen verschiedene
endothelspezifische Proteine (FIk-1, Flt-1 und CD54) sollte deren endothelialer
Ursprung bestatigt werden. Die Abbildung 4.5 veranschaulicht, dass sowohl RHE
A- als auch RHE neg-Zellen in FACS-Messungen eine signifikante Expression der
getesteten, endothelialen Markerproteine zeigten. Im Vergleich mit den
Negativkontrollen (nicht gefullte Kurven) ist jeweils eine deutliche Verschiebung
der Signale der spezifisch gefarbten Zellen (gefillte Kurven) in den intensiveren
Fluoreszenzbereich erkennbar.
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Abbildung 4.5

Immunzytologische Farbung von RHE A und RHE neg Zellen gegen
verschiedene endothelspezifische Markerproteine wie CD54 (a: RHE A,
b: RHE neg), FIt-1 (c: RHE A, d: RHE neg) und Flk-1 (e: RHE A, f: RHE
neg). Die nicht geflllten Kurven stellen die Negativkontrollen und die
gefillten Kurven die Signale der gefarbten Zellen dar. Von jeder Probe
wurden in FACS-Messungen 30000 Zellen analysiert.
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Die ausgepragte Expression der verschiedenen endothelialen Proteine liel3 bereits
auf die Manifestierung des endothelialen Charakters der neu klonierten Zelllinien
schlieBen. Dennoch sollten weiterhin potentielle, epitheliale Eigenschaften der
Zellen ausgeschlossen werden. Dies ermdglichte eine immunzytologische
Farbung der Zellen gegen das epitheliale Markerprotein Zytokeratin. Wie in
Abbildung 4.6 illustriert, zeigten weder RHE A- noch RHE neg-Zellen eine
Expression von Zytokeratin. Die Aktivitdt des eingesetzten Antikorpers wurde
durch die deutlich sichtbare Farbung der Positivkontrolle, die aus Kryoschnitte n
von Rattenhaut bestand, bestéatigt.

Die Kombination der positiven endothelspezifischen und der negativen
epithelspezifischen Farbungen bestatigte sowohl die RHE A- als auch die RHE

neg-Zellen als Zelllinien endothelialen Ursprungs.

Abbildung 4.6:

Immunhistochemische Farbung gegen Zytokeratin. A & B: Kryoschnitte (10 pm)
von Haut neonataler Ratten als positive Kontrolle, 40x vergro3ert. C & D: RHE A
Zellen, 40x vergroRBert. E & F: RHE neg Zellen, 100x vergroRBert. A, C & E:
Negativkontrollen ohne primaren Antikorper, B, D & F: spezifisch gefarbte Proben.
Weder RHE A noch RHE neg Zellen exprimieren Zytokeratin.

Balken = 10 um.
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4.2.3 Vergleich des Migrationsvermégens beider Zelllinien

Die ausgepragten phénotypischen Unterschiede zwischen RHE A und RHE neg
Zellen wurden bereits in Kapitel 4.2.1 angesprochen. Wéahrend RHE A Zellen
verstreut auf dem Boden der Kulturgefal3e wuchsen und deutliche Lamellipodien
ausbildeten, formierten sich RHE neg Zellen in Kultur zu dichten Gruppen ohne
Ausbildung von Auslaufern. Die Fahigkeit der RHE A Zellen sich derart
auszubreiten, liel? bereits deren Mobilitat vermuten. In der Tat konnte die
individuelle Migration von RHE A Zellen, wie in Abbildung 4.7 gezeigt, durch
videomikroskopische Aufnahmen beobachtet werden. In der Bilderserie ist von
oben nach unten die Bewegung der RHE A Zellen innerhalb eines 10-minltigen
Zeitfensters dargestellt. Die mit dem weil3en Pfeil markierte Zelle entfernte sich
deutlich von den benachbarten Zellen. Die reversible Ausbildung fokaler
Adhéasionspunkte wurde anhand der verschieden lokalisierten schwarzen Punkte
am Zellrand sichtbar.

In der Bilderserie der RHE neg Zellen, die das Verhalten der Zellen innerhalb
eines 15-mindtigen Zeitfensters zeigt, konnte man dagegen keinerlei Bewegung
feststellen. Die mit dem weil3en Pfeil markierte Zelle blieb den gesamten Zeitraum
uber an einer Stele fixiert. Weiterhin konnte man keine sichtbare Ausbildung

fokaler Adhasionspunkte beobachten.
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Abbildung 4.7:

Unterschiedliches Migrationsverhalten bei RHE A und RHE neg Zellen: Gezeigt
sind Ausziige aus videomikroskopischen Aufnahmen (10x vergroR3ert), die die
Wanderung innerhalb eines 10-minttigen (RHE A) bzw. eines 15-minitigen (RHE
neg) Zeitfensters veranschaulichen. Wahrend die Bewegung der A-Zellen deutlich

zu erkennen ist, bleiben die neg-Zellen immobil (Beispiele sind mit einem weil3en
Pfeil gekennzeichnet). Balken = 20 um.
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In Abbildung 4.7 ist das kurzfristige Migrationsverhalten der Zelllinien anhand einer
beispielhaften Zelle veranschaulicht worden. Wie deutlich der Unterschied in der
durchschnittlichen Migrationsgeschwindigkeit zwischen A- und neg-Zellen nach
langerfristigen Beobachtungen war, wird durch die Analyse der video-
mikroskopischen Aufnahmen mit Hilfe der ImagoQuant-Software geklart. Beide
Zelllinien wurden tber einen Zeitraum von 7 Stunden gefilmt, wobei die einzelnen
Bilder in Intervallen von einer Minute aufgenommen wurden. Wie in Abbildung 4.8
zu sehen, ergab die Auswertung der Filme, dass RHE A Zellen sich mit einer
durchschnittlichen Geschwindigkeit von 0,1 pm/min fortbewegten, wahrend RHE

neg Zellen mit 0,04 um/min weniger als halb so schnell waren.

c

'€ 0,12 1 [ Pp<001— Abbildung 4.8:

= Videomikroskopische  Analyse
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c 0.06 - A Zellen mit einer durch-
= 7 schnittlichen  Geschwindigkeit
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4.2.4 Vergleich der proliferativen Aktivitat beider Zelllinien

Als weitere Eigenschaft der Zelllinien wurde nach der Fahigkeit zur Migration auch
deren proliferative Aktivitat untersucht. Bereits wahrend der Kultivierung der Zellen
war auffallig, dass sich die RHE neg Zellen wesentlich teilungsaktiver verhielten
als RHE A Zellen. Fur das Passagieren mussten RHE neg Zellen 1:5 verdinnt
werden, fur RHE A Zellen reichte eine Verdinnung von 1:3 aus. Dieser subjektive
Eindruck sollte durch Proliferations-Experimente, bei denen das Thymidin-
Analogon Bromodesoxy-Uridin (BrdU) in die DNA der sich teilenden Zellen

eingebaut wurde, verifiziert werden. Die mit BrdU markierten Zellen wurden mit
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einem anti-BrdU-Antikérper behandelt und mit Hilfe von FACS-Messungen
analysiert. Abbildung 4.9 stellt diese anhand eines Beispiels (4.9A: RHE A Zellen,
49B: RHE neg Zellen) und Abbildung 4.10 in der Gesamtanalyse von acht
unabh&ngigen Experimenten dar. Nach einer zweistindigen Inkubation der Zellen
mit BrdU hatten durchschnittlich 15 % der RHE A und 55 % der RHE neg Zellen
das Thymidin-Analogon in die DNA eingebaut.

Acquisition Date: 22-Jan-03
Gate: No Gate

Gated Events: 30000

| X Parameter: FL1-H FITC (Log)
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Counts
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Abbildung 4.9:

Proliferationsassay von RHE A und RHE neg Zellen. Gezeigt sind FACS-Analysen
einer immunzytochemischen Féarbung gegen BrdU, nachdem die Zellen fir 2
Stunden mit BrdU inkubiert worden sind. 12 % der RHE A Zellen (A) und 57 % der
RHE neg Zellen (B) haben BrdU inkorporiert.
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Diese Ergebnisse bestatigten eindeutig die Erfahrungen aus der Zellkultur und
bescheinigten den RHE neg Zellen einen stark proliferierenden Phanotyp,
wahrend die RHE A Zellen, wie in Abb. 4.7 und 4.8 gezeigt, einen vorwiegend
migrierenden Phéanotyp aufzeigten. Mit diesen Eigenschaften eignen sich die
beiden Zelllinien optimal, um die Proliferations- und die Remodeling-Phase des

Kollateralwachstums in vitro nachvollziehen zu koénnen.

4.2.5 Vergleich des Protein-Expressionsmusters von RHE A und
RHE neg Zellen: Die 2D-Elektrophorese

Beide in dieser Arbeit untersuchten Endothelzelllinien entstammten einer
Ursprungszelllinie. Sie wiesen eine vergleichbare Expression verschiedener
endothelialer Markerproteine auf, zeigten aber auch ausgepragte Unterschiede im
Phanotyp, im Migrations- und im Proliferationsvermdégen. Diese wurden im
bisherigen Ergebnisteil deskriptiv behandelt. Der folgende Abschnitt fokussiert sich
auf die Frage, welche Ursachen dem unterschiedlichen Verhalten der
Geschwister-Zelllinien zugrunde liegen. Da samtliche Verhaltensweisen von Zellen
aus dem Zusammenspiel verschiedener Proteine resultieren, sollten die Zelllinien
auf Unterschiede in ihren Proteinexpressionsmustern hin untersucht werden.

Weiterhin war von Interesse, ob das in den Kollateralarterien als verstarkt
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exprimiert gefundene Vimentin auch in den verschiedenen Zelllinien einer
Regulation unterliegt. Fir diese Studien kam, wie schon zuvor bei den
GefalRextrakten, die 2-dimensionale Gelelektrophorese zum Einsatz.

Die ztosolischen Proteinextrakte von RHE A und RHE neg Zellen wiesen, wie
von  Geschwister-Zelllinien  erwartet werden konnte, ein  &hnliches
Expressionsmuster auf. Gleichzeitig lief3en sich aber auch auffallige Unterschiede
in der Proteinspot-Verteilung erkennen. In Abbildung 4.11 sind in einem
kombinierten 2D-Gel zytosolische Proteine von RHE A und RHE neg Zellen, die
sich in einem Bereich von pH 3-10 und 20-100 kDa auftrennen lief3en, illustriert.
Nach Analyse mit der Auswertungs-Software PDQuest als differenziell exprimiert
erkannte Proteine sind aus dem Gel ausgestochen und massenspektrometrisch
identifiziert worden.

Wie in Tabelle 4.2 dargestellt, waren hauptsachlich vier Proteingruppen in den
beiden untersuchten Zelllinien in unterschiedlicher Konzentration vorhanden. Dazu
gehoérten zum einen zytoskeletdre Proteine wie Aktin und das bereits in den
Kollateralextrakten gefundene Vimentin. Diese Proteine lagen in den Extrakten der
RHE A Zellen deutlich hoher konzentriert vor. Die Konzentration des Aktins war in
RHE neg Extrakten dreifach geringer als in RHE A Lysaten. Die Konzentration des
Vimentins lag bei RHE neg Zellen sogar unterhalb der Detektionsgrenze. Zum
anderen waren Signalproteine reguliert, die zur Familie der Hitzeschockproteine
gehoéren bzw., wie im Fall der alpha-Enolase, bei Stoffwechselwegen wie dem
glykolytischen Abbau zum Tragen kommen. Letztere Proteine waren in RHE A

Extrakten dreifach geringer konzentriert als in den RHE neg Lysaten.
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Abbildung 4.11:

Mit PDQuest kombiniertes 2D-Gel aus zytosolischen Extrakten von RHE A und
RHE neg Zellen. Die markierten Proteine sind in den Zelllinien unterschiedlich
exprimiert und wurden massenspektrometrisch identifiziert (Tabelle 4.2). Direkt
nebeneinander liegende Spots stellen verschieden modifizierte Isoformen eines
Proteins dar.

NUMMER PROTEIN EXPRESSION MW (KDA) Pl
1 Vimentin nur in RHE-A Zellen 53,7 5,06
2 Aktin 3fach - in RHE-A Zellen 41,7 531
3 a-Enolase 3fach ~ in RHE-A Zellen 47,2 5,84
4 HSP-70-8, Mortalin | 3fach ™ in RHE-A Zellen 70,8 5,37
Tabelle 4.2:

Ergebnisse der massenspektrometrischen Analysen der im 2D-Gel als differenziell
exprimiert identifizierten Proteine.
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4.2.6 Unterschiede in der Vimentin-Expression von RHE A und
RHE neg Zellen

Die deutlichsten Unterschiede zwischen den untersuchten Zelllinien lagen bei der
Migration und der Proliferation und damit in Bereichen, die auch fur die Phasen
des Kollateralwachstums entscheidend sind. Beide Vorgéange sind unmittelbar mit
dem Zytoskelett verknUpft bzw. werden Uber Veranderungen im zytoskeletaren
Bereich vermittelt. Dass das Intermediarfilament Vimentin sowohl in Kollateralen
als auch in Endothelzellen mit migrierendem Phanotyp hochreguiert war,
veranlasste zu einer vertieften Analyse der moéglichen funktionellen Folgen.

In Abbildung 4.12 ist noch einmal das Ergebnis der 2-dimensionalen Auftrennung
zytosolischer  Proteine fur beide Zelllinien getrennt dargestellt. Der
Auftrennungsbereich lag wie beim vorherigen 2D-Gel zwischen pH 3-10 und 20-
100 kDa. Das Gel 4.12A, in dem das Expressionsmuster von RHE neg Zellen
gezeigt ist, lasst kein positives Vimentinsignal erkennen (eingekreiste Bereiche).
Im Gel 4.12B, der Proteinverteilung von RHE A Zellen, sind dagegen die
sichtbaren Vimentinspots markiert.

Wie bei den Gefallextrakten wurde auch hier das Ergebnis durch
zweidimensionale Westemn Blots, die mit einem spezifischen Antikorper gegen
Vimentin gefarbt wurden, bestétigt. In den Immunfarbungen erscheint nur auf dem
Blot der RHE A Extrakte ein positives Signal (4.12D). Die Vimentinkonzentration
im RHE neg Extrakt liegt auch im Western Blot unterhalb der Detektionsgrenze
(4.12.C).
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Abbildung 4.12:

2D-Gele zytosolischer Extrakte von RHE neg (A) und RHE A-Zellen (B). Vimentin
(markierte Spots) ist in den mit Sypro Ruby gefarbten Gelen nur im RHE A-Extrakt
detektierbar. Abb. C & D = Western Blots der entsprechenden 2D-Gele. Mit einem
spezifischen Vimentin-Antikbrper wird nur in dem Blot des RHE A-Extraktes (D)
ein Signal sichtbar, nicht jedoch in dem Blot des RHE neg-Extraktes (C).

4.2.7 Etablierung der Transfektion von RHE A Zellen mit siRNA

Wenn man die bisherigen Ergebnisse des Vergleichs der beiden Zelllinien
zusammenfasst fallt auf, dass das Migrationsvermdgen der RHE A Zellen mit einer

signifikant erhdhten  Vimentinexpression der Zellen einherging. Das

Intermediarfilament Vimentin ist bei der Migration von Fibroblasten und

1999) (Eckes et al., 1998). Ein

Zusammenhang zwischen der Endothelzell-Migration und der Expression von

Epithelzellen bedeutsam (Gilles et al.,

Vimentin ist dagegen bisher noch nicht bekannt. Da die in dieser Arbeit gezeigten
Ergebnisse aber einen mdglichen Zusammenhang dieser beiden Phanomene
vermuten liel3en, sollte die funktionelle Bedeutung des Vimentins in RHE A Zellen
direkt analysiert werden. Zur funktionellen Untersuchung eines Proteins kann
entweder die Reaktion der Zellen auf dessen Uberexpression oder auf dessen
Suppression beobachtet werden.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Methode der Protein-Suppression mittels der

RNA-Interferenz-Methode gewahlt. Hierfir wurden die Zellen mit spezifischen
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kleinen RNA-Oligonukleotiden (small interference RNA, siRNA) transfiziert, die
sich mit der endogenen messenger RNA des Zielproteins verbinden, um dann als
doppelstrangige RNA von der Zelle als falsch erkannt und gezielt abgebaut zu
werden. Folglich fehlte diese mRNA fir die Translation und das Zielprotein konnte
nicht gebildet werden. Da jede Zellpopulation unterschiedlich sensitiv gegen die
Behandlung mit Transfektionsreagenzien ist, bestand die Notwendigkeit zur
Optimierung der Transfektionseffizienz. Es musste ein Kompromiss zwischen
ausreichender siRNA-Aufnahme und hdchstmoglicher Uberlebensrate der Zellen
gefunden werden. Fur die Etablierung der RNA-Interferenz-Methode wurde eine
Fluoreszenz-gekoppelte, unspezifische siRNA eingesetzt, die zwar keinen
Suppressionseffekt  hatte, aber deren Aufnahme mit Hilfe eines
Durchflusszytometers gut dargestellt werden konnte.

Wie in Abbildung 4.13 zu sehen, liel3en sich die RHE A Zellen unter Verwendung
von 5 pg/6well siRNA und 5 pl/6well des Transfektionsreagenzes Lipofectamin
von der Firma Invitrogen zu Uber 99 % mit SIRNA transfizieren. Die
Uberlebensrate der Zellen betrug hierbei Uber 97 %. Fur alle weiteren

Transfektions-Experimente wurde das entsprechende Protokoll eingesetzt.

: Gate Events % Gated % Total

Ll gate: lebend positiv 49 0.53 0.49

0 histo: lebend positiv og8 . 913 288
A% lebend 9214 100.00 92.14
X tot 0 000 000

- tot ohne schrott 0 0.00 0.00

: # ] Gate Events % Gated % Total

g -1 J gate: lebend positiv 9225 [99.53| 92.25

B 522 .  d histo: lebend positv.=~ 9055  97.69  90.55
" lebend 9269 10000 92.69

. e tot 0 000 000

s s tot ohne schrott 0 000 000

! e
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Abbildung 4.13: Optimierung der Transfektion von RHE A Zellen mit siRNA. Mit
Hilfe Fluoreszenz-gekoppelter, unspezifischer siRNA kann im FACS die nétige
Menge an Transfektionsreagenz fur die optimale Transfektionseffizienz ermittelt
werden. A: mit 5 pg siRNA behandelte Zellen ohne Zugabe vom
Transfektionsreagenz Lipofectamin. B: mit 5 pg siRNA behandelte Zellen nach
Zugabe von 5 pl Lipofectamin/6well. Die Zugabe von 5 pl Lipofectamin fuhrt zu
einer 99%igen siRNA-Aufnahme bei RHE-A Zellen, bei einer Uberlebensrate von
uber 97 %.
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4.2.8 Effekt der Vimentin-Suppression auf das Migrationsverhalten
von RHE A Zellen

Im vorherigen Kapitel wurde die erfolgreiche siRNA-Aufnahme von RHE A Zellen
dokumentiert. Die alleinige Aufnahme der siRNA garantiert allerdings noch keine
spezifische Suppression des gewlnschten Zielproteins. Selbst wenn diese gelingt,
bleibt noch ein funktioneller Effekt auf die veranderte Proteinexpression
abzuwarten.

In den folgenden Abbildungen kann nicht nur die erfolgreiche Unterdriickung der
Vimentin-Expression in transfizierten RHE A Zellen, sondern auch die
resultierenden ausgepragten Veranderungen auf das Migrations- und das
Proliferationsvermogen der Zellen préasentiert werden.

Abbildung 4.14 veranschaulicht zunachst die Suppression von Vimentin in
spezifisch transfizierten RHE A Zellen anhand eines Western Blots. Als Kontrolle
dienten Extrakte unbehandelter Zellen. Neben den mit spezifischer siRNA gegen
Vimentin behandelten Zellen sind als weitere Kontrolle Zellen zum Einsatz
gekommen, die mit unspezifischer siRNA transfiziert wurden. Die Sequenz der
unspezifischen siRNA unterschied sich von der der Vimentin siRNA nur durch eine
Veréanderung der Nukleotid-Reihenfolge.

Ein anti-PI-3-Kinase-Antikorper diente als Ladekontrolle, um aufgetragene
Proteinmengen im Western Blot abgleichen zu kénnen. Obwohl die geladenen
Proteinmengen nicht bei allen drei Proben exakt U(bereinstimmen, ist die
Reduktion der Vimentinkonzentration in spezifisch transfizierten Zellen leicht zu
erkennen (mittlere Bande unten). Dass die Kontroll siRNA keinen supprimierenden
Effekt hat wird besonders deutlich, da das Vimentin-Signal dem der
unbehandelten Zellen vergleichbar ist, obwohl hier die geringste Menge an

Gesamtprotein aufgetragen wurde (rechte Banden).
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Abbildung 4.14:

Migrationsanalyse siRNA-transfizierter RHE A Zellen.

Western Blot als Nachweis der Suppression der Vimentin-Translation nach
Transfektion von RHE A Zellen mit siRNA. P85: Ladekontrolle, Vim: Vimentin
Signal. Kontrolle: unbehandelte Zellen, siVimentin: mit spezifischer Vimentin
SiRNA transfizierte Zellen, siKontr.: mit unspezifischer Kontroll-siRNA transfizierte
Zellen.

Im Folgenden ist der Effekt der Vimentinsuppression auf das Migrationsvermégen
der Zellen dargestellt. Wie bereits in Kapitel 4.2.3 gezeigt, migrierten RHE A
Zellen nach videomikroskopischen Analysen im Durchschnitt mit einer
Geschwindigkeit von 0,1 um/min. Die videomikroskopischen Aufnahmen wurden
mit transfizierten Zellen wiederholt. Die Auswertung ergab, wie in Abbildung 4.15
zu sehen, dass die mit der Kontroll-siRNA transfizierten Zellen sich mit einer
vergleichbaren Geschwindigkeit fortbewegten wie die unbehandelten Zellen. Die
spezifisch transfizierten Zellen wiesen dagegen eine deutlich reduzierte
Migrationsgeschwindigkeit auf, die im Durchschnitt bei 0,05 um/min lag. Damit
fuhrte eine nahezu vollstandige Unterdrickung der Vimentinexpression in RHE A

Zellen zu einer Verminderung der Migrationsgeschwindigkeit um 50 %.
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Die Videomikroskopie ist eine elegante Methode um Zellbewegungen darzustellen
und auszuwerten. Dennoch ist diese Methode weniger evaluiert als z.B. die
Migrationsanalyse in einer Boyden Kammer, bei der sich Zellen aktiv durch eine
mit Poren durchsetzte Membran hindurch bewegen missen. Um zu prifen, ob die

Suppression von Vimentin auch diese Art der Zellbewegung beeintrachtigt,

siKontrolle

siVimentin

Abbildung 4.15:
Videomikroskopische
Analyse der  Migrations-
geschwindigkeit von RHE A
Zellen nach Transfektion mit
Kontroll-siRNA bzw. Vimentin
siRNA. Nach Transfektion
der Zellen mit Kontroll-siRNA
bleibt das durchschnittliche
Tempo vergleichbar mit dem
unbehandelter Zellen (0,1
pm/min). Die Suppression
des Vimentins fihrt zu einer
Reduktion der durch-
schnittlichen Migrations-
geschwindigkeit um 50 %
(0,054 um/min). n=17

wurden transfizierte Zellen Gber Nacht in einer Boyden Kammer inkubiert.

Abbildung 4.16 zeigt zunéchst die erfolgreiche Suppression von Vimentin in den

spezifisch transfizierten RHE A Zellen.
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Abbildung 4.16:

siVim

siKontr.

aud

p85

Vim

Western Blot als Nachweis fir die Vimentinsuppression nach siRNA-Transfektion
von RHE A Zellen. P85 = Ladekontrolle, Vim = Vimentinsignal.



Ergebnisse -59-

In Abbildung 4.17 ist die Abschwéchung des Migrationsvermdgens in mit
Vimentin-siRNA transfizierten Zellen deutlich im Vergleich zur Kontrolle zu
erkennen. Es migrierten wahrend einer Inkubation Gber Nacht durchschnittlich 226
(£ 33) Kontroll-Zellen durch die Membran, wahrend dieses nur 130,4 (+ 20) der
supprimierten Zellen schafften. Das bedeutet, die Anzahl der migrierten Zellen
reduzierte sich durch die Suppression von Vimentin um 42,5 %. Dieses Ergebnis
korrelierte mit den Daten, die aus den videomikroskopischen Analysen gewonnen
wurden, bei der die Vimentinsuppression in Zellen zur Halbierung der

Migrationsgeschwindigkeit fuhrte.

300 1
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Abbildung 4.17:
Migrationsanalyse von
siRNA-transfizierten RHE-A
Zellen in  der Boyden
Kammer. Die Suppression
von Vimentin fihrt zu einer
Reduktion des Migrations-
vermégens um 42,5 % . Die
Zellen wurden dber Nacht
in der Boyden Kammer
inkubiert. Als
chemotaktischer Lockstoff
wurden in den unteren
Kammern DMEM + 5%
FCS eingesetzt.
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4.2.9 Effekt der Vimentinsuppression auf die Zellproliferation

Eine funktionelle Bedeutung des Vimentins bei der Migration von RHE A Zellen
konnte somit nachgewiesen werden. Das Zytoskelett spielt allerdings nicht nur bei
der Zellbewegung, sondern auch bei zahlreichen weiteren zellularen Vorgangen
eine entscheidende Rolle. Hierzu zahlt nicht zuletzt die Zellteilung, bei der das
Zytoskelett eine komplette Umstrukturierung erfahrt. Aus diesem Grund sollte
weiterhin der Effekt der Vimentinsuppression auf die Proliferation der Zellen
untersucht werden. In Abbildung 4.18 ist zunédchst wieder ein Western Blot als

Nachweis der erfolgreichen Himinierung von Vimentin in RHE A Zellen mittels
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siRNA-Transfektion dargestellt. An dem Signal der Ladekontrolle p85 lasst sich
erkennen, dass von allen drei untersuchten Proben gleiche Proteinmengen
aufgetragen wurden, was den Abgleich der Vimentinkonzentration vereinfacht. Im
abgebildeten Fall konnte in der Tat eine komplette Blockierung der

Vimentinexpression in den Zellen erreicht werden.
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Abbildung 4.18: Proliferationsanalyse siRNA-transfizierter RHE A Zellen.

Western Blot als Nachweis der Suppression der Vimentin-Translation nach
Transfektion von RHE A Zellen mit spezifischer siRNA. P85: Ladekontrolle, Vim:
Vimentin-Signal. Kontrolle: unbehandelte Zellen, siVim: mit spezifischer Vimentin
siRNA transfizierte Zellen, siKontr.: mit unspezifischer Kontroll-siRNA transfizierte
Zellen.

Fur die Analyse der Proliferationsaktivitat der Zellen kam wieder die BrdU-
Methode zum Einsatz, die bereits in Kapitel 4.2.4 angesprochen wurde. Die
Methode ist allerdings dahingehend verédndert worden, dass die Inkubationszeit
der Zellen mit dem Thymidin-Analogon von 2 Stunden auf 5,5 Stunden erhdht
wurde. Innerhalb dieser 5,5 Stunden wurde das BrdU, wie in Abbildung 4.19
illustriert, von 37 % der mit Kontroll-siRNA transfizierten Zellen in die DNA
eingebaut. Im Gegensatz dazu zeigten sich in demselben Zeitraum nur 21 % der
mit Vimentin-siRNA transfizierten Zellen BrdU-positiv. Das Fehlen des Vimentins
fuhrte folglich zu einer Reduktion der Proliferation von RHE A Zellen um 43 %.
Das bedeutet, dass der Status der Vimentin-Expression sich nicht nur maf3geblich
auf die Migration von RHE A Zellen, sondern ebenfalls auf deren Fahigkeit zur

Proliferation auswirkte.
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Abbildung 4.19:

Vergleich der Proliferations
rate von transfizierten RHE
A Zellen. 37 % der RHE A
Zellen, die mit Kontroll-
siRNA transfiziert wurden,
haben nach 5,5 h BrdU
eingebaut. Dagegen st
dies nur bei 21% der mit

spezifischer Vimentin-
siRNA transfizierten Zellen
der Fall. In vier

unabhangigen Versuchen
wurde der BrdU-Einbau
anhand von FACS-
Messungen festgestellt.
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5 Diskussion

51 Vergleich der Proteinexpression in Kollateralen und
Kontrollgefal3en

511 Die Femoralarterien-Ligatur im Rattenmodell

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass insbesondere die
Expression des Intermediarfilaments Vimentin in Kollateralarterien hochreguliert
wird. Hierfuir wurde ein Femoralarterien-Ligaturmodell der Ratte verwendet. Dieses
Modell wurde in vorherigen Arbeiten der Arbeitsgruppe etabliert (Herzog et al.,
2002; Scholz et al., 2000). Es eignete sich besonders gut fir vergleichende
Studien an Kollateralen und Kontrollgefal3en, da hier eine préaexistierende
Anastomose, aus der sich die Hauptkollaterale entwickelt, zu jedem Zeitpunkt
genau identifiziert werden lkonnte. Somit war sichergestellt, dass exakt die sich
entsprechenden Anastomosen im ligierten Hinterlauf und im nicht ligierten
Kontrollhinterlauf verglichen wurden.

Fur die GefalRentnahme wurde der dritte Tag post Okklusion gewahlt, da das
Endothel zu diesem Zeitpunkt die héchste Aktivitat aufzeigt. Endothel und glatte
Muskelzellen enthalten eine erhéhte Anzahl freier Ribosomen und gleichzeitig eine
reduzierte Menge an rauhem Endoplasmatischen Retikulum. Dies sind Anzeichen
daflr, dass sich die Zellen aus einem kontraktilen in einen proliferativen Phéanotyp
umgewandelt haben. Tatsachlich ist, wie an Ki-67- und BrdU-Farbungen gezeigt
werden konnte, der Anstieg der proliferativen Aktivitdt der wachsenden Kollaterale
drei Tage nach Okklusion des VersorgungsgefalRes maximal. Weiterhin beginnt in
diesem Zeitraum die Auflosung der Lamina elastica interna im mittleren Teil der
Kollaterale. Die Rekrutierung von Makrophagen in die Kollateralwand erreicht am
dritten Tag post Okklusion ebenfalls ihren H6hepunkt (Herzog et al., 2002; Scholz
et al., 2000).

Das Ziel dieser Arbeit war Proteine zu analysieren, die spezifisch in wachsenden
Kollateralarterien exprimiert werden. Kontaminationen durch umgebendes
Gewebe sollten mdglichst vermieden werden. Daher wurden die fur die Analysen
verwendeten Gefal3e sorgfaltig durchspult und vom umliegenden Gewebe
freiprapariert. Die Praparation erfolgte unter standiger Kihlung und
gewabhrleistete, dass das Endothel der Gefal3e vollstandig intakt und funktionell

blieb. Dies konnte von (Munzel et al., 1995) gezeigt werden, die mit auf gleiche
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Weise praparierten Gefal3en erfolgreich Endothelfunktionsmessungen im
Organbad durchfuhrten. Die Studien ergaben unter anderem, dass Gefal3e mit
Endothel nach chronischer Nitroglyzerin (NTG)-Behandlung eine gré3ere Toleranz
gegenuber dem Vasodilator entwickeln, als Gefal3e, bei denen das Endothel
entfernt wurde. Weiterhin zeigten die Ergebnisse, dass die praparierten Gefalle
dazu in der Lage waren, sowohl auf Vasokonstriktoren wie Phenylephrin, als auch

auf verschiedene Vasodilatoren wie NTG oder Acetylcholin zu reagieren.

5.1.2 Proteinexpressionsstudien mit der 2D-Elektrophorese

Diese Arbeit hatte das Ziel, die wahrend einer bedeutenden Phase des
Kollateralwachstums (3 Tage post Okklusion) regulierten Proteine zu identifizieren.
Dabei richtete sich die Konzentration bewusst auf Verdnderungen auf
Proteinebene, da Proteine die funktionellen Einheiten samtlicher zellularer
Vorgange bilden. Um die Vorgange, die unter physiologischen und pathologischen
Bedingungen in Gefal3zellen ablaufen verstehen zu konnen, bendétigt man
Informationen Uber deren Genexpression. Neuere Methoden wie z.B. die Genchip-
Technologie erlauben gleichzeitige Expressionsanalysen von einer Vielzahl von
Genen. Allerdings lasst sich anhand der Menge an Nukleinsauren wie z.B. mMRNA
nie die tatsachlich in der Zelle vorhandene Proteinkonzentration ableiten. Ein
Groliteil der mMRNA-Molekile wird abgebaut, bevor die Translation in das Protein
erfolgen kann. Die Anzahl der Proteine verandert sich ebenfalls fortlaufend, da in
der Zelle ein standiger Auf-, Ab- und Umbau der Molekdle stattfindet. Die direkte
Messung der Proteinexpression stellt daher die beste Alternative dar, um
metabolische Prozesse innerhalb einer Zelle zu einem bestimmten Zeitpunkt zu
beurteilen.

Die zweidimensionale  Gelelektrophorese bietet die  Mdglichkeit — mit
hdchstmaoglicher Auflésung Proteinextrakte aus Geweben und Zellen aufzutrennen
(Tuttle et al., 2002) (Byrjalsen et al., 1999) (Gharbi et al., 2002) (Hewett, 2001).
Hierbei konnen Proteine noch in einer Konzentration im unteren Nanogramm-
Bereich detektiert werden (Jungblut et al., 1996). Dabei muss bedacht werden,
dass schwach exprimierte Proteine von den Signalen starker exprimierter
Kandidaten im Gel Uberstrahlt werden kdnnen. Weiterhin muss berlcksichtigt
werden, dass Proteine je nach ihrer Beschaffenheit unterschiedlich gut 16slich

sind. Zytosolische Proteine bedirfen keiner so aufwendigen Behandlung um in
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Losung gebracht zu werden wie beispielsweise membranstéandige Proteine
(Rabilloud et al., 1997) (Santoni et al., 2000). Die Probenaufbereitung stellt aber
den essentiellen Schritt fir das Gelingen der zweidimensionalen
Gelelektrophorese dar, da das Proteinmuster im Gel entscheidend von den
Eigenschaften des fir den Extrakt verwendeten Losungsmittels abhéngt. Um
membranstandige Proteine in Loésung zu bringen, kdénnen eine Vielzahl
verschiedener Detergenzien verwendet werden. Neben ionischen Detergenzien
wie z.B. Natriumdodecylsulfat gibt es nichtionische (Triton) und zwitterionische
(CHAPS) Substanzen. Diese verschiedenen Losungsmittel unterscheiden sich in
ihren hydrophilen Kopf- und hydrophoben Schwanzdomanen und koénnen daher
verschieden strukturierte Proteine angreifen. Die Solubilisierungseigenschaften
von Detergenzien hangen weiterhin von physikalischen Grolien wie der
Temperatur, dem Druck, der lonenstarke und dem pH-Wert ab. Nicht zuletzt hat
die verwendete Konzentration der gewéhlten Detergenzien einen starken Einfluss
auf die Losung der Proteine (Neugebauer, 1990) (Hjelmeland, 1990). Die
zweidimensionale Gelelektrophorese ist eine Methode, die eine hdochstmdgliche
Auftrennung eines Proteinextraktes erlaubt. Dennoch ist es wichtig sich bewusst
zu machen, dass nie samtliche exprimierte Proteine in einem einzigen Extrakt
gelost werden kénnen. Bei jedem Experiment werden aber immer nur die Proteine
aufgetrennt, die zuvor auch in Lésung gebracht wurden. Aus diesem Grund wird
auch auf einem 2D-Gel stets nur ein bestimmter Teil der exprimierten Proteine
detektiert und analysiert. FUr eine optimale Probenaufbereitung kann z.B. das
sequenzielle Extraktionskit der Firma BioRad verwendet werden. Dieses enthalt
drei unterschiedlich aggressive Puffer, die die schrittweise Abtrennung
verschieden l6slicher Proteine erméglichen. Ein limitierender Faktor ist hierbei die
Menge des Probenmaterials, da jeder Schritt der Extraktion einen Materialverlust
mit sich bringt.

Fur die isoelektrische Fokussierung kdnnen Gelstreifen von 7-21 cm Lange
verwendet werden. Von der Lange der Streifen héangt auch die GroRRe des
Acrylamidgels in der zweiten Dimension ab. Die Qualitdt der Auftrennung
verbessert sich mit zunehmender Grofe der verwendeten Materialien. Gleichzeitig
wachst allerdings auch die aufzutragende Proteinmenge, daher missen bei der
Wahl der Versuchskonditionen die limitierenden Faktoren des jeweiligen

Ausgangsmaterials bertcksichtigt werden.
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Bei der Analyse der GeféalRextrakte war die Proteinmenge ein limitierender Faktor,
da die Kollateralarterien zum Zeitpunkt der Enthahme mit 11,5 cm Lange und
etwa 0,5 mm Durchmesser sehr klein waren. Die bestmoglichste Auftrennung
einer madglichst groBen Bandbreite von im Extrakt enthaltenen Proteinen
gewahrleistete die Verwendung von 10 cm lange Gelstreifen mit einem
immobilisierten pH-Gradient von 3-10 in der ersten Dimension und 10 %ige
Criterion-Gele in der zweiten Dimension. Fur die Isoelektrische Fokussierung mit
10 cm langen Gelen wurden 200 pg Protein bendtigt. Um den Materialverlust so
gering wie mdglich zu halten, wurde mit dem Bewusstsein moglicherweise
schwach exprimierte Proteine durch Uberlagerung nicht zu erfassen, auf eine
sequenzielle Extraktion der Proteine verzichtet. Die durchgefuhrten Studien
konzentrierten sich zunachst auf zytosolische Proteine. Daher konnte fur die
Elektrophorese ein Gesamtextrakt verwendet werden.

Nach der Elektrophorese wurden die Acrylamidgele mit dem Fluoreszenzfarbstoff
Sypro Ruby gefarbt. Diese Farbelbosung ist anndhernd so sensitiv wie eine
Silberfarbung und hat die Vorteile sehr leicht handhabbar, fiir Proteine spezifisch
und mit einer anschlielenden massenspektrometrischen Analyse der Proteine
kompatibel zu sein (Nishihara and Champion, 2002). Die Auswertung differenziell
exprimierter Proteine erfolgte mit Hilfe der Software PDQuest der Firma BioRad.
Als reguliert befundene Proteinspots wurden aus dem Gel ausgestochen und
massenspektrometrisch identifiziert. Flr die Sequenzierung von Proteinen gibt es
verschiedene Methoden wie z.B. den Edman-Abbau, die Erstellung von Peptid-
Karten oder die Tandem-Massenspektrometrie (Appella et al., 2000). Fur diese
Arbeit wurden die Proteine mit Hilfe der Tandem-Massenspektrometrie analysiert,
da diese Methode die hdchstmdgliche Genauigkeit bei der Identifikation
gewabhrleistet. In zweidimensionalen Gelen erfolgt die Auftrennung von Proteinen
zwar mit hochster Auflésung. Es ist aber dennoch mdéglich, dass ein Proteinspot
von mehreren Proteinen gebildet wird. In einem derartigen Fall hat die Tandem-
Massenspektrometrie den Vorteil jedes der in dem analysierten Spot vertretenden
Proteine identifizieren zu kénnen. Bei einer Auswertung mit einem MALDITOF
ware eine solche Unterscheidung beispielsweise nicht moglich.

Das Protein, das in den Kollateral- und Kontrollextrakten die deutlichsten

Konzentrationsunterschiede aufwies, wurde als das Intermediarfilament Vimentin



Diskussion - 66 -

identifiziert. Wie bereits einleitend beschrieben, ist Vimentin ein Strukturprotein

und Bestandteil des Zytoskeletts von z.B. Endothelzellen (Gonzales et al., 2001).

5.1.3 Differenzielle Expression von Vimentin in Kollateralen und
Kontrollen

Aufgrund der Expressionsunterschiede wurde die Hypothese entwickelt, dass
Vimentin einen funktionellen Einfluss auf das Kollateralwachstum hat Hierbei
konnte das Intermediarfilament einerseits als Sensor der Schubspannung
fungieren. Andererseits ware ein entscheidender Einfluss auf die darauf folgende,
zellulare Antwort moglich. Komplexe zellulare Antworten kdnnten dabei durch
Migrations- oder Proliferationsaktivitat ausgedrickt werden (siehe Abb. 5.1).

Verschiedene Arbeiten anderer Forschungsgruppen geben bereits Hinweise
darauf, dass Vimentin eine wichtige Rolle bei der Ubersetzung mechanischer
Stimuli in biochemische Signale spielt. (Schiffers et al., 2000) zeigten einen
direkten Einfluss von Vimentin auf das Fluss-induzierte Remodeling von Arterien
bei chronisch veranderten Blutflissen. Das ,inward remodeling“, d.h. die
Verkleinerung des GefalRlumens infolge eines blockierten Blutflusses, war dabei in
Vimentin-defizienten Tieren abgeschwécht. Das ,outward remodeling®, bzw. die
VergrolRerung des Gefaldlumens infolge verstarkter Blutflisse, fiel in diesen Tieren
dagegen ausgepragter aus. Gleichzeitig potenzierte sich in der Abwesenheit von
Vimentin die arterielle hypertrophische Antwort der Gefal3e auf veranderte
Blutflisse, d.h. die GefalRwand verdickte sich. Aus diesen Ergebnissen lasst sich
ableiten, dass die Suppression von Vimentin in Abhéangigkeit von der
hamodynamischen Situation direkt oder indirekt zu einer VergrofRerung des
GefaRlumens fuhren kann. Drei Jahre zuvor diskutierten (Henrion et al., 1997) den
Einfluss von Vimentin auf die Mechanotransduktion in Gefal3en, die einer akut
erhéhten Schubspannung ausgesetzt waren. Wahrend die Durchmesser passiver
Arterien aus Wildtypen und Vimentin knockout-Tieren keine Unterschiede
aufwiesen, zeigte sich, dass die Fluss-induzierte Dilatation der Gefal3e in Vimentin
supprimierten Tieren verringert war. Ahnliche Reaktionen wurden auch auf
zellularer Ebene beobachtet. (Helmke et al.,, 2000) konnten zeigen, dass es in
Endothelzellen, die hdmodynamischem Stress ausgesetzt wurden, zu einer
schnellen Deformierung von Vimentinfilamenten kommt. In ebenfalls Scherstress

ausgesetzten Endothelzellen fanden (Tsuruta and Jones, 2003), dass Vimentin die
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Grole von Fokalkontakten und deren Adhasionsstarke reguliert. Diese Daten
legen nahe, dass Vimentin auf erhthte Schubspannungen reagieren kann und
infolge dessen auch funktionell in die Entwicklung von Kollateralen eingreifen

kdénnte.

Weiterhin gibt es ebenfalls Anhaltspunkte dafir, dass Veranderungen auf
biochemischer Ebene der Zelle Uber Vimentin in komplexe mechanische
Reaktionen wie beispielsweise Zellmigration Ubersetzt werden kdnnen bzw. dass
der Verlust von Vimentin derartige Ubertragungen behindert.

(Eckes et al., 1998) zeigten dies am Beispiel von Fibroblasten. Vimentin-defiziente
priméare Fibroblasten wiesen eine starkt beeintréchtigte mechanische Stabilitat auf,
die sich auf die mobilen Fahigkeiten der Zellen auswirkte. Sowohl die durch
verschiedene chemoattraktive Stoffe induzierte Migration in einer Boyden
Chamber als auch die Neigung zur Wundheilung in vitro waren in Fibroblasten
ohne Vimentin signifikant reduziert. Zudem waren derartige Zellen nicht mehr dazu
in der Lage, Matrices aus Kollagen zu kontrahieren.

Ahnliche Ergebnisse wurden von (Gilles et al., 1999) fur humane Epithelzellen
beschrieben. Anhand von Wundheilungs-Experimenten konnten sie zeigen, dass
in Epithelzellen, die sich direkt am Wundrand befanden, die Expression von
Vimentin durch eine Aktivierung des Promotors induziert wurde. Nachfolgend
wurde die Stimulierung einer aktiven Migration in diesen Zellen beobachtet. Die
Geschwindigkeit der Vimentin exprimierenden Zellen war dabei signifikant héher
als die von Zellen ohne Vimentin. In Zellen, die weiter vom Wundrand entfernt
lokalisiert waren, konnte keine Expression von Vimentin detektiert werden. Nach
dem Verschluss der Wunde wurde in den Zellen, die sich zuvor am Wundrand
befunden hatten eine Deaktivierung der Vimentinexpression festgestellt.

Diesen Ergebnissen zufolge werden durch Reize wie z.B chemoattraktive
Lockstoffe oder Verwundung biochemische Prozesse in Zellen ausgel6st, die zur
(erhdhten) Expression von Vimentin fihren. Die erhdhte Konzentration von
Vimentin ermdglicht den Zellen wiederum, mit mechanischen Prozessen wie
Migration auf die Stimulation zu reagieren. Obwohl man bertcksichtigen muss,
dass derartig komplexe Vorgange wie die Zellmigration niemals nur von einem
einzigen Protein abhangen, hat das Vimentin als Bestandteil des Zytoskeletts

jedoch einen bemerkenswerten regulativen Einfluss auf diesen Prozess.
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Mechanischer Stimulus (z.B. Scherstress)

E

Biochemische Veranderungen in der Zelle

l

Reaktion der Zelle mit mechanischen
Prozessen wie z.B. Migration

Abbildung 5.1: Schema der mdglichen Angriffspunkte von Vimentin bei der
Signaltransduktion eines mechanischen Stimulus in biochemische Reaktionen
bzw. in die wiederum darauf folgende mechanische Antwort einer Zelle. Der
geflllte Pfeil markiert die im zweiten Teil der Arbeit untersuchte Fragestellung.

Der zweite Teil der vorliegenden Arbeit konzentrierte sich auf die Funktion von
Vimentin in  Endothelzellen. Es sollte festgestellt werden, ob das
Intermediarfilament auch in diesem Zelltyp die Translaton biochemischer Signale
in mechanische Reaktionen ermdglicht. Fur diese Untersuchung wurde ein
stabiles in vitro System generiert, welches die Analyse des funktionellen

Einflusses von Vimentin in diesen Zellen erlaubt.
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5.2 Die Analyse der Proteinexpression im in vitro Modell

521 Warum sind Endothelzellen als in vitro Modell sinnvoll?

Mit einem in vitro Modell sollte ein reproduzierbares System geschaffen werden, in
dem moglichst realistisch eine in vivo Situation reflektiert werden kann. In dieser
Arbeit wurde sich aus folgenden Grunden fur Endothelzelllinien als Modellsystem
entschieden: Eine Zelllinie hat den Vorteil unter Kulturbedingungen weniger
anfallig fur spontane Mutationen oder Verdnderungen in der Genexpression zu
sein als Primarzellkulturen und stellt daher ein stabileres System dar. Die in der
Arbeit behandelte Fragestellung beschaftigt sich mit der Proteinexpression in
Kollateralarterien, deren Wachstum durch eine erhéhte Schubspannung stimuliert
wird. Das Endothel kleidet GefalRe von Innen aus und wird somit als Erstes mit
einer Veranderung der hdmodynamischen Situation konfrontiert. Endothelzellen
fungieren als Sensoren fir Variationen in der Schubspannung (Barakat and Lieu,
2003) (Resnick et al., 2003). Hierbei werden sowohl Integrin- als auch G-Protein
vermittelte Signaltransduktionswege diskutiert, die nachfolgend die Aktivierung
von Tyrosin- und Serinkinasen, das Rearrangement des Zytoskeletts und die
Produktion von NO und reaktiven Sauerstoffradikalen verursachen (Resnick et al.,
2000). In den Endothelzellen findet folglich die direkte Translation des
mechanischen Stimulus auf eine intrazellulare biochemische Ebene statt. Auf die
ausgelosten biochemischen Verédnderungen konnen die Zellen wiederum mit
mechanischen Prozessen wie Migration oder Proliferation reagieren. Wie in
Abbildung 5.2 dargestellt, erfolgen dese entgegengesetzten Ablaufe nach dem
Tensegrity-Modell von D. Ingber Uber die gleichen Proteinkomplexe (Ingber,
2003b).

Fur die Modellzelllinie ist es unter der gegebenen Fragestellung eine notwendige
Bedingung Vimentin zu exprimieren. Auch diese Vorraussetzung ist in
Endothelzellen gegeben (Gonzales et al., 2001; Tsuruta and Jones, 2003) und

erklart diesen Zelltyp zu einem sinnvollen Versuchsobjekt.
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Mechanotransduction through integrins

Abbildung 5.2: schematische Darstellung der Mechanotransduktion in Zellen.
Wirken auf eine Zelle aul3ere physikalische Krafte wie Zug oder Druck, so werden
diese Uber zytoskeletdre Komponenten bis zu membranstidndigen Rezeptoren
(Integrine) weitergeleitet. Hier findet die Ubersetzung des mechanischen Stimulus
auf eine biochemische Ebene statt. Uber verschiedene Signaltransduktionswege
(G-Proteine, Tyrosinkinasen) verteilt sich die Information Uber die gesamte Zelle
bis zum Zellkern. Auch der entgegengesetzte Informationsweg erfolgt tUber die
gezeigten Bausteine. Biochemische Veranderungen in der Zelle gelangen bis zu
den zytoskeletdren Komponenten, die folglich eine komplexe mechanische
Reaktion hervorrufen. Quelle: (Ingber, 2003b).

5.2.2 Das in vitro Modell: Endothelzelllinien aus dem Rattenherzen

Die als Modellsystem ausgewahlte Zelllinie wurde erstmals von (Derhaag et al.,
1996) beschrieben. Unter Kulturbedingungen stellte sich diese Zelllinie allerdings
als heterogene Population heraus, die Zellen mit zwei verschiedenen Phanotypen
enthielt. Folglich wurden die verschiedenartigen Zellen vereinzelt, subkloniert und
als Rattenherzendothel (RHE) A bzw. RHE neg Zellen bezeichnet (Obermeyer et
al., 2003). Da diese Behandlung mit grofem Stress fur die Zellen verbunden warr,
kann sie moglicherweise Veranderungen der Zelleigenschaften hervorgerufen
haben. Die Expression von verschiedenen endothelialen Markerproteinen wie
CD54 und die VEGF-Rezeptoren Flk-1 und Flt-1 wurde jedoch fir beide neu
klonierten Zelllinien im FACS bestatigt. Eventuelle epitheliale Eigenschaften der
Zelllinien konnten durch eine negative Farbung gegen Zytokeratin ausgeschlossen

werden.
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Der auffalligste Unterschied zwischen den beiden Zelllinien lag in deren
Morphologie. RHE A Zellen fielen durch ihren grof3en zytoplasmatischen Bereich
auf, aus dem sich zahlreiche Lamellipodien und Filopodien erstreckten. Sie
zeigten eine spontane amdboide Bewegung, bei der die reversible Ausbildung
fokaler Adhasionskontakte mikroskopisch verfolgt werden konnte. RHE neg Zellen
waren dagegen wesentlich Kkleiner, bildeten keine Auslaufer in Form von
Lamellipodien oder Filopodien aus und zeigten auch keine Amoben artige
Fortbewegung. Die einzige erkennbare Fortbewegung fand bei RHE neg Zellen im
Verbund statt. Es konnte weder eine separate Migration einzelner Zellen, noch die
Ausbildung von fokalen Adhé&sionspunkten mit dem Mikroskop beobachtet werden.
Die Analysen der videomikroskopischen Aufnahmen zeigten, dass RHE A Zellen
mit einer durchschnittlichen Geschwindigkeit von 1 pm/min migrierten, wahrend
RHE neg Zellen mit durchschnittlich 0,04 pum/min nicht einmal halb so schnell
waren. Damit wiesen die Geschwisterzelllinien extrem ausgepragte Unterschiede
im Migrationsvermdgen auf und waren daher pradestiniert fur Studien Uber
Bewegungsablaufe von Endothelzellen.

Ahnliches galt fir das Proliferationsverhalten der beiden Zelllinien. Die
Auswertung des Proliferationsassays, bei dem die Zellen tber zwei Stunden mit
dem Thymidin-Analogon Bromodesoxyuridin (BrdU) inkubiert wurden, ergab, dass
in dieser Zeit 3,7x mehr RHE neg Zellen BrdU einbauten als RHE A Zellen.
Folglich eigneten sich die beiden Zelllinien nicht nur als Modellsystem fir
Zellmigrationsstudien, sondern ebenso fur die Untersuchungen, die die Zellteilung
betreffen. Die Zelllinien wiesen somit konkrete Unterschiede in den
Verhaltensmustern auf, die auch bei dem Kollateralwachstum bedeutend sind. Wie
schon die Kollateral und Kontrollextrakte wurden ebenfalls Extrakte von RHE A
und RHE neg Zellen mit Hilfe der zweidimensionalen Gelelektrophorese
aufgetrennt, um unterschiedlich exprimierte Proteine aufzuspiren. Da bei den
Kulturzellen die Materialmenge kein limitierender Faktor war, wurden die Zellen
sequenziell aufgearbeitet. Zytosolische Extrakte wurden unter Verwendung von
Gradientengelen mit einem pH von 3-10 in der ersten Dimension und 10 %
Acrylamidgelen in der zweiten Dimension aufgetrennt. Die Auswertung der Gele
mit der PDQuest Software ergab, dass verschiedene zytosolische Proteine in den
Zelllinien unterschiedlich exprimiert wurden. Mit Hilfe einer

massenspektrometrischen  Analyse  konnten diese Proteine als die
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Hitzeschockproteine Mortalin und HSP-70-8, das glykolytische Enzym aEnolase
und die Strukturproteine Aktin und das bereits in den Kollateralen als hochreguliert
gefundene Vimentin identifiziert werden. Dabei waren die Hitzeschockproteine und
die aEnolase in RHE A Zellen dreifach schwacher exprimiert als in RHE neg
Zellen. Die Aktinmenge erwies sich dagegen dreifach starker in RHE A Zellen und
das Intermediarfilament Vimentin war ausschlie3lich in RHE A Zellen zu finden.
Dieses Ergebnis wurde wiederum durch Immunfarbungen im Western Blot
verifiziert. Durch die aufféllige Korrelation der ausgepragten Vimentinexpression in
Kollateralarterien und vornehmlich migrierenden Endothelzellen fokussierte sich
das Interesse auf das Intermediarfilament und die Fragestellung, ob es in diesem
Zusammenhang eine bedeutende Funktion ausibt.

Es sind vielfaltige Funktionen fur das Strukturprotein beschrieben worden,
darunter potenzielle Einflisse bei der Immunantwort. (Mor-Vaknin et al., 2003)
konnten zeigen, dass Vimentin von stimulierten Makrophagen sezerniert wird.
Weiterhin beeinflusst es die mechanische Stabilitat, die Migration, die Kontraktilitat
von Fibroblasten (Eckes et al., 1998) und die Migration von Epithelzellen (Gilles et
al.,, 1999). (Gonzales et al., 2001) haben einen endothelialen Zell-Matrix
Adhasionskomplex beschrieben, in den Vimentin integriert ist, und der offenbar
regulierend auf die Zellmigration einwirkt. Wie bereits erwahnt, ist Vimentin bei der
Fluss-induzierten Vasodilatation von Bedeutung (Schiffers et al., 2000). Weiterhin
kommt es zur Deformation des Intermediarfilaments in Fluss-stimulierten
Endothelzellen (Helmke et al., 2000).

Die in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse und die Ansatze aus der Literatur lieRen
vermuten, dass Vimentin an der Entwicklung von Kollateralen eventuell Uber eine
regulierende Wirkung auf die Zellmigration beteiligt ist. Um dieser Frage
nachzugehen, wurde die funktionelle Rolle von Vimentin mit Hilfe von RNA-

Interferenzstudien an RHE A Zellen untersucht.

523 Vimentinsuppression in RHE A Zellen durch siRNA Transfektion

Die RNA-Interferenz (RNAIi) wurde in dem Nematoden Caenorhabditis elegans
entdeckt (Fire et al., 1998). Mittlerweile ist die Anwendung dieser Methode jedoch
in fast allen Organismen u.a Pflanzen, Insekten und Saugerzellen mdglich
(Waterhouse et al., 1998) (Misquitta and Paterson, 1999) (Harborth et al., 2001)

(Elbashir et al., 2001a). Dabei muss beachtet werden, dass die Methode in
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Saugerzellen in einer leicht abgewandelten Form angewendet werden muss. Bei
der RNA-Interferenz wird durch die Transfektion von doppelstrangiger RNA in
Zellen eine Hemmung der Translation eines Zielproteins verursacht. Transfiziert
man jedoch Saugerzellen mit doppelstrangiger RNA, die groRRer ist als 30 bp, so
kommt es zu einer umfassenden Inhibierung der Proteinexpression und infolge
dessen zum apoptotischen Tod der Zellen (Gil and Esteban, 2000). Dieses
Problem konnte umgangen werden als entdeckt wurde, dass eine Ribonuklease
namens Dicer die transfizierte, doppelstrangige DNA in kleinere Nukleotide von
21-25 Basenpaaren L&nge zerteilt (Bernstein et al., 2001) (Elbashir et al., 2001b).
Mit der direkten Transfektion kleiner interferierender dsRNA Molekile (small
interfering RNA, siRNA) gelang schlie3lich die spezifische Suppression von
Zielproteinen in kultivierten Saugerzellen (Elbashir et al., 200la). Der
Wirkungsmechanismus von siRNA Molekilen ist in der folgenden Abbildung

dargestellt.
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Abbildung 5.3: Mechanismus der spezifischen Proteinsuppression durch siRNA.
Nach der Transfektion verbinden sich siRNAs mit verschiedenen Proteinen zum
RNA-induced silencing complex (RISC). Der Komplex sucht auf der endogenen
MRNA nach einem zur siRNA homologen Bereich. Ist dieser gefunden, entwindet
sich die siRNA und deren Antisense-Strang bindet an die mRNA, die infolge
dessen endonukleolytisch abgebaut wird. Die Translation des Zielproteins wird
somit verhindert. Quelle: www.giagen.de.
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Jeder Zelltyp reagiert allerdings unterschiedlich empfindlich auf Behandlungen mit
Transfektionsreagenzien. Daher ist es notwendig, optimale Konditionen fur die
Experimente zu etablieren. Dazu gehtéren ein mdglichst effizientes
Transfektionsreagenz mit einer moglichst niedrigen Toxizitat, die Verwendung
optimaler Mengen von Reagenz und siRNA und die Ermittlung der notwendigen
Inkubationsdauer, um eine effektive Proteinsuppression zu erreichen. Die
Optimierung der Versuchskonditionen erfolgte mit Hilfe Fluoreszenz-gekoppelter
unspezifischer siRNA. Die Uberlebensrate der Zellen und die siRNA-Aufnahme
wurden anhand von FACS-Messungen bestimmt. Fur die Transfektion von RHE A
Zellen erwies sich das Transfektionsreagenz Lipofectamin (Invitrogen) als
besonders geeignet. Die Verwendung von 5 pl Lipofectamin und 5 pg siRNA fur
1 x 10° Zellen stellte sich als optimale Kombination fiir die RHE A Zellen heraus,
bei der eine Aufnahmerate von tiber 99 % bei einer Uberlebensrate von knapp 98
% erreicht werden konnte. Nach der Transfektion spezifischer siRNA-Molekiile
bedurfte es einer zweitagigen Inkubation, um die Vimentinexpression in den Zellen
zu unterdricken. Dabei wurde reproduzierbar eine nahezu vollstandige
Suppression der Vimentinexpression in RHE A Zellen erreicht.

Es muss jedoch bedacht werden, dass es sich hierbei um eine transiente
Transfektion handelt. Die Vimentinsuppression ist folglich ein voribergehendes
Phanomen, das sich nur zwei bis drei Tage nach der siRNA Transfektion
beobachten lasst. Fir stabile Transfektionen, die zu einer dauerhaften
Suppression des Zielproteins fuihren, wurde von (Paddison et al.,, 2002) die
Verwendung von ,Haarnadel” formigen dsRNAs beschrieben.

Die transiente Suppression der Zielproteine ist aber ausreichend, um anhand der
Reaktionen der Zelle auf deren Funktionen zu schliel3en. Durch die Suppression

konnten mehrere Funktionen fur Vimentin in RHE A Zellen abgeleitet werden.

524 Die Funktion von Vimentin bei der Endothelzellmigration

Ein funktioneller Einfluss von Vimentin auf die Migration von RHE A Zellen konnte
sowohl durch die Analyse videomikroskopischer Aufnahmen als auch durch
Experimente mit der Boyden Kammer festgestellt werden. Die Auswertung der
videomikroskopischen Aufnahmen erfolgte mit Hilfe der Software Imagoquant
(Mediquant). Diese Software ermoglichte die gleichzeitige Beobachtung von

Geschwindigkeit und Wegstrecke zahlreicher Zellen. Durch die Computer
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gestutzte Auswertung wurde dabei die Gefahr der subjektiven Analyse
ausgeschlossen. Der Vergleich von spezifisch transfizierten RHE A Zellen und
Kontrollen mit dieser Methode ergab, dass die Vimentin supprimierten Zellen bis
zu 50 % der Migrationsgeschwindigkeit einbuf3ten.

Die Ergebnisse der Imagoquant-Analysen waren eindeutig und reproduzierbar.
Dennoch sollte diese relativ neue Methode durch Vergleichsexperimente mit Hilfe
eines etablierteren Migrationsassays validiert werden. Hierfir kam die Methode
der Boyden Kammer zum Einsatz (Murohara et al., 1999). Es wurden transfizierte
RHE A Zellen durch eine funffach erhthte Serumkonzentration in der unteren
Kammer der Boyden Apparatur chemotaktisch angelockt. Die Auszahlung der
durch die Membran migrierten Zellen zeigte, dass im Vergleich zu Kontrollen tber
42 % weniger Vimentin supprimierte Zellen die Unterseite der Membran erreichen
konnten. Damit wurden mit beiden verwendeten Methoden vergleichbare
Resultate erzielt, die die Bedeutung von Vimentin bei der Endothelzellmigration
bestétigten.

Wahrend die Rolle der Endothelzellmigration bei der Angiogenese mehrfach
beschrieben ist (Risau, 1997) (Patan, 2000) (Carmeliet, 2000), ist sie im
Zusammenhang mit der Arteriogenese noch sehr wenig erforscht. Obwohl es noch
keine direkten Beweise fur die Beteiligung migrierender Endothelzellen beim
Kollateralwachstum gibt, sprechen alle architektonischen Veranderungen in den
GefaRen wahrend der Remodeling-Phase dafiir. Dass zum Beispiel die
Zellproliferation in den Kollateralen eine Woche post Okklusion bereits rucklaufig
ist, wahrend gleichzeitig eine fortlaufende Verlangerung des Gefal3es stattfindet
(Herzog et al., 2002), lasst sich nur durch die Teilnahme migrierender Endothel

und Muskelzellen an diesem Prozess erklaren.

525 Der Einfluss von Vimentin auf die Proliferation von Endothelzellen

Neben der Migration ist vor allem auch die Zellteilung von der Beschaffenheit des
Zytoskeletts abhangig. Vimentin wurde daflr beschrieben, bei der Proliferation von
synchronisierten Fibroblasten notwendig zu sein (Wang and Stamenovic, 2000).
(Klein et al., 1993) fanden einen uber Vimentin vermittelten, regulierenden Einfluss
von Interleukin4 auf die Morphologie und die Proliferation von Endothelzellen. In
dieser Arbeit wurde fir die Untersuchung der Proliferationsrate der Einbau des

Thymidinanalogons Bromodesoxyuridin  (BrdU) in die Zellen bestimmt. Ein
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Kritikpunkt dieser Methode besteht in der Mdglichkeit, dass falschlicher Weise
BrdU bei DNA-Reparaturprozessen in die Zellen eingebaut wird. Die Spezifitat
dieser Methode fiur tatsachliche Zellteilungsprozesse wird aber anhand der
Proliferationsexperimente an Kollateralen deutlich (Herzog et al.,, 2002). Die
kinetischen Untersuchungen an Kollateralarterien zeigten eindeutig, dass in den
Kontrollen keine BrdU-positiven Zellen detektiert werden konnte.

Die dargestellten Ergebnisse in Bezug auf den Einfluss von Vimentin auf die
Endothelzellproliferation verhielten sich kontrovers. RHE neg Zellen zeigten einen
stark proliferierenden Phanotyp, wiesen aber gleichzeitig eine derart niedrige
Konzentration von Mmentin auf, dass das Protein weder in zweidimensionalen
Gelen noch in Western Blots von zytosolischen Extrakten dieser Zellen detektiert
werden konnte. Auf der anderen Seite haben Proliferationsanalysen mit
transfizierten RHE A Zellen gezeigt, dass die Suppression von Vimentin deren
Zellteilung signifikant beeintrachtigte. Diese unterschiedlichen Resultate kénnen
dahingehend interpretiert werden, dass dem Vimentin keine generelle Funktion bei
der Proliferation von Endothelzellen zukommt. Das Zytoskelett erfahrt jedoch
wahrend der Zellteilung einen vollstandigen Umbau, der samtliche zytoskeletare
Proteine erfasst. In Zellen, deren Zytoskelett zu einem grossen Teil aus
Vimentinfilamenten besteht, beeinflusst demzufolge hauptsachlich Vimentin die
Zytokinese. Wird die Vimentinexpression in diesen Zellen unterdrickt, so kann die
Aufgabe nicht durch andere Strukturproteine wie z.B. Aktin kompensiert werden.
Bei Zellen deren Zytoskelett dagegen nur zu einem sehr geringen Teil aus
Vimentinfilamenten besteht, wird die Zytokinese von starker exprimierten
Strukturproteinen Ubernommen und eine geringe Vimentinkonzentration bleibt

ohne Auswirkung auf die Proliferation.
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5.3 Schlussfolgerung und Ausblick

In  dieser Arbeit konnte unter anderem gezeigt werden, dass das
Intermediarfilament Vimentin sowohl in Kollateralarterien als auch in
Endothelzellen mit migrierendem Phéanotyp hoher exprimiert ist, als in
KontrollgefaRen bzw. nicht-migrierenden Endothelzellen. Die Frage, ob Vimentin
das Verhalten von Endothelzellen beeinflusst, konnte ebenfalls in dieser Arbeit
geklart werden. Das Intermediarfilament beeinflusst signifikant die Migration von
Endothelzellen und damit eine wichtige Verhaltensweise fur das Remodeling von
Kollateralarterien.

Fur die Beantwortung der Frage, ob Vimentin als ein direkter Sensor fur
veranderte Schubspannungen in Gefal3en dient, der als Mechanotransduktor die
Ausbildung von Kollateralarterien vermittelt, sollen in  weiterfihrenden
Experimentenin vivo Studien an Vimentin knockout-Méausen durchgefiihrt werden.
Hierbei soll besonders beobachtet werden, ob Vimentin bei den verschiedenen
Phasen des Kollateralwachstums differenzielle Bedeutungen hat. Die Entwicklung
von Kollateralarterien soll kurz nach einer GefalRokklusion (1-3 Tage) und zu

spateren Zeitpunkten (3-21 Tage) beobachtet werden.

Mechanischer Stimulus (z.B. Scherstress)

E

Biochemische Veranderungen in der Zelle

l Vimentin !

Reaktion der Zelle mit mechanischen
Prozessen wie z.B. Migration

Abbildung 5.4: Schematische Darstellung der mdglichen und bestatigten
Angriffspunkte von Vimentin bei der Signaltransduktion. Das Intermediarfilament
beeinflusst die Ubersetzung biochemischer Informationen in mechanische
Reaktionen in Form von Migration in Endothelzellen.
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Die Feststellung, dass Vimentin fur die Endothelzellmigration bedeutend ist, lasst
darauf schlieBen, dass auch angiogenetische Prozesse mal3geblich von dem
Intermediarfilament abhédngen kénnen. Vimentin ist bereits als Marker fur mobile
Tumorzellen bekannt (Lang et al., 2002). Mit den neuen Erkenntnissen ist
weiterhin ein Einfluss von Vimentin auf das Gefallwachstum von Tumoren
denkbar. Um dieses nachzuweisen, koénnten Vimentin-supprimierte Zellen in
Fibringel-Experimenten eingesetzt werden. In diesen kann die Ausbildung von

Gefal3strukturen verfolgt werden. (Nehls and Drenckhahn, 1995).
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