Aus dem Max-Plank Institut fiir Physiologische und Klinische Forschung,
W.G. Kerckhoff-Institut, Abteilung fiir Experimentelle Kardiologie, Bad Nauheim

Die Beteiligung des ,small leucine-rich*
Proteoglykans Osteoglycin an der
Arteriogenese

Inaugural-Dissertation zur Erlangung des Doktorgrades
des Naturwissenschaftlichen Fachbereiches der Justus-Liebig-Universitat Giessen

vorgelegt im Juli 2004 von
Diplom-Biologe Andreas Kampmann
aus Bielefeld






D26

Dekan:

1. Gutachter
2. Gutachter

Tag der miindlichen Priifung:

Prof. Dr. Jirgen Mayer
Prof. Dr. Rainer Renkawitz
Prof. Dr. Wolfgang Schaper
24. August 2004






Zusammenfassung

Der menschliche Organismus ist auf einen stédndigen und ungehinderten Fluss des Bluts ange-
wiesen. Wird dieser unterbrochen, kommt es zu ernsten Erkrankungen wie z. B. Schlaganféllen,
Infarkten oder einem Absterben des Gewebes durch Sauerstoffunterversorgung. Diese Erkran-
kungen des kardiovaskuldren Systems gehoren zu den haufigsten Todesursachen in der westli-
chen Welt. Unter giinstigen Umstédnden, d.h. einer langsamen Entwicklung einer Stenose, ist
der Korper aber durchaus in der Lage, diese zu kompensieren. Dabei kommt es zu einer Umge-
staltung von préaexistenten, arteriolaren Verbindungen, die in einem positiven ,Remodelling” zu
Kollateralarterien reifen. Diese Kollateralen konnen dann die Aufgabe der verschlossenen Arte-
rie iibernehmen. In dieser Arbeit wurde der Fragestellung nachgegangen, welche Gene wihrend
des Wachstums von Kollateralarterien (Arteriogenese) eine differentielle Expression zeigen.

Zur Beantwortung dieser Frage wurde die Entwicklung von Kollateralen durch operativen
Verschluss der Arteria femoralis induziert (Tiermodell: Oryctolagus cuniculus). Aus Kollatera-
len, die drei Tage, bzw. drei Wochen nach Verschluss der Femoralarterie isoliert wurden, wurde
RNA gewonnen und aus dieser durch ,Differential Display Polymerase Chain Reaction“ Gene
mit differentieller Expression identifiziert. Bei dieser Suche wurde das Gen fiir das Protein ,,Os-
teoglycin® als an der Arteriogenese beteiligt gefunden. Dieses Protein gehort zur Familie der
,small leucine-rich* Proteoglykane, einer Gruppe von Proteinen, die durch das Auftreten von Se-
quenzwiederholungen, die reich an Leucin sind, charakterisiert ist. In wachsenden Kollateralen
wurde die mRNA fiir Osteoglycin deutlich vermindert exprimiert. Als Ort der Genexpression
wurden die glatten Muskelzellen der Geféafswand identifiziert, Endothelzellen zeigten keine Ex-
pression. Osteoglycin war neben den Blutgeféfen auch noch in weiteren Organen, wie z. B. der
Lunge, dem Herz und dem Uterus nachweisbar. Das entsprechende Protein war ebenfalls in den
Kollateralen lokalisiert, sowohl in ruhenden als auch in wachsenden und, nach Verschluss der
Femoralarterie deutlich vermindert exprimiert. Der Nachweis der verringerten Expression konn-
te im Western-Blot und auch direkt im Gewebeschnitt mit immunhistochemischen Methoden
gefiihrt werden. Die Stimulation von glatten Muskelzellen, die aus der Aorta von O. cuniculus
isoliert wurden, mit den Wachstumsfaktoren FGF-2 und TGF-31, filhrte ebenfalls zu einer ver-
minderten Expression von Osteoglycin. Eine Beteiligung dieser Faktoren an der Arteriogenese
ist aus anderen Untersuchungen bekannt. Untersuchungen an Tieren (Mus musculus) denen
das Gen fiir Osteoglycin fehlt zeigten, dass diese ein deutlich schnelleres Kollateralwachstum
aufweisen.

Ahnlich den anderen Mitgliedern der Familie der ,small leucine-rich“ Proteoglykane ist auch
Osteoglycin an der Regulation der Biosynthese der Kollagenfasern in der extrazellularen Matrix
beteiligt. Hauptaufgabe des Proteins Osteoglycin ist demnach die Regulation der Biosynthe-
se der Kollagenfaser und damit ist es letztendlich ein wichtiger Faktor fiir die Stabilitdt der
Blutgefifse. Es beeinflusst die mechanischen Eigenschaften der Blutgefifie und damit auch den
Ablauf des Kollateralwachstums. Aber Osteoglycin kann auch regulierend auf die Proliferation
von glatten Muskelzellen wirken, indem es Bestandteil des Substrats ist, auf und in dem die
Zellen liegen, aber auch durch die Beeinflussung der Aktivitdt von Wachstumsfaktoren.
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1 Einleitung

Ein stdndiger und ausreichender Blutfluss ist eine absolute Notwendigkeit, um eine normale
Funktion der Organe sicher zustellen. Werden aktuelle Statistiken zur Todesursache betrach-
tet, stellt man fest, dass zu den héufigsten Todesursachen in der westlichen Welt Erkrankungen
des kardiovaskuldren Systems gehéren (WHO 1999). Hierbei handelt es meistens um Erkran-
kungen, die durch den Verschluss eines groferen oder eines peripheren Geféfles hervorgerufen
werden. Ursache hierfiir ist z. B. ein Verschluss aufgrund von Atherosklerose. Allerdings ist nicht
jeder Verschluss eines Blutgefifes notwendigerweise mit einer klinische Symptomatik verbun-
den. Ist die Geschwindigkeit, mit der sich der Verschluss entwickelt langsam genug, gelingt es
dem Korper unter giinstigen Umsténden das verschlossene Geféfs zu kompensieren. Das hierbei
auftretende Wachstum von Blutgefafien im adulten Organismus ldsst sich in zwei verschiedene
Typen unterteilen: Angiogenese und Arteriogenese. Die Entstehung des Gefafssystems wahrend
der Ontogenese ausgehend von Angioblasten wird als Vaskulogenese bezeichnet. Da diese Arbeit
die Untersuchung von Wachstumsprozessen des Geféfisystems im adulten Organismus zum Ziel
hat, werden im weiteren nur die Abléufe bei der Angiogenese und der Arteriogenese betrachtet.

1.1 Angiogenese

Angiogenese ist definiert als die Bildung von neuen Kapillaren ausgehend von schon bestehen-
den (siehe Abbildung 1.1) (Risau 1997). Angiogenese ist ein wichtiger Prozess, der u. a. bei der
Wundheilung, der Schwangerschaft und der embryonalen Entwicklung auftritt. Diese physiolo-
gische Form der Angiogenese ist in ihrem Ablauf genau reguliert. Im Gegensatz dazu ist die
pathologische Form der Angiogenese mit Geschehnissen wie dem Wachstum eines Tumors oder
der diabetischen Retinopathie verbunden. Der hauptséchliche Ausloser hierbei ist die Hypo-
xie eines Bereiches im Gewebe. Hauptakteure wiahrend der Angiogenese sind die verschiedenen
VEGF-Formen!. In einem Gebiet das eine Sauerstoffunterversorgung aufweist, wird die Bildung
von VEGF durch HIF-1« induziert. HIF-1a selber wird durch eine Hypoxie des Gewebes aufre-
guliert. Der VEGF Anstieg fiihrt zu einer erhdhten Permeabilitéit der angrenzenden Kapillaren,
hervorgerufen durch Verdnderungen in der Struktur der Zellmembran und einer gednderten
Verteilung von Adhesionsmolekiilen (Wahlberg 2003). Ermoglicht wird so das Ausstrémen von
Proteinen des Blutplasmas in die unmittelbare Umgebung der Kapillare und damit die Anlage
eines provisorischen Geriistes fiir die wandernden Endothelzellen. Die entstehende Permeabili-
tat bedarf aber einer genauen Kontrolle, um negative Auswirkungen wie z. B. die Bildung von
Odemen zu verhindern. Ein natiirlicher Regulator der Permeabilitéit ist Angl, ein Faktor der
bestehende Geféfe festigt ohne deren Morphologie zu verindern. Der Faktor Ang2 hat eine
entgegengesetzte Wirkung, indem er zu einer Destabilisierung der Geféfse fiihrt. Zusammen mit
weiteren Faktoren und Proteinen wie z. B. Plasminogen Aktivator oder MMPs kommt es zu
einem Abbau der die Zellen umgebenden Matrix und einem Freisetzen von Wachstumsfakto-

'Ein Aufstellung der verwendeten Abkiirzungen und die entsprechende Erklirung ist im Anhang ab Seite 100
zu finden.



1.1 Angiogenese

1) Ausschiittung von
Wachstumsfaktoren

5) Bildung von

e Rohren -
O
O 4) Proliferation und

Perizyten Endothelzellen Perizyten

Basalmembran

@]

@)

Endothelzellen -
-

- -~ 3) Ausschiittung von

Kapillare

Proteasen und Enzymen

2) Aktivierung der
Endothelzellen

e Migration der 6) Anlagerung von

Abb. 1.1: Schematische Darstellung der Angiogenese. Ausgehend von einer bereits bestehenden
Kapillare wird ein ischdmisches Gebiet im Gewebe durch neu sprossende Kapillaren versorgt. Der
auslosende Reiz sind verschiedenen Wachstumsfaktoren, die von den Zellen im ischdmischen Areal
ausgeschiittete werden. Diese Faktoren aktivieren die Endothelzellen angrenzender Kapillaren. Nach
einer Auflockerung der extrazelluldren Matrix beginnen die Endothelzellen zu proliferieren und migrie-
ren. Die wandernden Endothelzellen kénnen sich im weiteren zu neuen Kapillaren zusammenlagern

(nach Wahlberg (2003), verdndert).
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ren. Hierdurch wird die Migration und Proliferation der Endothelzellen ermoglicht (Carmeliet
2000). Die wandernden Endothelzellen lagern sich unter dem Einfluss von verschiedenen Fak-
toren (VEGF-Isoformen, Angiopoetin, Integrine) zu Strédngen zusammen, die anschliefend ein
Lumen ausbilden. Die so neu gebildeten Kapillaren werden durch verstdrkte Produktion der
extrazelluldren Matrix und die Anlagerung von Perizyten stabilisiert, ein Prozess, der unter der
Kontrolle von Wachstumsfaktoren wie TGF-§ und PDGF steht.

1.2 Arteriogenese

Der Begriff Arteriogenese (Schaper u.a. 1999) beschreibt das Wachstum von préaexistenten,
arterioldren Anastomosen, ein Prozess, der sich in mehreren Punkten von der Angiogenese un-
terscheidet. Im Gegensatz zur Angiogenese, kommt es bei der Arteriogenese zum Wachstum
von schon vorhandenen Arteriolen. Die Existenz von arterioldren Anastomosen, die verschie-
dene Arterien verbinden, ist eine morphologische Gegebenheit, die schon sehr frith erkannt
wurde. Bereits 1669 verdffentlichte Richard Lower hierzu erste Beobachtungen am Geféafisys-
tem des Herzens. Das Vorhandensein dieser Verbindungen zwischen verschiedenen Arterien
wurde im weiteren von verschiedenen Autoren fiir unterschiedliche Areale des gesamten Geféfs-
systems gezeigt und die Wandlungsfahigkeit dieser Verbindungen mit exprimentellen Befunden
veranschaulicht. Eine Ubersicht iiber die historische Entwicklung der Forschung ist bei Helisch
und Schaper (2003) zu finden. Diese préexistenten Verbindungen, die als Kollateralarterien,
bzw. Kollateralen bezeichnet werden, haben das Potential, ihren Durchmesser in einem ak-
tiven Wachstumsprozess dramatisch zu vergrofern (Schaper u.a. 1999). Diese Zunahme des
Durchmessers kann eine grofsere Arterie nach deren Verschluss kompensieren und somit einen
natiirlichen Bypass um eine Okklussionsstelle bilden. Allerdings ist der Grad, in dem diese
Kollateralen vorliegen, von Spezies zu Spezies verschieden und innerhalb einer Art auch vom
untersuchten Organ abhingig. So zeigen Untersuchungen an Cavia porcellus, das dieses den
Verschluss der linken Koronararterie ohne Anzeichen eines Infarkts toleriert, da die Kollatera-
len so weit ausgebildet sind, das sie den Verschluss vollstandig kompensieren. In anderen Arten
wird der Verschluss einer Koronararterie in unterschiedlichen Mafse toleriert. Ein Mafs hierfiir
ist die verbleibende myokardiale Perfusion nach Verschluss der Koronararterie. Fiir Canis fami-
liaris wurde diese von Maxwell u.a. (1987) mit 15,9% der Perfusion vor Verschluss bestimmt.
Bei Rattus norvegicus ergab sich ein Wert von 6,1%, beim Kaninchen ein Wert von 2%, mit
nur 0,6% des Ausgangswertes war die verbleibende Perfusion beim Schwein am geringsten. Die
restliche Perfusion hat auch direkte Auswirkungen auf die Geschwindigkeit mit der sich ein
Infarkt entwickelt und welche Grofe dieser erreichen kann (Schaper u. a. 1999). Morphologische
Untersuchungen der Koronargefafse zeigen, dass das Kaninchen und das Schwein anatomische
Endarterien ohne arteriolare Verbindungen haben, wohingegen im Herz von C. familiaris ein
Netzwerk von préiexistenten Kollateralen nachweisbar ist (Schaper 1984). Dies ist die morpho-
logische Grundlage der physiologischen Daten. Neben diesen Untersuchungen zur Entwicklung
von Kollateralen am Herz, wurden auch die Auswirkungen des Verschlusses peripherer Geféfse,
insbesondere der A. femoralis analysiert. Untersuchungen an O. cuniculus (Longland 1953; Ito
u. a. 1997b; Arras u. a. 1998), an C. familiaris (Conrad u.a. 1971) und R. norvegicus (Yang u. a.
1996; Herzog u.a. 2002) zeigten, dass der Verlauf des Kollateralwachstums in der peripheren
Zirkulation vergleichbar zum Verlauf im Herz ist.



1.2 Arteriogenese

1.2.1 Molekulare Grundlagen des Wachstums von Kollateralen
1.2.1.1 Zeitlicher Ablauf der Arteriogenese

Die Entwicklung von Kollateralen lasst sich in vier Abschnitte einteilen. Eine initiale Phase,
die sofort nach Einsetzen der Okklusion beginnt und durch die Aktivierung des Endothels ge-
kennzeichnet ist. Spéter ist in dieser Anfangsphase die Induktion von Adhesionsmolekiilen und
die Anlagerung von Monozyten nachweisbar. Die zweite Phase ist durch eine erhéhte Prolifera-
tion der Zellen gekennzeichnet. Daran schliefit sich eine Wachstumsphase an, in der die grofste
Zunahme des Durchmessers zu beobachten ist und die durch eine verstérkte synthetische Akti-
vitat der Zellen gekennzeichnet ist. Wiahrend der abschlieffenden, vierten Phase kommt es zur
Reifung des wachsenden Geféf mit der Auspragung der typischen Merkmale einer funktionalen
Arterie. Das Wachstum von Kollateralen ist ein komplexer Vorgang, der unter Beteiligung aller
Zelltypen, die in den Kollateralen vorkommen (hauptséchlich Endothelzellen und glatte Mus-
kelzellen), des umgebenden Gewebes, zirkulierenden Zellen und weiteren Faktoren ablauft. Es
handelt sich um einen aktiven Wachstumsprozess, der durch die Mitose von Endothelzellen und
glatten Muskelzellen gekennzeichnet ist (Schaper u. a. 1971). Lange Zeit waren die Untersuchun-
gen zum Wachstum von Kollateralen reine morphologische Arbeiten, die die Entwicklung der
Kollateralen mit Hilfe von Angiogrammen (Longland 1953) oder Korrosionspraparaten (Conrad
u.a. 1971) verfolgten. Erste detaillierte Studien zu den molekularen Vorgéngen wahrend der
Arteriogenese begannen in den 70er Jahren des 20. Jahrhunderts.

1.2.1.2 Regulation unabhingig von Hypoxie

Die erste Phase des Kollateralwachstums besteht in der Aktivierung des Endothels der Kolla-
teralen und beginnt kurz nach dem Verschluss einer groferen Arterie. Im Gegensatz zur An-
giogenese ist eine Regulation der molekularen Vorginge durch Hypoxie, also einer Sauerstoff-
Unterversorgung des umgebenden Gewebes, nicht vorhanden. Da die Kollaterale stdndig von
sauerstoffhaltigem Blut durchflossen wird, ist dies auch schwer vorstellbar. Dariiberhinaus ist,
insbesondere bei Betrachtung der Modelle mit Okklusion der Femoralarterie, festzustellen, dass
die Gebiete in denen Kollateralen wachsen und jenen mit Sprossung von Kapillaren raumlich
deutlich von einander getrennt sind. Beim Kaninchenmodell mit Okklusion der Femoralarterie
findet das Wachstum von Kollateralen im Bereich der Okklusionsstelle statt, also im Ober-
schenkel, Kapillaren wachsen dagegen ausschlieflich im Unterschenkel (Ito u.a. 1997a). In den
entsprechenden Muskeln im Oberschenkel wurde in der genannten Studie keine Abnahme der
Perfusion in Ruhe festgestellt. In anderen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass der
Energiehaushalt im Oberschenkel unveréindert ist. Es wurden keine Anderungen im Gehalt an
Lactat, Kreatinphosphat, Adenosintriphosphat, Adenosindiphosphat und Adenosinmonophos-
phat gefunden. Das durch Hypoxie regulierte Protein HIF-1a wurde ebenfalls nicht verstirkt
gebildet (Deindl u. a. 2001a). Das Gewicht der Muskeln war nach Okklusion der Femoralarterie
unverdndert zum Gewicht der Muskeln in Kontrolltieren ohne Okklusion.

1.2.1.3 Wandschubspannung als Modulator

Als hauptséchlicher Stimulus des Kollateralwachstums wird eine mechanische Komponente an-
genommen. Vor dem Verschluss einer grofseren Arterie ist kein Blutfluss durch die praexistente
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Kollaterale zu beobachten. Durch den Verschluss der Arterie féllt der Blutdruck in den distalen
Arealen stark ab; dies fithrt zu einer Anderung des Druckgradienten entlang der Kollateralen.
Als Resultat dieses Gradienten kommt es zum Aufbau eines gerichteten Flusses und der ge-
samte Blutstrom wird durch die priaexistenten Kollateralen geleitet, wie in Abbildung 1.2 sche-
matisch dargestellt ist. Die dadurch erhohte Fliekgeschwindigkeit des Bluts in den Kollateralen

Vene

Kapillaren

Arteriolen

zufiihrende
Arterie

Vene

Kapillaren

Kollaterale

zuftthrende
Arterie

Abb. 1.2: Schematische Darstellung einer Kollateralen. Vor der Entwicklung einer hdmodyna-
misch relevanten Stenose ist der Verlauf des Blutflusses direkt von der Arterie zur Vene, es ist daher
kein Fluss entlang der préaexistenten Kollaterale nachweisbar (A). Nach Okklusion der Arterie dndert
sich diese Situation dramatisch (B): der gesamte Blutfluss lduft nun durch die Kollaterale, die als
Antwort darauf einem Umgestaltungsprozess unterworfen wird. Dabei kommt es zu einer Umkehrung
des Flusses im Bereich des Endteiles der wachsenden Kollateralen. Am Ende dieses Umbaus kann die
Kollaterale die Arterie nahezu vollstidndig kompensieren. Dargestellt ist aufserdem die Einteilung der
Kollaterale in einen Anfangsteil (Stem), einen Endteil (Re-Entrant) und einen Mittelteil (Mid-Zone).
Die Mid-Zone ist der Bereich des stiarksten Wachstums, daher bildet sich in diesem Bereich auch die
typische gewundene, an einen Korkenzieher erinnernde Form aus, die als visuelles Erkennungsmerk-
mal fiir Kollateralen dienen kann. (Nach Longland (1953), veréndert)

fiihrt zu einer erh6hten Wandschubspannung. Dieser mechanische Reiz ist der hauptséchliche
Ausloser der anschlieffend ablaufenden Umgestaltungsprozesse, die zu einer Verdnderung und
Umgestaltung des betroffenen Geféafses von innen nach aufsen fiihren. Das Ergebnis ist ein na-
hezu vollstédndiger Ersatz der verschlossenen Arterie, der sich morphologisch in einer deutlichen
Vergroferung der Kollateralen zeigt (Abbildung 1.3).
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1.2 Arteriogenese

Abb. 1.3: Angiogramm Kontrolle und drei Wochen nach Okklusion. Das abgebildete Angio-
gramm zeigt Aufnahmen von Hinterbeinen von O. cuniculus. In der Kontrolle (A) ist die normale
Lage der Blutgeféfse zu sehen, die Femoralarterie leitet den groften Teil des Blutflusses. Es sind keine
Kollateralen zu erkennen. Drei Wochen nach Okklusion der Femoralarterie (B) ist ein vollig anderes
Bild zu beobachten. Durch die Okklusion der Femoralarterie (der proximale und distale Stumpf der
A. Femoralis sind durch Pfeile markiert) wird der Blutfluss verstérkt durch die Kollateralen geleitet.
Durch die so entstehende Vergrofserung der Wandschubspannung beginnt ein Umgestaltungsprozess,
der zu einer Vergrofserung der Kollateralen fiithrt. Dies resultiert in einer Kompensation der verschos-
senen Arterie. Die Kollateralen sind eindeutig durch ihr Erscheinungsbild erkennbar: aufgrund der
Zunahme im Durchmesser und der Lange erschienen sie in korkenzieherartigen Windungen. Neben
der direkten Uberbriickung der Okklusion der Femoralarterie (offener Pfeil) kommt es auch zu Ver-
bindungen zwischen der A. femoralis und der A. poplitea (geschlossener Pfeil), diese Kollateralen
haben allerdings einen geringeren Durchmesser. Diese Beobachtung ist durch die Unterschiede im
Blutfluss und in der resultierenden Wandschubspannung zu erkléren.
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1.2.1.4 Stimulierende und regulierende Faktoren

Die chronische Erhéhung der Wandschubspannung fiihrt zu einer morphologisch sichtbaren Ak-
tivierung des Endothels: die Zellen schwellen an. Als mogliche Ursache kommt hier ein verdnder-
tes Offnungsverhalten von Chloridkanilen der Zellen (Nilius u. a. 1996) in Betracht. Unterstiit-
zung findet diese Hypothese durch die Beobachtung, dass Inhibitoren dieser Kanéle zu einer
Verhinderung des Wachstums von Kollateralen fithren (Ziegelhoeffer u.a. 2002). Die genaue
Natur des Mechanosensors, der die erh6hte Wandschubspannung detektiert, ist nicht bekannt.
An kultivierten Endothelzellen kann beobachtet werden, dass es unter dem Einfluss der erhoh-
ten Wandschubspannung zu einer voriibergehenden Phosphorylierung von Proteinen kommt.
Es handelt sich dabei um Proteine, die an den Kontakten zwischen Zelle und extrazelluldrer
Matrix beteiligt sind (,focal adhesion contacts®) und Proteinen, die an den Zell-Zellkontakten
beteiligt sind (Scholz u. a. 2000). Diese Proteine konnen als Sensoren fiir den mechanischen Reiz
dienen, da sie durch die Deformation der Zellen direkt beeinflusst werden. Die Stimulation der
Endothelzellen fiihrt zu einer Aktivierung von Transkriptionsfaktoren, wie z.B. ,egr-1“, dessen
verstarkte Expression wiahrend der ersten 12 Stunden nach Beginn des Wachstums der Kolla-
teralen nachgewiesen werden konnte (Deindl u. a. 2001b). Eine weitere Folgen der Aktivierung
der Endothelzellen ist die erhohte Expression der Adhesionsmolekiile ICAM-1 und VCAM-1
(Scholz u.a. 2000), die auf RNA- und Proteinebene nachgewiesen werden konnte. MCP-1 ist
ein weiterer Faktor fiir den eine Regulation durch erhéhte Wandschubspannung gezeigt wur-
de (Shyy u.a. 1995). Diese Einfliisse und Veranderungen fithren dazu, dass das Endothel eine
vergroferte, rauhe Oberfliche zeigt, an die sich Monozyten anlagern. Dies konnte sowohl in
wachsenden koronaren Kollateralen (Tiermodell: C. familiaris (Schaper u.a. 1976)), als auch
in wachsenden Kollateralen nach Verschluss der Femoralarterie in verschiedenen Tiermodellen
(O. cuniculus (Arras u.a. 1998), M. musculus (Scholz u.a. 2001)) nachgewiesen werden. Die
angelagerten Monozyten wandern anschlieffend in die Kollaterale ein und setzen im Gewebe
verschiedene Faktoren frei, die die Proliferation der glatten Muskelzellen stimulieren und an-
dere Umgestaltungsprozesse anregen. Die in das Gefifs eingewanderten Monozyten enthalten
hauptséichlich FGF-2 und TNF-« (Arras u.a. 1998), diese beiden Faktoren sind aufer in den
Monozyten in keiner anderen Zelle oder Struktur der wachsenden Kollateralen nachweisbar. Die
entscheidene Rolle dieser beiden Faktoren fiir das Wachstum von Kollateralen konnte in mehre-
ren Studien dargelegt werden. Die Infusion von FGF-2 fiihrt zu einer deutlichen Steigerung der
Kollateralentwicklung, gemessen durch eine Steigerung des Blutflusses nach Gabe von FGF-2
(Unger u. a. 1994; Yang u. a. 1996; Lazarous u. a. 1995). Allerdings war dieser Effekt nicht belie-
big verlangerbar, nach einer Zeit von circa zwei Wochen kommt es zu keiner weiteren Steigerung
des Blutflusses (Yang u.a. 1996). Erklarbar ist dies dadurch, das zu diesem Zeitpunkt die nor-
male Entwicklung der Kollateralen abgeschlossen war und eine weitere Gabe von FGF-2 ohne
Erfolg blieb. Eine direkte Erhohung der Expression von FGF-2 wahrend des Wachstums von
Kollateralen war nicht nachweisbar. Der stimulierende Einfluss von FGF-2 muss damit erklart
werden, dass der hochaffine Rezeptor FGFR-1 in einem engen Zeitfenster wihrend der anfangli-
chen Schritte des Kollateralwachstums in seiner Expression erhoht war (Deindl u. a. 2003). Dies
ist auch eine weitere Erklarung, warum langere Behandlung mit FGF-2 keine Verbesserung des
kollateralen Blutflusses ergibt. Im natiirlichem, nicht experimentell beeinflusstem Geschehen
sind die Monozyten die Quelle fir FGF-2. Diese liefern den Wachstumsfaktor direkt an den
Wirkungsort (glatte Muskelzellen), wiahrend die Zellen den entsprechenden Rezeptor verstarkt
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exprimieren.

Eine weitere Hinweis auf die tragende Rolle, welche die Monozyten im Rahmen des Kol-
lateralwachstums spielen, ist die Tatsache, dass dieses durch die Gabe von MCP-1 deutlich
gesteigert werden kann. MCP-1 fungiert als ,,LLockmittel” fiir zirkulierende Monozyten, was da-
zu fiihrt, dass die Anzahl der Monozyten die sich an das aktivierte Endothel anlagern, deutlich
erhoht wird. In einer experimentellen Studie fithrte die Gabe von MCP-1 zu einer Erh6hung der
Konduktanz? der Kollateralen. Die Gabe von MCP-1 iiber einen Zeitraum von sieben Tagen
verdreifachte den Fluss verglichen mit der nicht stimulierten Kontrolle, auch die Anzahl der
Kollateralen war erhoht (Ito u.a. 1997b). Genau wie fir FGF-2 besteht auch fiir MCP-1 ein
enges Zeitfenster, in dem der Faktor wirkt. Setzt die Behandlung mit MCP-1 erst drei Wo-
chen nach Verschluss der Femoralarterie ein, kommt es zu keiner Verbesserung des Konduktanz
verglichen mit der Kontrolle (Hoefer u.a. 2001). Durch die Gabe von MCP-1 kann also der
maximal erreichbare Blutfluss durch die Kollateralen nicht erhéht werden, jedoch wird dieser
wesentlich frither erreicht, da die Vorgénge insgesamt schneller ablaufen. Zusétzliche Unter-
stlitzung erhélt die Hypothese, dass Monozyten eine wichtige Rolle bei der Entwicklung der
Kollateralen haben, durch die Beobachtung, dass der Faktor GM-CSF ebenfalls die Arterio-
genese anregt. Dieser Faktor erhoht die Uberlebenswahrscheinlichkeit von Monozyten, die aus
dem Blut in die Geféfswand eingewandert sind, indem die Rate der Apoptose gesenkt wird. Im
Modell der Okklusion der Femoralarterie (O. cuniculus) fihrte die Gabe von GM-CSF iiber
eine Woche hinweg zu einer Erhohung der Konduktanz, dieser Effekt war mit dem fiir MCP-1
beobachteten vergleichbar. Wurden beiden Faktoren in Kombination gegeben, verstarkten sich
ihre Effekte, so das nach sieben Tagen Behandlung die Konduktanz ungefahr auf die Hélfte
des Wertes vor Okklusion angestiegen war (Buschmann u. a. 2001). Im Gegensatz zu den bisher
beschriebenen Faktoren war bei dieser Kombinationstherapie auch zu einem spéteren Zeitpunkt
noch ein Effekt zu erzielen. Wurde die Behandlung mit MCP-1 und GM-CSF drei Wochen nach
Verschluss der Femoralarterie durchgefiihrt (Behandlungsdauer: sieben Tage), so stieg der Blut-
fluss durch die Kollateralen auf circa 80% des Wertes ohne Okklusion. Wurde keine Behandlung
durchgefiihrt oder beide Faktoren einzeln gegeben, war nach vier Wochen nur circa 50% der
urspriinglichen Konduktanz erreicht.

Wurde die Anlagerung der Monozyten an das aktivierte Endothel verhindert, trat der ent-
gegengesetzte Effekt ein: eine verminderte Arteriogenese. Experimentell konnte dies mit Anti-
korpern, die gegen ICAM-1 gerichtet waren und die Bindung von Monozyten an das Molekiil
verhinderten, erzielt werden. Da sich die Monozyten nicht mehr an das Endothel anlagern konn-
ten, wurde der positive Effekt einer MCP-1 Behandlung vollsténdig verhindert (Buschmann u. a.
1999). Ein entsprechender Effekt wurde bei gentechnisch veranderten Méusen, deren Gen fiir
den ,,CC-Chemokine-Receptor-2“ inaktiv war (CCRQ‘/ ") beobachtet. CCR2 ist der hauptséch-
liche Rezeptor der Monozyten fiir MCP-1. Ist dieser Rezeptor nicht mehr vorhanden, kénnen
Monozyten nicht mehr auf MCP-1 reagieren. Dies resultiert in einer deutlichen Reduktion des
Kollateralwachstums (Heil u. a. 2002a).

Nicht nur die Rate, mit der die Anlagerung der Monozyten an das aktivierte Endothel erfolgt
und deren anschliefende Apoptoserate im Gewebe, sondern auch die Anzahl zirkulierender

2Die Konduktanz eines Gefifisystems ist eine experimentell bestimmbare GriRe, die eine Aussage iiber die Blut-
menge die maximal flieflen kann zulédsst. Angegeben wird die Menge an Blut, die bei einem gegebenen Druck
pro Zeiteinheit durch das Geféafisystem stromt. Gemessen wird im allgemeinen bei maximaler Vasodilatation
und verschiedenen Driicken.
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Monozyten hat einen Einfluss auf die Entwicklung von Kollateralen. Wurde die Anzahl der
zirkulierenden Monozyten experimentell durch Gabe von 5-Fluorouracil reduziert, sank die
Geschwindigkeit der Arteriogenese (Tiermodell: M. musculus). Dieser Effekt war nicht auf die
pharmakologische Behandlung zuriickzufiihren, da nach der Transplantation von Monozyten ein
normaler Verlauf der Arteriogenese eintrat (Heil u.a. 2002b). Umgekehrt fiihrte eine Erhchung
der Monozytenkonzentration im Blut der untersuchten Tiere (Tiermodelle: M. musculusund
O. cuniculus) zu einer deutlichen Verstirkung des Kollateralwachstums und damit zu einer
schnelleren Verbesserung des Blutflusses nach Ligation der Femoralarterie.

Ebenfalls von Monozyten wird der Faktor TNF-« bereitgestellt, der auch in Monozyten in
wachsenden Kollateralen nachgewiesen werden konnte (Arras u.a. 1998). Von Mackay u.a.
(1993) und Neumann u.a. (1996) wurde gezeigt, dass Gabe von TNF-« zu einer erhdhten Ex-
pression von Adhé&sionsmolekiilen fiihrt. Dies kann durch eine erhéhte Anzahl an Monozyten,
die sich an das Endothel anlagern, zu einer positiven Riickkopplung fithren. In einem Modell
der Arteriogenese (Okklusion der Femoralarterie, M. musculus) konnte gezeigt werden, dass
TNF-a auf das Wachstum von Kollateralen wirkt. In Tieren, deren Gen fiir TNF-« ausgeschal-
tet worden war (TNF-a7/~), war nach sieben Tagen Kollateralwachstum eine deutlich geringere
Konduktanz, im Vergleich zur Kontrollgruppe mit intaktem Gen fiir TNF-a, feststellbar. Der
hieran beteiligte Rezeptor ist der TNF-a-Rezeptor p55. Tiere, denen dieser Rezeptor fehlte
(p55'/ ") zeigten ebenfalls eine geringere Konduktanz, die mit der der TNF-o7/"-Tiere vergleich-
bar war (Hoefer u. a. 2002).

Der Faktor TGF-£1 hat, wie von van Royen u.a. (2002) nachgewiesen wurde, ebenfalls re-
gulative Funktionen beim Wachstum von Kollateralarterien. Die aktive Form (Homodimer,
25kDa) dieses Faktors wurde in erhohter Konzentration assoziiert mit wachsenden Kollatera-
len gefunden. Wurden Versuchstiere (Kaninchen) mit TGF-£1 in Form einer direkten lokalen
Infusion in den kollateralen Blutfluss fiir sieben Tage behandelt, kam es zu einer deutlichen Ver-
mehrung der Kollateralen. Die Konduktanz der Kollateralen war ebenfalls verbessert. Durch
die Behandlung von Monozyten mit TGF-81 wurde der Rezeptor MAC-1, der fiir die Adhésion
an das Endothel notwendig ist, starker exprimiert. Die Autoren schlagen daher als Wirkme-
chanismus von TGF-81 vor, dass die Anlagerung von Monozyten und deren Einwanderung in
das Gewebe der wachsenden Kollateralen verstiarkt wird. Ein weiterer Effekt ist die stirkere
Stimulation der Wachstumsfaktoren-Produktion der Monozyten.

In zwei kiirzlich vertffentlichten Studien finden sich Hinweise auf eine Beteiligung von PIGF
an der Arteriogenese. Dieser Faktor ist homolog zum VEGF und wirkt selektiv auf den VEGF-
Rezeptor 1, der einzige Rezeptor fir VEGF auf Monozyten. Werden Versuchstiere nach Li-
gation der Femoralarterie mit PIGF behandelt kommt es nach einer Behandlungsdauer von
sieben Tage zu einer deutlichen Erhéhung der Anzahl an Kollateralen und damit der kollate-
ralen Konduktanz im Vergleich zur nicht behandelten Kontrollgruppe (Pipp u.a. 2003). Auch
dieser Effekt war an die Monozyten gebunden. Durch PIGF wurde die Zahl der Monozyten im
Bereich der wachsenden Kollateralen deutlich erhéht. Eine Reduktion der Monozyten im Blut
fiihrte zu einer kompletten Inhibition des Effekts von PIGF auf die Arteriogenese. Bei gentech-
nisch veréinderten M#usen, denen das Gen fiir PIGF fehlte (PIGF~/") war das Wachstum von
Kollateralen nicht inhibiert, aber im Vergleich zum Wildtyp deutlich verlangsamt (Scholz u. a.
2003). In diesem Zusammenhang wurde auch beschrieben, dass VEGF auch einen Einfluss auf
das Kollateralwachstum hat. Dieser Effekt war aber nicht so ausgeprigt wie der durch PIGF
hervorgerufene. Auch bei diesem Faktor war weniger ein direkter Effekt auf die Arteriogenese
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anzunehmen, als viel mehr ein indirekter Einfluss durch die Stimulation von Monozyten (Pipp
u.a. 2003). Eine Verdnderung der Menge an VEGF mRNA und Protein war im Verlauf der
Arteriogenese in wachsenden Kollateralen nicht nachweisbar (Deindl u.a. 2001a). Nur in den
umgebenden Muskelbereichen war eine Verminderung der VEGF mRNA nachweisbar, die aber
auf die Wundheilung nach der Operation zum Verschluss der A. femoralis zuriickzufiithren war.

1.2.1.5 Morphologische Veranderungen

Die morphologisch sichtbaren Veranderungen, die zu Beginn des Wachstums der Kollatera-
len stattfinden, tragen die Anzeichen einer entziindlichen Reaktion des Gewebes. Neben der
oben schon beschriebenen Aktivierung der Endothelzellen und der Einwanderung von Monozy-
ten kommt es zu einer Akkumulation von T-Lymphozyten um das wachsende Gefafs (Schaper
u.a. 1976). Diese Entziindung im wachsenden Gefaf schafft die notwendigen Voraussetzungen
fiir die einsetzende Umgestaltung. Wird die natiirliche Regulation des entziindlichen Prozes-
ses beeinflusst, kommt es auch zu Verdnderungen im Ablauf der Arteriogenese. Wird das Gen
fiir Interleukin-10, das Entziindungen entgegen wirkt, in M. musculus ausgeschaltet (IL—lO‘/ DR
kommt es zur vermehrten Bildung von Kollateralen nach Verschluss der Femoralarterie. Hier-
fiir wurden zwei mogliche Wirkweisen vorgeschlagen. In den IL-107/~ Tieren wurde ein erhdhter
VEGF Gehalt im Gewebe mit wachsenden Kollateralen festgestellt (Silvestre u.a. 2000). Un-
ter Beriicksichtigung des oben Gesagten zum Einfluss von VEGF wihrend der Arteriogenese,
handelt es hierbei um einen indirekten Effekt, der im natiirlichen Ablauf nicht vorkommt. In
diesen gentechnisch veranderten Mausen kam es aber auch zu einer starken Erhohung der in-
aktiven und aktiven Form der MMP 2 und 9 (Silvestre u.a. 2001). Eine Beteiligung dieser
MMP’s an der Arteriogenese kann auch mit histologische Methoden gezeigt werden (Cai u. a.
2000). In wachsenden Kollateralen waren diese beiden Enzyme erhéht exprimiert. MMPs sind
am Abbau der extrazellularen Matrix beteiligt und spielen damit eine wichtige Rolle wahrend
des Umbaus der Kollateralen vom kleinen zum grofsen Geféfs. Dieser Umbauprozess schafft den
Platz, der fiir die Zunahme des Durchmessers und auch fiir die Zunahme der Gewebemasse
notig ist. Der teilweise Abbau der extrazellularen Matrix lockert die Verbindungen der glatten
Muskelzellen untereinander auf und ermoglicht eine passive Dilatation des Geféfes. Gleichzei-
tig wird die Membrana elastica interna teilweise abgebaut und einzelne glatte Muskelzellen
zeigen Anzeichen von Apoptose. Die Abnahme an Zellen durch Apoptose wird aber durch eine
zeitgleich einsetzende verstéarkte Proliferation der glatten Muskelzellen mehr als ausgeglichen
(Wolf u. a. 1998). Die Balance zwischen Proliferation und Apoptose dient als natiirliches Kon-
trollinstrument, um eine unnoétige Verdickung der Gefaffwand und ein dadurch hervorgerufenen
Verschluss des Geféfies zu verhindern. Die erhohte Rate der Proliferation und die Auflockerung
der Struktur ermdoglicht es einzelnen glatten Muskelzellen in Richtung des Endothels zu wan-
dern. Deutlich sichtbar wird dies durch die Bildung einer Neointima. Die Bildung der Neointima
beginnt bei O. cuniculus drei Tage nach der Okklusion der Femoralarterie (Scholz u.a. 2000).
Anfénglich ist diese Verdnderung nur an der Présens einer diinnen Schicht glatter Muskelzellen
im Bereich zwischen der Membrana elastica interna und dem Endothel zu erkennen. In den spé-
teren Phasen der Entwicklung einer Kollaterale besteht die Neointima aus mehreren Schichten
glatter Muskelzellen. Die glatten Muskelzellen in diesem Bereich sind nicht zirkular angeordnet
wie die Muskelzellen in der Tunica media, sondern zeigen eine helikale Ausrichtung und sind in
elastischem Material eingebettet. Insgesamt erscheinen die einzelnen Schichten der wachsenden
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Kollaterale im Vergleich zum ruhenden Gefafs als weniger organisiert. Teilweise kommt es zu
einer iiberméfigen Neointima-Bildung, die zu einem Verschluss der Kollaterale fithrt (Schaper
und Ito 1996). Dieser Verschluss einer Kollaterale ist in den Anderung im Blutfluss aufgrund
des Kollateralwachstums begriindet. Da der hauptséchliche Ausloser der Arteriogenese die An-
derung in der Wandschubspannung ist, haben grofere Gefife mit einem groferen Blutfluss
einen ,Vorteil“ gegeniiber kleineren Blutgefifsen. Das starkere Wachstum grofierer Geféafe zum
Nachteil kleinerer ist eine sinnvolle Adaption, da so wenige, grofe Kollateralen entstehen, die
eine grofse Menge an Blut bei vergleichsweise geringem Widerstand transportieren kénnen. Hier
zeigt sich auch eine Parallele der Arteriogenese zur Arteriosklerose: bei der Bildung von arterio-
sklerotischen Plaques kommt es ebenfalls zur Bildung einer Neointima, diese fiihrt allerdings zu
einem Verschluss des Geféfses. Im Rahmen der Arteriogenese ist die Neointima-Bildung genauer
reguliert und wichtiger Bestandteil in der Bildung einer funktionellen Kollaterale.

Neben diesen Verdnderungen in der Struktur der wachsenden Kollaterale wird auch das Mus-
ter der Proteinexpression veréndert. Deutlich wird dies an den Anderungen im Phénotyp der
glatten Muskelzellen. Nach Beginn des Wachstums der Kollateralen vollziehen diese Zellen eine
Wandlung vom ,kontraktilen“ Phénotyp zum ,synthetischen” oder ,proliferativen Phanotyp.
Diese Wandlung zeigt sich in einer Reduktion des Gehaltes an ,,a-smooth muscle actin“, Vincu-
lin und Calponin. Desmin fehlt vollstdndig. Der Gehalt an Vimentin ist stark erhoht (Wolf u. a.
1998). Die Reduktion im Gehalt an ,,a-smooth muscle actin“ ist charakteristisch fiir glatte Mus-
kelzellen vom ,synthetischen Phanotyp (Herman 1993). Eine dhnliche Reduktion wird auch bei
der Bildung einer Neointima nach Verletzung eines Blutgefifes gefunden (Orlandi u.a. 1994).
Ein weitere Beweis fiir die Anderung des Phénotyps sind das Verschwinden von Desmin und
die Zunahme an Vimentin, eine Umkehr der Verhéltnisse in adulten glatten Muskelzellen und
eine Rekapitulation der embryonale Situation (Giuriato u.a. 1993). Die Féahigkeit der Zellen zu
Proliferieren und auch zu Migrieren spiegelt sich in der Abwesenheit von Calponin wieder. In
glatten Muskelzellen ist Calponin abundant im kontraktilen Apparat und dem Zytoskelett zu
finden, es wirkt hemmend auf das Wachstum, die Proliferation und die Migration kultivierter
Zellen (Takahashi u.a. 1993). In die gleiche Richtung kann der reduzierte Gehalt an Vinculin
gedeutet werden. Dieses Protein ist an der Vermittlung des Kontakts der Zellen mit der extra-
zelluldren Matrix beteiligt, genauer gesagt ist es eines der verbindenden Proteine zwischen den
Aktinfilamenten und den Integrinen (Burridge und Feramisco 1980). Die gelockerte Verbindung
der glatten Muskelzellen mit der Matrix erleichtert die Migration der modifizierten Zellen und
damit die Bildung der Neointima.

Auch die Tunica adventitia zeigt Verdnderung wihrend der Arteriogenese; es kommt zu einem
Umbau, der durch die Aktivierung und Proliferation von Fibroblasten gekennzeichnet ist. In ru-
henden Geféfen sind in der Adventitia nur wenige Fibroblasten zu finden, die nicht proliferieren
(Cai u. a. 2003). Gleichzeitig ist der Anteil an elastischen Fasern in der Adventitia wachsender
Kollateralen im Vergleich zu ruhenden Gefafsen deutlich reduziert. Die wachsenden Kollaterale
beeinflusst auch ihre unmittelbare Umgebung, um den noétigen Platz fiir das expandierende
Geféafl zu schaffen, kommt es zu einem Abbau des umgebenden Gewebes. Auffillig ist hierbei
eine verstéarkte Ablagerung von Fibronektin, die zu einer Umhiillung benachbarter Zellen fiihrt
und damit zu einem hypoxischen Milieu fiihrt, das die angrenzenden Zellen schiadigt. Der damit
verbundene Abbau des angrenzenden Gewebes schafft den Raum, der von der wachsenden und
damit im Durchmesser zunehmenden Kollaterale gebraucht wird.
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1.3 Methoden zur Identifizierung von differentiell exprimierten Genen

1.3 Methoden zur ldentifizierung von differentiell exprimierten Genen

Grundsétzlich gibt es zwei Arten von Moglichkeiten differentiell exprimierte Gene zu identifizie-
ren: erstens Methoden, die zur Voraussetzung haben, dass die Sequenzen der zu untersuchenden
Gene wenigstens in Teilen bekannt sind und zweitens solche, die keinerlei Informationen iiber
die Sequenzen benétigen. Zur ersten Kategorie gehoren die ,,Northern Hybridisierung“ und die
quantitative PCR. Diese Methoden erlauben es, die Unterschiede in der Genexpression quan-
titativ zu verfolgen, sind allerdings auf schon bekannte Gene beschrénkt. Durch Einsatz dieser
beiden Methoden ist eine umfassende Analyse der differentiellen Genexpression in einem expe-
rimentellen Kontext nicht moglich. Soll eine umfassende Analyse der Genexpression erfolgen,
ist es notwendig Methoden zu verwenden, die keine Informationen iiber die zu untersuchenden
Gene bendtigen. Zu nennen sind hier neben der ,Suppression Subtractive Hybridization* (SSH)
(Diatchenko u.a. 1996) auch die ,Serial Analysis of Genexpression“ (SAGE) (Velculescu u. a.
1995; Virlon u. a. 1999) und die in dieser Arbeit verwendete ,Differential Display Reverse Tran-
scription Polymerase Chain Reaction* oder in der Kurzform: DDRT-PCR (Liang und Pardee
1992). Gemeinsam ist diesen Methoden, das sie einen Vergleich der RNA-Menge, die von al-
len aktiven Genen in einem Zelltyp oder Gewebe vorliegen, erméglichen. Als Ergebnis werden
einzelne Gene, bzw. Klone isoliert, die eine mogliche differentielle Regulation aufweisen.

Abb. 1.4: Beispiel eines Differential Display Gels, gezeigt ist der Klon AK81b1 (Pfeil), die stirkere
Bande des PCR-Produktes ausgehend von RNA nach 3 Tagen Occlusion der Arteria femoralis deutet
auf eine verstirkte Expression des Gens wahrend der Arteriogenese hin. Alle PCR-Reaktionen wurden
in Duplikaten durchgefiihrt und getrennt auf dem Sequenziergel aufgetrennt. Anschlieffend wurden
die Banden, die auf eine differentielle Expression hindeuteten, also einen deutlichen Unterschied in
der Menge des PCR-Produktes von Kontrolle und Experiment bei beiden Duplikaten zeigten aus dem
Gel isoliert. Hieran schloss sich die Klonierung und Sequenzierung der Klone an. (K = Kontrolle, 3T
= 3 Tage Okklusion)

Bei der DDRT-PCR wird als erster Schritt nach der Isolation der RNA aus dem zu un-
tersuchenden Gewebe eine reverse Transskription durchgefithrt. Verwendet werden hierfiir so
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1 Einleitung

genannte ,geankerte OligodT-Primer, die den Startpunkt der reversen Transskription auf den
Ubergang von der eigentlichen mRNA zum Polyadenosin-Schwanz festlegen. Damit wird si-
chergestellt, dass eine moglichst grosser Bereich der mRNA erfasst wird. Die so entstandene
c¢DNA wird anschliefsend in einer PCR, amplifiziert. Als Primer werden der schon in der rever-
sen Transskription eingesetzte OligodT-Primer zusammen mit einem kurzen Primer, der eine
zuféllige Sequenz besitzt, eingesetzt. Da gleichzeitig die Reaktionsbedingungen unspezifisch
gewahlt sind, wird mit einer Primer-Kombination eine Vielzahl von cDNA-Fragmenten ampli-
fiziert. Sichtbar gemacht werden die amplifizierten Fragmente anschliefend durch Auftrennung
auf einem Polyacrylamid-Gel (siehe Abbildung 1.4). Hierbei werden korrespondierende Proben,
also Amplifikationen von cDNA, die aus RNA gewonnen wurde, welche aus Kontrollgefifen
oder wachsenden Kollateralen isoliert wurde, nebeneinander auf ein Gel aufgetragen. Die Aus-
wertung kann dann durch direkten Vergleich der Intensitit der Banden durchgefiihrt werden.
Ein deutlicher Unterschied in der Intensitdt der Banden, idealerweise ein Verschwinden, bzw.
Auftreten von Banden, deutet auf einen moglicherweise differentiell exprimiertes Gen hin. Die
so lokalisierten Fragmente werden im weiteren aus dem Gel isoliert und erneut amplifiziert,
um geniigend Material fiir eine Klonierung zu Verfiigung zu haben. An die Klonierung schliefst
sich die Identifizierung der Klone durch Sequenzierung und die Bestétigung der differentiellen
Expression durch ,Northern Hybridisierung* an.

1.4 Zielsetzung dieser Arbeit

Ziel dieser Arbeit ist die weitere Aufklarung der molekularen Grundlagen der Arteriogenese.
Dazu sollen Gene identifiziert werden, die nach dem Verschluss der A. femoralis bei O. cu-
niculus, differentiell exprimiert werden. Um auch eine Isolierung von unbekannten Genen zu
ermoglichen, wird die DDRT-PCR eingesetzt. Nach der Isolation moglicher differentiell ex-
primierter Gene, sollen einzelne in ihrer Expression bestétigt werden und anschliefend néher
charakterisiert werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Tiermodell, Gewinnung des Untersuchungsmaterials

Als Tiermodell wurde Oryctolagus cuniculus verwendet. Die Tiere wurden durch intramus-
kulérer Injektion von Ketamin Hydrochlorid (40-80 mg/kg Korpergewicht) und Xylazine (8-9
mg/kg Korpergewicht) betaubt. Die Narkose wurde, wenn notig, durch intraventse Gabe von
ca. 10 bis 20% der anfanglichen Dosis fortgefiihrt (Ito u.a. 1997b). Unter sterilen Bedingungen
wurde die Arteria femoralis freigelegt und durch zwei Ligaturen, die ca. 1,5 cm voneinander ent-
fernt lagen, verschlossen. Die Wunde wurde anschlieffend verschlossen und die Tiere in einem
grofen Kéfig, mit freiem Zugang zu Wasser und Futter, gehalten. Wie in der Abbildung 1.3
zu sehen, entwickelten sich durch den Verschluss der A. Femoralis Kollateralen. Diese verliefen
hauptséchlich von der Arteria profunda femoralis und der Arteria circumflexa femoris lateralis
zur Arteria saphena parva, bzw. zur Arteria genuales.

Nach einem Beobachtungszeitraum von entweder drei Tagen oder drei Wochen, fiir spétere
Untersuchungen zusétzlich sieben Tage, wurden die wachsenden Kollateralen entnommen. Hier-
zu wurden die Tiere durch eine Uberdosis des verwendeten Narkosemittels getotet. Die Aorta
wurde freigelegt und kanuliert, die Gefafse wurden anschliefend durch Infusions eines Kontrast-
mittels (300 ml H,O, 90 g Gelatine, 200 g BaSO,) sichtbar gemacht. Wahrend des Infusionsvor-
gangs wurde das Tier und alle Losungen auf 37°C temperiert, um ein vorzeitiges Aushérten des
Kontrastmittels zu verhindern. Dies wurde nach vollstandiger Fiillung aller Kollateralen durch
eine 60 miniitige Abkiihlung im Eisbad erreicht (Hoefer u.a. 2001).

Zur Isolation der Kollateralen, bzw. der Kontrollen (ruhende Geféfse mit vergleichbarer Gro-
fse), wurden diese aus dem M. quadriceps prapariert. Dazu wurde der Muskel zuerst vom Kno-
chen gelost und anschliefsend die Gefafe frei préapariert. Entnommen wurde nur die ,Midzone®
der Kollateralen (Longland 1953), da dieser Bereich der Ort der Umgestaltung der Kollateralen
war. Das isolierte Gewebe wurde in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bis zur weiteren
Aufarbeitung bei -80°C gelagert. Gewebeproben fiir die histologischen Untersuchungen wurden
in Tissue-teck Einbettungsmedium eingebettet und in Methylbutan, das in fliissigem Stickstoff
gekiihlt wurde, eingefroren.

Zur Uberpriifung der funktionellen Bedeutung von Osteoglycin fiir das Wachstum von Kol-
lateralen, dienten Exemplare der Art Mus musculus, deren Osteoglycin-Gen inaktiviert worden
war (Osteoglycin/~, Tasheva u. a. (2002)). Die Operation zur Okklusion der Femoralarterie ent-
sprach dem oben geschilderten Vorgehen bei O. cuniculus. Die Messung des Wachstums der
Kollateralen erfolgte indirekt mit einem ,Laser Doppler Perfusions Imager”, wie bei Heil u. a.
(2002b) beschrieben.
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2 Material und Methoden

2.1.2 Enzyme, Chemikalien, verwendete Kits und Verbrauchsmaterial

Tab. 2.1: Aufstellung der verwendeten Enzyme, Chemikalien, Kits und Verbrauchsmaterialien. Alle

nicht aufgefiihrten Chemikalien wurden bei der Firma Roth, Karlsruhe bezogen.

Hersteller

Bezeichnung

Amersham Biosciences

Bohringer
Cell Concepts

CellSystems
Clontech

GenHunter Corporation

GIBCO
Greiner

Invitrogen

Merck

New England Biolabs
PAA

Peqlab

Perkin Elmer
Promega

Qiagen

Sakura Finitek

Santa Cruz Biotechnology,
Inc.

Seegene® Inc.

SIGMA

Stratagene

AutoRead Sequencing Kit, ALF DNA Analysis System, ALF Mana-
ger, Nylon Membran Hybond-N+-, Redivue deoxycytidine 5'-[a32P] tri-
phosphate, Redivue adenosine 5-[y32P] triphosphate, ECL Western
blotting detection reagents, ECL Blocking Agent, Hyperfilm ECL, Re-
diprime II random prime labelling system, Kodak X-Omat AR, Storm
860 Phospho-Imager, ImageQuant, Storage Phosphor Screens
rekombinantes humanes MCP-1

Recombinant Human Fibroblast Growth Factor-basic (FGF2), Recom-
binant Human GM-CSF, Recombinant Human IL-6, Recombinant Hu-
man [L10, Recombinant Human Oncostatin M, Recombinant Human
PDGF-AB, Recombinant Human TGF-51

Collagenase Typ 2, Elastase

SMARTRACE ¢DNA Amplification Kit, Human Multiple Tissue Ex-
pression (MTE) Array

RNAimage” Kit 1 und 2

Fungizone® Antimykotika, Penicillin-Streptomycin-Losung, Tryp-
sin/EDTA (1x)

Petrischalen 90mm und 145 mm, Gewebekulturschalen 90 mm und
145 mm, Reaktionsgefafse 1,5 ml, Pipettenspitzen, Zellschaber

T4 Kinase, T4 DNA-Ligase, Restriktionsenzyme, NuPAGE® Novex®
10% Bis Tris Gel, NuPAGE® LDS Sample Buffer(4x), NuPAGE®
MOPS SDS Runnning Buffer, NuPAGE® MES SDS Running Buffer,
NuPAGE® Transfer Buffer, MultiMark® Multi-Colored Standard
2-Methylbutan

PNGase F, 10x Denaturing Buffer, 10x G7 Buffer, 10% NP-40
Fibronektin, HBSS, Medium 199 (Earle 's Salze, mit L-Glutamin)
peqGOLD RNAPure”

Amplitaq® DNA Polymerase, 10x PCR Buffer II, 25 mM MgCl,
RQ1 RNase-Free DNase, Wizard" Plus Minipreps DNA Purification
System, T7 RNA Polymerase, T3 RNA Polymerase, RNA Markers
(0,28 - 6,58 kb), RNAsin

QIAquick Gel Extraction Kit, QIAquick PCR Purification Kit, Taq
PCR Master Mix

Tissue-teck

Cruz Marker Molecular Weight Standard

Mouse Embryo Full Stage Blot
DAPI, Dimethylsulfoxid (DMSO), Skim Milk Powder, MTT, FBS (Fe-
tal Bovine Serum)

pCR-Script” Amp SK(+) Cloning Kit, QuikHyb® Hybridization So-
lution
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2.1 Material

2.1.3 Oligonukleotide, Bakterienstamme, Plasmide und Antik6rper

Tab. 2.2: Verzeichnis der verwendeten Oligonukleotide, die mit einem Stern markierten Oligonukleotide
waren fiir die automatische Sequenzierung am 5’-Ende mit Fluorescein markiert. Bezugsquelle war
die Firma MWG Biotech AG.

Name Sequenz Referenz
74GSP GCG TTC AGT CAC AGA GAA ATG AGG C diese Arbeit
TANGSP ATG CAC ACA AAA TTA TAA GAA AGC diese Arbeit
T4F3F 1% ACC TGA GTT CCT ACT AAA ATG diese Arbeit
T4F3F 2% TGG ATG GAA AAA ATA TTG AGG diese Arbeit
TAF3F 3% AAG AAG GCT TGA TTT TAC GGG diese Arbeit
T4F3F 4% TGT ACT TGG ACC ACA ATG CCC diese Arbeit
T4F3F 5% GAA GAA ATA CGG CTG GAG GGC diese Arbeit
T4F3F 6% AAT ACT AAC TTT GTA CTT TAC diese Arbeit
TAF3F 7% GAA CTT TGT TTT CTT CCT ATC diese Arbeit
T4F3R2% TTT GAC AAA TGG GGT GAA TAA diese Arbeit
T4F3R3x TGT TTT CAT TCA TCA AGG GTG diese Arbeit
T4F3R5% CTT TAC TTG GGT TTG GCT TGC diese Arbeit
T4F3R6% GAT AGG AAG AAA ACA AAG TTC diese Arbeit
TAF3RT* TTT GAA CTT GGT GAT TGG AGC diese Arbeit
T4F3R8% GTG AAT TAC ACG CAA ACT TTC diese Arbeit
74F3R9% CCC GTA AAA TCA AGC CTT CTT diese Arbeit
74F3R10% TCG GGC ATA GAG ATA GGC TGA diese Arbeit
74F3R11x AAA TGA TCT GCT GCA TAG TCG diese Arbeit
74F3FL TCT GCG GTC TAC ACT TCT CCT diese Arbeit
anti-1 GCA GAG TCT TCA TTT TAG GAA diese Arbeit
anti-2 ACA GGA GCA GGA GAA GTG TAG ACC diese Arbeit
antilrev AAG GAT GAT TTT ACT TCT GAG ACG diese Arbeit
anti2rev CCA GAT GTG AAG AGG ACG AGG diese Arbeit
scramble AGA CAA GGT TAG TTT GCA TAG TTC diese Arbeit
18Sfwd GGG ACA AGT GGC GTT CAG diese Arbeit
18Srev GAC ATC TAA GGG CAT CAC AGA diese Arbeit
18Smrev CGG AAC TAC GAC GGT ATC TG (Deindl 2001)
19GSP AGC TCT TCC ATA ATG AAA CAC TGC diese Arbeit
19NGSP TCC AAA TTA CAT TTT ATA GCC diese Arbeit

Tab. 2.3: In dieser Arbeit verwendete Plasmide und Bakterienstamme

Stamm/Plasmid | Relevante Eigenschaften Referenz

E.coli X11-Blue recAl, endAl, gyrA96, hsdR17, subE44, lac, (F’ proAB, | (Bullock
lacI?, ZAM15, TN10, [tec"]), thi u.a. 1987)

pCR Script SK+ | lacZa. Amp®, Klonier- und Sequenzierungsvektor Stratagene
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2 Material und Methoden

Tab. 2.4: Aufstellung der in dieser Arbeit verwendeten Antikorper. Die Antikérper aus der Maus waren
monoklonal (mk), der Antikorper aus der Ziege war polyklonal (pk).

Antigen Wirt Klon Verdiinnung| Hersteller

human fibroblast surface protein | Maus (mk) | Clone 1B10 1:10 SIGMA
anti-myosin (smooth) Maus (mk) | Clone HSM-V | 1:200 SIGMA
anti-a-smooth muscle actin Maus (mk) | Clone 1A4 1:200 SIGMA
anti-human von Willebrand factor | Maus (mk) | Clone F8/86 1:5 DAKO
anti-mouse IgG + IgM Ziege (pk) 1:300 Jackson Immuno
Cy3-conjugated Research

anti-rat IgG HRP-conjugate Ziege (pk) 1:5000 Santa Cruz Bio-

technology, Inc.

22



2.1 Material

2.1.4 Medien

2.1.4.1 E. coli Medien

LB-Medium (Luria-Bertani Broth)
10,0 g/1 Trypton
5,0g/1 Hefeextrakt

5,0g/1 NaCl

1,0g/1 Glucose
pH 7.4
SOC-Medium

20,0g/1 Trypton
5,0g/1 Hefeextrakt
0,5g/1 NaCl
2,0mM  Glucose
1,0mM  MgCl,
1,0mM  MgSO,

2.1.4.2 Zusatze zu den Medien

20,0g/1 Agar
50,0mg/l  Ampicilin
50,0mg/1 Kanamycin
25,0 g/l IPTG

40,0 ug/l  X-Gal

2.1.5 Puffer und Lésungen

Puffer und Losungen wurden, soweit nicht anders vermerkt, mit Millipore-Wasser angesetzt.
Puffer und Loésungen die gebrauchsfertig in verwendeten Kits enthalten waren, sind nicht auf-
gefiihrt.

2.1.5.1 Elektrophoreselésungen und -puffer

BPB/Glycerin-Lésung
50,0 %(v/v) Glycerin in TAE-Puffer
2,0 mg/ml Bromphenolblau

Ethidiumbromid Lésung
10,0 mg/ml Ethidiumbromid (fiir DNA Gele)
1,0mg/ml Ethidiumbromid (fiir RNA Gele)
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2 Material und Methoden

0,20 M
0,05 M
0,01 M

0,75ml
0,15 ml
0,24 ml
0,10ml
0,10 ml
0,08 ml

40,0 mM
10,0 mM
1,0mM

89,0 mM
89,0 mM
2,0mM

10 x MOPS-Puffer

MOPS [3-(N-morpholino)-propanesulfonic acid|

Natrium-Acetat
EDTA
bei 4°C lagern

RNA-Probenpuffer
deionisiertes Formamid

10x MOPS

Formaldehyd (37%)

H,0

Glycerol

10% Bromphenolblau

in Aliquots bei -20°C lagern

TAE Elektrophoresepuffer
Tris-Base

Natrium-Acetat

EDTA

pH 7,8

TBE Elektrophoresepuffer
Tris-Base

Borsédure

EDTA

2.1.5.2 DNA Puffer und Lésungen

24

02N
1,0%

10,0 mM
10,0 mM
1,0mM

10,0 mM
1,0mM

Lysis-Losung
NaOH
SDS

STE Puffer
Tris-Base
NaCl

EDTA

pH 8,0

TE Puffer
Tris-Base
EDTA

pH 7,5



2.1 Material

2.1.5.3 RNA Puffer und Lésungen

Guanidiniumpuffer

40M Guanidiniumthiocyanat
25,0mM  Natriumcitrat
0,5% N-Lauryl-Sarcosylsarcosin
0,1M B-Mercaptoethanol
pH 7,0

2.1.5.4 Losungen und Puffer fiir die Hybridisierung

Hybridisierungspuffer
50,0 % Formamid (deionisiert)
10,0% Dextransulfat
1,0M NaCl
1,0% Natriumdodecylsulfat
0,5mg/ml DNA geschert

Waschlosung 1

2,0z SSC

0,1% SDS
Waschlosung 11

1,0x SSC

0,1% SDS
Waschl6sung 111

0,1z SSC

0,1% SDS

2.1.5.5 Protein Puffer und Lésungen

Extraktionspuffer
0,10M Tris-HCI, pH 8,0
0,01 M EDTA

0,04 M DTT
10,00 % SDS
Ponceau S Firbel6sung
0,5% Tris-Base
3,0% Trifluoressigsiure
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2 Material und Methoden

TBS-T

20,0mM  Tris-Base

137,0mM  NaCl

0,1% Tween 20

pH 7,0

2.1.5.6 Losungen und Puffer fiir die Zellkultur

10x PBS
80,0g NaCl
20,0g KCl
11,5¢ Na,HPO, - 7TH,O
2,0¢g KH,PO,

MTT-Stammlésung

5,0mg/ml MTT in PBS

2.2 Methoden

2.2.1 Isolierung, Reinigung und Darstellung von DNA

2.2.1.1 Isolation von Plasmid-DNA

Plasmid-DNA zum Einsatz in Sequenzierungen wurde mit dem Wizard" Plus Minipreps DNA
Purification System (Promega) nach Angaben des Herstellers isoliert. Fiir grofsere Mengen an
Plasmid-DNA, wie sie z. B. fiir die Herstellung von Sonden fiir die Hybridisierung nétig sind,
wurden nach folgendem Protokoll Maxipreps durchgefiihrt:

26

200ml LB-Medium mit einer Einzelkolonie animpfen, iiber Nacht bei 37°C, 250 rpm schiit-
teln

Kultur 10 min bei 4000 x g zentrifugieren

Pellet in 5,3ml STEL-Puffer (1x STE-Puffer mit 2mg/ml Lysozym) resuspendieren,
10min bei RT inkubieren

10,8 ml Lysis-Losung zugeben und mischen, 10 min bei 0°C inkubieren

6,8 ml 3M Kalium-Acetat zugeben und mischen, 30 min bei 0°C inkubieren
Losung 15 min bei 14000 x g zentrifugieren

Uberstand in ein neues Gefifs iiberfiihren, 23 ml Isopropanol zugeben und mischen
10 min bei 10000 x g zentrifugieren

Pellet in 1,4ml 1x SET-Puffer resuspendieren und in ein neues Gefafs iiberfithren
1 min bei 14000 x g zentrifugieren, klaren Uberstand in ein neues Gefif iiberfithren

10 4l RNase A-Losung (10 mg/ml) zugeben, 1h 37°C



2.2 Methoden

- Losung auf zwei Gefife verteilen, 500 ul Phenol-Chloroform (1:1) zugeben, mischen und
1min bei 14000 x g zentrifugieren, obere Phase in eine neues Geféfs geben und Extraktion
wiederholen

- 70 pl 3M Natrium-acetat (pH 5,2) und 750 ul Isopropanol zur wéssrigen Phase geben und
5min bei 14000 x g zentrifugieren

- Uberstand verwerfen und Pellets mit 500 z1 70% Ethanol waschen
- Pellets in insgesamt 200 pul HyO 16sen

- Konzentration der DNA-Lésung im Photometer bestimmen (siehe 2.2.4)

2.2.1.2 Reinigung von DNA durch Phenol-Chloroform-Extraktion

Mit Proteinen verunreinigte DNA-Préparationen bzw. DNA-Losungen, die noch Enzyme (z.B.
Restriktionsenzyme) enthalten, kénnen durch Phenolextraktion und anschlieflende Ethanol-
Fallung gereinigt werden

- DNA-L6sung mit gleichem Volumen Phenol-Chloroform (1:1) versetzen, 1 min schiitteln

- 3min bei 13000 x g zentrifugieren, mit der wéssrigen Phase wird wird das Verfahren ge-
gebenenfalls wiederholt

- Ethanol-Féllung (siehe 2.2.1.3)

2.2.1.3 Konzentrierung von DNA durch Ethanol-Fillung
Durch Ethanol-Fallung wird das Volumen einer DNA-LGsung eingeengt und die DNA von
Salzen gereinigt.

- zur DNA-Lo6sung 2 Volumen 98% (v/v) Ethanol zugeben und mischen

- 20min bei -70°C oder 1h bei RT inkubieren und 10 min bei 13000 x g zentrifugieren

- 2x wiederholen: 0,5 ml 70% (v/v) Ethanol zugeben, 5min bei RT inkubieren, 5 min bei
13000 x g zentrifugieren, Uberstand quantitativ entfernen

- Pellet trocknen und im gewiinschten Volumen 1x TE oder H,O resuspendieren

2.2.1.4 DNA-Spaltung durch Restriktionsendonukleasen

Restriktionsendonukleasen sind Enzyme, die DNA-Molekiile an spezifischen Erkennungssequen-
zen in diskrete Fragmente spalten konnen. Optimale Reaktionsbedingungen sind den entspre-
chenden Herstellerangaben zu entnehmen. Es wurden Restriktionsendonukleasen der Firmen
Invitrogen und Promega in empfohlener Konzentration eingesetzt.

- Ein typischer Spaltungsansatz von Plasmid-DNA wurde wie folgt hergestellt:
1,0 ug Plasmid-DNA
2,0 pl 10x Spaltungspuffer
0,5 ul Enzym (5U/pl)
12,5 ul H,0
- 1-2h bei 37°C (oder nach Herstellerangabe) inkubieren

- Inaktivierung durch Inkubation bei 65°C (oder nach Herstellerangabe) fiir 10 min
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2.2.1.5 Agarose-Gelelektrophorese

DNA-Fragmente wurden in 0,8-2,5% (w/v) TAE-Agarosegelen, die 0,5ug/ml Ethidiumbromid
enthielten aufgetrennt. Die DNA-Proben wurden mit ca. 50% (v/v) BPB/Glycerin-Losung ver-
setzt und in die Geltaschen pipettiert Der Elektrophoreselauf erfolgte bei 80-120 V fiir 10-30 min.
Visualisiert wurde die DNA nach dem Gellauf auf einem UV-Transilluminator, Fotografien der
Gele dienten zur Dokumentation.

2.2.1.6 Aufreinigung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Nach der Spaltung von Plasmid-DNA mit Restriktionsendonukleasen (sieche Abschnitt 2.2.1.4)
wurden die verschieden lange Fragmente in einem praparativem Agarosegel aufgetrennt (siehe
Abschnitt 2.2.1.5). Die zu isolierenden Fragmente wurden mit dem ,QIAquick Gel Extraction
Kit* nach Angaben des Herstellers aufgereinigt.

2.2.2 Sequenzierung von Plasmid-DNA

Fiir die Sequenzierung von Plasmid-DNA wurde der AutoRead Sequencing Kit nach den Anga-
ben des Herstellers verwendet. Die anschliefsende Auftrennung der Fragmente wurde auf einem
ALF (Amersham) durchgefiihrt. Die aufgenommenen Rohdaten wurden mit dem ALF Manager
Ver. V prozessiert und korrekturgelesen.

2.2.3 Isolierung, Reinigung und Darstellung von RNA
2.2.3.1 Isolierung von RNA

RNA wurde nach der ,Acid - Guanidiniumthiocyanat - Phenol/Chloroform“ Methode (Chom-
czynski und Sacchi 1987) isoliert. Eingesetzt wurde die Methode fiir frische und eingefrorene
Gewebeproben. Das nachfolgende Protokoll geht von einer Menge von circa 400 mg Gewebe
aus.

- eingefrorene Gewebeprobe im Morser unter fliissigem Stickstoff zerkleinern, frische Proben
mit einem Skalpell oder einer Schere zerteilen

- in 4 ml Guanidiniumpuffer (siehe 2.1.5) aufnehmen und im Ultraturrax zerkleinern, Gefaft
dabei auf Eis stellen, alle weiteren Schritte werden ebenfalls auf Eis durchgefiihrt

- 0,4ml Na-Acetat, 0,8 ml Chloroform/Isoamylalkohol (49:1) und 4 ml Phenol zugeben

- mischen, 45 sec vortexen, 15 min auf Eis stehen lassen

- fiir 40 min bei 8000x g, 4°C zentrifugieren

- die obere, wéssrige Phase abnehmen und in ein neues Gefaf tiberfiihren

- mit 4 ml Isopropanol versetzen, sorgfiltig mischen und fiir mindestens 1 h bei -20°C lagern
- gefillte RNA durch zentrifugieren bei 10000x g, 4°C fiir 30 min pelletieren

- Pellet mit 70% Ethanol waschen, dabei fiir 5 min bei 10000x g, 4°C zentrifugieren

- Pellet leicht antrocknen lassen, danach in 0,8 ml Guanidiniumpuffer aufnehmen und in
ein neues Gefaf iiberfithren

28



2.2 Methoden

- RNA-Loésung mit 0,8 ml Isopropanol mischen und fiir mindestens 1 h bei -20°C lagern
gefillte RNA durch zentrifugieren bei 14000x g, 4°C fiir 20 min pelletieren

Pellet zweimal mit 70% Ethanol waschen, dabei fiir 10 min bei 14000 x g, 4°C zentrifugieren

- Pellet trocknen und in 0,1 ml HyO 16sen

Die so isolierte RNA wurde anschliefend im Photometer (siehe 2.2.4) quantifiziert und auf
einem denaturierenden Agarosegel (siehe 2.2.3.4) iiberpriift. Bei dieser Uberpriifung wurde die
Qualitat anhand der beiden Banden der 18S und 28S rRNA beurteilt. RNA einer hohen Qualitét
zeigte zwei scharf abgegrenzte Banden, deren Intensitdt ungefahr im Verhéltnis 1:2 stand. Nach
Zugabe von 0,25 ml Ethanol zur RNA-L6sung wurde diese bei -80°C gelagert.

2.2.3.2 RNA-Isolation aus Zell-Kulturen

Die Isolation von RNA aus kultivierten Zellen wurde mit einem einphasischen Guanidiniumiso-
thiocyanat - Phenol Reagenz (peqGOLD RNAPure) durchgefiihrt. Da nur adhirente Zellkultu-
ren verwendet wurden, konnte das Waschen und Lysieren der Zellen direkt in der Kulturschale
durchgefiihrt werden.

- Zellen dreimal mit circa 10 ml HBSS waschen, Reste des Waschpuffers quantitativ entfer-
nen

- Zellen durch Zugabe von peqGOLD RNAPure lysieren, fiir eine 90 mm Schale wurden
1ml, fiir eine 145 mm Schale wurden 1,5 ml verwendet.

- Zellen durch Schaben mit einem Zellschaber von der Kulturschale 16sen
- Zellen durch mehrmaliges pipettieren vollstdndig lysieren

- Losung in ein Reaktionsgefédfs iiberfiilhren, 5 min bei RT stehen lassen
- Zugabe von 0,2 Vol Chloroform, 15 sec vortexen

- 3 bis 10 min bei RT inkubieren

- zur Trennung der Phasen bei 12000 x g fiir 5 min zentrifugieren

- wissrige Phase in ein neues Reaktionsgefafs tiberfithren

- wassrige Phase mit 0,5 Vol Isopropanol versetzen, 5 min RT

- RNA durch Zentrifugation bei 12000x g, 4°C fiir 5 min pelletieren

- Pellet zweimal mit 1 ml 70% Ethanol waschen

- Pellet trocknen und in HyO 16sen

Die Uberpriifung und Qualitéitskontrolle der RNA erfolgte wie bei der RNA-Isolation aus Ge-
webeproben beschrieben (siehe 2.2.3.1). Die RNA-Losung wurde bei -80°C gelagert.

2.2.3.3 DNase-Behandlung von RNA

In der isolierten RNA waren noch Spuren von DNA enthalten. Diese kdnnten zu unerwiinschten
Nebenprodukten in der reversen Transkription und anschliefenden PCR fiihren. Daher wurde
die RNA mit DNase behandelt:
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- Reaktionsansatz:
50,0 ug Total RNA

10,0 pl RNAsin (RNase Inhibitor)
1,0 pl DNase I (10 U/pl)
5,0 pl 0,1 M Tris-HCI, pH 8,3
5,0 pul 0,5M KCI
5,0 pl 1,5 mM MgCl,
H,0 auf 50,0 pl
- 30min bei 37°C inkubieren

- Phenol/Chloroform Extraktion (siehe 2.2.1.2) und Ethanol-Fallung (siehe 2.2.1.3) RNA
in 20 ul HyO 16sen, lagern bei -80°C

2.2.3.4 Formaldehyd Agarose-Gelelektrophorese

Die Formaldehyd Agarose-Gelelektrophorese erlaubt eine Auftrennung von RNA Molekiilen
nach ihrer Gréfe. Da RNA im Gegensatz zu DNA einen hohen Grad an Sekundérstruktu-
ren aufweist, ist es nétig RNA unter denaturierenden Bedingungen aufzutrennen. Dies wird
durch Verwendung des denaturierenden RNA-Probenpuffer (siehe 2.1.5.1) und die Zugabe von
Formaldehyd zur Gellésung erreicht.

Gell6sung
1,0% Agarose
1,0x Mops

0,66 mM Formaldehyd
Vorbereitung der Proben und Elektrophorese:

- RNA-Losung in der Speedvac eintrocknen
RNA Pellet in 14,5 ul RNA-Probenpuffer aufnehmen

0,5p1 Ethidiumbromid-Losung (0,1 mg/ml) zugeben
Denaturieren der RNA bei 65°C fiir 10 min, anschlieffend 5 min auf Eis abkiihlen
Proben auf das Gel auftragen, Elektrophorese bei 100V, Laufpuffer: 1x MOPS

2.2.4 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren

Die Konzentration einer unbekannten DNA- bzw. RNA-LGsung wurde photometrisch bestimmt,
es wurden folgende Umrechnungsfaktoren zugrundegelegt:

doppelstrangige DNA: 0,05 mg/ml entsprechen einer O.D.gg9 von 1

RNA: 0,04 mg/ml entsprechen einer O.D.gg0 von 1

Oligonucleotide: 0,02mg/ml entsprechen einer O.D.ggp von 1

2.2.5 ldentifizierung differentiell exprimierter Gene: DDRT-PCR

Zur Identifizierung von Genen, die wiahrend des Wachstums von Kollateralen differentiell expri-
miert wurden, wurde in dieser Arbeit die ,,Differential Display Reverse Transcription Polymerase
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Chain Reaction“ oder in der Kurzform: DDRT-PCR (Liang und Pardee 1992) verwendet. Die
angegebenen Puffer, Primer und Enzyme wurden, mit Ausnahme der Tag DNA Polymerase,
den RNAimage" Kits 1 und 2 entnommen.

Reverse Transkription
- Reaktionsansatz:

2,0l RNA (DNA-frei 0,1g/pl)
2,0l downstream Primer (2uM)
4,0 pl RT-Puffer
1,6 ul dNTPs (250uM)
9,4 ul H,O
mischen, 5min bei 65°C denaturieren
1 ul MMLV RTase (100U /pl)
1h bei 37°C inkubieren, inaktivieren des Enzyms bei 75°C, 5 min

lagern bei -20°C

PCR
Die PCR-Reaktion wurde in einem GeneAmp 9600 Thermocycler der Firma Perkin Elmer
durchgefiihrt

- Reaktionsansatz:
20ul  RT-Mix
2,0 pl PCR-Puffer
0,6 ul 25mM MgCl,
1,64l dNTPs (25uM)
5,0 ul Redivue deoxyadenosine 5-[a3?S]| triphosphate
2,0l downstream Primer (2uM)
2,0 pl upstream Primer (2uM)
0,2 ul Taq DNA Polymerase
8,0 ul H,O

- PCR-Programm:

94°C, 2 min

42 Zyklen:

94°C, 30 sec
40°C, 1 min
72°C, 1 min

72°C, 5 min

Gellauf und Elution der Banden
Die Auftrennung der amplifizierten Fragmente erfolgte auf einem denaturierendem Polyacrylamid
Gel mit einer Lange von 66 cm und einer Stérke von 0, 2mm.
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Gel-Mix:
12,0ml Acrylamid /Bisacrylamid (19:1, 40%)

8,0ml 10x TBE
60,0 ml H,O
mischen, filtern und entgasen
45 pl TEMED und 700 pl APS (10%) zufiigen und in vorbereitete Gel-Kassette giefsen
Laufbedingungen: 60 W, 55°C, Vorlauf 30 min, Hauptlauf circa 3,5h

nach dem Lauf wurde das Gel aus der Kassette genommen, auf ein entsprechend grofses
Filterpapier iibertragen und iiber Nacht bei 50°C getrocknet

das getrocknete Gel wurde anschlieffend fiir drei Tage auf einen Film (Kodak X-Omat) ex-
poniert, differentiell exprimierte Genfragmente konnten auf dem Film durch Unterschiede
im Bandenmuster erkannt werden (sieche Abbildung 1.4)

Reamplifikation einzelner Banden
Nach der Auftrennung der PCR-Produkte und der Identifikation der differentiell exprimierten
Banden, wurden diese aus dem Gel ausgeschnitten und reamplifiziert.

zur Lokalisation der differentiell exprimierten Banden wurde der Film auf das getrocknete
Gel gelegt, die entsprechenden Banden markiert und ausgeschnitten

das ausgeschnittene Gelstiick wurde in ein Gefaf iiberfiihrt und mit 100ul HyO iiber-
schichtet, Inkubation fiir 10 min bei RT, danach 15 min 100°C

2min bei 14000 x g zentrifugieren und Uberstand in ein neues Gefif iiberfithren

Féllung der DNA nach Zugabe von 10 ul 3M Natrium-Acetat (pH 5,2), 2,5 ul Glycogen
(20mg/ml), 400 ] Ethanol fir 30 min bei -80°C

10 min bei 14000 x g, 4°C zentrifugieren
Pellet mit 250 ul Ethanol (85%) waschen
Pellet luftrocknen und in 10 pul HyO 16sen

Die eluierte DNA wurde anschliefsend mit einer PCR reamplifiziert, um eine Klonierung der
Fragmente zu ermdoglichen.
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Reaktionsansatz:
4,0 pl eluierte cDNA

4,0 pl downstream Primer (2uM)
4,0 pl upstream Primer (2uM)

20,0 ul Taq PCR Master Mix
80ul  H,0

PCR-Programm:

94°C, 2 min
42 Zyklen:
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94°C, 30sec
40°C, 1 min
72°C, 1 min
72°C, 5 min
- Die PCR-Produkte wurden auf einem 0,8% Agarosegel {iberpriift, Reaktionen ohne Pro-
dukt wurden 1:100 verdiinnt und erneut reamplifiziert.

Klonierung

Erfolgreich reamplifizierte Genfragmente wurden mit dem ,pCR-Script’ Amp SK(+) Cloning
Kit* nach Angaben des Herstellers kloniert. Die Uberpriifung, ob die Klone ein Insert enthielten,
wurde mit einem Schnelltest durchgefiihrt:

- Klone in 3ml LB mit Ampicilin animpfen, iiber Nacht bei 37°C mit 250 rpm schiitteln
- 100 gl der Kultur mit 10 ul BPB/Glycerin-Losung und 50 pl Phenol/Chloroform (1:1)

mischen
- 10sec vortexen, fiir 3 min bei 14000 x g zentrifugieren

- 25 ul der oberen Phase auf ein 0,8% Agarosegel auftragen und auftrennen, Plasmide mit
einem Insert laufen langsamer als solche ohne Insert und kénnen so identifiziert werden

2.2.6 Erster Nachweis einer differentiellen Expression: Slot-Blot

Die Anzahl der Klone, die mit DDRT-PCR isoliert wurden, war mit 191 zu grof$, um eine
vollstéindige Uberpriifung der differentiellen Expression zu erméoglichen. Daher sollte mit einem
einfach durchzufiihrenden Verfahren (Slot-Blot auch ,reverser Northern“ genannt), eine erste
Auswahl getroffen werden. Im Zusammenhang mit der DDRT-PCR verwendeten mehrere Au-
toren (Mou u. a. 1994; Wadhwa u. a. 1996; Zhang u. a. 1996; Hung u.a. 1999) dieses Verfahren
bereits, um die Anzahl falsch positiver Klone zu reduzieren.

Amplifikation der Klone
- Amplifikation der einzelnen Klone, Ansatz und Reaktionsbedingungen entsprachen denen
bei der DDRT-PCR

- Aufreinigung der PCR-Produkte mit dem QIAquick PCR Purification Kit (nach den
Vorgaben des Herstellers), Elution mit 30,0 ul H,O

Vorbereiten der Membranen, Blotten der PCR-Produkte
- Zugabe von 10 ul 2 N NaOH zu den PCR-Produkten

- Denaturierung 5 min bei 100°C
- Neutralisation mit 10 ul 3 M Na-Acetat, pH 5,2
- mit HyO auf 300 pl auffiillen

- Membran in 6 x SSC anfeuchten und in die Slot-Blot Apparatur (Schleicher und Schiill)
legen

- Membran mit 300 ul 6 x SSC aquilibrieren
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- jeweils 100 ul denaturiertes PCR~ Produkt auftragen und durchsaugen
- Membran mit 300 ul 6x SSC waschen

Von jeder Membran wurden drei Duplikate angefertigt, um die gleichzeitige Hybridisierung mit
verschiedenen Sonden, ausgehend von den drei experimentellen Zeitpunkten (Kontrolle, drei
Tage nach Okklusion und drei Wochen nach Okklusion), zu ermdglichen.

Markierung der Sonden

Als Sonden fiir die Hybridisierung wurde radioaktiv markierte cDNA verwendet. Diese wurde
durch reverse Transkription der RNA hergestellt. Die Reaktionsbedingungen und der Ansatz
entsprachen denen bei der DDRT-PCR, allerdings wurde 4 g RNA verwendet. Der Reaktions-
ansatz enthielt 3 ;1 Redivue deoxycytidine 5'-[a®?P] triphosphate zur radioaktiven Markierung.
Die anschlieffende Hybridisierung und Auswertung erfolgte wie im néchsten Abschnitt beschrie-
ben.

2.2.7 Nachweis spezifischer RNA-Sequenzen durch Hybridisierung
2.2.7.1 Northern Blot

Fiir den Northern Blot wurde RNA (15 pug pro Spur) durch Formaldehyd-Agarose-Gelelektrophorese
aufgetrennt (siehe 2.2.3.4) und das Gel durch ein Photo dokumentiert. Der Transfer der RNA auf
eine Nylon-Membran erfolgte durch einen Kapillar-Blot. Als Transferpuffer wurde SSC verwen-
det (Konzentration: 1x). Der Blotvorgang dauerte 16 bis 18 Stunden; nach Abschluss wurden
die Banden der 18S und der 28S rRNA auf der Membran markiert, um eine Abschitzung der
Grofse der Signale in den spéteren Hybridisierungen zu ermoglichen.

2.2.7.2 Markierung von DNA-Sonden

DNA-Sonden fiir die Hybridisierung wurden mit dem Rediprime II random prime labelling
system nach den Vorgaben des Herstellers radioaktiv markiert.

2.2.7.3 Markierung von Oligonukleotiden

Oligonukleotide, die als Sonden fiir die Hybridisierung verwendet werden sollten, wurden am
5’-Ende radioaktiv markiert.

Reaktionsansatz:
1,0 pl Oligonukleotid (10 pmol/ul)
5,0 pl 10xT4 PNK Buffer
37,0 ul H,O
auf Eis mischen

2,0 ul T4 Polynukleotidkinase zugeben und mischen

5,0 ul Redivue adenosine 5'-[y3?P] triphosphate zufiigen

37°C fiir 30 min, anschliefend wurde das Enzym inaktiviert (100°C, 5 min).
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2.2.7.4 Northern Hybridisierung

Northern Hybridisierungen wurden nach folgendem Protokoll durchgefiihrt:

- Membran mit fixierter RNA in Hybridisierungsrohre geben, 10 ml Hybridisierungspuffer
(siehe 2.1.5.4) zufiigen, bei Hybridisierungen mit Oligonukleotiden wurde als Hybridisie-
rungspuffer ,Quickhyb* verwendet

- Préhybridisierung 1-2h bei 42°C, fiir Oligonukleotide 15 min
- Zugabe der radioaktiv markierten Sonde zur Hybridisierungslésung (circa 1 x 107 cpm)
- Hybridisierung 16-18 h bei 42°C, fiir Oligonukleotide 1-2h

- nach der Hybridisierung wurden die Blots fiir jeweils 2x 15 min in den Waschlésungen
I bis IIT (siehe 2.1.5.4) gewaschen, der Waschvorgang wurde mit einem Handmonitor
iiberwacht und bei circa 100-250 ips abgebrochen

- nach dem Waschen wurden die Blots in Folie eingewickelt und auf ,,Phosphor-Screens®
exponiert

- zur Dokumentation wurden die Blots nach der Auswertung mit dem Phospho-Imager auf
Kodak X-Omat AR Filme exponiert (16-72h, abhéngig von der Starke der Signale)

- nach der Auswertung konnten die Sonden wieder von den Blots entfernt werden. Dazu
wurden die Blots in 0,1% SDS bei 60 bis75°C gewaschen. Die Waschlosung wurde alle
30 min gewechselt, bis keine Aktivitdt mehr messbar war

2.2.7.5 Auswertung der Hybridisierungen

Nach dem Abschluss der Hybridisierung wurden die Blots fiir maximal 18 h auf Phosphor
Screens exponiert und mit dem Storm 860 Phospho-Imager gescannt. Die erhaltenen Scans
wurden mit der Software ImageQuant ausgewertet. Zur Normalisierung der erhaltenen Werte
wurden die Blots abschliefiend mit einer Sonde, die gegen die 18S rRNA (Deindl 2001) gerichtet
war, hybridisiert.

2.2.8 In situ Hybridisierung

Mit der in Situ Hybridisierung wurde die Lokalisation der Osteoglycin mRNA im Gewebe un-
tersucht. Es wurde eine nicht radioaktive Methode verwendet, wie von Fernandez u.a. (2003)
beschrieben. Die verwendeten Gewebeschnitte umfassten den gesamte M. adductor, ohne vor-
herige Préparation der Kollateralen. Die untersuchten Zeitpunkte waren drei und sieben Tagen
nach Okklusion der A. femoralis. Die Kontrollen stammten aus Tieren ohne Okklusion der
Femoralarterie.

2.2.9 5'-RACE-PCR

Der SMART™RACE ¢DNA Amplification Kit der Firma Clontech wurde zur Isolation unbe-
kannter Bereiche klonierter cDNA-Fragmente nach den Vorgaben des Herstellers verwendet.
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2.2.10 Isolierung, Reinigung und Darstellung von Proteinen
2.2.10.1 Isolierung von Proteinen

Fiir alle Untersuchungen in dieser Arbeit an Proteinen wurden Gesamt-Proteinextrakte verwen-
det. Diese wurden aus den isolierten Kollateralen, bzw. den Kontrollgefiafen nach folgendem
Protokoll isoliert:

Gewebeproben in Extraktionspuffer (siche 2.1.5.5) aufnehmen, Endkonzentration 100 mg/ml

Gewebe 5 x 30 sec bei 40% Leistung, 50% Schalltakt mit Ultraschall aufschliefen (Bandelin
Sonoplus GM70, Sonde S70)

- Homogenisat 1 min kochen

Reste des Gewebes durch Zentrifugation bei 12000x g, 1 min pelletieren

Uberstand quantitativ abnehmen, lagern bei -20°C

2.2.10.2 Deglykosylierung von Proteinen

Mit dem Enzym ,Peptid:N-Glycosidase F*“ (PNGaseF) kénnen Proteoglykane in den Prote-
inkern und die Glykosaminoglykan-Seitenketten zerlegt werden. Das verwendete Enzym ist
spezifisch fiir so genannte ,N-linked* Glykosaminoglykane. Bei diesen ist die Seitenkette {iber
die zweite Aminogruppe eines Asparaginrests an den Proteinkern gebunden. Das nachfolgende
Protokoll entspricht den Vorgaben des Herstellers des verwendeten Enzyms. Eingesetzt wur-
den je Ansatz 50ug des Poteinextraktes. Die verwendeten Losungen und Puffer wurden mit
dem Enzym geliefert. Zur Kontrolle wurde je ein Ansatz ohne Enzym, bei ansonsten gleicher
Behandlung durchgefiihrt. Das Reaktionsvolumen betrug 20ul.

- denaturieren der Proteine in ,Denaturing buffer”, Gesamtvolumen 12ul, bei 100°C, 10 min
je 2ul ,10x G7 Buffer* und ,,10% NP-40“ zugeben
2ul (1000 U) PNGaseF zugeben, 37°C, 2h

deglykosylierte Proteine bei -20°C lagern

2.2.10.3 Auftrennung von Proteinen, PAGE

Genau wie Nukleinsduren konnen auch Proteinen nach ihrer Gréfe aufgetrennt werden. Hierzu
wird die Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) verwendet. In dieser Arbeit wurden vorge-
fertigte Gele (NUPAGE, Invitrogen) eingesetzt. Alle Arbeitsschritte wurden entsprechend der
Anleitung des Herstellers durchgefiihrt. Nach der Gelelektrophorese und dem Blotten der Pro-
teine auf Nitrocellulose-Membranen, wurden diese mit Ponceau S gefarbt, um die Uniformitét
der einzelnen Spuren zu iiberpriifen.

- Blot in einer flachen Schale mit wenig Ponceau S Farbelosung fiir 2-3 min iiberschichten
- mit HyO entfarben bis die Banden deutlich sichtbar sind

- gefarbten Blot zur Dokumentation einscannen
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2.2.10.4 Generierung eines Osteoglycin-Antikorpers

Kommerziell war kein Antikorper erhéltlich, der gegen das Protein Osteoglycin aus O. cuni-
culus gerichtet ist. Daher musste ein Antikorper gegen dieses Protein hergestellt werden. Als
Antigen wurden zwei Proteine aus der abgeleiteten Proteinsequenz ausgewahlt, um die aufwéan-
dige Herstellung eines rekombinanten Proteins zu Immunisierung zu vermeiden. Die Herstellung
des Antikorpers wurde von einem kommerziellen Anbieter (Eurogentec, Belgien) durchgefiihrt.
Bei dem eingesetzten Immunisierungsprotokoll wurden zwei Ratten mit zwei unterschiedlichen
Peptiden immunisiert. Das am Ende des Protokolls gewonnene Serum der beiden Tiere wurde
kombiniert und anschlieffend iiber eine Affinitédts-Reinigung aufbereitet. Erhalten wurden so
zwei Antikorper, die unterschiedliche Bereiche im Protein erkannten. Das erste Peptid umfasste
die Aminosiuren Nummer 19 bis Nummer 34!, der entsprechende Antikorper erhielt die Be-
zeichnung ,459“. Das zweite Peptid umfasste die Aminosduren Nummer 79 bis Nummer 84 aus
der abgeleiteten Aminosduresequenz, der zugehorige Antikorper erhielt die Bezeichnung ,,460%.

2.2.10.5 Nachweis von Proteinen durch Western Blot

Proteine kénnen durch eine immunologische Reaktion nachgewiesen werden. Eingesetzt wird
hierbei im allgemeinen ein zweistufiger Prozess. Der erste Antikorper ist spezifisch fiir das zu
untersuchende Protein, der zweite Antikorper ist mit einem Enzym gekoppelt und ermdglicht die
Visualisierung der gesuchten Bande mittels einer Farbreaktion oder Chemi-Lumineszens. In der
vorliegenden Arbeit wurde zur Detektion der Banden die Chemi-Lumineszens (ECL Western
Detetcion Reagents, Amersham) verwendet. Der sekundére Antikorper war mit einer Peroxidase
gekoppelt (goat anti-rat IgG HRP conjugate, Santa Cruz) und erméglichte so die Umsetzung des
Substrates. Die Detektion der entstehenden Signale erfolgte mit einem entsprechend sensitivem
Film (Hyperfilm ECL, Amersham Biosciences). Die Wasch- und Inkubationsschritte wurden in
50 ml Gefafien durchgefiihrt.

- Blocken unspezifischer Bindungsstellen mit 5% Milchpulver in 5ml TBS-T, 3-4h bei RT

- Waschen mit 10ml TBS-T, 2x 10min bei RT

- Inkubation mit dem ersten Antikorper (459 oder 460, siehe 2.2.10.4) 1:200 in 5ml TBS-T
verdiinnt, 16-18h bei 4°C

- Waschen mit 10ml TBS-T, 2x 10 min RT

- Inkubation mit dem zweiten Antikorper (goat anti-rat IgG HRP conjugate) 1:5000 in 5 ml
TBS-T verdiinnt, 1h bei RT

- Waschen mit 5ml TBS-T, 2x 5 min und 2x 10 min RT
- Blot aus dem Gefaff nehmen und abtropfen lassen

- Detektion mit 1,5ml ECL Detektionslosung, Blot 1min in der Losung inkubieren, ab-
tropfen lassen und exponieren

'Bei diesem Peptid wurde die C-terminale Aminosiure Tyrosin gegen Cystein ausgetauscht, um die Kopplung
an das Tragermolekiil zu ermdoglichen.
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2.2.10.6 Immunhistochemische Lokalisation von Osteoglycin im Gewebe

Die immunologische Detektion von Osteoglycin im Gewebeschnitt wurde wie von Fernandez
u. a. (2003) beschrieben durchgefiihrt. Verwendet wurden Gewebeschnitte, nach drei und sieben
Tagen Okklusion der A. femoralis, bzw. aus Kontrolltieren ohne Okklusion der Femoralarte-
rie. Eine vorherige Préparation der Kollateralen wurde nicht durchgefiihrt, um die Gefafe im
umgebenden Gewebe (M. quadriceps) zu untersuchen.

2.2.11 Zellkultur

In dieser Arbeit wurden hauptsédchlich glatte Muskelzellen verwendet, die aus der Aorta von O.
cuniculus isoliert wurden. Die einzelnen Isolate wurden mit Hilfe von immunologischen Fér-
bungen charakterisiert, um sicher zu stellen, dass keine Kontaminationen durch andere Zellen
vorhanden waren. Weiterhin wurden auch Endothelzellen gewonnen, um eine positive Kontrolle
fiir die zur Charakterisierung verwendeten Antikdrper zu Verfiigung zu haben. Eine beispielhaf-
ter Darstellung der Ergebnisse dieser Charakterisierung findet sich in der Abbildung 3.17. Als
Medium wurde fiir alle Zellen Medium 199 verwendet (Wechsel des Mediums nach jeweils drei
bis vier Tagen). Zugesetzt wurden dem Medium als Antibiotika bzw. Antimykotika 100 IU /ml
Penicillin, 100 mg/ml Streptomycin und 1 mg/ml Amphotericin B. Weiterhin enthielt das Me-
dium wihrend der normalen Kultur der Zellen 20% FBS. Medium fiir Stimulations-Versuche
war serumfrei. Kultiviert wurden die Zellen bei 37°C, in einer kontrollierten Atmosphére mit
5% CO4 und 95% relativer Luftfeuchtigkeit.

2.2.11.1 Gewinnung von Primarkulturen

Zur Gewinnung der Primérkulturen (glatte Muskelzellen und Endothelzellen) wurde die Aorta
von O. cuniculus entnommen und die Zellen durch den Verdau des Gewebes mit Elastase und
Collagenase gewonnen.

Gewinnung von glatten Muskelzellen
- Aorta aufschneiden und in HBSS waschen

- Endothelzellen abtoten durch Waschen in 70% Ethanol, 30 sec

- Aorta in HBSS waschen und abgetétet Endothelzellen abschaben

- Vorverdau bei 37°C, mit 0,05% Collagenase, 0,025% Elastase in HBSS, 20 min
- Uberstand abnehmen, verwerfen

- zweiter Verdau mit 0,05% Collagenase, 0,025% Elastase in HBSS, 3h, 37°C

- Uberstand abnehmen fiir 10 min bei 1200 rpm zentrifugieren

- Zellpellet in Medium 199 (20% FBS) aufnehmen und ausséen

- Zellen bis zur Konfluenz wachsen lassen, danach normal weiter kultivieren

Gewinnung von Endothelzellen
- Aorta in HBSS waschen

- ein Ende der Aorta mit einer kleinen Arterienklemme verschliefien
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- mit 0,05% Collagenase fiillen, Verdau fiir 50 min bei 37°C
- verdaute Zellsuspension in Zentrifugenréhrchen spiilen

- Aorta dreimal mit circa 1 ml 0,05% Collagenase spiilen

- Aorta dreimal mit circa 1 ml FBS spiilen

- 5min, 1200 rpm zentrifugieren

- Zellpellet in Medium 199 (20% FBS) aufnehmen und ausséen, Schalen vorher mit Fibro-
nektin beschichten

- Zellen bis zur Konfluenz wachsen lassen, danach normal weiter kultivieren

2.2.11.2 Passagieren von Zellen

Bei Erreichen der Konfluenz wurden die Zellen mit Trypsin von den Kulturschalen abgelGst
und in ein entsprechendes Volumen frisches Medium (abhéngig von der Grofe des verwendeten
Kulturgefifs) iiberfiihrt. Die glatten Muskelzellen wurden im Verhéltnis 1:3 bis 1:4 gesplittet.
Zellen 2x mit HBSS waschen

Zellen mit 1x Trypsin/EDTA tiberschichten

Inkubation bei 37°C bis sich die Zellen abgelost haben

- Zellsuspension in ein Zentrifugengefaf iiberfithren und 7 min bei 1200 rpm zentrifugieren

Uberstand verwerfen, Zellpellet in frischem Medium 199 (20% FBS) resupendieren und
aussaen

2.2.11.3 Charakterisierung von Zellen

Die verwendeten Priméarkulturen von glatten Muskelzellen wurden mit immunologischen Me-
thoden auf Verunreinigungen mit anderen Zelltypen iiberpriift. Verwendet wurden hierzu ver-
schiedene Antikorper die gegen Proteine, die fiir einzelne Zelltypen charakteristisch sind, ge-
richtet waren. Zur Identifikation von glatten Muskelzellen wurden Antikorper, die gegen das
»a-smooth muscle actin® und das ,smooth muscle myosin heavy chain“ gerichtet waren, verwen-
det. Endothelzellen wurden mit einem Antikorper gegen das Protein ,yvon Willebrand Faktor
nachgewiesen, Fibroblasten mit einem AntikOrper gegen das ,,human fibroblast surface protein®.
Der zweite Antikorper war mit dem Fluoreszenz-Farbstoff Cy3 markiert, die immunologische
Farbung konnte daher in einem Fluoreszenz-Mikroskop nachgewiesen werden. Zur Orientierung
wurden die Zellkerne mit dem Farbstoff DAPI angeférbt. Fiir die Farbungen wurden die Zellen
in Schalen mit sechs Vertiefungen auf Deckglidsern angezogen, alle Wasch- und Farbeschritte
wurden bei Raumtemperatur in den Schalen durchgefiihrt.

Zellen 2x mit 3ml HBSS waschen

Zellen zur Fixierung 10 min mit 1 ml Paraformaldehyd-Losung (4%) tiberschichten

Zellen 2x mit 3ml HBSS waschen, beim zweiten Waschen 5 min inkubieren

- Zellen 10 min mit 2ml 0,2% Triton-X100 in 1x PBS permeabilisieren

dreimal 5 min mit 3ml HBSS waschen
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- Waschpuffer vollstédndig absaugen, Zellen fiir 1 h mit 100 ul des priméren Antikérpers (in
1x PBS, 5% FBS) inkubieren

- dreimal 5 min mit 3ml HBSS waschen

- Waschpuffer vollstdndig absaugen, Zellen fiir 45 min mit 100 x4l des sekundéren Antikor-
pers (in 1x PBS, 5% FBS) inkubieren, dabei vor Licht schiitzen

- dreimal 5 min mit 3ml HBSS waschen

- Waschpuffer vollstandig absaugen, Zellen fiir 20 min mit 100 ul DAPT (1x PBS) inkubie-
ren, dabei vor Licht schiitzen

- dreimal 5 min mit 3ml HBSS waschen

- mit Fluoromount G eindeckeln und mit Nagellack abdichten

2.2.11.4 Lagerung von Zellen

Die Lagerung der Zellen erfolgte in fliissigen Stickstoff. Aufgenommen wurden die Zellen in FBS
mit 20% DMSO

Zellen 2x mit HBSS waschen

Zellen mit 1x Trypsin/EDTA (Gibco) tiberschichten

Inkubation bei 37°C bis sich die Zellen abgelost haben

Zellsuspension in ein Zentrifugengeféfs iberfithren und 7 min bei 1200 rpm zentrifugieren

Uberstand verwerfen, Zellpellet in 800 ] FBS resuspendieren, 200 1 DMSO zufiigen

Zellsuspension bei -80°C einfrieren und anschliefiend in fliissigem Stickstoff lagern

2.2.11.5 MTT-Assay

Der MTT-Assay ist eine indirekte Methode zur Bestimmung der Zellzahl, er beruht auf der Um-
setzung des Farbstoffes MTT durch mitochondriale Dehydrogenasen (Mosmann 1983; Denizot
und Lang 1986). Das resultierende, in Wasser unlosliche Formazan kann dann im Photometer
gemessen werden und gibt ein Maf fir die Menge und Aktivitdt der Zellen. Der Assay wurde
nach folgendem Protokoll in Schalen mit sechs Vertiefungen durchgefiihrt:

Zellen 2x mit 3ml HBSS waschen

Zellen mit 2ml Medium 199 (ohne Phenolrot, ohne FBS, 1 mg/ml MTT) {iberschichten
Inkubation bei 37°C fiir 3h

Uberstand abnehmen

4ml Isopropanol zu den Zellen geben, blauen Farbstoff auswaschen

- bei 560 nm im Photometer messen, Referenzmessung bei 690 nm
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3 Ergebnisse

Die morphologischen und histologischen Vorgiange, die dem Wachstum von Kollateralarteri-
en zugrunde liegen, sind in den vergangenen Jahren vielfaltig untersucht worden (Ito u.a.
1997b; Scholz u.a. 2000). Die molekularen Grundlagen der Arteriogenese sind hingegen noch
weitgehend unerforscht. Ansétze zur Aufklarung der Zusammenhénge, die die Arteriogenese
regulieren, betreffen im allgemeinen die Analyse von Faktoren, welche bereits im Zusammen-
hang mit der Angiogenese isoliert wurden (Deindl u.a. 2001a). Die Zielsetzung dieser Arbeit
war hingegen, differentiell exprimierte Gene zu isolieren, deren Beteiligung an der Arteriogenese
noch nicht bekannt war.

Hierfiir ist es notig, eine Methode zur Analyse der Expression von Genen zu wihlen, die
keine Informationen {iber die Sequenz der zu untersuchenden Gene benétigt. In der vorliegen-
den Arbeit wurde die Methode der DDRT-PCR verwendet. Die hierzu benétigte RNA wurde
aus wachsenden Kollateralen gewonnen. Die Praparation der Kollateralen aus dem umgeben-
den Gewebe kann beim Kaninchen, aufgrund der Grofe, mit geringem Aufwand durchgefiihrt
werden. Die Kollateralen haben bereits drei Tage nach Okklusion der Arteria femoralis deut-
lich an Groke gewonnen und und kénnen anhand bestimmter Kriterien von ruhenden Geféafien
unterschieden werden. Zur Unterscheidung wurde das Erscheinungsbild und die Aufteilung in
Stem”,  Midzone* und ,Reentrant” wie sie von Longland (1953) fiir Kollateralen vorgeschlagen
wurde, verwendet. Insbesondere drei Wochen nach Verschluss der Femoralarterie ist die kor-
kenzieherartige Windung der wachsenden Kollateralen ein sicheres Erkennungszeichen; siehe
hierzu auch die Abbildung 1.3. Als Vergleich fiir die Untersuchungen wurden ruhende Geféfie
aus Tieren ohne Verschluss der Femoralarterie, deren Grofse mit der der Kollateralen vergleich-
bar war, isoliert. Die Isolation der RNA aus den Kollateralen und den Kontrollgefafsen erfolgte
nach einer Standardmethode (siehe Seite 28).

3.1 Isolierung von differentiell exprimierten Klonen mit Hilfe der DDRT-PCR

Fiir die DDRT-PCR wurden 48 verschiedenen Primerkombinationen, jeweils aus einem ,,gean-
kertem* OligodT-Primer und einem Primer mit einer zufilligen Sequenz bestehend (siche Ta-
belle 2.2), verwendet. Es konnten 191 Genfragmente isoliert werden, die eine mogliche dif-
ferentielle Expression zeigten, also deutliche Unterschiede in der Intensitdt der zugehorigen
PCR-Produkte. Eine Aufstellung sdmtlicher isolierter Genfragmente mit Angaben zu den Er-
gebnissen der Homologievergleiche und der Art der Expressionsédnderung findet sich im Anhang
auf Seiten 95-100. Die Anzahl der Klone, die zu den beiden untersuchten Zeitpunkten drei Tage
und drei Wochen nach Okklusion der Femoralarterie isoliert wurden, war anniahernd gleich (91
zu 100 Klone). Unter Beriicksichtigung der Art der Expressionsdnderung fiel aber auf, dass deut-
lich mehr Klone eine Abnahme der Expression zeigten. Nach drei Tagen Okklusion wurden 60
Klone vermindert exprimiert, nach drei Wochen Okklusion waren es 77 Klone mit verminderter
Expression. Anhand der gefundenen Homologien konnten die Klone zu Gruppen zusammenge-
fasst werden (Tabelle 3.1). Die Unterscheidung, ob ein Klon einer bestimmten Gruppe zugehorig
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war, wurde anhand des Grades der Homologie getroffen. Ab einer Homologie von 75% wurde die
Identitat der Genfragmente als bestatigt angesehen. Die Mehrzahl der Klone zeigte Homologien
zu bekannten Genen.

Tab. 3.1: Einteilung der isolierten Klone in Homologiegruppen

Homologiegruppe Anzahl
Klone mit Homologie (>75%) zu bekannten Genen 95
Klone ohne signifikante Homologie(<75%) zu bekannten Ge- | 70

nen

mitochondriale Gene 19
ribosomale Gene 7
Gesamtzahl der isolierten Klone 191

Nach der Isolation der mdéglichen differentiell exprimierten Klone mit Hilfe der DDRT-PCR
war der ndchste Schritt die Bestdtigung der differentiellen Expression. Da aufgrund der An-
zahl der isolierten Klonen eine direkte Bestatigung mit quantitativen Methoden nicht méglich
war, wurde eine erste Uberpriifung der Klone im Slot-Blot Verfahren durchgefiihrt. Hierzu
wurden die Klone in einer PCR amplifiziert, die gereinigten Produkte auf Membranen fixiert
und anschlieend hybridisiert. Um einen Uberblick zu erhalten, wurden alle isolierten Klone
in dieser Weise tiberpriift. Die weiteren Untersuchungen beschrankten sich auf die Klone, die
keine oder nur geringe Homologie zu bekannten Genen zeigten und in ihrer differentiellen Ex-
pression im Slot-Blot Verfahren bestétigt werden konnten. Von den 70 Klonen die theoretisch
zu Uberpriifen waren, wurden sieben fiir die ,Northern Hybridisierung” ausgewahlt: AK19al,
AK66a2; AK74b2, AK81bl, AK86b2 und AK105b2. Diese Klone waren unbekannt, zeigten
also keine Homologie zu bekannten Genen, bzw. nur Homologien zu grofseren Genfragmenten
aus verschiedenen Sequenzierprojekten. Als eine Uberpriifung des Konzeptes wurden auch zwei
Genfragmente, die Homologien zu bekannten Genen aufwiesen, in ihrem Expressionsmuster
untersucht. Im einzelnen handelte es hierbei um die Klone AK35b1 (Homologie zu ,,y-smooth
muscle actin“!, Homo sapiens, Acc. No. X16940) und AK115b (Homologie zu ,,a-smooth muscle
actin“, O. cuniculus, Acc. No X60732). Eine verminderte Expression dieser Gene ist ein Mar-
ker fiir proliferierende Gefiafimuskelzellen und wiahrend der Arteriogenese beschrieben (Cai u. a.
2000). Der Klon AK35bl zeigte drei Tage nach Okklusion noch keine Abnahme der mRNA
Menge, der Klon AK115b war zu diesem Zeitpunkt schon in seiner Expression verringert (70%
des Kontrollwertes). Drei Wochen nach Verschluss der Femoralarterie war bei beiden Genen
eine deutliche Reduktion auf 50%, bzw. 35% der basalen Expression zu verzeichnen, wie in der
Abbildung 3.1% dargestellt.

Diese und alle weiteren ,Northern Blots“ wurden auf die Expression der 18SrRNA normali-
siert, um zuféllige Unterschiede, die sich aus einem eventuellem ungleichméfigem Auftrag der
Probe ergaben, zu korrigieren. Die 185 rRNA wurde gewahlt, da hierbei eine differentielle Ex-

Tn dieser Arbeit wird bei der Benennung von Genen und Proteinen die Bezeichnung verwendet, die auch in
der englischsprachigen Literatur verwendet wird. Die Erlduterungen zu den verwendeten Abkiirzungen sind
im Anhang 5.3 auf Seite 100 zu finden.

2Alle in dieser Arbeit in Abbildungen und Graphen dargestellte Versuchsergebnisse sind repriisentative Bei-
spiele aus den Versuchsserien. Alle Versuche wurden zur Absicherung der Ergebnisse in mindestens drei
unabhéngigen Wiederholungen durchgefiihrt.
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3.1 Isolierung von differentiell exprimierten Klonen mit Hilfe der DDRT-PCR

120
=100 T u st K 3T ,3W
m 1 1
o 80 IW | ' ! AK35b1
X ..:. -:.. <. 1,6 kb
~ 60 r t t
<: | |
Z 40 ! I AK115b
Qé = - ':' -:.. <, 1,3kb

20 _ i

AK35bl AK115b

Abb. 3.1: Hybridisierung mit den Klonen AK35bl und AK115b. Die mittels DDRT-PCR
isolierten Klone Ak35b1 (Homologie zu ,,y-smooth muscle actin®, H. sapiens, Acc. No. X16940 ) und
AK115b (Homologie zu ,,a-smooth muscle actin®, O. cuniculus, Acc. No X60732 ) dienten als Bestéti-
gung des experimentellen Ansatzes. Die Expression von ,,y-smooth muscle actin® (AK35b1) war nach
dreiwochigem Wachstum der Kollateralen auf 50% des Kontrollwertes gefallen. Der Klon AK115b war
bereits nach drei Tagen in seiner Expression reduziert (70% des Kontrollwertes), drei Wochen nach
Verschluss der Femoralarterie betrug die Expression nur 35% des Kontrollwertes. Wie bei Cai u. a.
(2000) beschrieben, ist das ,,a-smooth muscle actin“ in wachsenden Kollateralen deutlich reduziert.
Dies zeigte, dass mit der Methode der DDRT-PCR Gene isoliert werden kénnen, die wiahrend der
Arteriogenese differentiell exprimiert werden. Zur Normalisierung der Werte diente die Rehybridisie-
rung mit einer Sonde gegen die 18SrRNA (unten). Da nur die Durchfiihrbarkeit des experimentellen
Ansatzes gezeigt werden sollte, wurde lediglich eine Hybridisierung mit diesen Sonden vorgenommen.
Eine Uberpriifung auf statistische Signifikanz konnte daher nicht erfolgen. Die Expression des jeweili-
gen Genes in Kontrollgefafien wurde auf 100% gesetzt. (K = Kontrolle, 3T = 3 Tage nach Okklusion,
3W = 3 Wochen nach Okklusion).
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pression nach Okklusion der Femoralarterie nahezu ausgeschlossen ist. Die besondere Eignung
der 18S rRNA als Gen zur Normalisierung wurde bereits mehrfach publiziert (Tsuji u.a. 2002;
Deindl u. a. 2002). Die beiden Gene verhielten sich in ihrer Expression wie angenommen. Dies
kann als Bestédtigung des experimentellen Ansatzes gewertet werden. Aufserdem unterstreicht
dieser Befund, dass mit Hilfe der DDRT-PCR Gene isoliert werden kénnen, die wahrend der
Arteriogenese differentiell exprimiert sind.

3.2 Uberpriifung der differentiellen Expression

Die sieben DDRT-PCR Fragmente, die fiir eine weitere Uberpriifung ausgewihlt worden waren,
wurden als Sonden fiir ,Northern Hybridisierungen“ eingesetzt. Jedes Fragment wurde in drei
verschiedenen Hybridisierungen tiberpriift. Die Ergebnisse wurden wiederum auf die 18SrRNA
normalisiert und gemittelt. Angegeben sind diese und alle weiteren FErgebnisse aus Hybridisie-
rungen als Prozent der Kontrolle, die auf den Wert von 100% festgesetzt wurde. Die Ergebnisse
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Abb. 3.2: Zusammenstellung der verschiedenen DDRT-PCR-Klone und ihrer Expression im
Vergleich zur Kontrolle. Alle Werte sind als Prozent der Kontrolle angegeben und auf die 18SrRNA
normalisiert. Die Expression des jeweiligen Klones in den Kontrollgefifen wurde auf 100% gesetzt.
Bei den Klonen, die in der Hybridisierung mit zwei verschiedenen mRNA-Molekiilen hybridisierten,
wurden die entsprechenden Banden getrennte ausgewertet. Bei zwei Klonen wurde ein signifikanter
Unterschied der Expression im Vergleich zur Kontrolle gefunden (x p < 0,05). Die Klone Ak19al und
AK74b2 wurden daher fiir die weiteren Untersuchungen ausgewahlt.

sind in der Abbildung 3.2 dargestellt. Die Klone AK86b2 und AK105b2 zeigten in der Hybri-
disierung jeweils zwei Banden, die getrennt ausgewertet wurden. Eine statistische Auswertung
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3.2 Uberpriifung der differentiellen Expression

der ermittelten Werte ergab nur bei zwei Werten einen signifikanten Unterschied zur Kontrolle:
die Expression des Klons AK19al (Abbildung 3.3) war drei Wochen nach Okklusion der A.
femoralis, die Expression von Klon AK74b2 (Abbildung 3.4) war drei Tage nach Okklusion
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Abb. 3.3: Hybridisierung mit dem Klon AK19al. Dieser Klon hybridisierte mit einer mRNA
von ca. 1,7kb. Nach den verwendeten Kriterien hatte diese mRNA keine Homologie zu bekannten
Genen. Das zugehorige Gen zeigte eine deutlich differentielle Expression wihrend des Wachstums
von Kollateralen. Drei Tage nach Beginn des Kollateralwachstums stieg die Expression auf 168% des
Kontrollwertes an, nach drei Wochen war eine nochmalige Steigerung auf 240% erfolgt (x p < 0,05).
Zur Normalisierung der Werte diente die Rehybridisierung mit einer Sonde gegen die 18SrRNA
(unten). Die Position der 18SrRNA ist zur Orientierung markiert. (K = Kontrolle, 3T = 3 Tage nach
Okklusion, 3W = 3 Wochen nach Okklusion).

der Femoralarterie signifikant unterschiedlich zur Kontrolle (jeweils p < 0,05). Bei allen an-
deren Klonen war keine statistische Signifikanz nachweisbar. Die gemittelten Expressionswerte
betrugen fiir den Klon AK19al 168% der Kontrolle nach drei Tagen Okklusion der Femoralar-
terie, nach drei Wochen Okklusion stieg der Wert nochmals auf 240%. Der Klon AK74b2 zeigte
ebenfalls eine deutliche differentielle Expression. Nach drei Tagen Okklusion der A. femoralis
sank die Expression dieses Gens auf 35% des Kontrollwertes. Drei Wochen nach Verschluss
der Femoralarterie betrug der Wert der Expression 73% des Kontrollwertes. Wie oben bereits
erwahnt, handelt es sich bei diesen beiden Klonen um solche, die keine Homologie zu bekann-
ten Genen aufweisen. Fiir die weitere Charakterisierung dieser Klone war es damit wichtig,
mehr Informationen iiber die Sequenzen zu gewinnen, um so eine bessere Identifizierung zu
ermdglichen. Da die beiden Klone mit der DDRT-PCR isoliert wurden, lagen die bekannten
Sequenzabschnitte im 3’-Bereich der zugehorigen Gene. Zur Identifizierung der ,,upstream* gele-
genen Abschnitte wurde eine 5’-RACE PCR durchgefiihrt (siehe Seite 35). Die hierfiir ntigen
genspezifischen Primer (74GSP und 74NGSP, siche Tabelle 2.2) wurden nach den Vorgaben
des Herstellers des verwendeten Kits anhand der bekannten Sequenzen entwickelt. Fiir den
Klon AK74b2 war es moglich mit dem Klon AK74F3 eine cDNA von circa 2,5kb zu isolieren,
die in der Hybridisierung mit der selben mRNA wie der Klon AK74b2 hybridisierte und auch
eine entsprechende Anderung der Expression nach Verschluss der Femoralarterie zeigte. Fiir
den Klon AK9al war es mit der gewédhlten Methode nicht moglich, die vollstandige cDNA zu
isolieren, daher beschrinkte sich die weitere Arbeit auf den Klon AK74b2/74F3.
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Abb. 3.4: Hybridisierung mit dem Klon AK74b2. Der Klon AK74b2 hybridisierte in der Northern

Hybridisierung mit einer mRNA von ca. 3,2kb. Dieser DDRT-PCR Klon hatte eine Lénge von 286 bp
und zeigte keine Homologien zu bekannten Genen. Nach drei Tagen Okklusion war die Expression der
mRNA auf 35% (x p < 0,05) des Kontrollwertes abgesunken, nach drei Wochen betrug die Expression
73% im Vergleich zur Kontrolle. Zur Normalisierung der Werte diente die Rehybridisierung mit einer
Sonde gegen die 18STRNA (unten). Die Position der 18S rRNA ist zur Orientierung markiert. (K =
Kontrolle, 3T = 3 Tage nach Okklusion, 3W = 3 Wochen nach Okklusion)
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Abb. 3.5: Hybridisierung mit dem Klon AK74F3. Der Klon AK74F3 wurde durch eine 5’-
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RACE PCR, ausgehend von der Sequenz des Klones AK74b2, isoliert. Die dabei erhaltene cDNA
hatte eine Lénge von ca. 2,5kb und beinhaltete einen Bereich von 896 bp, der fiir ein Protein von
298 Aminosauren kodierte. Ein Homologievergleich zeigte mit 87% eine hohe Homologie zum Gen
Osteoglycin aus dem Rind (Genbank Acc. No. M37974). Das von der ¢cDNA kodierte Protein war
zu 77% homolog zum entsprechenden bovinen Protein (Genbank Acc. No. NP _776371). Der Klon
AK74F3 (Osteoglycin) hybridisierte mit der gleichen mRNA wie der urspriingliche DDRT-PCR Klon
Ak74b2. Auch die Anderungen in der Expression entsprachen den vorher beobachteten. Nach drei
Tagen Okklusion der Femoralarterie war die Expression auf 40% des Kontrollwertes abgesunken (x p <
0,05), nach drei Wochen waren es 61%. Zur Normalisierung der Werte diente die Rehybridisierung mit
einer Sonde gegen die 18SrRNA (unten). Die Position der 18S rRNA ist zur Orientierung markiert.
(K = Kontrolle, 3T = 3 Tage nach Okklusion, 3W = 3 Wochen nach Okklusion)



3.3 Analyse des Klons AK74F3

3.3 Analyse des Klons AK74F3

Der Klon AK74F3 wurde unter Einsatz der in der Tabelle 2.2 angegebenen Primer 74F3F1 bis
74F3R11 sequenziert. Ein Homologievergleich mit der ermittelten Sequenz des Klons AK743
ergab eine hohe Homologie zum ,0steoinductive factor aus Bos taurus (87%, Genbank Acc. No.
M37974). Dieses Gen wurde zuerst von Bentz u.a. (1989) isoliert. Die Namensgebung erfolg-
te, da diesem Faktor anfanglich eine Wirkung auf das Wachstum von Knochen zugeschrieben
wurde. Weitere Untersuchungen zeigten aber, dass dieser Effekt auf das Wachstum von Kno-
chen durch eine Verunreinigung des isolierten Proteins mit den Proteinen ,,bone morphogenetic
protein 1¢ und ,bone morphogenetic protein 2 (Bentz u.a. 1991) hervor gerufen wurde. In
dem zitierten Artikel wurde daher das Protein und das entsprechende Gen in ,Osteoglycin®
umbenannt. Neben der Osteoglycin mRNA-Sequenz aus Bos taurus und nun O. cuniculus,
sind weiterhin noch die Sequenzen aus M. musculus, H. sapiens, R. norvegicus, Gallus gal-
lus, Xenopus laevis und Coturniz japonica bekannt. Die mRNA- und Protein-Sequenzen sind
untereinander in hohem Grad homolog. Wie aus Tabelle 3.2 ersichtlich, ist bei den Mamma-
lia der Grad der Homologie am hochsten, von diesen sind X. laevis und G. gallus deutlich
abgegrenzt und auch untereinander haben diese beiden Spezies eine geringere Homologie.

Tab. 3.2: Vergleich der Osteoglycin-Sequenzen aus verschiedenen Spezies. Die Homologie ist auf Ebene
der RNA und der Proteine (Werte in Klammern) in Prozent angegeben.

0. cuni- X. laevis M. mus- H. sapi- R. norve- B. taurus C. japo-

culus culus ens gicus nica

G. gallus 65,18 67,39 71,70 74,62 70,15 70,54 92,60
(64,02) (59,32) (59,33) (64,21) (59,33) (62,88) (96,93)

0. cuniculus 66,75 77,66 69,58 77T 76,84 70,95
(59,86) (82,55) (87,58) (82,55) (86,57) (64,90)

X. laevis 69,42 69,69 69,94 69,06 66,95
(58,70) (58,52) (60,13) (58,19) (59,86)

M. musculus 84,78 90,28 76,00 71,92
(84,89) (94,63) (85,90) (60,87)

H. sapiens 86,80 76,77 65,35
(85,23) (92,28) (65,77)

R.  norvegi- 85,15 67,82
cus (84,89) (60,87)

B. taurus 70,16
(64,09)

Die isolierte Osteoglycin cDNA enthielt einen Bereich von 896 bp, der fiir ein Protein von
298 Aminosauren kodierte. Dieses Protein hatte eine Homologie von jeweils 87% zum humanen
(Acc. No. NP148935 (Madison u.a. 1990)) und bovinen (Acc. No. AAB70264 (Funderburgh
u.a. 1997)) Osteoglycin. Das theoretische Molekulargewicht betrug 33920 Da. Die Aminoséure-
sequenz des Proteins Osteoglycin beginnt mit einem Signalpeptid, das die ersten 19 Aminoséu-
ren umfasst. Das Molekulargewicht ohne dieses Signalpeptid betriagt 31740 Da. An drei Positio-
nen findet sich die Konsensussequenz fiir eine N-Glykosylierung: Aminoséure 214, 245 und 258.
Dies entspricht auch den Angaben in der Literatur, die fiir humanes und bovines Osteoglycin
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Abb. 3.6: Sekundirstruktur des Proteins Osteoglycin, ermittelt mit dem Programm ,PSI-
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RED“ (McGuffin u.a. 2000). Die isolierte Osteoglycin cDNA enthielt einen Bereich von 896 bp, der
fiir ein Protein von 298 Aminosiuren kodierte. Die Sequenz begann mit einem Signalpeptid, das die
ersten 19 Aminosduren umfasste. Ebenfalls markiert sind Abschnitte, deren Sekundérstruktur eine
a—Helix, bzw. ein §-Faltblatt aufwiesen. An drei Positionen war die Konsensussequenz fiir eine N—
Glykosylierung zu finden (rot unterstrichen). Osteoglycin gehort zur Familie der ,small leucine-rich®
Proteoglykane. Diese Familie von Proteinen ist gekennzeichnet durch eine Doméne in der mehrere
Wiederholungen einer leucinreichen Sequenz auftreten (so genannter ,leucine rich repeat; LRRY). In
der Aminosduresequenz waren sieben dieser Wiederholungen zu finden. Bei den LRRs wird zwischen
einer kurzen Variante mit circa 21 Aminoséuren (Typ ,,S%, blau markiert) und einer langeren mit circa
26 Aminosauren (Typ ,,T%, griin markiert) unterschieden (siehe hierzu Matsushima u. a. (2000)). Fiir
Osteoglycin war die Abfolge der Motive: STTSTST. Der letzte Repeat (Typ ,,T%), der die Amino-
sduren 247 bis 277 umfasste, wich insofern von dieser Regel ab, als dass er eine Insertion von sieben
Aminosduren beinhaltete. Bei strenger Auslegung der Definition der LRR enthielt Osteoglycin also
nur sechs Wiederholungen.



3.3 Analyse des Klons AK74F3

zwei bis drei N-Glykosylierungen angeben (lozzo 1997). Osteoglycin ist damit ein Glykoprotein,
das zur Familie der ,small leucine-rich Proteoglykane gehort. Diese Familie von Proteinen ist
gekennzeichnet durch eine Domain in der mehrere Wiederholungen einer leucinreichen Sequenz
auftreten (so genannter ,leucine rich repeat; LRRY) (Iozzo 1997). Eine genauere Darstellung
der Sekundéarstruktur, basierend auf der fiir Osteoglycin aus O. cuniculus ermittelten Sequenz
ist in der Abbildung 3.6 zu finden.

Die Mitglieder der Familie der ,,small leucine-rich“ Proteoglykane sind untereinander in unter-
schiedlichem Grad homolog. Osteoglycin gehort zusammen mit den Proteinen Epiphycan und
Opticin zur Klasse III der ,small leucine-rich“ Proteoglykane. Zu diesen zeigt es eine Homolo-
gie von 40%, wahrend es mit den anderen Protein aus anderen Klassen nur zwischen 17 und
24% homolog ist. Epiphycan und Osteoglycin unterscheiden sich weiterhin dadurch von den
anderen Mitgliedern der Proteinfamilie, dass sie nur sieben anstatt zwolf LRRs aufweisen. Alle
Mitglieder dieser Familie zeigen sekundire Modifikationen in Form von Glykosylierungen. Beim
Osteoglycin handelt es sich bei diesen Modifikationen um Keratansulfat. Keratansulfat ist ein
Polymer aus sich wiederholenden N-acetyllactosamin Einheiten, die aus N-acetyl-D-Glucosamin
und D-Galactose bestehen.

Wie oben bereits erwahnt, zeigte der Klon AK74F3, also die klonierte Osteoglycin cDNA in
der Hybridisierung Expressionsunterschiede, die denen des urspriinglichen DDRT-PCR Klones
AKT74b2 entsprachen. Nach der ersten Bestédtigung wurden die Untersuchungen zum Expres-
sionsprofil ausgeweitet und auch die Expression sieben Tage nach Verschluss der A. femoralis
iiberpriift. Erwartungsgeméf zeigte sich, dass auch nach sieben Tagen Wachstum der Kollatera-
len eine geringere Expression der Osteoglycin mRNA zu beobachten war. Wie in Abbildung 3.7
gezeigt, wurde ein Wert von 43% im Vergleich zur Kontrolle gefunden (p < 0,05).

120 A

1001 K | 3T ! 7T | 3W
80 - . g : Osteoglycin
'.i : ! < 3,2kb
60 7 * * 18S _ ! ! !
0- . . . 1
K 3T 7T 3W

Abb. 3.7: Hybridisierung mit dem Klon AK74F3, 7 Tage Okklusion. Um den Verlauf der
Expression der Osteoglycin mRNA nach Verschluss der Femoralarterie genauer zu charakterisieren,
wurde auch ein Zeitraum von sieben Tagen nach Okklusion untersucht. Zu diesem Zeitpunkt ist
Osteoglycin ebenfalls deutlich in seiner Expression reduziert, es wurde ein Wert von 43% der Kontrolle
gefunden (p < 0,05). Zur Normalisierung der Werte diente die Rehybridisierung mit einer Sonde gegen
die 185 rRNA (unten). Die Position der 18S rRNA ist zur Orientierung markiert. (K = Kontrolle, 3T
= 3 Tage nach Okklusion, 7T = 7 Tage nach Okklusion 3W = 3 Wochen nach Okklusion)

mRNA / 18STRNA

Nach dieser Bestétigung der differentiellen Expression des Klons AK74F3 stellte sich die Fra-
ge nach der Expression von Osteoglycin in den verschiedenen Organen und Geweben. Hierzu
wurde ein RNA-Blot angefertigt, der RNA von unterschiedlichen Organen aus dem Kaninchen
beinhaltete. Ein deutliches Signal fiir Osteoglycin zeigte sich in der anschlielfenden Northern
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Abb. 3.8: Organblot, hybridisiert mit dem Klon AK74F3. Neben der Expressionsdnderung
wahrend der Arteriogenese, wurde ebenfalls untersucht welche Expressionshéhe Osteoglycin in ver-
schiedenen Organen und Geweben zeigte. Hierzu wurde ein RNA-Blot angefertigt, der RNA von
unterschiedlichen Organen aus O. cuniculus beinhaltete. Ein deutliches Signal fiir Osteoglycin zeigte
sich in der anschliefsenden Northern Hybridisierung fiir die Blutgeféfse, die Lunge, den rechten Ventri-
kel des Herzens und den Uterus. Beim Uterus ist zu beachten, dass dieser aus einem tréchtigen Tier
entnommen wurde. In den anderen untersuchten Organen waren nur schwache Signale zu beobachten.
Daher wurde geschlossen, dass Osteoglycin hauptséchlich in reich durchbluteten Organen exprimiert
wurde. Dies stédrkte die Vermutung, das Osteoglycin vornehmlich mit Blutgefdfsen assoziiert war.
Zur Normalisierung wurde eine Rehybridisierung mit einer Sonde gegen die 18SrRNA durchgefiihrt
(unten).

Hybridisierung fiir die Blutgefafse, die Lunge, den rechten Ventrikel des Herzens und den Uterus
(sieche Abbildung 3.8). In den anderen untersuchten Organen waren nur schwache Signale zu be-
obachten. Da Osteoglycin auf der RNA- und Proteinebene eine hohe Homologie zum humanen
Mimecan aufwies, wurde iberpriift ob eine dhnliche Verteilung der Expression in verschiede-
nen humanen Geweben nachweisbar war. Hierzu wurde ein kommerzieller Blot verwendet. Auf
dem ,MTE" Array* der Firma Clontech war mRNA aus 76 verschiedenen humanen Geweben
fixiert, neben normalen, adulten Geweben auch fétale und solche aus verschiedenen Tumorar-
ten. Damit war es gleichzeitig auch moglich zu iiberpriifen, ob Osteoglycin auch wéhrend der
Angiogenese exprimiert wird. Auch im humanen Gewebe ergab sich ein Hybridisierungsmuster,
das dem in O. cuniculus vergleichbar war. Deutliche Signale wurden fiir die Aorta, den Uterus
und die Ovarien erhalten (siehe Abbildung 3.9). Schwache Signale ergaben sich fiir andere Teile
des kardiovaskuldren Systems, wie z.B. Herz (linkes und rechtes Atrium, Ventrikel), Teile des
Verdauungstraktes (Magen, Duodenum, Jejunum, Ileum), fotale Gewebe (Herz, Niere, Lun-
ge) und das Riickenmark. Keine Signale wurden fiir die verschiedenen Tumore gefunden. Dies
verdeutlicht, dass Osteoglycin keine Rolle wiahrend der Angiogenese spielt.

3.3.1 Differentielle Osteoglycin-Expression wiahrend der Embryogenese

Da die Arteriogenese auch Charakteristika zeigt, die an die Embryogenese erinnern, sollte an-
hand der Embryogenese bei M. musculus untersucht werden, ob Osteoglycin auch wihrend
dieses Prozesses differentiell exprimiert wird. Hierzu wurde wiederum auf einen kommerziellen
Blot zuriickgegriffen. Der ,Mouse Embryo Full Stage Blot* der Firma Seegene besteht aus RNA,
die zu verschiedenen Zeitpunkte der Embryogenese aus den Embryonen gewonnen wurde (4,5
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Abb. 3.9: Hybridisierung des MTE™ Array mit dem Klon AK74F3. Dieser kommerziell er-
héltliche Array (Clontech) enthielt mRNA aus 76 verschiedene humanen Gewebe, neben normalen
Geweben auch fotale und solche aus verschiedenen Arten von Tumoren. Verwendet werden konnte
dieser Array, da Osteoglycin aus O. cuniculus auf der Ebene der mRNA eine hohe Homologie zum
humanen Osteoglycin aufwies (89%, Genbank Acc. No. XM 011797.3). Durch das Vorhandensein von
mRNA aus Tumorgewebe konnte iiberpriift werden, ob Osteoglycin auch wéahrend der Angiogenese
exprimiert wird. Im humanen Gewebe ergab sich ein Hybridisierungsmuster, dass dem in O. cuniculus
vergleichbar war. Deutliche Signale wurden fiir die Aorta, den Uterus und die Ovarien erhalten, wobei
bei der Aorta das mit Abstand stérkste Signal zu beobachten war. Schwache Signale ergaben sich fiir
andere Teile des kardiovaskuldren Systems, wie z.B. linkes und rechtes Atrium, Ventrikel, Teile des
Verdauungstraktes (Magen, Duodenum, Jejunum, Ileum) und das Riickenmark. In verschiedenen fo-
talen Geweben (Herz, Niere, Lunge) wurden ebenfalls schwache Signale gefunden, korrespondierend
mit den Befunden, die wihrend der Embryogenese gewonnen wurden (siehe Abbildung 3.10). Fiir
mRNA, die aus Tumoren gewonnen worden war, wurde kein Signal erhalten.
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bis 18,5 Tage nach Befruchtung). Zu den frithen Zeitpunkten (4,5 bis 6,5 Tage nach Befruch-
tung) war eine starke Osteoglycin-Expression zu sehen (siehe Abbildung 3.10). Diese Expression
wurde allerdings nicht durch die Vorgénge im Embryo hervorgerufen, sondern nur durch den
Uterus. Bei den frithen Zeitpunkten wurde die RNA aus dem Embryo und dem umgebenden
Gewebe einschliefslich des Uterus gewonnen. Dies wird auch beim Vergleich mit der Abbildung
des ,MTE" Array“ auf Seite 51 und des Organ-Blots auf Seite 50 deutlich. Bei diesen beiden
Blots war ein starkes Signal im Uterus zu sehen. Zwischen Tag 7,5 und Tag 10,5 nach Befruch-
tung waren keine oder nur sehr schwache Signale bemerkbar. Erst ab Tag 11,5 nach Befruchtung
waren wieder stirkere Signale zu finden. Ab Tag 10,5 nach Befruchtung wurde die RNA fiir den
Blot nur aus dem Embryo gewonnen. Daher kann der Anstieg in der Osteoglycin-Expression
nur durch eine stéarkere Expression wiahrend der Embryogenese hervorgerufen werden.
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Abb. 3.10: Osteoglycin-Expression in der Mausembryogenese. Der ,Mouse Embryo Full Stage
Blot“ der Firma Seegene besteht aus RNA, die zu verschiedenen Zeitpunkten der Embryogenese
aus den Embryonen gewonnen wurde (4,5 bis 18,5 Tage nach Befruchtung). Mit diesem Blot sollte
iberpriift werden, ob Osteoglycin auch wihrend der Embryogenese eine differentielle Regulation
zeigt. Wahrend der frithen Phase der Embryogenese (4,5 bis 6,5 Tage nach Befruchtung) war eine
deutliche Osteoglycin Expression nachweisbar. Da zu diesen Zeitpunkten aber RNA verwendet wurde,
die aus dem gesamten Uterus mit Embryo isoliert worden war, entsprach das Signal dem schon
bekannten aus dem Uterus (Abbildung 3.9 und Abbildung 3.8). Ab dem Zeitpunkt Tag 10,5 nach
Befruchtung wurde zur Isolation der RNA nur der Embryo ohne umgebenden Uterus verwendet.
Nach diesem Zeitpunkt sind Unterschiede in Osteoglycin Expression also Folgen einer differentiellen
Regulation wahrend der Embryogenese. Zwischen dem Tag 7,5 und dem Tag 10,5 nach Befruchtung
war nur eine sehr schwache Expression feststellbar. Beginnend mit dem Tag 11,5 nach Befruchtung
begann die Expression der Osteoglycin mRNA aber zu steigen. Ab dem Tag 14,5 war das Niveau
der Expression gleichméfig hoch. Zur Normalisierung wurde eine Rehybridisierung mit einer Sonde
gegen die 18 rRNA durchgefiihrt (unten). Die Position der 18S rRNA ist zur Orientierung markiert.
(E4,5 = 4,5 Tage nach Befruchtung, E5,5 = 5,5 Tage nach Befruchtung, usw.)

VRNV YR

3.3.2 Lokalisation der Osteoglycin mRNA im untersuchten Gewebe

Nachdem mittels Hybridisierung die differentielle Expression der Osteoglycin mRNA nach-
gewiesen war, wurde im nédchsten Schritt iberpriift, in welchen Geweben, bzw. Zellen diese
mRNA exprimiert wird. Mit Hilfe einer in Situ Hybridisierung wurde gezeigt, dass Osteoglycin
in den glatten Muskelzellen der Blutgefafswand exprimiert wurde (Abbildung 3.11). Verwendet
wurde Gewebe, das drei Tage nach Okklusion der Femoralarterie entnommen wurde. In den
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Endothelzellen wurde keine Expression gefunden, ebenso nicht in den angrenzenden Gewebe-
bereichen. Allerdings waren in Nervenfasern im Muskel Signale zu finden (hier nicht gezeigt,
da nicht im direktem Zusammenhang mit der Arteriogenese). Diese Beobachtung wurde durch
eine Veroffentlichung von Nagarajan u.a. (2002) unterstiitzt, die zeigte, dass Osteoglycin in
Schwann-Zellen exprimiert wird. Aufgrund der verwendeten Methode, die keine quantitativen
Ergebnisse ermoglichte, konnte die differentiell Expression von Osteoglycin in der in Situ Hy-
bridisierung nicht gezeigt werden. Zusammenfassend war festzustellen, dass der Klon AK74F3
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Abb. 3.11: In Situ Hybridisierung mit dem Klon AK74F3. Eine in Situ Hybridisierung mit dem
Klon AK74F3 (Osteoglycin) wurde verwendet, um den Ort der mRNA Expression zu bestimmen. Als
Probe wurde in Vitro transkribierte, mit Digoxigenin markierte RNA verwendet. Als Template fiir die
Reaktion war die vollstdndige Osteoglycin cDNA verwendet. Als Kontrolle wurde eine Hybridisierung
mit der sense Probe durchgefiihrt, die keine Signale ergab (D). Verwendet wurden Kryoschnitte
(10um) von Kollateralen nach drei Tagen Okklusion. Mit der antisense Probe wurden deutliche
Signale in der Schicht der glatten Muskelzellen gefunden (A, B, C). Die Endothelzellen sind negativ,
ebenso wurde in den umgebenden Bereichen im Muskel keine Signale gefunden.

nach Verschluss der Femoralarterie eine deutliche differentielle Expression zeigte. Aufgrund des
einsetzenden Kollateralwachstums wird die Expression der Osteoglycin mRNA gedrosselt. Ort
der Expression der Osteoglycin mRNA sind die glatten Muskelzellen der Geféfswand.

3.4 Die differentielle Expression des Proteins Osteoglycin

In den vorhergehenden Untersuchungen konnte die differentielle Expression von Osteoglycin
auf der Ebene der RNA nachgewiesen werden. Dieser Befund sollte im weiteren auch auf das
zugehorige Protein ausgeweitet werden, da das Protein das eigentliche aktive Element darstellt.

Als Hindernis zeigte sich zu diesem Zeitpunkt allerdings die Tatsache, dass kein Antikor-
per erhéltlich war, mit dem eine Untersuchung im gewahlten Modell moglich gewesen wiére.
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3 Ergebnisse

Die verfiigbaren Antikorper reagierten entweder nur global mit dem Keratansulfatresten der
Keratansulfat-Proteoglykane, ohne zwischen einzelnen Proteinen zu unterscheiden, oder sie wa-
ren gegen das Osteoglycin aus dem Rind gerichtet und reagierten nicht mit dem Osteoglycin
aus dem Kaninchen. Daher wurde ein polyklonaler Antikorper, der im verwendeten Modell ein-
gesetzt werden konnte, hergestellt. Dies wurde von einem kommerziellen Anbieter (Eurogentec,
Belgien) durchgefiihrt. Als Antigen wurden zwei Peptide aus der Osteoglycin Aminoséurese-
quenz verwendet. Das erste Peptid (Antikorper 459) umfasste die Aminoséduren Nummer 18 bis
Nummer 332, das zweite Peptid (Antikérper 460) die Aminosduren Nummer 79 bis Nummer
84 aus der abgeleiteten Osteoglycin Aminoséuresequenz. Es wurden zwei Ratten mit beiden
Peptiden immunisiert und das erhaltene Antiserum anschliefsend mit Hilfe von Affinitatssdulen
aufgereinigt. Erhalten wurden bei dem verwendeten Immunisierungsprotokoll zwei Antikorper,
die gegen verschieden Bereiche im Osteoglycin gerichtet waren.

Im Westernblot zeigte der Antikorper 460 eine Doppelbande, die eine Grofe zwischen ca.
36 und 40 kDa aufwies. Dies entspricht dem theoretischen Molekulargewicht von Osteoglycin.
Die Doppelbande deutet auf Unterschiede in der Glykosylierung hin, wie sie durch verschieden
zusammengesetzte Seitenketten auftreten konnen. In der Literatur wird fiir Osteoglycin (Mi-
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Abb. 3.12: Western-Blot mit dem Antikérper AK460. Der Antikérper 460 war gegen ein Peptid,
das die Aminosduren 79 bis 84 der Osteoglycinsequenz umfasste, gerichtet. In der immunologischen
Detektion im Western Blot reagierte er mit einer Doppelbande, die eine Grofe zwischen 36 und 40 kDa
hatte. Diese Grofe entspricht der theoretischen Gréfe von Osteoglycin, die ohne das Signalpeptid
31,74 kDa betrug. Die Doppelbande war auf Unterschiede in der Glykosylierung zuriickzufiihren. Die
Literaturangaben fiir die Grofe von Osteoglycin (Mimecan, Rind, sieche Funderburgh u.a. (1997))
belaufen sich auf 25 kDa fiir das eigentliche Protein ohne sekundére Modifikationen. Ob diese Grofe
auch fiir das Osteoglycin aus O. cuniculus zutraf wurde spéter {iberpriift. Auch auf Proteinebene
zeigte Osteoglycin eine differentielle Regulation als Antwort auf die Okklusion der Femoralarterie.
Drei Tage nach Okklusion der A. femoralis war eine Reduktion auf 43% des Kontrollwertes zu beob-
achten (p < 0,001), nach sieben Tagen betrug der Wert 48% (p < 0,01). Im Gegensatz zu dem im
Northern Blot beobachteten Expressionsverlauf war auch nach drei Wochen Kollateralwachstum die
Menge des Osteoglycin Proteins noch auf 40% des Kontrollwertes reduziert (p < 0,01). Ein gleichmé-
Riger Auftrag der Proteinproben auf das Gel wurde nach dem Blotten durch Féarbung der Membran
mit Ponceau S iiberpriift (unten). (K = Kontrolle, 3T = 3 Tage nach Okklusion, 7T = 7 Tage nach
OXkklusion, 3W = 3 Wochen nach Okklusion, M = Cruz Marker Molecular Weight Standard)

mecan, B. taurus) ein Grofe von 25 kDa angegeben (Funderburgh u.a. 1997). Ob diese Grofe

3Bei diesem Peptid wurde die C-terminale Aminosiure Tyrosin gegen Cystein ausgetauscht, um die Kopplung
an das Tragermolekiil zu ermoglichen.
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3.4 Die differentielle Expression des Proteins Osteoglycin

auch fiir das Homolog aus O. cuniculus zutrifft, die ermittelte Grofe also durch die Glykosy-
lierungen iiber der Grofe des eigentlichen Proteinkerns lag, wurde zu einem spéteren Zeitpunkt
verifiziert.

Die Expressionsunterschiede des Proteins in Abhéngigkeit von der Zeitdauer der Okklusion
der Femoralarterie entsprachen denen, die fiir die mRNA beobachtet wurden. Nach drei Tagen
Kollateralwachstum war die Proteinmenge auf 44% des Kontrollwertes abgesunken (p < 0,001),
nach sieben Tagen waren es 51% des Kontrollwertes (siche Abbildung 3.12,p < 0,01). Auffallend
war, dass auch drei Wochen nach Verschluss der Femoralarterie noch eine deutliche Reduktion
des Proteins auf ca. 44% des Kontrollwertes in ruhenden Geféfen bestand (p < 0,01). Dies
stand im Gegensatz zu den FErgebnissen der Northern Hybridisierungen. Bei diesen war nach
drei Wochen eine mRNA-Expression von 75% des Kontrollwertes zu beobachten. Die sich daraus
ergebende Hypothese, das die Anderung der Proteinmenge der Anderung der mRNA-Expression
mit Verspatung folgt, konnte nicht bestétigt werden. Auch vier Wochen nach Okklusion der
Femoralarterie war die Menge an Osteoglycin Proteinmenge noch deutlich reduziert, wie in
Abbildung 3.13 gezeigt wird.
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Abb. 3.13: Western-Blot mit dem Antikérper 460, 4 Wochen. Mit diesem Western Blot sollte
iiberpriift werden, ob die Menge an Osteoglycin Protein zu einem spéteren Zeitpunkt als die mRNA
auf den Kontrollwert zuriickkehrte. Zum Zeitpunkt 4 Wochen nach Okklusion war die Proteinmenge
im Vergleich zur Kontrolle immer noch deutlich auf ca. 40% reduziert. Ein gleichméRiger Auftrag
der Proteinproben auf das Gel wurde nach dem Blotten durch Farbung der Membran mit Ponceau S
iberpriift (unten). (K = Kontrolle, 3T = 3 Tage nach Okklusion, 7T = 7 Tage nach Okklusion, 3W
= 3 Wochen nach Okklusion, 4W = 4 Wochen nach Okklusion, M = Cruz Marker Molecular Weight
Standard)

Im Gegensatz zu den bisher betrachteten Northern Hybridisierungen wurden die verwendeten
Western Blots nicht normalisiert. Dies erklart sich aus der Tatsache, dass keine entsprechenden
Proteine zur Normalisierung verfiighar waren. Die normalerweise zur Normalisierung verwen-
deten Proteine GAPDH und Actin konnten nicht verwendet werden, da sie im Zusammenhang
mit der Arteriogenese eine nachgewiesene differentielle Expression aufweisen (GAPDH: Deindl
u.a. (2002), Actin: (Cai u.a. 2000)). Ein gleichméfiger Auftrag der Proteinproben auf das Gel
wurde nach dem Blotten durch Farbung der Membran mit Ponceau S tiberpriift (siche Seite 37).

Mit dem zweiten Antikdrper 459, der gegen das Peptid aus dem N-terminalen Bereich ge-
richtet war, war zu diesem Zeitpunkt kein Signal zu erhalten, bzw. nur in den Kontrollproben
und nicht in den Proben nach Okklusion.
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3.4.1 Immunologische Lokalisation von Osteoglycin im untersuchten Gewebe

Da der Antikorper 460 spezifisch reagierte und Osteoglycin in den Gewebeextrakten erkannte,
konnte dieser Antikérper zur immunologischen Detektion von Osteoglycin in wachsenden Kol-
lateralen verwendet werden. Hierzu wurden Gefrierschnitte (Dicke: 7 um) von Gewebeproben
aus dem Quadriceps von O. cuniculus angefertigt, die sowohl aus Tieren mit Okklusion der
Femoralarterie stammten, als auch aus Tieren ohne Okklusion. In der Kontrollsituation - oh-
ne Okklusion der Femoralarterie - wurde ein deutliches Signal fiir Osteoglycin in der Tunica
adventitia der Geféfe gefunden (siehe Abbildung 3.14). Neben diesem Signal in Blutgefifen
war Osteoglycin auch in den umgebenden Arealen zu finden, insbesondere in den die Muskeln
umgebenden Faszien. Nach sieben Tagen Wachstum der Kollateralarterien war die Lokalisa-
tion des Proteins nicht beeinflusst. Auch das Signal in den Faszien zeigte ein unverénderte
Intensitdt. In den wachsenden Kollateralen war Osteoglycin dahingegen deutlich reduziert. Bis
auf geringe Reste war das Protein nicht mehr detektierbar. Die immunologische Reaktion im
Gewebeschnitt ergab somit ein Bild, das den Ergebnissen aus dem Western Blot entsprach.

3.4.2 Osteoglycin ist ein Glykoprotein

In der abgeleiteten Osteoglycin Aminosduresequenz sind drei mogliche Stellen fiir eine N-
Glykosylierung zu finden. Daher sollte im néchsten Schritt {iberpriift werden, ob Osteoglycin
aus O. cuniculus an diesen Stellen modifiziert ist. Hierfiir wurde der enzymatische Abbau der
Seitenketten (siehe 2.2.10.2) gewahlt.

Wie in Abbildung 3.15 erkennbar, kommt es durch die Deglykosylierung zu einer Veréande-
rung der Grofe des Proteins Osteoglycin. Nach Entfernen der Seitenketten war eine Reduktion
des Molekiilgewichtes auf ca. 30kDa zu beobachten. Gleichzeitig mit der Reduktion im Mo-
lekulargewicht bewirkte die Entfernung der Seitenketten auch, dass die vorher beobachtete
Doppelbande nicht mehr vorhanden war. Erklarbar ist dies dadurch, dass zwei der méglichen
drei Glykosylierungsstellen verwendet wurden, aber auch durch eine Veranderung in der Struk-
tur der Glykosylierung. Die Verdnderung in der Masse des Proteins betragt circa 3-4 kDa. Daher
ist es wahrscheinlich, dass nur eine der drei moglichen Glykosylierungsstellen verwendet wird.

Beim Vergleich der Signalstarken vor und nach Deglykosylierung war zu beobachten, dass die
Signale nach Deglykosylierung subjektiv stéarker wurden. Die densitometrische Auswertung er-
gab aber, dass das Verhéltnis der Signale zu einander dem der glykosylierten Proben entsprach
(siche hierzu auch Abbildung 3.12). Dies deutet auf eine sterische Beeinflussung der Antikor-
perbindung durch die Seitenketten hin. Als néchster Schritt schloss sich die Beantwortung der
Frage, ob an allen drei Glykosylierungsstellen eine Modifikation vorliegt, an. Hierzu wurden die
Proben fiir unterschiedliche Zeiten mit dem Enzym inkubiert. Wie in Abbildung 3.16 darge-
stellt, war die Verdnderung der Masse unabhéngig von der Reaktionsdauer. Auch nach einer
kurzen Reaktionsdauer von zehn Minuten war die Reduktion um circa 3-4 kDa schon vollstén-
dig vorhanden. Dies ist ein Hinweis darauf, dass das Protein Osteoglycin nur an einer der drei
moglichen Stellen eine Glykosylierung aufweist. Welche der drei moglichen Stellen verwendet
wird, liefs sich mit den verwendeten Methoden nicht nachweisen.
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3.4 Die differentielle Expression des Proteins Osteoglycin

A = Osteoglycin, nicht okk. 8K '
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Abb. 3.14: Lokalisation des Proteins Osteoglycin im Gewebe, dargestellt sind Querschnitte ru-
hender Geféafte und wachsender Kollateralen. Verwendet wurde wiederum der Antikérper AK460. Im
ruhenden GefdR (A), ohne Okklusion der Femoralarterie, war Osteoglycin in der Tunica adventi-
tia nachweisbar. Zu erkennen war weiterhin der reguldre Aufbau der Blutgefdfte mit Tunica intima,
Tunica media und Tunica adventitia. Die Membrana elastica interna war intakt (Pfeil). Zuséitzlich
zum Auftreten von Osteoglycin in der Adventitia, war es auch im umgebenden Gewebe nachweisbar,
hauptséchlich in den Faszien der Muskeln. Sieben Tage nach Okklusion der A. femoralis war die Loka-
lisation des Proteins Osteoglycin in den wachsenden Kollateralen unverdndert (B). In der Menge war
es im Vergleich zur Kontrollsituation deutlich vermindert. Neben dieser Anderung im Proteingehalt
war am wachsenden Geféf auch die Bildung einer Neointima (NI) zu beobachten. In dieser Neointima
waren die glatten Muskelzellen kleiner als in der Media und zeigten eine helikale Ausrichtung. Die
alte Membrana elastica interna war zerrissen und teilweise abgebaut (Pfeile). In (C) und (D) sind
serielle Schnitte der, in (B) dargestellten, Kollaterale zu sehen. Die immunhistochemische Anfiarbung
von ,a smooth muscle actin® (C) wurde zur Darstellung der glatten Muskelzellen verwendet. Die
Anfarbung der Zellkerne mit dem Farbstoff DAPI (blaue Fluoreszenz) diente der besseren Orien-
tierung. Der Nachweis, dass das betrachtete Geféf eine wachsende Kollaterale war, wurde mit dem
Proliferationsmarker Ki-67 (D) gefiihrt.
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Abb. 3.15: Western-Blot, deglykosyliert mit PNGaseF. Bei diesem Western-Blot wurden die
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Proteinpraparationen vor dem Auftrag mit dem Enzym PNGaseF deglykosyliert. Dieses Enzym ent-
fernt Zuckerseitenketten, die iiber das Stickstoffatom der Amidgruppe der Aminoséure Asparagin an
Proteine gebunden sind. In den Proben nach Deglykosylierung (-) ist eine Reduktion des Molekular-
gewichts des Proteins Osteoglycin zu beobachten. Diese Abnahme beléduft sich auf circa 3-4 kDa. In
den Proben mit intakten Zuckerseitenketten (+) war, wie schon in der Abbildung 3.12 gezeigt, eine
Doppelbande zu beobachten. Diese wurde offensichtlich durch Unterschiede in der Glykosylierung
hervorgerufen, da bei den deglykosylierten Proben diese Doppelbande nicht erkennbar war. Auffillig
war auflerdem die starke Zunahme der Signale nach Entfernen der Seitenketten. Allerdings nahm die
Signalstédrke {iber alle Proben betrachtet gleichméfig zu, sodass keine Verdnderung der Verhéltnisse
zueinander zu verzeichnen war. Verwendet wurde der Antikérper AK460. Ein gleichméfiger Auftrag
der Proteinproben auf das Gel wurde nach dem Blotten durch Farbung der Membran mit Ponceau S
iberpriift (unten). (K = Kontrolle, 3T = 3 Tage nach Okklusion, 7T = 7 Tage nach Okklusion, 3W
= 3 Wochen nach Okklusion, M = Cruz Marker Molecular Weight Standard, + = deglykosyliert, —
= nicht deglykosyliert)
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Abb. 3.16: Western-Blot, deglykosyliert mit PNGaseF nach verschiedenen Zeiten. Bei die-
sem Western-Blot wurden Proteinproben aus Kontrollgefiffen vor dem Auftrag mit dem Enzym
PNGaseF deglykosyliert. Um die Anzahl der verwendeten Glykosylierungsstellen zu ermitteln, wur-
den die Proben {iber verschieden lange Zeitraume mit dem Enzym inkubiert. In den Proben nach De-
glykosylierung ist die schon beschriebene Reduktion des Molekulargewichts des Proteins Osteoglycin
zu beobachten. Diese Abnahme belduft sich auf circa 3-4 kDa, unabhéngig von der Reaktionsdauer.
Damit ist erwiesen, dass Osteoglycin im untersuchten Gewebe (priexistente Kollateralen) nur an
einer der drei moglichen Stellen glykosyliert ist. Die Frage, welche dieser drei moglichen Glykosylie-
rungsstellen verwendet wurde, lésst sich mit den hier eingesetzten Mitteln nicht beantworten. Ein
gleichméfiger Auftrag der Proteinproben auf das Gel wurde nach dem Blotten durch Férbung der
Membran mit Ponceau S tiberpriift (unten). (10 = 10 min Inkubation, 20 = 20 min Inkubation, 30 =
30 min Inkubation, 60 = 60 min Inkubation, 90 = 90 min Inkubation, 120 = 120 min Inkubation, K
= Kontrolle, nicht deglykosyliert)
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3.5 Untersuchungen an kultivierten glatten Muskelzellen

Da nicht alle Aspekte, die die Regulation von Osteoglycin wihrend der Arteriogenese betrafen,
im verwendeten Tiermodell zu untersuchen waren, wurden einzelne Untersuchungen an kul-
tivierten glatten Muskelzellen durchgefiihrt. Bei den verwendeten Zellen handelte es sich um
Primérkulturen, die aus der Aorta von O. cuniculus isoliert wurden. Die isolierten Zellen wurden
auf ihre Reinheit und die Abwesenheit anderer Zelltypen mit Hilfe von immunologischen Fér-
bungen untersucht. Die Zellen zeigten das fiir Zellen vom Typ der glatten Muskelzellen typische
Expressionsmuster der beiden Proteine ,, smooth muscle actin und ,smooth muscle myosin
heavy chain* (Worth u.a. 2001). Es wurden keine Verunreinigungen durch Endothelzellen und
Fibroblasten festgestellt wie in Abbildung 3.17 exemplarisch dargestellt. Als positive Kontrolle
diente bei den immunologischen Farbungen eine Kultur von Endothelzellen, die ebenfalls aus
der Aorta von O. cuniculus isoliert wurden. Diese Kultur bestand nicht nur aus Endothelzellen,
sondern enthielt auch andere Zelltypen, die ebenfalls in der Aortenwand zu finden waren (u. a.
glatte Muskelzellen, Fibroblasten, Daten nicht gezeigt).

3.5.1 Welche Hinweise zur Regulation gibt es?

Zur Aufklarung moéglicher regulatorischer Signalwege wurden die kultivierten Zellen mit ver-
schiedenen Wachstumsfaktoren und Zytokinen stimuliert. Hierzu wurden die glatten Muskelzel-
len drei Tage ohne Serum kultiviert, um eine Synchronisation der Zellen zu erreichen. Verwendet
wurden Kulturen, die vorher in der entsprechenden Anzahl auf Zellkulturschalen ausgesét wor-
den waren, um gleichméfige Kulturen zur Verfiigung zu haben. Die Zellen wurden in den Passa-
gen vier bis sechs verwendet und waren zum Zeitpunkt der Stimulation subkonfluent (circa 75%
Konfluenz). Stimuliert wurden die Kulturen mit Oncostatin M (10 ng/ml), FGF-2 (20 ng/ml),
TGF-£1 ( 5ng/ml), Interleukin 6 (20 ng/ml), Interleukin 11 (20 ng/ml), PDGF-AB (10 ng/ml)
und GM-CSF (10 ng/ml). Zusétzlich wurden die angegebenen Wachstumsfaktoren in den glei-
chen Konzentration zusammen mit MCP-1 (10 ng/ml) in einer Ko-Stimulation eingesetzt. Da
MCP-1 eine nachgewiesene stimulierende Wirkung auf die Arteriogenese hat, sollte die Frage
iberpriift werden, ob MCP-1 auch auf die Expression von Osteoglycin wirkt oder die Wirkung
anderer Wachstumsfaktoren moduliert. Nach 24, 48 und 72h Stimulation wurde die RNA aus
den Zellen isoliert und anschliefsend die Hohe der Osteoglycin Expression mittels Northern
Hybridisierung bestimmt.

In der grafische Darstellung der Werte (Abbildung 3.18) zeigte sich, dass deutliche Effekte
nur in Form einer Abnahme der Osteoglycin-Expression auftraten. Erh6hungen der Expression
traten nur gering auf, maximal bis zu einem Faktor von 1,6. Besonders deutlich war der Ef-
fekt von Oncostatin M. Nach 24 h war die Expression auf 40% des Kontrollwertes (serumfreie,
unstimulierte Zellen) gesunken und nahm weiter ab auf 31% (p < 0,05) nach 48h und 27% (p
< 0,05) nach 72h Stimulation. FGF-2 fiihrte zu einer vergleichbaren Abnahme der Expressi-
on der Osteoglycin-mRNA. Bei beiden Wachstumsfaktoren war kein deutlicher Einfluss durch
MCP-1 nachweisbar. Auch alleine zeigte MCP-1 keinen Effekt. Die Wirkung von TGF-51 auf
die Expression von Osteoglycin wurde dahingegen von MCP-1 beeinflusst. TGF-51 alleine zur
Stimulation eingesetzt, zeigte nur 48 h nach Zugabe eine Wirkung in Form einer Reduktion der
Expression auf circa 60% des Kontrollwertes. Zu den anderen Zeitpunkten war nur ein sehr ge-
ringer Effekt sichtbar. TGF-31 zusammen mit MCP-1 zu Stimulation eingesetzt, &nderte dieses
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3.5 Untersuchungen an kultivierten glatten Muskelzellen

Abb. 3.17: Charakterisierung von Zellen durch immunologische Farbung. Alle in dieser Arbeit
verwendeten Kulturen von glatten Muskelzellen waren Primérkulturen aus der Aorta von O. cunicu-
lus. Diese mussten daher vor der Durchfiithrung von Versuchen auf Reinheit und Abwesenheit anderer
Zellen iiberpriift werden. In der oberen Reihe sind zwei Marker fiir glatte Muskelzellen dargestellt.
Alle Zellen sind positiv fiir ,,a-smooth muscle actin“ (A). Der Marker ,smooth muscle myosin heavy
chain“ (B) wird nur von einigen Zellen in der Kultur exprimiert, eine Beobachtung die typisch ist
fiir glatte Muskelzellen in Kultur. Mit diesen beiden Markern konnte also gezeigt werden, dass in der
Kultur glatte Muskelzellen vorhanden waren. Die Abwesenheit anderer Zellen ist in der unteren Reihe
veranschaulicht. Mit einem Antikorper gegen das so genannte ,human fibroblast surface protein“ (C)
wurde auf Fibroblasten getestet. Endothelzellen sollten mit einem Antikérper, der gegen den ,von
Willebrand Faktor* gerichtete war, nachgewiesen werden (D). Diese beiden Antikérper wurden vor-
her an einer Kultur, die entsprechende Zellen aus der Aorta von O. cuniculus enthielt, tiberpriift. Die
Kultur war fiir beide Marker negativ, es wurden also keine verunreinigende Zellen nachgewiesen. Zur
besseren Orientierung wurde bei allen Farbungen zusétzlich die Zellkerne mit dem Farbstoff DAPI
angeférbt (blaue Fluoreszenz). (Vergroferung 40fach)
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Abb. 3.18: Northern-Blot, stimulierte Zellen. Zur Aufkldrung méglicher regulatorischer Signalwe-
ge wurden Kulturen von glatten Muskelzellen mit Oncostatin M (OsM, 10 ng/ml), FGF-2 (20 ng/ml),
TGF-081 (5ng/ml), Interleukin 6 (IL6, 20ng/ml), Interleukin 11 (IL11, 20ng/ml), PDGF-AB
(10ng/ml) und GM-CSF (10ng/ml) stimuliert. Verwendet wurden die angegebenen Wachstums-
faktoren entweder mit MCP-1 (4, 10ng/ml) in einer Ko-Stimulation oder alleine (—). MCP-1 hat
eine nachgewiesene stimulierende Wirkung auf die Arteriogenese (Ito u.a. 1997b). Ob diese stimulie-
rende Wirkung auf die Arteriogenese mit einem Einfluss auf die Osteoglycin Expression verbunden
ist, sollte mit diesem Versuchsansatz tiberpriift werden. Nach 24, 48 und 72 h Stimulation wurde die
RNA aus den Zellen isoliert und anschliefend die Hohe der Osteoglycin Expression mittels Northern
Hybridisierung bestimmt. Deutliche Effekte traten nur in Form einer Abnahme der Osteoglycin-
Expression auf. Erh6hungen der Expression waren nur gering, es wurde maximal ein Faktor von 1,6
beobachtet (IL6, 24 Stunden Stimulation). Besonders deutlich war der Effekt von Oncostatin M,
das zu einer Reduktion auf 27 bis 40% des Kontrollwertes (serumfreie, unstimulierte Zellen) fiihrte.
FGF-2 fithrte zu einer vergleichbaren Abnahme der Expression der Osteoglycin-mRNA. Bei beiden
Wachstumsfaktoren war kein Einfluss durch MCP-1 nachweisbar, dies galt auch fiir die meisten an-
deren Faktoren. Auch alleine zeigte MCP-1 keinen Effekt. Einzig die Wirkung von TGF-51 wurde
durch MCP-1 moduliert. TGF-£1 allein zur Stimulation eingesetzt, zeigte nur 48 h nach Zugabe eine
Wirkung in Form einer Reduktion der Expression auf circa 60% des Kontrollwertes. Zu den anderen
Zeitpunkten war nur ein sehr geringer Effekt sichtbar. Wurde es zusammen mit MCP-1 zu Stimula-
tion eingesetzt, dnderte sich dieses Bild: Der Werte bei 24 h blieb weiterhin unveréndert. 48 h nach
Beginn der Stimulation war die Expression bereits auf 40% des Kontrollwertes gesunken, nach 72h
sank die Osteoglycin-Expression weiter auf 30% des Kontrollwertes. (x p < 0,05)
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Bild: Der Werte bei 24 h blieb weiterhin unverdandert. 48 h nach Beginn der Stimulation war
die Expression bereits auf 40% des Kontrollwertes gesunken, nach 72h sank die Osteoglycin-
Expression weiter auf 30% des Kontrollwertes. Die anderen Wachstumsfaktoren zeigten, allein
oder in Kombination mit MCP-1, nur geringe Einfliisse auf die Expression von Osteoglycin.

3.5.2 Hat die Inhibierung von Osteoglycin einen Einfluss auf die Zellen?

Die bislang geschilderten Befunde zeigten, dass die Hohe der Expression des Gens (und auch
des Proteins) Osteoglycin an den Phénotyp der glatten Muskelzellen gebunden ist. Nicht proli-
ferierende Zellen vom synthetischen Phénotyp zeigten eine hohe Expression. In proliferierenden
Zellen ist die Expression gering. Aus dieser Beobachtung ergab sich die Fragestellung, welche
Effekte durch einen duféeren Einfluss auf die Osteoglycin Expression hervorgerufen werden kén-
nen. Als Arbeitshypothese wurde hierbei die Annahme gew#hlt, dass eine Verdnderung der
Expression des Proteins Osteoglycin einen direkten Einfluss auf die Proliferation hat. Hierbei
musste berticksichtigt werden, dass die basale Expression in den glatten Muskelzellen hoch war.
Weiterhin war zu beobachten, dass deutliche Effekte nach der Zugabe von Wachstumsfaktoren
und Zytokinen hauptséchlich als verminderte Expression sichtbar wurden. Daher war bei einer
Uberexpression des Proteins Osteoglycin kein deutlicher Einfluss auf die glatten Muskelzellen
zu erwarten. Im umgekehrten Fall, also der Inhibierung der Expression, war eine héhere oder
langer andauernden Proliferation der glatten Muskelzellen zu erwarten. Um die Expression von
Osteoglycin zu unterdriicken, wurden antisense Oligonukleotiden ausgewéhlt. Zur Verfiigung
standen zwei antisense Oligonukleotide (anti-1 und anti-2, siehe Tabelle 2.2), zwei entsprechen-
de mit der reversen Sequenz als Kontrolle (antilrev und anti2rev) und ein Oligonukleotid mit
einer zufélligen Sequenz (scramble), ebenfalls als Kontrolle. Hierbei handelte es sich um Phos-
phothioate, also Nukleotide bei denen eines der nicht verbindenden Sauerstoffatome gegen ein
Schwefelatom ausgetauscht ist. Oligonukleotide mit dieser Modifikation sind widerstandsfahiger
gegen den Abbau durch Nukleasen und erreichen eine Halbwertszeit von sieben Tagen im Zell-
kulturmedium (Schlingensiepen u. a. 1997). Das Oligonukleotid anti-1 entsprach den Basen 101
bis 124 der Osteoglycin ¢cDNA (siche Anhang 5.1), das Oligonukleotid anti-2 den Basen 125 bis
148. Diese beiden Oligonukleotide lagen somit in der Nahe des Startcodons der proteincodie-
renden Sequenz. Durch einen Homologievergleich wurde sichergestellt, dass diese verwendeten
Oligonukleotide moglichst nur Homologie zum Osteoglycin aufwiesen und zu keinen anderen
Sequenzen homolog waren. Bei den Kontrollen wurde so ausgeschlossen, dass sie zuféllig mit
der mRNA anderer Gene reagierten.

Als erster Schritt war zu iiberpriifen, ob eine Aufnahme der Oligonukleotide aus dem Me-
dium durch die Zellen erfolgt. Die Zellen wurden dazu wéihrend unterschiedlicher Zeitraume
mit Medium, das das Oligonukleotid in einer Konzentration von 2 uM enthielt, iiberschichtet.
Verwendet wurde das Oligonukleotid anti-1, das fiir dieses Experiment am 5’-Ende mit Fluo-
rescein markiert war, um einen Nachweis im Fluoreszenz-Mikroskop zu ermdéglichen. Wie in
der Abbildung 3.19 dargestellt, wurde das Oligonukleotid von den Zellen aus dem Medium
aufgenommen und lagerte sich zunehmend im Zellinneren ab. Nach dem Nachweis, dass die
Zellen die Oligonukleotide aus dem Medium aufnehmen koénne, war die Frage zu stellen, ob
die Oligonukleotide einen nachweisbaren Einfluss auf die Expression von Osteoglycin haben.
Grundsitzlich ist fiir diese Uberpriifung eine Messung des untersuchten Proteins nach Zugabe
der Oligonukleotide anderen Methoden vorzuziehen. Allerdings ist zur Gewinnung der notigen
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Abb. 3.19: Aufnahme der antisense Oligonukleotide in Abhéngigkeit von der Zeit. Fiir die Ver-
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suche mit antisense Oligonukleotiden war zu iiberpriifen, ob die Oligonukleotide von den glatten
Muskelzellen (O. cuniculus) aus dem Medium aufgenommen wurden. Uberpriift wurde dies mit dem
Oligonukleotid anti-1, das zu diesem Zweck am 5’-Ende mit dem Farbstoff Fluorescein markiert war.
Nachdem die Zellen in Zellkulturschalen ausgesit worden waren und sich angeheftet hatten, wurden
sie mit Medium, das das Oligonukleotid in einer Konzentration von 2 uM enthielt, iberschichtet. Zu
den jeweils angegebenen Zeitpunkten wurden die Zellen fixiert und zur besseren Orientierung zuséatz-
lich die Zellkerne mit dem Farbstoff DAPI blau angeférbt. Die Aufnahme des Oligonukleotides durch
die Zellen war ein zeitabhéngiger Prozess. Bereits nach zwei Stunden war die Aufnahme von wenigen
Oligonukleotiden méglich. Nach circa 17 Stunden war die Aufnahme dann deutlich nachweisbar, er-
kennbar an einer intensiven griinen Farbung der Zellen. Die aufgenommenen Oligonukleotide wurden
innerhalb des beobachteten Zeitraums auch nicht wieder aus den Zellen entfernt oder abgebaut, wie
an der deutlichen Farbung auch nach 48 Stunden erkennbar war. (Vergroferung fiir alle 40 fach)
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Proteinextrakte eine hohe Anzahl von Zellen und damit auch von Medium mit Oligonukleotiden
notig. Da dies an der Menge der Oligonukleotide, die zur Verfiigung stand, scheiterte, wurde
mit einer semiquantitativen PCR iiberpriift, ob die Expression der Osteoglycin mRNA durch
die antisense Oligonukleotide abnimmt. Verwendet wurden die Primer 74F3FL und 74F3R11.
Diese Primer erzeugten ein spezifisches PCR-Produkt von 105 bp, das die Basen 120 bis 224 der
Osteoglycin ¢cDNA umfasste. Als Kontrolle wurde mit den Primer 18Sfwd und 18Srev (siehe
Tabelle 2.2) ein Fragment der 18SrRNA von 62 bp amplifiziert (Basen 1445 bis 1506 der 18SrR-
NA von O. cuniculus, Genbank Acc. No. X00640) und ebenfalls auf das Agarosegel aufgetragen
(siehe Abbildung 3.20). Ein Effekt der Oligonukleotide auf der Ebene der mRNA konnte nur
fiir das Oligonukleotid anti-2 nach zehn Tagen Einwirkzeit deutlich gezeigt werden. Die Ver-
ringerung der Osteoglycin PCR-Produkte fiir die Oligonukleotide anti-1 und anti-2 nach sechs
Tagen Einwirkzeit war nur von geringem Ausmaf. Daher war ein Effekt der Oligonukleotide,
der durch den Abbau von mRNA durch das Enzym RNaseH (Baker und Monia 1999) her-
vorgerufen wurde, nur fiir ein Oligonukleotid zu einem Zeitpunkt nachweisbar. Allerdings war
aufgrund der verwendeten Methodik ein deutlicher Nachweis der Wirkung der Oligonukleotide
nur moglich, wenn es zu einem vollstdndigen Abbau der mRNA kam. Etwaige Unterschiede
in der Expression mit und ohne Einfluss der Oligonukleotide sind mit einer semiquantitativen
PCR schwer nachweisbar, hierzu wére eine realtime Methode besser geeignet gewesen. Da somit
kein direkter Beweis fiir die Wirksamkeit der Oligonukleotide erbracht werden konnte, wurde
direkt mit den Untersuchungen fortgefahren.

Den weiteren Untersuchungen lag die oben angefithrte Arbeitshypothese zugrunde, daher
war bei der Untersuchung, ob die verwendeten Oligonukleotide einen Einfluss auf die Osteo-
glycin Expression haben, eine Bestimmung der Anzahl der Zellen notig. Hierzu wurden die
Zellen gleichméfig in Zellkulturschalen mit sechs Vertiefungen (Oberfliche je Vertiefung circa
962 mm?) ausgesit. Eingesetzt wurden die Oligonukleotide in einer Konzentration von 2 M.
Gleichzeitig wurde die Serumkonzentration im Medium von 20% auf 10% reduziert. In Vorver-
suchen (hier nicht dargestellt) konnte gezeigt werden, dass bei dieser Konzentration die Rate der
Proliferation der Zellen etwa halbmaximal war. Durch diese Reduktion der Serumkonzentration
sollte verhindert werden, dass etwaige schwache Einfliisse der Oligonukleotide durch eine starke
Zellteilung verdeckt wiirden. Die Oligonukleotide wurden erst 24 Stunden nach dem Aussden
der Zellen zugegeben, um einen Einfluss auf die Anheftung der Zellen zu verhindern (Zeitpunkt
0 Tage). Zur Bestimmung der Zellzahl wurde eine indirekte Methode verwendet. Diese Metho-
de beruht auf der Umsetzung der Substanz MTT durch mitochondriale Dehydrogenasen zu
einen blauen und unl6slichem Formazan. Dieses Reaktionsprodukt konnte anschliefsend photo-
metrisch vermessen werden, die gemessene optische Dichte war ein direktes Mass fiir die Anzahl
der Zellen (siehe 2.2.11.5). Der MTT-Assay wurde entwickelt, um eine grosse Anzahl von Pro-
ben bzw. Zellkulturen bearbeiten zu kénnen. Er ist geeignet die Aktivitat und Zahl von Zellen
zu bestimmen (Mosmann 1983; Denizot und Lang 1986). Die Ergebnisse der Versuchsreihen
sind exemplarisch in der Abbildung 3.21 dargestellt. Ersichtlich wurde, dass die Oligonukleoti-
de einen stimulierenden Effekt auf die glatten Muskelzellen hatten, dieser war aber unabhéngig
von der Sequenz des Oligonukleotides. Sowohl die antisense Oligonukleotide als auch die Kon-
trollen fiihrten zu einem fast identischem Anstieg der Zellzahl. Am Tag 13 nach Zugabe der
Oligonukleotide war die maximale Zellzahl erreicht, danach kam es zu einer Verringerung der
Zellzahl. In der Kontrolle ohne Oligonukleotide war bis zum Tag 17 ein stetiger Anstieg der
Zellzahl zu beobachten.
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Abb. 3.20: Auswirkung der antisense Oligonukleotide auf die Expression der Osteoglycin mRNA
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in glatten Muskelzellen (O. cuniculus). Mit einer semiquantitativen PCR wurde iiberpriift, ob die
Expression der Osteoglycin mRNA durch die antisense Oligonukleotide abnimmt. Die hierfiir verwen-
deten Primer (74F3FL und 74F3R11, siehe Tabelle 2.2) erzeugten ein spezifisches PCR-Produkt von
105bp, als Kontrolle wurde ein Fragment der 18SrRNA von 62bp amplifiziert (Primer 18Sfwd und
18Srev, siehe Tabelle 2.2) und ebenfalls auf das Agarosegel aufgetragen. Ein Effekt der Oligonukleo-
tide auf der Ebene der mRNA konnte nur fiir das Oligonukleotid anti-2 nach zehn Tagen Einwirkzeit
deutlich gezeigt werden. Die Verringerung der Osteoglycin PCR-Produkte fiir die Oligonukleotide
anti-1 und anti-2 nach sechs Tagen Einwirkzeit war nur von geringem Ausmaf. Daher war ein Ef-
fekt der Oligonukleotide, der durch den Abbau von mRNA durch das Enzym RNaseH hervorgerufen
wurde, nur fiir ein Oligonukleotid zu einem Zeitpunkt nachweisbar. (M = Marker, 100 bp Leiter, zu
sehen sind die Banden bei 100 bp und 200 bp)
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Abb. 3.21: Wachstumsassay nach Zugabe von antisense Oligonukleotiden. Ermittelt wurde
das Wachstum von glatten Muskelzellen (O. cuniculus) nach der Zugabe von antisense Oligonukleo-
tiden, bzw. den entsprechenden Kontroll-Oligonukleotiden. Die Kontrollkurve zeigt das Wachstum
der Zellen ohne Oligonukleotide. Dieser Wachstumsversuch wurde in Zellkulturschalen mit sechs Ver-
tiefungen durchgefiihrt (Oberfliche je 962 mm?), verwendet wurde Medium mit 10% Serum, das die
Oligonukleotide in einer Konzentration von 2 uM enthielt. Das Wachstum der Zellen wurde mit einem
Assay ermittelt, der auf der Bestimmung der Aktivitéit der mitochondrialen Dehydrogenasen beruhte
(siehe Seite 40). Die ermittelte optische Dichte bei 560nm ist direkt proportional zur Anzahl der
Zellen. Bei der Analyse der Wachstumsrate wurde deutlich, dass die Oligonukleotide einen stimulie-
renden Einfluss auf die Proliferation der Zellen hatten. Dieser betraf aber sowohl die beiden antisense
Oligonukleotide die gegen Osteoglycin gerichtet waren, als auch die drei Kontroll-Oligonukleotide.
Daher kann es sich bei dieser Erhéhung der Proliferationsrate nur um einen unspezifischen Effekt
gehandelt haben. Das normale Wachstum der Zellen wird durch die Kontrollkurve reprasentiert und
lag deutlich unter dem, welches die Kulturen mit Oligonukleotiden zeigten. Bis zum Tag 13 nach
Zugabe der Oligonukleotide zeigten diese Kulturen einen stetigen Anstieg der Zellzahl, danach kam
es zu einer Verringerung der Anzahl. Die Kontrollen ohne Oligonukleotide zeigten bis zum Tag 17
einen bestdndiges Anwachsen der Zellzahl.
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3 Ergebnisse

3.5.3 Ohne Osteoglycin verlduft die Arteriogenese schneller

Untersuchungen zur funktionellen Relevanz von Osteoglycin wihrend des Wachstums von Kol-
lateralen wurden an Exemplaren der Art M. musculus durchgefiihrt. Diesen war das Gen fiir Os-
teoglycin entfernt worden (Osteoglycin™/~, Tasheva u. a. (2002)), eine Expression von Osteogly-
cin war nicht mehr nachweisbar. Die Durchfiihrung der Versuche, zur Induktion des Wachstums
von Kollateralen, entsprach dem Vorgehen bei O. cuniculus. Es wurde nur die Femoralarterie
im rechten Hinterbein ligiert. Das linke Hinterbein diente als Kontrolle bei den anschliefsenden
Messungen. Die Entwicklung der Kollateralen wurde mit einer indirekten Methode verfolgt.
Mit dem ,Laser Doppler Perfusions Imager” konnte der Blutfluss im Unterschenkel der unter-
suchten Tiere nicht-invasiv bestimmt werden (Heil u.a. 2002b). Gemessen wurde der relative
Blutfluss, also das Verhéltnis im Blutfluss des Hinterbeines mit Okklusion zum Hinterbein ohne
Okklusion. Dieser Wert wurde unmittelbar vor und nach dem Verschluss der Femoralarterie,
sowie drei und sieben Tage nach dem Verschluss der Femoralarterie ermittelt.

Vor dem Verschluss der Femoralarterie waren keine Unterschiede im relativen Blutfluss bei
den Osteoglycin™/~ Tieren und dem Wildtyp vorhanden (sieche Abbildung 3.22). Bei den Tieren
ohne Osteoglycin-Expression war unmittelbar nach dem Verschluss der Femoralarterie der rela-
tive Blutfluss signifikant hoher (p < 0,05), als bei den Tieren mit Osteoglycin-Expression. Nach
drei Tagen Wachstum der Kollateralen stieg der relative Blutfluss beim Wildtyp deutlicher an.
Dieses Bild wandelte sich nach sieben Tagen Kollateralwachstum. Zu diesem Zeitpunkt hatte
der relative Blutfluss bei den Osteoglycin™/~ Tieren wieder den Wert vor Okklusion erreicht.
Damit ergab sich ein signifikanter Unterschied (p < 0,05) zum Wert beim Wildtyp, dessen
relativer Blutfluss einen Wert von 0,84 erreichte.
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Abb. 3.22: Analyse der Osteoglycin™/~ Tiere. Bei Tieren der Art M. musculus, deren Gen fiir
Osteoglycin inaktiviert wurde (Osteoglycin™/-, Tasheva u.a. (2002)) wurde das Wachstum von Kol-
lateralen durch Okklusion der Femoralarterie induziert. Zur Bestimmung des Kollateralwachstums
wurde der Blutfluss in den Unterschenkeln mit einem ,Laser Doppler Perfusions Imager” bestimmt.
Angegeben ist das Verhéltnis der Werte von rechtem und linkem Unterschenkel. Die Okklusion der
Femoralarterie wurde im rechten Bein durchgefiihrt, das linke diente als Kontrolle. Dargestellt ist
also das Verhéltnis des kollateralen Blutfluss zum normalen Blutfluss (R-BG/L-BG), jeweils fiir die
Osteoglycin™/~ Tiere und den Wildtyp. Unmittelbar nach Okklusion der Femoralarterien ist der ver-
bleibende Blutfluss bei den Tiere ohne Osteoglycin Expression um den Faktor 1,7 hoher. Drei Tage
nach Okklusion der Femoralarterie ist der kollaterale Blutfluss bei den Osteoglycin/~ Tieren geringer
als beim Wildtyp (0,28 zu 0,51). Diese erreichen nach drei Tagen die Hélfte des normalen Blutfluss.
Nach sieben Tagen Kollateralwachstum ist der Blutfluss bei den Osteoglycin™/~ Tieren deutlich hoher
als beim Wildtyp. Der kollaterale Blutfluss bei den gentechnisch verédnderten Tieren ist zu diesem
Zeitpunkt gleich dem Blutfluss im Unterschenkel ohne Okklusion der Femoralarterie. (x p < 0,05)
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4 Diskussion

Zielsetzung dieser Arbeit war die Beantwortung der Frage, welche Gene im Zusammenhang
mit dem Wachstum von Kollateralen eine differentielle Regulation aufweisen. Der Einsatz der
DDRT-PCR erméglichte es dabei, auch differentiell exprimierte Gene zu finden, deren Sequenz
noch nicht bekannt war. Fiir die DDRT-PCR wurden 48 verschiedene Primerkombinationen
verwendet. Diese Anzahl erlaubte ein Screening, das theoretisch 98% der vorhandenen mRNA-
Molekiile erfasste (Berechnung nach Liang u.a. (1995)). Zur Identifikation der erhaltenen 191
Genfragmente diente die Sequenzierung aller Klone und deren anschliefender Vergleich mit
bekannten Genen, durch das Blast-Programm (Altschul u.a. 1997). Eine Homologie von mehr
als 75% zu bekannten Genen zeigten 95 der isolierten Genfragmente. Da es das Ziel dieser Ar-
beit war, Gene zu identifizieren, deren differentielle Regulation wéhrend des Wachstums von
Kollateralen noch nicht bekannt war, wurden diese von den weiteren Untersuchungen ausge-
nommen. Ebenfalls nicht ndher untersucht wurden die 26 Genfragmente, die Homologien zu
mitochondrialen oder ribosomalen Genen aufwiesen.

Die verbliebenen 70 Genfragmente, die keine signifikante Homologie zu bekannten Genen
aufwiesen, sollten im weiteren néher auf ihre Expression untersucht werden. Um eine erste
Bestétigung der differentiellen Expression zu erhalten und damit auch falsch positive Klone
ausschliefen zu koénnen, wurden diese 70 Genfragmente einer Analyse im Slot-Blot Verfahren
(auch ,reverser Northern“ genannt) unterzogen. Im Zusammenhang mit der DDRT-PCR ver-
wendeten mehrere Autoren (Mou u.a. 1994; Wadhwa u.a. 1996; Zhang u.a. 1996; Hung u. a.
1999) dieses Verfahren bereits, um die Anzahl falsch positiver Klone zu reduzieren. Nach der
Auswertung der durchgefiihrten Hybridisierungen war eine hohe Anzahl an falsch positiven Klo-
nen zu bemerken. Es verblieben noch sieben Klone, die nach den Befunden aus dem Slot-Blot
eine differentielle Regulation aufwiesen. Diese geringe Zahl lag in einem Rahmen, der mit den
Ergebnissen in den oben genannten Publikationen vergleichbar war.

Neben diesen sieben Klonen, die alle (nach den vorher gewéhlten Kriterien) keine Homolo-
gien zu bekannten Genen aufwiesen, wurden auch zwei Klone, die Homologie zum humanen
»y-smooth muscle actin® (Klon Ak35b1, Acc. No. X16940) und zum ,,a-smooth muscle actin®
aus O. cuniculus (Klon AK115b, Acc. No X60732) hatten, weiter untersucht. Damit sollte ein
Nachweis tiber die Verwendbarkeit der Methode gefiihrt werden. Bei wachsenden Kollateralen
im Herz von C. familiaris konnten Cai u.a. (2000) nachweisen, dass ,,a-smooth muscle actin®
vermindert exprimiert wird. War das Wachstum und ,Remodelling der Kollateralen abge-
schlossen, stieg die Expression wieder an. Das Protein ,,a-smooth muscle actin“ unterliegt einer
differentiellen Regulation, in Abhéngigkeit vom Status der glatten Muskelzellen, wie in meh-
reren Publikationen gezeigt. Beginnen glatte Muskelzellen zu proliferieren, kommt es zu einem
Wechsel vom kontraktilen zum synthetischen Phinotyp, eine Anderung, die mit einer vermin-
derten ,,a-smooth muscle actin“ Expression einhergeht (Owens 1995). Aber auch wéihrend der
pathologischen Verinderungen eines Blutgefifes kommt es zu einer Anderung der Expression
dieses Proteins. Glukhova u.a. (1988) berichteten, dass ,,a-smooth muscle actin® in der sub-
endothelialen Intima arteriosklerotischer Plaques im Vergleich zu normalen, gesunden Geféafien
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reduziert vorkommt. Die in dieser Arbeit in der Northern Hybridisierung gezeigte differentielle
Regulation der fiir diese Proteine kodierenden mRNA entsprach also den Erwartungen.

In der Liste der isolierten Genfragmente (siehe im Anhang auf Seiten 95-100) finden sich wei-
tere Gene, deren Beteiligung am Wachstum von Kollateralen bekannt ist. Als Beispiele sollen
hier die Klone 15a2, 153b2 und 181b2 betrachtet werden. Die Expression des Transkriptionsfak-
tors ,egr-1“ (Klon 15a2, Homologie 90,5%; Acc. No X52541) war in wachsenden Kollateralen,
drei Tage nach Verschluss der A. femoralis, verstiarkt. Aus anderen Arbeiten liegen Ergebnisse
vor, die ebenfalls eine erhohte ,egr-1“ Expression in wachsenden Kollateralen nachweisen. Diese
betreffen allerdings nur die ersten 24 Stunden nach Okklusion der Femoralarterie (Deindl u. a.
2001b). Eine direkte Bestéatigung der Ergebnisse der ,DDRT-PCR* ist dies nicht, da insbeson-
dere ein kurzzeitige erhohte Expression von ,egr-1“ nicht auszuschlieten ist. Allerdings ist in
anderen Modellen gezeigt worden, dass ,egr-1¢ durch eine chronische Erhohung der Wandschub-
spannung induziert wird (Sho u.a. 2002). Diese Induktion war auch noch fiinf und sieben Tage
nach Einsetzen der erhohten Wandschubspannung nachweisbar.

Fiir den Klon 153b2 ergab der Vergleich mit der Datenbank eine Homologie von 91,9% zum
humanen ,N-cadherin“ (Acc. No M34064). Aus den Ergebnissen der ,DDRT-PCR* wurde ei-
ne schwichere Expression, drei Wochen nach Verschluss der Femoralarterie, deutlich. Belegt
ist eine Beteiligung des Adhésionsmolekiils ,N-cadherin“ an der Bildung der Neointima. Nach
der Verletzung der Halsschlagader durch einen aufblasbaren Katheder bei Sus scrofa kam es
zu einer verringerten Expression von ,N-cadherin“ in der entstehenden Neointima (Blindt u. a.
2004). Die verminderte Expression dieses Proteins fiihrte zu einer schwécheren Verbindung der
glatten Muskelzellen mit der extrazelluldren Matrix und anderen Zellen. Dadurch wurde die
Wanderung der glatten Muskelzellen erleichtert. Nachweisbar war die verminderte Expression
von ,N-cadherin® 14 und 28 Tage nach der Verletzung des Gefafes. Nach 90 Tagen war die
Expression wieder auf das normale Niveau gestiegen. Der mittels ,,DDRT-PCR* isolierte Klon
war drei Wochen nach Beginn des Kollateralwachstums vermindert exprimiert. Zu diesem Zeit-
punkt ist die Bildung der Neointima in den wachsenden Kollateralen deutlich ausgepragt, so
dass die verminderte Expression von , N-cadherin“ dem oben beschriebenen Befund entsprach.

Gleiches kann auch fiir den Klon 181b2 (Homologie zum IGF II, 93,8%; Acc. No X03562)
angenommen werden. Bekannt ist fiir IGF II, dass es ebenfalls an der Bildung der Neointima be-
teiligt ist (Bayes-Genis u. a. 2000). Diese verstirkte Expression erleichterte die Wanderung von
glatten Muskelzellen in die Neointima. Die mit ,DDRT-PCR" gefundene schwéchere Expres-
sion nach drei Wochen Kollateralwachstum ist entsprechend dem Verhalten von ,N-cadherin®
zu bewerten. Mit diesen verdffentlichten Daten und der in dieser Arbeit gezeigten differentiel-
len Regulation der mRNA wurde deutlich gezeigt, dass die verwendete Methode geeignet war,
Gene zu identifizieren, die im Verlauf des Wachstums von Kollateralen differentiell exprimiert
wurden.

4.1 Nur zwei Klone zeigten signifikante Unterschiede in der Expression

Von den sieben Klonen, die durch eine ,Northern Hybridisierungen“ in ihrer Expression unter-
sucht wurden, zeigten nur zwei Klone Unterschiede in der Expression, die statistisch signifikant
waren. Bei allen anderen Klonen war keine statistische Signifikanz nachweisbar. Dies lag ei-
nerseits an nur geringen Unterschieden in der Expression nach drei Tagen oder drei Wochen
Okklusion der Femoralarterie im Vergleich zur Kontrolle, andererseits aber auch an zu grofsen
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Standardabweichungen bei der Auswertung der einzelnen Hybridisierungen. Hier wird eine der
Beschrankungen der DDRT-PCR, deutlich: die hohe Anzahl an falsch positiven Klonen. In die-
ser Arbeit wurde versucht, die Zahl der falsch positiven Klone dadurch zu reduzieren, dass
eine Uberpriifung im Slot-Blot-Verfahren vor der Bestitigung in der ,Northern Hybridisierung®
durchgefiihrt wurde. Der Einsatz des Slot-Blots hat zu einer deutlichen Reduktion der zu be-
statigen Klone gefiihrt, die gewahlten Parameter waren aber anscheinend nicht optimal genug,
um eine sichere Aussage zu treffen. In den oben bereits genannten Verdffentlichungen haben
die Autoren Mengen von 5 bis 50 ug RNA eingesetzt, wihrend in dieser Arbeit lediglich 4 ug
verwendet wurden, da die Menge an verfiigbarer RNA aufgrund des verwendeten Modells stark
limitiert war. Wird das Mengenverhéltnis der RNA einer Zelle betrachtet, zeigt sich, dass der
iiberwiegende Teil aus ribosomalen RNA-Molekiilen besteht. Aus diesem ungiinstigen Mengen-
verhéltnis ergab sich eine Fehlerquelle, die zu falschen Signalen im Slot-Blot fiihrte.

Die Klone AK19al und AK74b2 zeigten beide eine signifikante, differentielle Expression. Der
Klon AK19al war nach drei Wochen Okklusion der A. femoralis in seiner Expression deutlich
erhoht (240% im Vergleich zur Kontrolle). Der Klon AK74b2 war drei Tage nach Verschluss der
Femoralarterie mit einen Wert von 35% im Vergleich zur Kontrolle deutlich in seiner Expression
vermindert (p<<0,05 fiir beide Klone). Diese zwei Klone sollten im weiteren niaher charakterisiert
werden.

Da beide Klone mit Hilfe der DDRT-PCR isoliert worden waren, befanden sich die bekannten
Fragmente im 3’-Bereich der zugehorigen mRNA. Der erste Schritt bei der weiteren Bearbeitung
der beiden ausgewéhlten Klone musste daher die Isolation der vollstdndigen cDNA sein. Hier-
zu wurde auf einen kommerziell erhéltlichen Kit zuriickgegriffen: den ,SMART RACE ¢cDNA
Amplification Kit“ der Firma Clontech (siehe Seite 35). Nach den Vorgaben des Herstellers,
fiir einen erfolgreichen Einsatz dieses Kits, sollte die mittlere Schmelztemperatur der genspe-
zifischen Primer oberhalb von 65°C liegen. Beim Klon AK19al war dies nicht moglich, da im
bekannten Sequenzabschnitt keine entsprechenden Primer zu finden waren, daher wurden zwei
Primer mit einer geringeren mittleren Schmelztemperatur ausgewéhlt (19GSP, Ty=59,3°C und
19NGSP, Ty\=55,9°C). Die genspezifischen Primer fiir den Klon AK74b2 erfiillten mit 64,6°C
(74GSP), bzw. 54,2°C (7T4NGSP) aus den gleichen Griinden die Vorgaben ebenfalls nicht genau.
Die Bedingungen der PCR, die zur Amplifikation der cDNA diente, wurden daher entspre-
chend angepasst. Es war mit diesen angepassten Bedingungen moglich, fiir den Klon AK74b2
eine ¢cDNA mit einer Lange von circa 2,5kb zu isolieren (Bezeichnung dieses neuen Klons:
AKT74F3). Fiir den Klon AK19al konnte keine vollstdndige cDNA isoliert werden. Auch eine
erneute Anpassung der Reaktionsbedingungen blieb ohne Erfolg. Daher beschrinkte sich die
weitere Arbeit auf den Klon AK74F3.

4.2 Der Klon AK74b2/F3 ist ein Proteoglykan

Ein Homologievergleich mit der ermittelten Sequenz des Klons AK743 ergab eine hohe Ho-
mologie zum ,osteoinductive factor aus dem Rind (87%, Genbank Acc. No. M37974). Dieses
Gen wurde zuerst von Bentz u.a. (1989) isoliert. Die Namensgebung erfolgte, da diesem Fak-
tor anfinglich eine Wirkung auf das Wachstum von Knochen zugeschrieben wurde. In einer
spateren Veroffentlichung (Bentz u.a. 1991) wird allerdings berichtet, dass dieser Effekt auf
das Wachstum von Knochen auf eine Verunreinigung des isolierten Proteins mit den Proteinen
,bone morphogenetic protein 1“ und ,bone morphogenetic protein 2 beruhte. Daher wird in
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dieser Publikation das Protein und das entsprechende Gen in ,Osteoglycin® umbenannt. Diese
Bezeichnung des Proteins implizierte aber weiterhin eine Rolle des Proteins als Bestandteil von
Knochen. Dies entspricht aber nicht den Tatsachen, da Osteoglycin (Protein) im Knochen nicht
nachweisbar war (Funderburgh u.a. 1997). Der Nachweis gelang aber in einer Vielzahl ande-
rer Geweben. Besonders hoch war die Menge an Osteoglycin im Bindegewebe und dem Auge.
Die Autoren schlugen daher eine Umbenennung in ,Mimecan“ vor. Da sich diese Bezeichnung
in der Literatur noch nicht vollstédndig durchgesetzt hat, wird in dieser Arbeit weiterhin die
Bezeichnung Osteoglycin verwendet.

In der mit dem Klon AK74F3 neu isolierten cDNA befand sich ein Bereich von 896 bp der fiir
ein Protein von 298 Aminoséduren kodierte. Wie in Tabelle 3.2 gezeigt, war auch dieses Protein
in hohem Mafe homolog zu den entsprechenden Proteinen aus anderen Spezies. Aufgrund seiner
Primérstruktur kann Osteoglycin in die Familie der ,small leucine-rich Proteoglykane einge-
ordnet werden. Diese Familie von Proteinen besteht aus mindestens elf Mitgliedern, die in drei
Klassen eingeteilt werden. Die Klasse I besteht aus den drei Mitgliedern Decorin (Krusius und
Ruoslahti 1986), Biglycan (Fisher u.a. 1991) und Asporin (Henry u.a. 2001). Die zahlenméfig
stiarkste Klasse ist die Klasse II, in der Fibromodulin (Oldberg u. a. 1989), Lumican (Blochber-
ger u.a. 1992), Keratocan (Corpuz u.a. 1996), PREL (Bengtsson u. a. 1995) und Osteoadherin
(Sommarin u. a. 1998) zusammengefasst werden. Osteoglycin bildet zusammen mit Epiphycan,
das auch als PG-Lb bezeichnet wird (Shinomura und Kimata 1992; Johnson u.a. 1997) und
Opticin (Reardon u. a. 2000) die Klasse III. Der Name ,small leucine-rich Proteoglykane leitet
sich von einer zentralen Doméane mit mehreren Wiederholungen einer leucinreichen Sequenz ab.
Das Molekulargewicht liegt bei den bekannten ,small leucine-rich“ Proteoglykane im Bereich
von 35 bis 45kDa. Alle Mitglieder dieser Familie weisen sekundéire Modifikationen auf. In der
zentralen Doméne sind dies Glykosylierungen am Asparagin. Zusétzlich sind Glycosaminogly-
kane an die Proteine gebunden, beim Osteoglycin Keratansulfat. Diese Modifikationen werden
aber in Abhéngigkeit vom Ort der Expression durchgefiihrt und sind nicht in allen Geweben
nachweisbar.

Osteoglycin wurde bislang aus sieben verschiedenen Tierarten isoliert. Sowohl auf RNA- als
auch auf Proteinebene ergaben sich hohe Homologiewerte. Dies belegt eine hohe Konservie-
rung des Gens wahrend der Evolution und lasst auf identische Funktionen des Proteins in den
verschiedenen Spezies schliefsen. Am ausfiihrlichstem wurde Osteoglycin am Rind studiert. Zu-
sammen mit zwei anderen Keratansulfat-Proteoglykanen (Keratocan und Lumican) stellt es
das haufigste Proteoglykan der Kornea dar. Dieses hdufige Vorkommen deutet auf eine ent-
scheidende Rolle dieser drei Proteine in der Kornea hin. Untersuchung von Erbkrankheiten
belegen die auferordentliche Bedeutung dieser Proteine fiir eine normal Struktur und Trans-
parenz der Kornea. Bei der erblichen Stoffwechselerkrankung ,makuldre Hornhautdystrophie®
liegt eine Storung der Keratansulfatsynthese vor. In der Kornea betroffener Patienten wurden
keine Keratansulfat-Proteoglykane gefunden, stattdessen waren Glykoproteine mit ungewohn-
lich langen Oligosaccharidresten vorhanden (Hassell u.a. 1980). Diese bildeten unregelméfig
geformte Ablagerungen in der extrazelluliren Matrix der Kornea, dadurch kam zu einer Ein-
tritbung der Kornea und letztlich zur Erblindung. Bei der ,makuldren Hornhautdystrophie“
war neben den Effekten am Auge auch eine Verdnderung der Feinstruktur der Keratansulfat-
Proteoglykane im Knorpelgewebe zu beobachten (Plaas u.a. 2001). Es wurden keine oder nur
sehr kurze Keratansulfat-Ketten ausgebildet, denen die charakteristischen Sulfatgruppen fehl-
ten. Untersuchungen an verheilenden Narben in der Kornea lieferten weitere Belege fiir die
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entscheidende Rolle der Keratansulfat-Proteoglykane in der Kornea. Im Tierversuch an O. cu-
niculus wurde von Hassell u. a. (1983) gezeigt, dass die anfianglich triiben Narben kein Kerat-
ansulfat enthielten. Innerhalb eines Jahres wurde die normale Struktur und Zusammensetzung
der Proteoglykane in diesen Narben wieder hergestellt, gleichzeitig erreichten sie wieder die
normale Transparenz. In dieser Veroffentlichung finden sich erste Hinweise auf eine mogliche
regulative Rolle der Keratansulfat-Proteoglykane: In den Narben war der Abstand der Abstand
der Kollagenfasern zueinander grofser, als in den unverletzten Bereichen der Kornea.

4.3 Verteilung und Expression der Osteoglycin mRNA

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die Osteoglycin mRNA eine Linge von 3,2 kb hatte, sowohl
in ruhenden und wachsenden Kollateralen, als auch in den anderen untersuchten Geweben. Im
Gegensatz zu der mRNA aus O. cuniculus wird Osteoglycin bei B. taurus hauptséchlich in
Form von zwei mRNA mit einer Lange von 2,6 kb und 2.5kb exprimiert, teilweise ist auch
die Expression einer langeren Form mit 4,4 kb zu beobachten (Funderburgh u.a. 1997). Mit
Léangen der Osteoglycin mRNA von 1,9kb, 2/4kb und 3,6kb fand sich bei H. sapiens eine
entsprechende Lagenverteilung (Madison u. a. 1990). Die unterschiedlichen Langen der bovinen
Osteoglycin mRNA beruhen auf dem alternativen Spleifsen der pra-mRNA. Hierbei wurden die
ersten beiden Exons variabel verwendet, d. h. es wurden mRNA-Molekiile mit oder ohne eines
dieser beiden Exons erzeugt (Tasheva u.a. 1997). Dariiberhinaus kam es zu einer alternativen
Verwendung von Polyadenylierungsstellen (Tasheva u. a. 1999). Alle beobachteten Unterschiede
in den verschiedenen mRNA-Molekiilen lagen aber aufterhalb des fiir das Protein kodierenden
Bereichs, so dass nur ein Protein hergestellt wurde.

Die Situation bei O. cuniculus mit der Expression einer einzigen mRNA entsprach den Be-
obachtungen bei M. musculus; auch hier wurde nur eine mRNA mit einer Lénge von 3,7kb
gefunden (Ujita u.a. 1995). Von Funderburgh u.a. (1997) liegen auch Angabe zur Expression
von Osteoglycin in verschiedenen bovinen Geweben vor. Diese waren weitgehend deckungsgleich
mit den Resultaten, die in dieser Arbeit fiir Osteoglycin gefunden wurden. Geringe Unterschiede
bestehen aber durchaus: so fand sich bei O. cuniculus eine Expression in der Lunge, wie in Ab-
bildung 3.8 gezeigt. Bei B. taurus war in der Lunge keine Expression nachweisbar, allerdings
war bei dieser Spezies eine Expression in der Niere und im Skelettmuskel vorhanden (siehe
Funderburgh u.a. 1997, Fig. 7). Die hochste Expression fanden die Autoren in der Kornea,
der Lederhaut und in kultivierten Keratozyten, Strukturen die in dieser Arbeit nicht unter-
sucht wurden. Die aufgezeigten Unterschiede, zwischen der Expression von Osteoglycin in O.
cuniculus und B. taurus, waren nur graduell und lassen nicht auf ein vollstdndig unterschiedli-
ches Expressionsmuster schlieften. Insbesondere die starke Expression in Blutgeféfen, bzw. der
Aorta, war bei beiden Tierarten zu beobachten und stiitzte die Vermutung, dass Osteoglycin
aukerhalb des Auges hauptsichlich von Zellen der Blutgefifse exprimiert wurde. Dies konn-
te aus den in Situ Hybridisierung in dieser Arbeit an ruhenden und wachsenden Kollateralen
geschlossen werden. Die ebenfalls in dieser Arbeit gefundene Osteoglycin-Expression in Ner-
venfasern entsprach Ergebnissen von Nagarajan u.a. (2002). Eingesetzt wurden in der zitierten
Veroffentlichung Hybridisierungen auf ,Microarrays®, die zeigten, dass myelinisierte Schwann
Zellen Osteoglycin verstarkt exprimierten.

Bei der Zusammenfassung der bislang zitierten Resultate ist eine genaue, zelluldre Lokalisa-
tion der Osteoglycin-Expression nur eingeschrankt moglich. Im allgemeinen waren die Unter-
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suchungen bislang auf die Ebene der Organe beschriankt. Nur von einzelnen Zelltypen ist die
Expression von Osteoglycin bekannt. Hierzu zéhlen Keratozyten, Schwann-Zellen und glatte
Muskelzellen. Zur Expression von Osteoglycin in anderen Geweben hat unsere Arbeitsgruppe
kiirzlich genauere Daten vorgelegt (Fernandez u.a. 2003). Mit Hilfe von in Situ Hybridisie-
rungen wurde gezeigt, dass Osteoglycin in den meisten Geweben von und in der Ndhe von
Blutgefaften exprimiert wurde, Ausnahmen sind nur die Lunge und die Leber. In diesen Or-
ganen wurde eine Expression auch im Knorpel, den Alveolen, und im Gallengang gefunden.
Die in dieser Arbeit in der Abbildung 3.11 gezeigte Expression von Osteoglycin, ist ebenfalls
auf die glatten Muskelzellen beschrinkt. Dieser Befund entspricht damit den bislang bekannten
Ergebnissen und tragt zur Verfeinerung des Bildes bei. Osteoglycin ist ein wichtiges Protein
von glatten Muskelzellen, das in allen Bereichen des Geféfisystems exprimiert wird.

Uber den Verlauf der Osteoglycin-Expression withrend der Embryogenese der Mammalia
liegen bislang nur die in dieser Arbeit prisentierten Ergebnisse vor. Verwendet wurde ein kom-
merziell erhéltlicher Blot, der eine Aussage iiber den Verlauf der Expression wahrend der Em-
bryogenese bei M. musculus zulief. Osteoglycin war in der ,Northern Hybridisierung” zu den
Zeitpunkten 4,5 bis 7,5 Tage nach Befruchtung (E4,5 bis E7,5) und 12,5 bis 18,5 Tage nach Be-
fruchtung (E12,5 bis E18,5) nachweisbar (siche Abbildung 3.10), wahrend des zwischen diesen
Bereichen liegenden Zeitraums war keine Expression detektierbar. Bis zum Tag E6,5 wurde fiir
die Isolation der verwendeten RNA der gesamte Uterus mit den darin befindlichen Embryonen
verwendet. Die beobachtete Expression war daher mit hoher Wahrscheinlichkeit auf das mater-
nale Gewebe beschriankt. Dies lief sich aus den Ergebnissen der ,Northern Hybridisierungen®
im Gewebe (Abbildung 3.8) und dem ,MTE" Array“ (Abbildung 3.9) schlieRen. Unterstiitzt
wird diese Interpretation der Ergebnisse durch eine Verodffentlichung, die die Expression und
Lokalisation anderer Proteine aus der Familie der ,small leucine-rich“ Proteoglykane wéhrend
der frithen embryonalen Entwicklung zeigte. Die Proteine Decorin, Biglycan, Lumican und Fi-
bromodulin waren in den frithen Stadien (Tag 1 bis Tag 7) in ihrer Expression auf das Gewebe
des Uterus beschrankt und nicht im Embryo nachweisbar. Die Menge und Zusammensetzung
dieser Proteine verdnderte sich mit dem Aufbau des Deciduums und der Einnistung des Em-
bryos. Vor der Einnistung waren Decorin und Lumican deutlich nachweisbar, Biglycan und
Fibromodulin nur schwach, bzw. nicht vorhanden. Nach der Einnistung des Embryos war die
Mengenverteilung der Proteine genau umgekehrt vorhanden (San Martin u. a. 2003).

Aussagen zum Expressionsverlauf von Osteoglycin im eigentlichen Embryo sind ab dem Tag
E7,5 moglich, denn ab diesem Zeitpunkt wurde fiir die Isolation der RNA nur der Embryo
verwendet (Tag 7,5 bis Tag E9,5 allerdings noch mit extraembryonalem Gewebe). Aus den
Ergebnissen liefs sich eine starke Zunahme der Osteoglycin-Expression ab dem Tag E11,5 able-
sen. Direkte Parallelen zwischen den hier geschilderten Resultaten und bereits verdffentlichten
Ergebnissen waren nicht zu finden, da eine Untersuchung zur Expression und Lokalisation von
Osteoglycin wihrend der Embryogenese noch nicht durchgefiihrt wurde. Untersucht wurde die
Expression von Osteoglycin wiahrend der Embryogenese bislang nur bei G. gallus und C. ja-
ponica. Allerdings waren die Arbeiten bei G. gallus (Dunlevy u.a. 2000) auf die Kornea und
bei C. japonica auf den Tag 16 (Corpuz u.a. 2000) der Entwicklung beschréankt. Daher lassen
sich keine direkten Parallelen zu den Ergebnissen dieser Arbeit finden. Bei der Entwicklung
der Kornea von G. gallus war Osteoglycin nur gering exprimiert und die Hohe der Expression
nahm im Gegensatz zum Verlauf bei M. musculus ab. Bei C. japonica wurde zum genannten
Zeitpunkt die relative Expression der Osteoglycin mRNA in verschiedenen Organen und Gewe-
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ben gezeigt. Dieses embryonale Expressionsmuster war weitestgehend deckungsgleich mit den
schon bekannten adulten Mustern aus B. taurus und O. cuniculus. Es war wieder eine starke
Expression in den verschiedenen Teile des Auges zu beobachten, aber auch im Herz und in Blut-
gefifien war die Expression deutlich vorhanden. Die bislang vorhandenen Ergebnissen erlauben
es nicht, einen klaren zeitlichen und ortlichen Verlauf der Osteoglycin Expression wiahrend der
Entwicklung des Embryos zu zeichnen. Insbesondere, da in den beiden zitierten Veroffentli-
chungen keine Zuordnung der Expression von Osteoglycin zu bestimmten Zelltypen erfolgte.
Genauere Angaben liegen aber zu anderen ,small leucine-rich* Proteoglykanen vor. Ebenfalls
wéahrend der Entwicklung der Kornea bei G. gallus wurden die Proteine Lumican und Kerato-
can, also Mitglieder der Klasse II der ,small leucine-rich* Proteoglykane, untersucht (Dunlevy
u. a. 2000). Diese beiden Proteine zeigten auch eine Abnahme der Expression mit zunehmenden
Alter des Embryos. Das Expressionsprofil von Lumican entsprach dem fiir Osteoglycin bei C.
japonica, allerdings war die Lumican Expression im Auge wesentlich hoher (Corpuz u. a. 2000).
Keratocan war in seiner Expression auf das Auge beschrankt und konnte in keinem anderen Ge-
webe nachgewiesen werden. Entsprechende Beobachtungen wurden bei M. musculus gemacht.
In der Embryonalentwicklung war Keratocan ab dem Tag E13,5 nachweisbar. Die Expression
beschriankte sich aber auf die Augen und die zugehorigen Vorlduferzellen, eine Beobachtung,
die auch beim adulten Tier gemacht wurde (Liu u.a. 1998). Das bovine Keratocan war eben-
falls nahezu ausschliefslich auf die Strukturen des Auges beschriankt, nur in der Haut, dem
Ligamentum nuchae (,Nackenband“) und im Skelettmuskel war eine, allerdings sehr geringe,
Expression nachweisbar (Corpuz u.a. 1996). Untersuchungen zur Expression der mRNA fiir
die Proteoglykane Decorin, Biglycan, Fibromodulin, Lumican und Chondroadherin zu spéte-
ren Zeitpunkten der Embryogenese liegen von Wilda u.a. (2000) vor. Diese zeigten eine hohe
Expression dieser Proteine ab dem Tag E11,5, entsprechend dem Verlauf der Expression von
Osteoglycin. Hauptsédchlich war die Expression an Orten lokalisiert, an denen es zum Aufbau
und Organisation der extrazelluliren Matrix kam. Bis auf Decorin, dass nur im Bindegewebe
vorhanden war, wurden alle untersuchten Proteine auch im Knorpel exprimiert. Mit den Er-
gebnissen, die in der Abbildung 3.10 dargestellt sind, war es moglich, den zeitlichen Verlauf
der Osteoglycin-Expression zu beschreiben. Wie oben diskutiert, ist dieser deckungsgleich mit
den Befunden, die von der Embryogenese anderer Tierarten vorliegen. Von welchen Zelltypen
Osteoglycin wahrend der Embryogenese exprimiert wird, ist anhand der bislang vorliegenden
Informationen nicht eindeutig festzulegen. Die gerade geschilderten Ergebnisse zu den anderen
,small leucine-rich“ Proteoglykanen und die Beobachtungen zur Embryogenese von C. japonica
konnen helfen, diese Zelltypen zu bestimmen. Zellen der Augen, bzw. deren Vorlaufer sind mit
Sicherheit Orte, an denen Osteoglycin wihrend der Embryogenese exprimiert wird. Aber auch
Gewebe mit verstirkter Expression von Komponenten der extrazelluldren Matrix liefsen eine
Expression von Osteoglycin erwarten.

4.4 Verteilung und Expression des Proteins Osteoglycin

Mit den hier gezeigten Ergebnissen wurde fiir das Protein Osteoglycin, mit der Beteiligung am
Wachstum von Kollateralen, ein neuer funktioneller Zusammenhang aufgezeigt. Bislang wurde
dieses Protein nahezu ausschliefslich im Zusammenhang mit der Kornea und der Regulation
der Transparenz dieser Struktur untersucht. Bei O. cuniculus wurde Osteoglycin in Form eines
Glykoproteins mit einer Grofte von ungefiahr 36 bis 40 kDa exprimiert. Die beobachtete Doppel-
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bande resultierte aus geringen Unterschieden in der Glykosylierung. Nach der enzymatischen
Entfernung der Seitenketten war sie nicht mehr vorhanden (Abbildungen 3.12 und 3.15). Die
Deglykosylierung fithrte gleichzeitig zu einer Abnahme des Molekulargewichts auf circa 30 kDa.
Die ermittelte Aminoséduresequenz fiir Osteoglycin aus O. cuniculus war 298 Aminosduren lang.
Damit lag sie im oberen Léngenbereich der bekannten Aminoséduresequenzen aus anderen Spe-
zies, die zwischen 290 Aminoséuren (X. laevis) und 299 Aminoséuren (B. taurus) lang waren.
Das theoretische Molekulargewicht lag bei 33,92 kDa, ohne das Signalpeptid betrug das Gewicht
31,74 kDa.

Ausfiihrlich untersucht wurde die Grofse des bovinen Osteoglycin. Dieses hatte ein theore-
tisches Molekulargewicht von 34 kDa (ohne Signalpeptid, Funderburgh u.a. (1997)). Tatséch-
lich waren aber in der Kornea unterschiedliche Grofen von Osteoglycin nachweisbar. Diese
unterschiedlichen Groften entstanden durch sekundédre Modifikationen, ausgehend von einem
Proteinkern mit einer Grofse von 25kDa. Der urspriinglich isolierte, so genannte ,osteoinduc-
tive factor (Bentz u.a. 1989), mit einem Molekulargewicht von 12kDa wurde im Auge und
anderen Geweben nicht nachgewiesen. Die Autoren schlugen folgende Interpretation fiir die ver-
schiedenen Grofen vor: Osteoglycin wird als Préa-Protein von circa 36 kDa (theoretisch 34 kDa)
exprimiert, dieses Pré-Protein war aber ausschliefslich in kultivierten Keratozyten nachweisbar.
Das native Osteoglycin, mit einer Grofe von 25 kDa, entsteht durch proteolytische Spaltung des
Pré-Proteins. Im Auge war es zusétzlich glykosyliert und mit Keratansulfat-Seitenketten mo-
difiziert. Die Glykosylierung des bovinen Osteoglycin ist, ebenso wie beim Osteoglycin aus O.
cuniculus (siche Abbildung 3.6 an drei Stellen moglich. Tatséchlich waren zwei unterschiedlich
grofe, glykosylierte Osteoglycin-Formen, mit einer Masse von 36 kDa und 48 kDa, nachzuweisen.
Die weitere Modifikation des Proteins, an der dritten Glykosylierungsstelle, mit Keratansulfat
fithrte zu variablen Grofen von circa 36 bis 100 kDa (Funderburgh u.a. 1991). Die Formen mit
25 und 48kDa traten nur in der Kornea auf, in allen anderen Geweben und Organen nur die
36 kDa Form. Eine weitergehende Modifikation mit Keratansulfat war hier nicht nachweisbar.
Diese Ergebnisse fiir das bovine Osteoglycin entsprachen also den in dieser Arbeit gezeigten
Resultaten, allerdings sind die Molekulargewichte nicht direkt vergleichbar. Bei O. cuniculus
und B. taurus hatte das Pra-Protein ein nahezu identisches Molekulargewicht, eine Tatsache,
die sich aus der hohen Homologie erklaren liefs. Die im Gewebe vorliegende, glykosylierte Form
war ebenfalls im Bereich von 36 kDa im ,Western Blot“ zu finden. Unterschiedlich war allerdings
das Molekulargewicht der nicht glykosylierten Form, das in dieser Arbeit mit circa 30 kDa im
Western Blot bestimmt wurde, dargestellt in der Abbildung 3.15. Die fiir das bovine Osteogly-
cin (25kDa Form) angegebene, N-terminale Aminoséure war, einschlieflich der umgebenden
Sequenz, auch bei O. cuniculus zu finden. Eine theoretische Berechnung, des durch Spaltung
entstehenden Fragments, ergab ebenfalls ein Molekulargewicht von 25kDa. Zusammenfassend
wird aus diesen Vergleichen deutlich, dass Osteoglycin in den verschiedenen Spezies hoch ho-
molog ist. Auch liegt eine nahezu identische Expressions- und Gréfenverteilung vor, dies deutet
auf dhnliche Funktionen des Proteins in allen Spezies hin.

Der oben bereits erwdahnte Artikel von Fernandez u. a. (2003) beschreibt die Lokalisation des
Proteins Osteoglycin in verschiedenen Organen von O. cuniculus. Wie schon fiir die mRNA ge-
zeigt (siehe oben), war Osteoglycin in allen untersuchten Organen an den Blutgefafsen lokalisiert.
In peripheren Geféfien war Osteoglycin ein Bestandteil der Adventitia, in groferen Gefafsen war
das Protein auch an einzelnen Stellen der Media zu finden. Dies ist ein {iberraschender Befund,
da die Expression von Osteoglycin in den glatten Muskelzellen der Media erfolgt (Abbildung
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3.11). Osteoglycin wird also in der Gefifiwand exprimiert, aber in der Adventitia abgelagert,
ist also direkt am Kontakt mit dem umgebenden Gewebe beteiligt. Die Endothelzellen und
der subendotheliale Raum zeigte keine Proteinexpression, eine Expression der mRNA war auch
nicht nachweisbar. An oder in kleineren Geféfsen (Arteriolen und Kapillaren) war das Protein
nicht nachweisbar. Wie schon von Shanahan u. a. (1997) fiir die Osteoglycin mRNA in arterio-
sklerotischen Plaques gezeigt, ist auch das Protein in den Plaques exprimiert. Hier liegt aber
eine Besonderheit im Vergleich zu den sonstigen Befunden: In frithen Stadien der Arterioskle-
rose war eine Osteoglycin-Expression auch in Endothelzellen zu finden. In fortgeschrittenen
Stadien der Plaquebildung war Osteoglycin als eine Proteinschicht zwischen der Neo-Intima
und der Media zu finden. Die Interpretation die vorgeschlagen wurde ist, dass Osteoglycin eine
Barriere fiir die Migration der glatten Muskelzellen bildet. Die Beobachtung, dass Osteoglycin
von den wandernden glatten Muskelzellen nicht exprimiert wurde, belegt wiederum, dass die
Osteoglycin-Expression an den Phénotyp der Zellen gebunden ist.

4.5 Osteoglycin ist ein Marker fiir differenzierte glatte Muskelzellen

Die Resultate dieser Arbeit belegen, dass Osteoglycin wiahrend des Wachstums von Kollate-
ralen einer differentiellen Regulation unterlag. Dies wurde sowohl fiir die mRNA als auch fiir
das Protein nachgewiesen. Erkennbar war, dass die Expression in den glatten Muskelzellen der
Gefaflwand erfolgte. Das Endothel war hieran offensichtlich nicht beteiligt, wie durch in Situ
Hybridisierung (Abbildung 3.11) und immunologische Methoden (Abbildung 3.14) verdeutlicht
wurde. Die Osteoglycin mRNA Expression war drei und sieben Tage nach Okklusion der Femo-
ralarterie deutlich reduziert (Abbildung 3.7). Werden diese einzelnen Beobachtungen zusam-
mengefasst, wird deutlich, dass die Expression von Osteoglycin an den phénotypischen Status
der glatten Muskelzellen gebunden ist. In den ersten sieben Tagen des Kollateralwachstums war
die Proliferation dieser Zellen hoch, wie in verschiedenen Tiermodellen gezeigt wurde (Scholz
u.a. 2000, 2002). Danach nahm die Proliferationsrate wieder ab und die glatten Muskelzel-
len wechselten langsam vom synthetischen zum kontraktilen Phénotyp. Daraus kann abgeleitet
werden, dass Osteoglycin ein Marker fiir differenzierte glatte Muskelzellen ist. Die verringerte
Osteoglycin-Expression ist ein gemeinsames Merkmal vieler pathologischer Verdanderungen der
Blutgefife. Von Shanahan u.a. (1997) wurden Ergebnisse zur Expression von Osteoglycin nach
experimenteller Verletzung von Blutgeféfen und in arteriosklerotischen Plaques vorgelegt. Die-
se wiesen ebenfalls in die schon beschriebene Richtung: Osteoglycin wird von proliferierende
glatten Muskelzellen vermindert exprimiert. Diese Beobachtungen zur Osteoglycin-Expression
unter verschiedenen Bedingungen und die oben angefiihrten Beobachtungen im Zusammen-
hang mit der verminderten Expression von ,,a-smooth muscle actin“ wéhrend verschiedener
Prozesse in den Blutgefifien! unterstreicht, dass Blutgefife nur ein beschrinktes Repertoire an
moglichen Reaktionen auf pathologische Einfliisse haben. Sie kénnen nur mit wenigen, genau
festgelegten, Expressionsmustern reagieren. Im Gegensatz zur Atherosklerose oder der Resteno-
se nach Verletzung der Gefiafwand, sind diese Prozesse beim Wachstum von Kollateralen aber
genauer reguliert und fithren nicht zu einem Verschluss des Geféafes.

Der Verlauf der Expression der Osteoglycin mRNA entsprach genau dem Verlauf der Pro-

!Proliferation von glatten Muskelzellen: (Owens 1995), Atherosklerose: (Glukhova u.a. 1988), Wachstum von
Kollateralen: (Cai u.a. 2000)
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liferation der glatten Muskelzellen. Die Beobachtung, dass das Expressionsprofil des Proteins
Osteoglycin nicht mit dem Expressionsprofil der mRNA deckungsgleich verlauft, entspricht den
Erkenntnissen, die fiir die Entwicklung von Kollateralen gewonnen wurden. Die Wachstumsrate
der Kollateralen erreichte nach ungefihr drei Wochen ein Plateau (Scholz u. a. 2000). Die pro-
liferative Aktivitdt in den Kollateralen setzte sich aber iiber diesen Zeitpunkt fort, allerdings
ohne grofsere Zunahme des Durchmessers. Auch nach langerer Zeit waren die morphologischen
Strukturen in den neu gebildeten Kollateralen deutlich von jenen in ruhenden Geféfien zu
unterscheiden. Offensichtlich griffen neben der Regulation auf der Ebene der mRNA weitere
Mechanismen, die zu einem weiterhin verstirkten Abbau des Proteins auch in spédten Phasen
des Kollateralwachstums fithrten. Osteoglycin als Bestandteil der extrazellularen Matrix scheint
bei der Regulation der Abldufe des Kollateralwachstums eine entscheidende Rolle zu spielen.
Die, die wachsende Kollaterale umgebende, Matrix bildet die Basis fiir das Wachstum des Ge-
fafses und ist wiahrend des gesamten Geschehens einer intensiven Umgestaltung durch MMPs
unterworfen (Cai u.a. 2003). Dies wird auch das in der Matrix lokalisierte Protein Osteoglycin
betreffen.

4.6 Welche Faktoren beeinflussen die Expression von Osteoglycin?

An kultivierten glatten Muskelzellen aus der Aorta von O. cuniculus konnte untersucht wer-
den, welche Faktoren die Expression von Osteoglycin beeinflussen. Zur Stimulation der Zellen
wurden Wachstumsfaktoren und Zytokine verwendet, von denen entweder eine Beteiligung am
Wachstum von Kollateralen bekannt war oder die einen direkten Effekt auf die Proliferation
von glatten Muskelzellen haben. Die Zellen waren zum Zeitpunkt der Stimulation subkonfluent,
hatten also einen proliferativen Phénotyp. Dies entspricht nicht der Situation in der wachsenden
Kollaterale, da in dieser die glatten Muskelzellen in der Media dicht geschichtet vorliegen. Die
entsprechende Situation in der Zellkultur wére also eine konfluente Kultur gewesen. Zellen im
Stadium der Konfluenz reagieren aber nur noch eingeschrankt auf Stimulation. Daher wurden
subkonfluente Kulturen verwendet. Gemeinsam sind dem proliferativen Phénotyp, wie er in
subkonfluenten Kulturen vorhanden ist und dem synthetische Phénotyp der glatten Muskelzel-
len in wachsenden Kollateralen, die proliferative Aktivitat. Dies legt die Vermutung nahe, dass
die glatten Muskelzellen in beiden Situationen dhnlich auf Stimulation reagieren.

Werden die gezeigten Ergebnisse insgesamt betrachtete (Abbildung 3.18), sind zwei Beobach-
tungen zu machen: Erstens ist auffillig, dass deutliche Effekte nur in Form einer verringerten
Expression von Osteoglycin zu beobachten sind. Nur wenige Faktoren zeigten eine Steigerung
der Expression, die auch nur sehr gering war. Daran schlieftt sich sofort die zweite Auffalligkeit
an: Die Werte zeigten teilweise sehr hohe Standardabweichungen, insbesondere bei Expressi-
onswerten grofer 100%. Dies erschwert eine genau Beurteilung der Effekte einzelner Faktoren.
Die Griinde fiir diese starke Streuung der Messwerte werden weiter unten diskutiert.

Die Faktoren zur Stimulation der glatten Muskelzellen waren: Oncostatin M, FGF-2, TGF-31,
Interleukin 6, Interleukin 11, PDGF-AB und GM-CSF. Die Stimulation erfolgte {iber 24, 48
und 72 h, um eine etwaige zeitliche Abhéngigkeit der einzelnen Faktoren detektieren zu kénnen.
Diese wurden entweder allein oder mit MCP-1 in einer Ko-Stimulation verwendet, da in mehre-
ren Studien belegt werden konnte, dass dieser Faktor die Bildung von Kollateralen entscheidend
stimuliert (Ito u.a. 1997b; Hoefer u. a. 2001; Voskuil u.a. 2003). Tiere denen der Rezeptor fiir
MCP-1 (CCR-2) fehlte, hatten im Experiment ein deutlich verlangsamtes Wachstum der Kol-
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lateralen (Heil u.a. 2004). Zusétzlich zu diesem Effekt auf die Monozyten, induzierte MCP-1
die Proliferation humaner, glatter Muskelzellen (Selzman u.a. 2002). Der Effekt den MCP-1
auf die Zellen hatte, war in dieser Untersuchung mit dem Effekt von PDGF-AB vergleichbar.
Andere Berichte in der Literatur zu der Frage, ob MCP-1 eine mitogene Wirkung auf glatte
Muskelzellen hat, sind in ihrer Aussage kontrér. Von Ikeda u.a. (1995) wurde verdffentlicht,
dass MCP-1 die Proliferation von glatten Muskelzellen aus R. norvegicus inhibiert. Mit einer
mitogenen Wirkung auf glatte Muskelzellen, die ebenfalls aus der Aorta von R. norvegicus
gewonnen worden waren, hatte MCP-1 in einer Untersuchung von Porreca u.a. (1997) eine
kontrare Wirkung.

MCP-1 wird von glatten Muskelzellen der Gefafwand produziert. Stimuliert wird diese Ex-
pression unter anderem bei einer experimentellen Auflockerung der extrazelluldren Matrix (Co-
lonnello u. a. 2003). Die Effekte, die MCP-1 auf glatte Muskelzellen in anderen Untersuchungen
hatte, traten in dieser Arbeit nicht auf, bzw. war ein Effekt von MCP-1 nur in Kombination
mit anderen Faktoren nachweisbar. In der Abbildung 3.18 sind die Ergebnisse der ,,Northern
Hybridisierungen“ grafisch dargestellt. MCP-1 allein zeigte keinen Einfluss auf die Expression
von Osteoglycin. Beeinflusst wurde die Expression von Osteoglycin aber durch Oncostatin M,
FGF-2 und TGF-£1 in Kombination mit MCP-1. Die anderen getesteten Faktoren hatten nur
geringe Einfliisse. Insgesamt muss zu den Ergebnissen aber angemerkt werden, dass nur bei
wenigen Faktoren ein signifikanter Unterschied zur Kontrolle feststellbar war. Begriindet ist
dies in den hohen Standardabweichungen, die fiir die einzelnen Experimente auftraten. Der
hauptséchliche Grund hierfiir ist in der Heterogenitéit der kultivierten Zellen zu suchen. Diese
Heterogenitét ist nicht durch die Verunreinigung mit anderen Zelltypen verursacht, da bei der
Uberpriifung der Kulturen (Abbildung 3.17) keine anderen Zelltypen nachweisbar waren. Die
Ursache lag vielmehr in den Unterschieden, die die glatten Muskelzellen aus der Aorta auf-
wiesen. Von verschiedenen Autoren wurde berichtet, dass aus der Media oder der Neointima
isolierte glatte Muskelzellen?, deutliche Unterschiede im Phénotyp und der Genexpression zeig-
ten (eine Uberblick findet sich bei Shanahan und Weissberg (1998) und Hao u. a. (2003)). Aber
auch bei Zellen, die im verwendeten Tiermodell nur aus der Media isoliert wurden, waren unter-
schiedliche Phéanotypen nachweisbar (Bochaton-Piallat u.a. 1996). Zusammengefasst ergeben
die geschilderten Beobachtungen, dass die glatten Muskelzellen in der Aorta nicht monoklonalen
Ursprungs sind. Vielmehr fanden sich mehrere Subpopulationen, die deutlich unterschiedlich
reagieren konnten. Fine dieser Subpopulationen hatte die Fahigkeit zu migrieren und bildete,
nach Verletzung des Gefafies, die glatten Muskelzellen der Neointima. Diese Zellen reagierten
auch anders auf die Stimulation mit Wachstumsfaktoren. Am Beispiel der Wachstumsfaktoren
IGF I, PDGF-BB und FGF-2 veranschaulichten Myit u.a. (2003), dass Zellen aus der Neoin-
tima stérker reagierten. Bei den bislang betrachteten Arbeiten muss allerdings beriicksichtigt
werden, dass glatte Muskelzellen, die aus der Neointima isoliert wurden, einem pathologisch ver-
anderten Umfeld entstammen. Es ergibt sich somit die Frage, ob die geschilderten Erkenntnisse
auf glatte Muskelzellen, die aus einer gesunden, unverletzten Aorta stammen, iibertragen wer-
den kénnen. Diese Frage beantworteten Lemire u. a. (1994) mit glatten Muskelzellen, die sie aus
der Aorta von neugeborene Individuen (R. norvegicus, Media) isolierten. Ausgehend von diesen
Isolaten klonierten sie einzelne Zelllinien, die sich deutlich in ihrem Phénotyp unterschieden.

2Diese Versuche wurden mit R. norvegicus als Tiermodell durchgefiihrt. Die Bildung der Neointima erfolgte,
nachdem das Endothel der Aorta mechanisch verletzt wurde.
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4.6 Welche Faktoren beeinflussen die Expression von Osteoglycin?

Diese Unterschiede zeigten sich sowohl im Spektrum der exprimierten Proteine (z.B. Elastin
und Osteopontin), als auch in der Morphologie und dem Wachstum in Kultur. Fiir adulte Tiere
(B. taurus) wurden entsprechende Beobachtungen von Frid u.a. (1994) veroffentlicht. Diese
bewiesen, dass bei dieser Spezies ebenfalls verschiedene Populationen glatter Muskelzellen in
der Media eines gesunden Geféfes (pulmonale Arterie) vorliegen. Die Heterogenitét der glatten
Muskelzellen nimmt ab, je weiter distal von der Aorta die Zellen isoliert werden (Stiebellehner
u.a. 2003). Werden diese Beobachtungen auf vorliegende Arbeit iibertragen, wére zu fordern ge-
wesen, die Zellen nur aus der Media distaler Geféfse zu isolieren, um eine moglichst einheitliche
Zellpopulation zu erhalten. Bei der Betrachtung der Grofenverhéltnisse, die bei O. cuniculus
vorliegen, wird aber deutlich, dass diese Forderung nicht zu erfiillen war. Periphere Geféfse er-
reichen nur geringe Durchmesser® und sind daher ohne die Verwendung eines Kontrastmittels
nicht zu lokalisieren und die Ausbeute an isolierten glatten Muskelzellen wére sehr gering ge-
wesen. Daher war nur die Isolation von glatten Muskelzellen aus der Aorta praktikabel. Bei der
Bewertung der gewonnen Resultate miissen daher die Abweichungen, mit denen die Zellen auf
die verwendeten Faktoren reagieren, bertiicksichtigt werden. Die Tendenz der Ergebnisse blieb
allerdings bei allen Versuchen gleich, es kam aber zu Schwankungen zwischen den einzelnen
Replikaten. Diese fithrten dann zu den hohen Standardabweichungen.

Nach der Stimulation mit Oncostatin M nahm die Expression von Osteoglycin ab, nach 24 h
war die Expression auf 40% des Kontrollwertes gesunken und nahm weiter ab auf 31% (p <
0,05) nach 48h und 27% (p < 0,05) nach 72h Stimulation. Oncostatin M wurde fiir die geschil-
derten Experimente ausgewéahlt, da es, nach Angaben von Grove u. a. (1993), mitogen auf glatte
Muskelzellen aus der Aorta von O. cuniculus wirkte. Ein direkter Zusammenhang zwischen On-
costatin M und dem Wachstum von Kollateralen wurde bislang noch nicht bewiesen. Bekannt
ist allerdings, dass dieses Zytokin von aktivierten Macrophagen, denen eine entscheidende Rolle
bei der Bildung von Kollateralen zukommt (Arras u.a. 1998), gebildet wird (Rose und Bruce
1991). Interessant ist in diesem Zusammenhang weiterhin, dass Oncostatin M die Bildung von
MMP-9 in glatten Muskelzellen induziert (Nagata u. a. 2003). Hieraus ergibt sich eine Parallele
zur Bildung von Kollateralen, da diese in der Neointima ebenfalls eine erhohte Konzentrati-
on der MMP-9 zeigten (Cai u.a. 2000). Die hier gezeigte starke Verminderung der Expression
von Osteoglycin durch Oncostatin M, deutet auf ein wichtige Rolle dieses Faktors wahrend der
Anfangsphase der Arteriogenese hin. In wachsenden Kollateralen war zwei bis drei Tage nach
Okklusion der Femoralarterie die Ansammlung der Monozyten am hochsten (Scholz u. a. 2000).
Dies war auch der Zeitpunkt, zu dem die Osteoglycin mRNA | in den wachsenden Kollateralen,
stark vermindert exprimiert wurde (siche Abbildung 3.7). In kultivierten Zellen erreichte die
Stimulation mit Oncostatin M nach 72h den stérksten Effekt. Diese Ergebnisse lassen sich in
der Hypothese zusammenfassen, dass Oncostatin M in der Anfangsphase des Kollateralwachs-
tums einen verstdrkten Abbau der extrazelluldren Matrix induziert. Zu spéteren Zeitpunkten
ist anzunehmen, dass die Wirkung, die Oncostatin M ausgeiibt hat, durch andere Faktoren
iibernommen wird, da Monozyten nur in den ersten drei Tagen nachweisbar sind. Allerdings
kann eine anfidngliche Induktion des Abbaus der Matrix ausreichend sein, da proliferierende
glatte Muskelzellen weniger Komponenten der extrazellularen Matrix produzieren.

Oncostatin M gehort in eine Familie von Zytokinen, zu der auch Interleukin 6 und Inter-
leukin 11 gehoéren. Fiir Interleukin 6 wurde nachgewiesen, dass es die Migration von glatten

3Die A. femoralis von O. cuniculus erreicht einen Durchmesser von ungefihr 1,6 mm (Scholz u.a. 2000).
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Muskelzellen stimuliert. Ein Effekt, der durch eine Reorganisation der Aktinfasern des Zy-
toskeletts induziert wurde und aufserdem noch von der Phosphorylierung der ,Focal adhesion
kinase“ abhéngig war (Wang und Newman 2003). Innerhalb der ersten 24 h nach Verschluss der
Femoralarterie wurde Interleukin 6 verstirkt exprimiert. Das verwendete Tiermodell bei dieser
Untersuchung war M. musculus (Lee u.a. 2004). Interleukin 6 hatte nur einen geringen Einfluss
auf die Expression von Osteoglycin in glatten Muskelzellen. Nur nach 24 h Stimulation war ein
Anstieg auf 160% des Kontrollwertes nachweisbar, nach 48 h wurden 120% des Kontrollwertes
gemessen und nach 72 h war die Expression dann auf 72% des Kontrollwertes gesunken. Auffal-
lig war aber, das diese Werte durch eine Ko-Stimulation mit MCP-1 beeinflussbar waren. Nach
48 und 72h Stimulation lagen die Expressionswerte fiir Osteoglycin bei annahernd 100% des
Kontrollwertes, nach 24h Stimulation war eine Verringerung des Wertes auf 53% zu messen.
Dies stellt eine komplette Umkehr des Effektes der Stimulation dar. Insbesondere stehen diese
Ergebnisse im Gegensatz zu Berichten aus der Literatur, in denen gezeigt wurde, dass MCP-1
die Bildung von Interleukin 6 durch glatte Muskelzellen stimuliert (Viedt u. a. 2002), bei gleich-
zeitiger Anregung der Proliferation. Ein moglicher Ansatz diesen Widerspruch aufzulésen wére
einerseits, eine Dosisabhéngigkeit der Stimulation durch Interleukin-6 anzunehmen, die bei ho-
hen Konzentrationen zu einer Abnahme der Osteoglycin-Expression fithrte. Andererseits wére
aber auch denkbar, dass MCP-1 seine proliferationsférdernde Wirkung nur im Zusammenspiel
mit anderen Faktoren entfalten kann und die gesteigerte Proliferation dann zu einer Abnahme
der Osteoglycin mRNA fiihrte. Diese Frage miisste durch weitere Versuche beantwortet werden,
denkbar wire hier der Einsatz unterschiedlicher Interleukin 6 Konzentrationen bei gleichzeitiger
Bestimmung der Zellzahl, um eine eventuell erhéhte Proliferation nachweisen zu kénnen.

Ebenfalls ohne Effekt auf die Expression von Osteoglycin blieb die Stimulation der Zellen
mit Interleukin 11. Auch die Ko-Stimulation mit MCP-1 zeigte keine Auswirkung. Ein bekann-
ter Effekt, den Interleukin 11 auf glatte Muskelzellen ausiibte, war die Abschwéichung der von
FGF-2 ausgelosten Proliferation der Zellen (Zimmerman u. a. 2002). Der Mechanismus der hin-
ter dieser Abschwéchung stand, war eine Verhinderung der Induktion des Transkriptionsfaktors
NF-kB. Gleichzeitig wirkte sich dies Induktion auch auf die Expression von Interleukin 6 und
8 aus.

Die drei Zytokine Interleukin 6, Interleukin 11 und Oncostatin M besitzen den gemeinsamen
Rezeptor ,,gp130%; dieser wurde bei den hier vorliegenden Untersuchungen aber nicht ange-
sprochen, da nur Oncostatin M eine deutliche Wirkung auf die Expression von Osteoglycin
hatte. Interleukin 6 und Interleukin 11 hatten keinen, bzw. nur einen geringen Einfluss auf die
Expression von Osteoglycin.

Durch den Wachstumsfaktor FGF-2 wurde die Expression von Osteoglycin in glatten Mus-
kelzellen ebenfalls verringert. Vergleichbar zum Oncostatin M hatte eine Ko-Stimulation mit
MCP-1 keinen Einfluss auf die ermittelten Werte. FGF-2 hat eine bekannte mitogene Wirkung
auf glatte Muskelzellen (Myit u.a. 2003). Fiir diesen Wachstumsfaktor sind mehrere Rezep-
toren beschrieben. So ist z. B. auf glatten Muskelzellen der Rezeptor FGFR-1 zu finden. Die
Bindung von FGF-2 an seinen Rezeptor und die biologische Aktivitdt dieses Faktors wird von
Komponenten der extrazellularen Matrix beeinflusst. Bekannt ist in diesem Zusammenhang der
modulierende Einfluss von Heparin/Heparan-dhnlichen Glykosaminoglykanen (HLGAG). Die-
se sind auf der Aufsenseite der Zellmembran zu finden und kénnen FGF-2 binden (Natke u. a.
1999). In Mutanten von M. musculus, die weniger Heparansulfat bildeten, war eine deutlich
héhere DNA-Synthese nach Stimulation mit FGF-2 zu finden. Diese verstiarkte Antwort der
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4.6 Welche Faktoren beeinflussen die Expression von Osteoglycin?

Zellen auf die Stimulation resultierte aus einer verringerten Bindung von FGF-2 (Tran u. a.
2004) an die extrazellulare Matrix und damit einer erhéhten Stimulation der Zellen, da mehr
freies FGF-2 vorlag. Der direkte Zusammenhang zwischen FGF-2 und dem Wachstum von
Kollateralen wurde bereits mehrfach belegt. In der Adventitia der Kollateralen wurde FGF-2
verstirkt exprimiert (Cai u.a. 2003). Durch die Gabe von FGF-2 konnte das Wachstum der
Kollateralen beschleunigt werden und damit die Durchblutung nach Gefafverschluss verbessert
werden. Dies gelang sowohl bei lokaler Anwendung von FGF-2 (Unger u. a. 1994), als auch bei
systemischer Anwendung (Lazarous u.a. 1995). Eine dhnliche Verbesserung des kollateralen
Blutflusses wurde von Hershey u.a. (2003) auch fiir den nahe verwandten Wachstumsfaktor
FGF-1 beobachtet. Bei Untersuchungen des natiirlichen, nicht durch Wachstumsfaktoren oder
Zytokine stimulierten Ablaufs des Kollateralwachstums, zeigte sich allerdings, dass FGF-2 sel-
ber nicht differentiell exprimiert wurde. Auffallig war aber eine verstarkte Expression und eine
verstarkte Aktivitdt des Rezeptors FGFR-1, innerhalb der ersten 12 Stunden nach Okklusi-
on der Femoralarterie (Deindl u.a. 2003). FGF-2 wurde bereits im Rahmen einer klinischen
Studie an Patienten mit Durchblutungsstorungen der Beine aufgrund von Verschliissen der zu-
leitenden Gefifse (A. femoralis, A. poplitea, A. tibialis) getestet (Lederman u.a. 2002). Eine
einmalige Gabe von FGF-2 war ausreichend, um eine Linderung der Symptome zu erreichen
und resultierte in einer verlangerten Ausdauer beim Lauftest auf einem Laufband.
Vergleichbar zum Interleukin 6, war auch bei TGF-31 ein deutlicher Effekt auf die Osteoglycin-
Synthese der glatten Muskelzellen nur in der Ko-Stimulation mit MCP-1 nachweisbar. TGF-31
alleine hatte nur einen kurzfristig hemmenden Einfluss auf die Osteoglycin-Expression (Reduk-
tion auf 60% des Kontrollwertes nach 48h). Im Rahmen des Kollateralwachstums ist die Rolle,
die TGF-(1 spielt, noch nicht eindeutig definiert. In den wachsenden Kollateralen war TGF-31
nachweisbar und eine exogene Gabe von TGF-31 fiihrte zu einer deutlichen Verbesserung der
Durchblutung sieben Tage nach Okklusion der Femoralarterie (van Royen u.a. 2002). Eine
differentielle Regulation, allerdings erst in einer spéteren Phase, von TGF-#1 in wachsenden
Kollateralen wurde kiirzlich gezeigt (Lee u.a. 2004). Weiterhin ist bekannt, dass TGF-31 die
Expression von weiteren Genen, die am Wachstum von Kollateralen beteiligt sind, reguliert.
Eines dieser Gene ist Carp, das innerhalb der ersten 24h nach Verschluss der A. femoralis
deutlich erh6ht exprimiert wird. Diese Erhéhung der Expression wird durch TGF-31 ausgelost,
entsprechende Ergebnisse aus in Vitro (Kanai u.a. 2001) und in Vivo (Boengler u.a. 2003)
Studien liegen vor. Auf isolierte glatte Muskelzellen wirkt TGF-31 antiproliferativ, ein Effekt
der sich in mehreren, unterschiedlichen Experimenten zeigte. Zugabe von exogenem TGF-31
zu kultivierten Zellen fiihrte, in Abhéngigkeit von der gewéhlten Zytokinkonzentration, zu
einer Verringerung der Proliferation (Halloran u.a. 1995). Der gegenteilige Effekt trat nach
Verminderung des endogen in den Zellen verfiigharen TGF-G1 durch die Transfektion eines
antisense Konstruktes ein: Die glatten Muskelzellen zeigten eine deutlich erhohte Proliferation,
gemessen durch erhtohte DNA-Synthese (Khanna 2004). Neben diesen direkten Effekten auf
die Rate, mit der glatte Muskelzellen proliferieren, hatte TGF-31 auch indirekte Effekte. Mii
u.a. (1993) konnten nachweisen, dass eine Vermehrung der Zellen, die durch Stimulation mit
FGF-2, PDGF oder EGF ausgelost worden war, durch TGF-31 inhibiert wurde. Diese Beob-
achtungen stehen im Gegensatz zu dem oben angefiihrten positiven Effekt, den TGF-51 auf
das Wachstum von Kollateralen hatte, da dieses ja in grofem Mafte durch proliferierende glatte
Muskelzellen charakterisiert ist. Von van Royen u. a. (2002) wurde ein indirekter Mechanismus
vorgeschlagen: TGF-£1 fiihrt zu einer verstarkten Expression des Rezeptors Mac-1 auf Mono-
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zyten, diese konnen dadurch besser an die Endothelzellen adhérieren und transmigrieren mit
einer erhohten Rate in die subendothelialen Schichten. Eine Quelle fiir TGF-31 in wachsenden
Kollateralen kénnten die Endothelzellen sein, da diese auf eine experimentelle Erhohung der
Wandschubspannung mit einer verstarkten Produktion des Zytokines reagieren (Cucina u. a.
1998). Die Auswirkungen, die TGF-£1 auf die Expression von Proteoglykanen hat, wurden in
verschiedenen Zelltypen untersucht. Bei kultivierten Endothelzellen (Aorta, B. taurus) fithrte
die Stimulation mit TGF-31 zu einer erhéhten Bildung von Proteoglykanen, ein Effekt der ab-
hangig von der Konfluenz der Kultur war (Kaji u.a. 2000). In subkonfluenten Kulturen kam es
ausschlieflich im Medium zu einer Anreicherung von Proteoglykanen, wiahrend in konfluenten
Kulturen eine Anreicherung sowohl im Medium, als auch in den Zellen zu beobachten war.
Die hier untersuchten glatten Muskelzellen verhalten sich nach der Stimulation mit TGF-31
anders als Endothelzellen. Eine deutliche Anderung der Osteoglycin mRNA ist nicht zu ver-
zeichnen. Ware der Effekt dieses Zytokines auf glatte Muskelzellen vergleichbar mit dem auf
Endothelzellen, wire ein Anstieg der mRNA zu vermuten gewesen. Auffallend ist hierbei auch
der starke Einfluss der Ko-Stimulation mit MCP-1. Wurden beide Zytokine, die alleine keine
deutliche Wirkung zeigten, gemeinsam zur Stimulation der Zellen verwendet, wurde die Os-
teoglycin mRNA vermindert exprimiert (24 h Stimulation: 89% des Kontrollwertes; 48 h: 40%;
72h: 30%). Eine mogliche Erklarung fiir dieses Verhalten ist die Induktion des Rezeptors fiir
TGF-£1 durch MCP-1 und der dadurch erst ermdglichten Antwort der Zellen auf die Stimula-
tion. Ein indirekter Nachweis fiir diese Hypothese zeigte sich beim Blick auf die Daten, die bei
der Stimulation der Zellen mit GM-CSF erhalten wurden.

GM-CSF hatte nur einen milden Effekt auf die Expression der Osteoglycin mRNA. Die-
ser wurde auch durch eine Ko-Stimulation mit MCP-1 nur gering gedndert. Die Wirkung von
GM-CSF auf das Kollateralwachstum ist bereits aus verschiedenen Studien bekannt. GM-CSF
hatte eine fordernde Wirkung auf das Wachstum von Kollateralen, ein Effekt, der durch gleich-
zeitige Gabe von MCP-1 noch gesteigert werden konnte (Buschmann u. a. 2001). Auch in einer
klinischen Studie wurde bereits gezeigt, dass die Gabe von GM-CSF den kollateralen Blutfluss
verbessert (Seiler u.a. 2001). Ein Effekt der Stimulation mit GM-CSF auf die Expression von
Osteoglycin trat in den hier gezeigten Experimenten nur ein, wenn eine Ko-Stimulation mit
MCP-1 und TGF-81 durchgefithrt wurde. In einer Veréffentlichung von Chen u.a. (2003) fin-
den sich Hinweise, die helfen diese Befunde zu erkléren. In glatten Muskelzellen (in diesem Fall
aus den Luftwegen der Lunge gewonnen) kam es zu einer verstérkten Expression der TGF-(3-
Rezeptoren vom Typ I, IT und III. Angewendet auf diese Arbeit kann daher postuliert werden,
dass eine Anderung der Rezeptoren auf den glatten Muskelzellen, ausgelost durch die Gabe
von MCP-1 oder GM-CSF, zu einer verédnderten Antwort der Zellen auf die Stimulation mit
TGF-f1 fithrt. Zur Uberpriifung dieser Hypothese wéren aber noch weitere Untersuchungen no-
tig, wie z. B. die Beantwortung der Frage, welche Rezeptoren durch die verschiedenen Faktoren
verstarkt oder vermindert exprimiert werden.

In den hier prasentierten Untersuchungen hatte die Stimulation mit PDGF-AB ebenfalls nur
geringe Auswirkungen auf die Expression von Osteoglycin. Dies war umso verwunderlicher,
als dass PDGF-AB ein Mitogen fiir glatte Muskelzellen ist (Hughes u.a. 1996) und daher ein
starkeren Riickgang der Expression hétte auslosen miissen. Eine mogliche Erklarung fiir die-
sen scheinbaren Widerspruch wére anzunehmen, dass PDGF-AB in diesen Versuchen nur eine
geringe mitogene Wirkung auf die Zellen hatte. Die Zellen proliferieren schon, aufgrund der
Bedingungen, in der subkonfluenten Kultur. Der zusétzliche mitogene Effekt von PDGF-AB
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hat dann nur einen geringen Effekt. Fiir Decorin, ebenfalls ein Mitglied der Familie der ,small
leucine-rich” Proteoglykane, wurde ein entsprechendes Verhalten nach Stimulation mit PDGF
gezeigt. Auch dieses Proteoglykan wird bei der Stimulation von kultivierten glatten Muskelzel-
len nicht beeinflusst (Schénherr u. a. 1993).

Insgesamt bleibt festzustellen, dass nur wenige Faktoren die Expression von Osteoglycin ver-
anderten. Deutliche Effekte waren nur in einer Verringerung der Expression zu finden. Faktoren,
die eine starke Anderung der Expression der Osteoglycin mRNA bewirkten, waren Oncostatin M
und FGF-2. TGF-£1 zeigte deutliche Effekte nur in Kombination mit MCP-1 und GM-CSF'. Die
Wirkung von FGF-2 auf Osteoglycin entsprach den Erwartungen und war ein weiterer Beleg
dafiir, dass die mRNA in proliferierenden glatten Muskelzellen vermindert exprimiert wird. Der
Zusammenhang zwischen Osteoglycin und FGF-2 ist so auch in den wachsenden Kollateralen
zu vermuten. Eine differentielle Expression von Osteoglycin nach der Stimulation mit Onco-
statin M ist bislang noch nicht gezeigt worden. Dieser neue Befund weist auf eine Beteiligung
von Oncostatin M beim Wachstum von Kollateralarterien hin. Wie oben angefiihrt, haben die
Effekte, die Oncostatin M auf glatte Muskelzellen in Kultur ausiibt, Parallelen zum Geschehen
in wachsenden Kollateralen. Diese Beobachtung wirft die Frage auf, ob Oncostatin M in wach-
senden Kollateralen verstarkt exprimiert wird, da hierzu bislang noch keine Untersuchungen
verdffentlicht wurden.

4.7 Ein Vergleich mit anderen ,small leucine-rich” Proteoglykanen

Die bislang geschilderten Ergebnisse belegen eine wichtige Rolle des Proteins Osteoglycin in
den untersuchten Blutgefafien und wachsenden Kollateralarterien. Es ist ein h&dufiger Bestand-
teil der Adventitia und wird nach dem Verschluss der Femoralarterie vermindert exprimiert.
Auch andere Mitglieder der Familie der ,small leucine-rich Proteoglykane sind in Blutgefafen
nachgewiesen worden. Die beiden Proteoglykane Decorin und Biglycan sind natiirliche Bestand-
teile der Adventitia der Aorta (Theocharis und Karamanos 2002). In pathologisch verdnderten
Aorten waren diese Proteine differentiell exprimiert oder verdndert lokalisiert. In Aneurysmen
der Aorta wurde Biglycan deutlich vermindert exprimiert. Die Expression von Decorin war
unverdndert, allerdings zeigte dieses Protein eine verdnderte Lokalisation in den Aneurysmen.
Diese Veranderung bestand in einer Verschiebung von der Adventitia zur Intima (Theocharis
und Karamanos 2002). In fortgeschrittenen Stadien der Erkrankung waren arteriosklerotische
Lasionen in der Aorta nachweisbar, die von einer Gewebeschicht umgeben waren, die einen ho-
hen Gehalt an Decorin aufwiesen. Diese differentielle Lokalisation des Proteins Decorin wurde
in dhnlicher Auspriagung auch fiir Osteoglycin beobachtet. In normalen, gesunden Aorten war
Osteoglycin ebenfalls hauptséchlich in der Adventitia zu finden. Bei der Betrachtung fortge-
schrittener, arteriosklerotischer Léasionen (Tiermodell: O. cuniculus) war auch fiir Osteoglycin
die Verschiebung der Expression in Richtung der Intima zu sehen. Weiter wurde Osteoglycin
von Zellen gebildet, die einen Ring um die Plaques bildeten (Fernandez u. a. 2003). Fiir Biglycan
wurde eine entsprechende Verteilung des Proteins von Kunjathoor u.a. (2002) berichtet.
Neben diesen Parallelen in der Expression von Osteoglycin und Decorin bei verschiedenen
Geféfkrankheiten zeigten beide Proteinen auch eine gleichartige Regulation in kultivierten Zel-
len. Fiir Osteoglycin wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass es nicht, bzw. nur gering auf die
Stimulation glatter Muskelzellen mit TGF-81 oder PDGF-AB reagierte. Ein entsprechendes
Verhalten des Proteins Decorin wurde von Schonherr u.a. (1993) berichtet, die auch zeigten,
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dass Biglycan nach Stimulation mit diesen Faktoren deutlich verstdrkt exprimiert wurde. Die
Reaktion von Decorin auf FGF-2 ist nicht derart eindeutig zu definieren, da Abhéngigkeiten
vom Typ der verwendeten Zellen bekannt sind. In Fibroblasten fiithrte die Stimulation mit
FGF-2 zu einer erhohten Expression von Decorin (Tan u. a. 1993). Endothelzellen zeigten keine
Anderung der Decorin mRNA nach Stimulation mit FGF-2, allerdings auch nicht nach Sti-
mulation mit TGF-3 (Nelimarkka u.a. 1997). In glatten Muskelzellen wurde der Einfluss von
FGF-2 auf die Expression von Decorin bislang noch nicht untersucht. Neben diesen Reaktionen
auf Wachstumsfaktoren, reagieren Decorin und Osteoglycin noch auf einem génzlich anderen
Einfluss dhnlich: Beide Proteine werden nach Bestrahlung mit UV-Licht verstéarkt exprimiert.
Fiir Osteoglycin wurde dies an kultivierten Keratozyten nachgewiesen (Tasheva und Conrad
2003), fiir Decorin in Biopsien nach therapeutischer Bestrahlung mit UV-Licht (Sawada u. a.
2003).

4.8 Osteoglycin reguliert die Bildung von Kollagenfasern

FEin wichtiges Merkmal der Familie der ,small leucine-rich“ Proteoglykane ist die Fahigkeit, an
Kollagen-Fasern zu binden und deren Bildung zu beeinflussen. Fiir die Proteine Decorin und
Lumican wurde berichtet, dass sie die Bildung von Kollagenfasern in einem in Vitro Experiment
deutlich verlangsamten (Rada u. a. 1993). Dieser hemmende Effekt war nicht an das Vorhanden-
sein der Glykosaminoglykan-Seitenketten gebunden, auch die Proteinkerne ohne Seitenketten
zeigten diesen Effekt. Nach der chemischen Reduktion der Proteine und damit dem Auflésen
der Sekundérstruktur, war keine Hemmung der Bildung von Kollagenfasern nachweisbar. In
Gegenwart der beiden Proteoglykane lief die Bildung der Kollagenfasern nicht nur langsamer
ab, es wurden auch Fasern mit einem geringerem Durchmesser gebildet. Die Bindung der einzel-
nen Proteoglykane erfolgt an bestimmte Stellen der Kollagenfaser. Lumican und Fibromodulin
binden hierbei dieselbe Stelle der Faser, wohingegen Decorin eine unabhéngige Bindungsstelle
an der Kollagenfaser hat (Svensson u. a. 2000). Gemeinsam ist diesen drei Proteoglykanen eine
Form, die an ein Hufeisen erinnert. Diese Form ermdoglicht, dass die Proteoglykane jeweils zwei
Kollagenmolekiile binden und diese in einem gleichméfsigem Abstand zueinander anordnen.
Dadurch wird ein gleichméfiger Aufbau der Kollagenfasern erzwungen.

Bei der Analyse gentechnisch manipulierte Tiere, denen Gene fiir einzelne Mitglieder der Fa-
milie der ,small leucine-rich Proteoglykane fehlten, waren Verédnderungen in der Struktur der
Kollagenfasern zu beobachten. Tiere, deren Gene fiir Fibromodulin (Svensson u.a. 1999), Ke-
ratocan (Liu u.a. 2003), Decorin (Danielson u.a. 1997) oder Lumican (Chakravarti u.a. 1998)
inaktiv waren, zeigten verénderte Kollagenstrukturen in der Haut und anderen Geweben. Diese
verdnderte Struktur fiilhrte unter anderem dazu, dass die Haut unter Zugbelastung wesentlich
stiarker gedehnt werden konnte, als dies bei Exemplaren des entsprechenden Wildtyps der Fall
war. Abgesehen von diesen Auffilligkeiten bei der Struktur der Kollagenfasern, entwickelten
sich die verschiedenen transgenen Tiere normal und zeigten keine veréinderte Embryonalent-
wicklung. Bei Tieren, denen das Gen fiir Keratocan oder Lumican inaktiviert wurde, waren
auch Verdnderungen am Auge bemerkbar. Fehlte Keratocan in der Kornea, zeigte diese im
Querschnitt eine geringere Wélbung als die Kornea aus dem Wildtyp. Diese Erscheinung ist
mit einer Erkrankung der humanen Kornea vergleichbar, bei der es durch eine Mutation im
Keratocan-Gen ebenfalls zu einer Verringerung der Keratocan-Menge in der Kornea kommt
(Pellegata u.a. 2000). Bei einem Mangel an Lumican kam es zu einer Erblindung der Tiere,
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hervorgerufen durch eine abnehmende Transparenz der Kornea mit zunehmendem Alter. Diese
Befunde beweisen die wichtige Rolle, die die verschiedenen Mitglieder der Familie der ,small
leucine-rich® Proteoglykane beim Aufbau der extrazellularen Matrix haben.

Wiéhrend des Wachstums der Kollateralen wird Osteoglycin vermindert exprimiert. Dieser
Befund und entsprechende Resultate, die aus der Literatur zu entnehmen sind, ermdoglichen
es die Rolle von Osteoglycin im Verlauf des Wachstums von Kollateralen zu beschreiben. Wie
die anderen Mitglieder der Proteinfamilie wirkt Osteoglycin regulierend auf die Biosynthese
und Bildung der Kollagenfasern, die die Blutgefiafse umgeben, ein. Kiirzlich wurde von Tas-
heva u.a. (2002) berichtet, dass beim Ausschalten des Gens fiir Osteoglycin bei M. musculus
(Osteoglycin™~) ein Phénotyp auftritt, der dem beim Ausschalten der anderen ,small leucine-
rich“ Proteoglykane entspricht. Auch diese Tiere zeigten eine verinderte Kollagenstruktur in
der Haut und in der Kornea. Damit kann die Regulation der Kollagen-Biosynthese durch Os-
teoglycin als erwiesen angesehen werden. Diese Regulation betrifft primér den Durchmesser
der Kollagenfasern. Eine Regulation des Abstandes der Kollagenfasern ist, da Osteoglycin im
Gewebe nur einfache Zuckerseitenketten, die kein Keratansulfat enthalten tragt (sieche Abbil-
dung 3.15), nicht anzunehmen. Der Abstand der Kollagenfasern im Gewebe und hauptséchlich
im Auge, wird durch die modifizierten Zuckerseitenketten (modifiziert mit Keratansulfat oder
Dermatansulfat) der ,small leucine-rich Proteoglykane beeinflusst. Hierbei bindet der Protein-
kern an die Kollagenfaser und die Seitenketten interagieren mit den Seitenketten anderer ,small
leucine-rich“ Proteoglykane und garantieren so einen gleichméfigen Abstand der Kollagenfasern
(Scott 2001).

4.9 Beeinflusst Osteoglycin die Wirkung von Wachstumsfaktoren?

Verschiedene Beobachtungen lassen die Vermutung zu, dass Osteoglycin nicht nur an der Regu-
lation der Biosynthese von Kollagenfasern beteiligt ist, sondern auch Funktionen dariiberhinaus
hat. Von anderen Mitgliedern der Familie der ,small leucine-rich“ Proteoglykane ist bekannt,
dass sie die Proliferation von Zellen direkt beeinflussen und auch die Wirkung von Wachstums-
faktoren modulieren konnen. Fiir die Proteoglykane Biglycan, Decorin und Fibromodulin ist
nachgewiesen, dass sie TGF-£ binden (Hildebrand u.a. 1994). Diese Bindung von Wachstums-
faktoren an Proteine der extrazelluldren Matrix kann deren Aktivitdt beeinflussen. Fiir Decorin
wurde gezeigt, dass es die Wirkung von TGF-31 durch die Bindung inhibiert (Yamaguchi u. a.
1990). Diese Untersuchung wurde an ,,Chinese hamster ovary* Zellen durchgefiihrt und war nicht
an das Vorhandensein der Glykosylierungen des Proteins gebunden. Rekombinantes, nicht gly-
kosyliertes Decorin wirkte kompetitiv auf die Interaktion. Auch in anderen Zelltypen konnte
eine Interaktion von Decorin mit TGF-81 nachgewiesen werden. Eine Inhibierung der Decorin-
Expression durch ein antisense-Konstrukt fithrte zu einer verringerten Sensitivitéat fiir TGF-G1
bei Myoblasten (Riquelme u.a. 2001). Fiir Osteoglycin ist eine Interaktion mit TGF-31 oder
eine Beeinflussung der Wirkung dieses Faktors bislang nicht nachgewiesen. Ausgehend von den
Ergebnissen, die fiir die anderen Mitglieder der Proteinfamilie vorliegen, und anhand der Tat-
sache, dass die Glykosylierungen fiir die Interaktion mit TGF-£1 nicht né6tig sind, ist dies aber
auch fiir Osteoglycin in den priexistenten Kollateralen zu vermuten.

Einzelne Proteine aus der Familie der ,small leucine-rich“ Proteoglykane kénnen auch direkt
die Proliferation von Zellen (hauptsichlich Tumorzellen) beeinflussen. Yoshioka u.a. (2000)
veroffentlichten, dass Lumican inhibierend auf die Transformation von Zellen zu Tumorzellen
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wirkt. Zellen, in denen Lumican rekombinant exprimiert wurde, konnten nur noch im geringen
Umfang durch die Onkogene v-src und v-K-ras zu Tumorzellen transformiert werden. Gleich-
zeitig wuchsen Tumore, die durch diese Zellen induziert wurden, deutlich langsamer als die
Kontrollen ohne rekombinante Lumican-Expression. Fiir Decorin ist ebenfalls bekannt, dass es
anti-onkogen wirkt. Vergleichbar zur Wirkung von Lumican fiihrte die rekombinante Expression
von Decorin in Tumorzellen ebenfalls zu einer deutlichen Verringerung des Wachstums dieser
Zellen (Santra u.a. 2000). Ein Effekt, der von der Menge des gebildete Decorin abhéngig war.
Die zitierte Untersuchung wurde an Zellen die einem Mammakarzinom entstammten® durchge-
fiihrt, aber auch von anderen Krebszelltypen ist bekannt, dass deren Wachstum durch Decorin
inhibiert wurde. Zu nennen wéren in diesem Zusammenhang Zelllinien, die Dickdarmkarzino-
men, Zervixkarzinomen oder Melanomen entstammten (Santra u.a. 1997). Nach Angaben von
Troup u. a. (2003) ist eine reduzierte Expression von Lumican und Decorin mit einer schlechten
Prognose bei invasiven Mammakarzinomem korreliert. Ein weiterer Befund, der die hemmende
Wirkung dieser beiden Proteoglykane auf die Zellproliferation unterstreicht. In allen zitierten
Untersuchungen war die inhibierende Wirkung der Proteoglykane unabhéngig vom Vorhanden-
sein etwaiger Glykosylierungen, sowohl die unmodifizierten, als auch die glykosylierten Proteine
zeigten eine vergleichbare Wirkung. Als Mechanismus fiir die inhibitorische Wirkung, wurde fiir
Decorin die Interaktion mit dem EGFR nachgewiesen. Durch Decorin wurde die Expression die-
ses Rezeptors verringert und gleichzeitig die Aktivierung des Rezeptors verhindert. Dies fiihrte
zu einer Aufregulation des CDK Inhibitors p21 WAFL/CIPL ynd abschlieRend zu Arretierung der
Zellen in der Gy Phase des Zellzyklus (Csordas u. a. 2000). Diese geschilderten Einfliisse, die die
beiden Proteoglykane Decorin und Lumican auf das Wachstum von Zellen, bzw. Tumorzellen
haben, erscheinen auch fiir Osteoglycin mdéglich. Dies insbesondere, da alle Proteine aus der
Familie der ,small leucine-rich Proteoglykane die schon bekannte,an ein Hufeisen erinnernde,
Form aufweisen. Ebenfalls nicht notwendig fiir die inhibitorische Wirkung ist das Vorhandensein
der Glykosylierungen. Daher erscheint es moglich, dass die Strukturen, die fiir die Interaktion
zwischen Decorin und dem EGFR nétig sind, auch beim Osteoglycin vorhanden sind. Beriick-
sichtigt werden muss hierbei allerdings, dass die Struktur der Proteine leichte Unterschiede
aufweist. So unterscheiden sich die einzelnen Klassen der ,small leucine-rich* Proteoglykane
durch die Anzahl der ,Jeucine-rich repeats“®; daher muss diese Hypothese genauer iiberpriift
werden. Der EGFR ist auf glatten Muskelzellen nachgewiesen und ist in diesen Zellen ebenfalls
an der Regulierung der Proliferation beteiligt. Wird seine Aktivierung durch einen spezifischen
Antikorper verhindert, kommt es zu einer Inhibierung der Proliferation von glatten Muskelzellen
(Chan u. a. 2003). Diese beiden urspriinglich unabhéngigen Befunde kénnen zusammengefasst
und auf Osteoglycin tibertragen werden. Wéhrend des Wachstums der Kollateralen ist damit
eine regulierende Wirkung von Osteoglycin auf die Proliferation der glatten Muskelzellen gege-
ben, entsprechend der hemmenden Wirkung, die Decorin auf die Teilung von Tumorzellen hat.
Als Mechanismus, der hinter der verminderten Expression des EGFR steht, ist eine Reaktion
der Zellen auf die Zusammensetzung der extrazellularen Matrix wahrscheinlich. Die verringerte
Expression von Osteoglycin ist dann ein Faktor, der die Proliferation der glatten Muskelzellen
ermoglicht, da der inhibierende Effekt wegfallt.

*Verwendete Zelllinie fiir diese Untersuchung: MDA-453
5Decorin und Lumican beinhalten 11 ,leucine-rich repeats (Matsushima u. a. 2000). Osteoglycin weist sechs,
bzw. sieben ,leucine-rich repeats” auf (siche Abbildung 3.6).
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4.10 Osteoglycin und wachsende Kollateralen: Aktion oder Reaktion?

In der Adventitia der Blutgeféfie ist Osteoglycin einer der Faktoren, der die Bildung der Kol-
lagenfasern in der extrazelluliren Matrix beeinflusst. Werden praexistente Kollateralen durch
den Verschluss der Femoralarterie (oder einer anderen Arterie) zum Wachstum angeregt, wird
Osteoglycin vermindert exprimiert. Aus den Ergebnissen, die an kultivierten glatten Muskelzel-
len gewonnen wurden, ist eine Beteiligung der Faktoren Oncostatin M, FGF-2 und TGF-/1 (im
Zusammenhang mit MCP 1) ableitbar (siehe Abbildung 3.18). An kultivierten Zellen bewirkten
die genannten Faktoren eine Abnahme der Osteoglycin-Expression. Ein entsprechender Effekt
ist auch im Gewebe, in diesem Fall also den wachsenden Kollateralen, anzunehmen. Fiir FGF-2
und TGF-f1 ist ein Einfluss auf das Wachstum von Kollateralen belegt (Unger u.a. 1994; van
Royen u. a. 2002), fiir Oncostatin M ist dies anzunehmen (siehe oben). Die Quelle dieser Fakto-
ren ist nicht eindeutig geklart. Bislang verdffentlichten Ergebnisse lassen aber den Schluss zu,
dass sie von Monozyten angeliefert werden (Arras u.a. 1998; van Royen u.a. 2002) und nicht
direkt von den Zellen des Geféfses gebildet werden. Die unmittelbaren Befunde, die in dieser
Arbeit gezeigt wurden, lassen sich also einfach in den Ablauf des Kollateralwachstums einfii-
gen: Der Verschluss der Femoralarterie fiihrt zu einer Aktivierung der Endothelzellen und zur
Einwanderung von Monozyten. Im Gewebe der Blutgefafiwand schiitten diese eingewanderten
Monozyten verschiedene Zytokine und Wachstumsfaktoren, u.a. FGF-2 und TGF-31, aus. Die
von diesen beiden Faktoren ausgeloste verringerte Expression von Osteoglycin steht im direkten
Zusammenhang mit dem Abbau der extrazelluliren Matrix und der einsetzenden Proliferation
der glatten Muskelzellen. Die verminderte Expression wird, von den angelieferten Faktoren, in
den glatten Muskelzellen der Media induziert. Da das Protein nicht in der Media, sondern in
der Adventitia lokalisiert ist, wird dessen Abbau auch von anderen Faktoren beeinflusst. Dies
sind hauptséchlich verschiedene Matrix-Metalloproteinasen, die direkt in der Adventitia und
den angrenzenden Bereichen gebildet werden (Cai u.a. 2003). In diesem Zusammenhang ist
die Frage zu stellen, ob Osteoglycin eine aktive, regulative Rolle wihrend des Wachstums der
Kollateralen hat oder die verminderte Expression nur eine Folge des Abbaus der extrazelluléren
Matrix ist. Die Beantwortung dieser Frage wiirde helfen, die molekularen Zusammenhénge bei
der Regulation des Kollateralwachstums besser zu entschliisseln und zu verstehen.

4.11 Untersuchungen an Osteoglycin”/~ Tieren

Die oben erwahnten Tiere, deren Gen fiir Osteoglycin ausgeschaltet wurde, sind eine ideale
Voraussetzung um die Funktionen, die Osteoglycin beim Kollateralwachstum ausiibt, ndher zu
charakterisieren. Erste Untersuchungen in unserer Arbeitsgruppe zeigten, dass diese Tiere nach
Verschluss der Femoralarterie ein schnelleres Wachstum der Kollateralen und eine verbesserte
Erholung des Blutfluss aufwiesen (verglichen mit dem entsprechendem Wildtyp). Dies ist sowohl
kurz nach dem Setzen der Ligatur zu beobachten, als auch sieben Tage nach der Operation
(siche Abbildung 3.22). Der bessere Blutfluss in den Osteoglycin”/~ Tieren, unmittelbar nach
dem Verschluss der Femoralarterie, ist durch eine verédnderte Struktur der Blutgefaftwand zu
erkliaren. Da keine Expression von Osteoglycin vorhanden ist, kommt es zu einer Verdnderung
der Kollagenstruktur und dadurch zu einer stérkeren Dehnbarkeit der Haut (Tasheva u. a. 2002).
Ein Effekt, der auch fiir die Wand der Blutgefifse anzunehmen ist. Die stirkere Dehnbarkeit der
Blutgefiafswand resultiert in einer hoheren Dilatation der praexistenten Kollateralen. Dadurch
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ist der verbleibende Blutfluss, unmittelbar nach der Okklusion der Femoralarterie, bei den
Osteoglycin™/~ Tieren hoher als bei den entsprechenden Wildtypen (Osteoglycin®™/T).

Dieser anfingliche Befund ist noch kein eindeutiger Hinweis auf eine entscheidende Rolle
des Proteins Osteoglycin beim Wachstum der Kollateralen. Allerdings deutet das schnellere
Wachstum der Kollateralen, also die stérkere Durchblutung sieben Tage nach Verschluss der
Femoralarterie, auf eine wichtige Rolle von Osteoglycin hin. Zu diesem Zeitpunkt ist der Blut-
fluss bei den Osteoglycin™/~ Tieren bereits wieder auf das normale Niveau gestiegen. Der Wert
fiir den relativen Blutfluss in den Osteoglycint/* Tieren betrug 0,84 und war damit signifikant
geringer (p < 0,05). Zu beachten ist allerdings, dass drei Tage nach Okklusion der Femoralarterie
die Verhéltnisse genau umgekehrt waren. Nach drei Tagen Kollateralwachstum zeigten die Tiere
mit normaler Osteoglycin Expression einen héheren relativen Blutfluss als die Osteoglycin™/
Tiere. Auffallend ist aber die starke Streuung der Messwerte bei den Osteoglycin®/* Tieren.
Begriindet liegt dies darin, dass die untersuchten Stdmme genetisch nicht geniigend einheitlich
waren. Bei der Erzeugung der einzelnen Linien wurde eine Riickkreuzung auf den Wildtyp nicht
durchgefiihrt (E. Tasheva, personliche Mitteilung), daher ergibt sich eine hohere Variabilitét der
einzelnen Individuen. Die angefiihrten Ergebnisse sind daher noch als vorldufig zu betrachten®.
Die Tendenz der Versuche, insbesondere sieben Tage nach Verschluss der A. femoralis, zeigt
aber die wichtige Rolle, die Osteoglycin beim Wachstum der Kollateralen hat. Die Verdnde-
rung der Kollagenstruktur in den Gefiifen der Osteoglycin™/~ Tieren ermdglicht ein schnelleres
Wachstum der Kollateralen und damit eine schnellere Normalisierung der Durchblutung. Ver-
gleichbare Befunde sind bislang fiir Osteoglycin oder andere Mitglieder der Familie der ,small
leucine-rich“ Proteoglykane noch nicht veréffentlicht worden.

Als mégliche Erklérung fiir das schnellere Wachstum der Kollateralen in den Osteoglycin™/~
Tieren ist ein indirekter Einfluss anzunehmen. Wie bereits fiir die Situation unmittelbar nach
Okklusion der Femoralarterie ausgefiihrt, sind die Gefafse in den gentechnisch verdnderten Tie-
ren stéarker dehnbar. Diese mechanische Komponente hat einen erheblichen Einfluss auf den
Verlauf des Kollateralwachstums. Der initiale Ausléser des Wachstums von Kollateralen ist die
Erhéhung der Wandschubspannung, hervorgerufen durch den zunehmenden Blutfluss nach Ok-
klusion. Gleichzeitig bedingt der hohere Blutfluss und damit héhere Druck in der priexistenten
Kollaterale eine Zunahme der tangentialen Spannung der Gefédfswand. Diese erhohte tangentiale
Spannung ist ein wichtiger Faktor fiir den weiteren Verlauf der Entwicklung der Kollateralen
(Schaper 1967). Durch diesen mechanischen Einfluss werden die glatten Muskelzellen gedehnt
und zur Proliferation angeregt (Wilson u.a. 1993). Die Hohe der tangentialen Spannung der
Blutgefafswand wird, neben dem im Geféaft herrschenden Druck, auch von der Stérke und dem
Aufbau der Blutgefiftwand beeinfluft (Scholz u.a. 2001). In den bislang zur Untersuchung des
Wachstums von Kollateralen verwendeten Tiermodellen endet das Wachstum der Kollateralen
frithzeitig, also vor der Wiederherstellung der vollstandigen Konduktanz. In den wachsenden
Kollateralen nimmt die Starke der Wand durch die Proliferation der glatten Muskelzellen zu
und die tangentiale Wandspannung kehrt dadurch auf den normalen Wert zuriick. Damit ist
der auslosende Reiz nicht mehr vorhanden und die Entwicklung der Kollateralen kommt zum
Erliegen (Schaper und Scholz 2003). In den Osteoglycin™/~ Tieren ist eine hohere tangentiale
Wandspannung zu erwarten, da die Gefifiwand stérker gedehnt werden kann. Da diese stérke-

8Zur Zeit wird die Riickkreuzung der einzelnen Linie durchgefiihrt, um Linien mit einem einheitlichem gene-
tischem Hintergrund zu erhalten.
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re Dehnbarkeit durch die verédnderte Kollagenstruktur bedingt ist, bleibt sie auch im Verlauf
des Kollateralwachstums erhalten. Damit ist auch der Reiz, der zur Proliferation der glatten
Muskelzellen und dadurch zur Zunahme des Durchmessers fiihrt, weiterhin vorhanden. In den
Osteoglycin”/~ Tieren kommt es also nicht zu einem vorzeitigen Abbruch des Kollateralwachs-
tums. Gleichzeitig ist auch anzunehmen, dass das Kollateralwachstum in diesen Tieren schneller
verlauft, da die tangentiale Wandspannung grofsere Werte annimmt und somit der die Prolife-
ration fordernde Reiz grofier ist.

Zusétzlich zu dieser mechanischen Komponente ist ein beschleunigtes Wachstum der Kollate-
ralen moglich, da das ,,Remodelling” der extrazelluliren Matrix schneller erfolgen kann. Durch
die verdnderte Kollagenstruktur ist zu vermuten, dass diese leichter durch abbauende Enzyme
zu beeinflussen ist. Bislang fehlen fiir diese Annahme allerdings schliissige Belege.

4.12 Ausblick

Die Ergebnisse dieser Arbeit geben einen ersten Einblick in die Aufgaben und Effekte, die Os-
teoglycin nach der Okklusion der Femoralarterie in wachsenden Kollateralen ausiibt. Die aufge-
zeigten Moglichkeiten, iiber die Osteoglycin das Geschehen beeinflussen kann, miissen aber noch
genauer untersucht werden, um ein abschlieftendes Bild zeichnen zu kénnen. Hauptaugenmerk
soll dabei anfinglich auf der Untersuchung der Osteoglycin™/~ Tiere liegen. An diesen Tieren
kann der Einfluss von Osteoglycin auf das Wachstum von Kollateralen, im Zusammenhang mit
den anderen beteiligten Faktoren, untersucht werden. Notwendig wire z. B. die Untersuchung
der morphologische Anderung, im Vergleich zum Wildtyp, aber natiirlich auch die Fortfithrung
und Ausweitung der oben angefiihrten Versuche.

Auch Untersuchungen an kultivierten glatten Muskelzellen konnen helfen, wichtige Aspekte
zu kléaren, da diese es erlauben, einzelne Effekte isoliert zu betrachten. Neben den bereits ver-
wendeten glatten Muskelzellen aus der Aorta von O. cuniculus, soll versucht werden auch aus
den Osteoglycin™/~ Tieren entsprechende Zellen zu isolieren. Fiir einzelne Experimente ist auch
die Verwendung von immortalisierten Zelllinien moglich. Mit diesen verschiedenen Zellen kann
ein hemmender Einfluss durch Osteoglycin auf die Proliferation tiberpriift werden. Als einfacher
Versuch wire die Beschichtung von Zellkulturschalen mit Osteoglycin” durchfithrbar. Sollte Os-
teoglycin eine hemmende Wirkung auf die Proliferation haben, wiirden Zellen auf beschichteten
Schalen ein verlangsamtes Wachstum zeigen. Aber auch die rekombinante Uberexpression von
Osteoglycin in den verschiedenen Zelllinien ist denkbar, idealerweise natiirlich in den Zellen
aus den Osteoglycin™/~ Tieren, da in diesen Zellen kein endogenes Osteoglycin vorhanden ist.
Dariiberhinaus muss auch die Frage geklart werden, ob Osteoglycin mit TGF-81 oder dem
EGFR interagieren kann. Denkbar ist hier die Beschichtung von Reaktionsgeféfien mit Os-
teoglycin und anschlieffende Bindungsstudien mit verschieden markierten Faktoren, zuséatzlich
abgesichert durch die kompetitive Gabe von nicht markierten Faktoren.

Im Hinblick auf die Funktion von Osteoglycin bei der Regulation der Kollagenbiosynthese
und die daraus resultierende, unregelméflige Form der Kollagenfasern soll auch noch iiberpriift
werden, ob diese verdnderte Kollagenstruktur den Abbau der extrazellularen Matrix erleichtert.
Ein genaues Verstandnis der Vorgénge in der extrazelluldren Matrix dieser Tiere kann helfen,

"Die hierfiir nétige rekombinante Expression des Proteins ist im Moment in Arbeit. Verwendet werden Insek-
tenzellen, die eine Expression von glykosylierten Proteinen erlauben.
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4 Diskussion

den Einfluss der oben geschilderten mechanischen Faktoren besser zu verstehen. Insbesondere
sind diese Versuch notig, um zu entscheiden, welche Einfliisse eine iibergeordnete Rolle beim
Wachstum von Kollateralen spielen.
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5 Anhang

5.1 Nukleotidsequenzen der in dieser Arbeit untersuchten Klone

>AK19a1l

1
61
121

AAAAAGAATT
TGTTTCATTA
TAAATGTTCT

>AK35b1

1
61
121
181

GAAGATCAAG
CCTGGCCTCC
CGGGCCCTCC
CCCTCGAGAC

>AK66a2

1
61
121
181

CAAGAGTGTC
GGGTGCTTCT
CTATTAGAAG
TCTTTACCCT

>AK74b2

1
61
121
181
241

CCTAGAATGA
AAATTAAGTT
ATGCTTACTA
TATAATTTTG
AATTGAATAT

>AK81b1

1
61
121
181
241
301
361
421

AAGCTTCGGG
CTCCCAGTGA
ATTGACCATT
GGAGCCTCAA
TTACAGAGGT
AAGCCCTACT
TCACCCAGAC
ACTAGAAGGT

>AK86b2

1
61
121

TATGAAATTT
AGTAGAAAAC
AGATTTTAGC

>AK105b2

1
61
121
181
241

CCTAGAATGA
AAATTGAAGT
AATGCTTACT
TTAAAATTTT
GAATTGAATA

TCAGGATTCC
TGGAAGAGCT
T

ATTATCGCTC
CTCTCCACCT
ATTGTCCACA
TGCTCTGTGA

AATTGCACAT
GAATCACAAG
AGCTCCTTAA
GTGAACCCGT

TCTCATATCT
TTTTCACTAA
ATTCATTCAC
TGTGCATGCC
ACAATAAATA

TAAAGGAGTC
AGGAAGGGGA
GCTGCTGCAG
GTAAAGCAAG
GGATTTGAAC
GCCAATAAAG
AAAGGAGGAT
CAAGCTAAAA

TAAATTTTCA
TCTTGTTATG
C

TCTCATATCT
TTTTTCACTA
AATTCATTCA
GTGTGCATGC
TACAATAAAT

TATATAGATA
CTCAAGTTGC

CCCCAGAGCG
TCCAGCAGAT
GGAAGTGCTT
CCACTCATGA

ATTATGTAAC
ATAGGCATGA
CAATGCTCTG
GGTCTTTCAC

GTTTTTCAAT
AGCATCTGTG
TTATTCTGAT
TCATTTCTCT
TTGTGAAATC

TGGGTGGTGG
GCTGAGCCCG
GATTTGCAGG
TTTTTCAAAG
CCAAAATGAC
GAAAAATAAG
CTCCTTATAT
AATGAAGTAA

AGGCAGTTGG
TCTAGCCAAA

GTTTTTCAAT
AAGCATCTGT
CTTATTTTGA
CTCATTTCTC
ATTGTGAAAT

GGCTATAAAG
TTGTAAAGCT

GAAGTACTCG
GTGGATCAGC
CTAAAAGTCA
CACATTAAAA

AtTTTTTATT
GTGTCAAGAG
TGCAGGAGGA
AC

TATTCACCCC
ATCTCTTAAG
ATTAACGATC
GTGACTGAAC
CACCTAAC

CCGCGGCCTC
AGCCATGGCC
CCGTTATGTG
TCTACCAAAA
AAAACGAGAA
AGATGCACAT
AGCAGCCAAA
ATATATGAAT

TTTCGTTAGT
ATATATAAAT

TATTCACCCC
GATCTCTTAA
TATTAACGAT
TGTGACTGAA
Cccce

TCATGTAATT
AATCTAATTA

GTCTGGATCG
AAGCCTGAGT
GAACAGCTTC
CCTGCAAGCC

GTCTGAAGTC
GACTCCAGCA
GGAGAGAAAT

ATTTGTCAAA
GCCACAGTAT
ATAAATATTG
GCTCACTATG

TGGGCTGGGG
AGTACAGTGG
TTGCAAGCCA
TCTGCCTTCA
GCAGCGTTAA
CGACGAATTA
ATCAATGAAG
TTTCAG

AGACTGTAAA
NGTAAGAGTT

ATTTGTCAAA
GGCCACAGTA
CATAAATATT
CGCTCACTAT

TGGAAAGCAG
AAAAGATGTA

GGGGCTCCAT
ATGATGAAGC
TCTGAGGGTC
T

TAAAGTGCAT
TCAGAACGGG
TCTCTTGTTC

GCTGATTCCA
TACCCTCACA
TATGCTTTCT
AGCACATCTG

ATGTACCGAG
TAGCGGTTGG
TGAAGCATAT
GTGGCGGTTA
TACTAGGCGT
TGCTCTTAAA
CTAAAGATTT

TGCTCTGAGT
GTAAAAGGGG

GCTGATTCCA
TTACCCTCAC
GTATGCTTTC
GAGCACATCT
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>AK74F3

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461

94

ACGCGGGGAC
GGCAGTAGGC
CTGCGGTCTA
CCGCAGGAAT
AGCCAAGATT
GTAAGATCTG
CCCAAGAAAG
GTGTACTGTG
CTCTATGCCC
AACTTAAGAA
TCAAAACTTG
GTTCTTCCTC
ATCAAAGCAA
GCCCTAGAAT
AACAACATAA
CGGGACCGCA
AACAGTTTCA
CAGCATATAA
GCTTAATACT
GTCTTACATA
CTATTTAAAC
GTAAATACTC
AAGAAACTCT
GCTGTTCCCA
TCACACATCA
ATTATTATAT
CAAGTAAAGT
ACTTTGTGGT
AACATTGTAA
CACACAAAAA
TGTAAAGGTT
AGAATGTCAT
TGTTACTGCT
CGTTTCCAAA
ACAATGCTGC
TAGTCTACAA
CCAAACTATA
TAGCTTCTGT
TGTTTCTTCC
TCAAAGCTAA
CAGTATTACC
ATATTATATG

ACAAAAACTG
CACTAGTTTA
CACTTCTCCT
CACCCCTCAC
ATGAGGATAA
TCAAGAGAAG
AAAATGATGA
AAGAAGTTGA
GATTCAACAA
GGCTTGATTT
CTCTGTTAGA
CCAAGCTCAC
ACACATTCAA
CTGTGCCTCC
CATCAATTAC
TTGAAGAAAT
TTTGCTTGAA
ACAAATACTC
AACTTTGTAC
TGGCAAGTAA
AACATTACAA
CAATCTGAGA
CAACTGTTGC
AAGCTCTGCA
GGCACTAAGA
TTCACTCAGT
AAAATTTTAC
CACACTTAAA
GTTTACCACA
ATCCCAGAAG
TTTGAATATG
CAACAAATTT
ACCACATTCC
CACCCTTGAT
CAGGATTAAA
CACTACTTTG
TATGAAAAAT
ATATACTATT
CCCTACCTAG
TTCCAAAATT
CTCACAATGC
CTTTCTTATA

CACAACAGCT
TTAGCTTCCA
GCTCCTGTTT
CTTCGACTAT
ATACTTGGAT
TCTTGAATTA
AATGCCCACT
CATTGATGCT
AATTAAAAAG
TACGGGAAAT
AGAACTTTCA
TTTATTTAAT
AAAACTGAAT
TAATCTGCCA
AGATGATACA
ACGGCTGGAG
AAGATTACCT
ATAATCTATC
TTTACTATGA
AAAGCTCCAA
AATTCTTCCA
TGCACTATTT
CTTTCCTGGC
AAGCTGAGTA
AGCAGGAACT
GCAAAAATAG
TCTGATAAAA
ATATTTAGTA
AAACTTTTAA
TTCAACCTGA
AGGTAACTGC
TTTTCCAACA
CATTATCCAT
GAATGAAACA
GGTCCTACAA
TGTAAATAAA
CAGCATTATT
CCCAGAACAC
AATGATCTCA
AAAGTTTTCT
TTACTAATTC
ATTTTGTGTG

GCAACGGGAA
GTCACCTGAG
GTGCCTCTGA
GCAGCAGATC
GGAAAAAATA
CAAAAAGATG
TGCTTGCTAT
GTACCACCCT
CTGACTGCCA
TTGATAGAAG
CTTGCTGAAA
GCAAAATATA
AACCTCTCTT
GAAAGTTTGC
TTCTGCAAGG
GGCAATCCAA
ATAGGGACAT
TCCACAATGT
AAGAATTTTG
TCACCAAGTT
GTTCATACCA
CCATTACAAA
CTTTACCATA
TTTCCAGCAG
TTGTTTTCTT
GGTATAGTCC
AGTTGTCATA
AAATAGTAAA
GAAAGTCAAG
TTTCCAGAGA
AAATTATTTT
TAGGGAAGGA
ACATGTTCAC
TTTAACATGA
TAACTCTCCT

AAAGAAAGTT
TTCCTACTAA
TAAAGCCAGC
ATTTGGAAGA
TTGAGGAAAA
AAAGTGTAAC
GTGTCTGTTT
TGCCAAAGGA
AAGATTTTGC
ACATAGAAGA
ATCAACTACT
ATAAAATCAA
TCCTGTACTT
GTGTAATTCA
CTAATGACAC
TTGCTTTGGG
ACTTTTAAGC
CTAAAGAAAT
TTTAAGCAAG
CAAAACAAAG
GACTGCCATT
TTAACTGAGA
TCTTGAAAAT
TCTCCATTTT
CCTATCAAAG
CAAACCTAGG
GAAATGTTGA
AAAAAATTCA
CAGGCCAAAC
ATAGCTGTAA
AATTTTACAC
AAATAAAGTA
TCAAACTGGT
GACGTTAAAT
TATAATCTAC

AAAGTTTTTC
TCTATTATAA
ATTCTTATTC
TATTTGTTTT
CACTAAAGCA
ATTCACTTAT
CAT

AGTGTTTTAG
ATTACACCTT
CCATTTTAAA
TCAATTATTC
TCTGTGATCT
TTTGATATTA

TTGTTCCACA
AATGAAGACT
ACCACCAGCT
AGCCATATTT
ACAAACAATG
ACCAGCACCT
AAGCGGCTCT
ATCAGCCTAT
AGACATGCCT
TGGTACTTTT
GAAACTCCCA
GAGTAGAGGA
GGACCACAAT
CCTTCAGTTT
TCGTTACATA
AAAGCATCCA
ATGATCAACA
GCAAGCATTG
CATGTTCAAA
TAATGTGAAA
TAAAAGGCAT
AGATAAATCC
ATTTAAGGCA
CCTTTATGAC
CAGCTATTTT
CAAAATTTTC
AAGTTATTCT
TCTAAAACTT
CCAGTAAGTT
GGTTCTCCAT
TGCAGGAATG
CATGCTAGGG
TTCAGAGCAA
GTTCTATATC
TTAAAAGTCT
AAACATGAAT
TGAATCAAGT
AGCACTTGCT
ACCCCATTTG
CTTAAGGCCA
ACGACCATAA



5.2 Aminosdure-Sequenzen der in dieser Arbeit untersuchten Klone

5.2 Aminosdure-Sequenzen der in dieser Arbeit untersuchten Klone

>0steoglycin
1 MKTLRSTLLL LLFVPLIKPA PPAPQESPLT FDYAADHLEE AIFSQDYEDK YLDGKNIEEK
61 QTMVRSVKRS LELQKDESVT PAPPKKENDE MPTCLLCVCL SGSVYCEEVD IDAVPPLPKE
121 SAYLYARFNK IKKLTAKDFA DMPNLRRLDF TGNLIEDIED GTFSKLALLE ELSLAENQLL
181 KLPVLPPKLT LFNAKYNKIK SRGIKANTFK KLNNLSFLYL DHNALESVPP NLPESLRVIH
241 LQFNNITSIT DDTFCKANDT RYIRDRIEEI RLEGNPIALG KHPNSFICLK RLPIGTYFx*

5.3 Aufstellung der mittels DDRT-PCR isolierten Klone

Aufstellung der isolierten DDRT-PCR-Klone. (3TnO = 3 Tage nach Okklusion, 3WnO = 3 Wochen
nach Okklusion)

Klon | Primer Anderung Homologie zu

lal | H-TA/AP4 stéarker 3WnO Rabbit MHC classII; Globin-Gene

la2 | H-TA/AP4 starker 3WnO tumor associated protein;

2b2 | H-TA/AP4 schwécher 3WnO | C. elegans cosmid

3b2 | H-TA/AP5 schwécher 3WnO | plasminogen activator human; IGF1
4bl | H-TA/AP4 schwiicher 3WnO | mitochondriale Gene

4b2 | H-TA/AP4 schwécher 3WnO | human DNA /Cosmide; @ tropomyosin rabbit
5a2 | H-TA/AP4 stéarker 3WnO ribosomal protein L30 human

6bl | H-TC/AP4 schwécher 3WnO | human S-tropomyosin

6b2 | H-TC/AP4 schwicher 3WnO | rabbit angiotensin converting isoenzym gene
8a H-TC/AP4 stéarker 3WnO human DNA sequence

9a H-TC/AP4 stiarker 3WnO human DNA sequence

11b1 | H-TA/APS8 schwécher 3WnO | human isopeptidase T-3

11b2 | H-TA/APS schwécher 3WnO | 12S rDNA, mitochondrial

12al | H-TA/AP2 starker 3TnO rat CLP36 MRNA

12a2 | H-TA/AP2 starker 3TnO C. elegans, Drosophila, Yeast: Cosmid
13al | H-TA/AP2 stérker 3TnO human ribosomal protein S26

14al | H-TA/AP2 starker 3TnO protein tyrosin phosphatase

15a2 | H-TC/AP1 starker 3TnO human early growth response 1 protein
16b1 | H-TC/AP1 schwécher 3TnO | human Hox 1.8 gene

18b2 | H-TC/AP4 schwécher 3TnO | genomic sequence human

19al | H-TC/AP5 stérker 3TnO C. elegans cosmid

20al | H-TA/AP3 starker 3TnO C. elegans cosmid, Human teleomere
21a2 | H-TA/AP3 starker 3TnO human telomere, Drosophila DNA
22al | H-TA/AP4 starker 3TnO NADH dehydrogenase, mitochondrial
23al | H-TA/AP4 stérker 3TnO human chromosome 17

25a2 | H-TA/AP5 stérker 3TnO human cosmid, human T-cell receptor
26a | H-TA/AP5 starker 3TnO mouse I3 gene, human Hepg2 3’region
27a | H-TA/AP10 | stdrker 3TnO human chromosome 16
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5 Anhang

Aufstellung der isolierten DDRT-PCR-Klone, fortgesetzt

Klon | Primer Anderung Homologie zu

28a | H-TA/AP10 | starker 3TnO C. elegans, Yeast DNA

30bl | H-TA/AP11 | schwéicher 3TnO | B. taurus microsatellite DNA

30b2 | H-TA/AP11 | schwéicher 3TnO | human chromosome 16

3la2 | H-TA/AP11 | starker 3TnO human KIAA0235 gene

32al | H-TA/AP12 | stdrker 3TnO human ADP/ATP translocase

32a2 | H-TA/AP12 | starker 3TnO human BAC clone

33a | H-TA/AP13 | starker 3TnO human non-histone chromatin protein

34a | H-TA/AP13 | stérker 3TnO human DNA for DBI1, zinc finger

35b1 | H-TC/AP6 schwicher 3TnO | smooth muscle v actin

36bl | H-TC/AP7 schwicher 3TnO | 18S rDNA

38b1 | H-TC/AP9 schwécher 3TnO | rat cholecystokinin type-A receptor

39al | H-TC/AP10 | starker 3TnO rabbit ferritin H-chain

40bl | H-TC/AP10 | schwéicher 3TnO | rat profilaggrin

40b2 | H-TC/AP10 | schwicher 3TnO | human KIAA0566 protein

42al | H-TC/AP11 | stérker 3TnO rat AIRC mRNA for AIR carboxylase-SAICAR
synthetase

43bl | H-TC/AP11 | schwicher 3TnO | 16s rDNA, mitochondrial

44b1 | H-TC/AP12 | schwécher 3TnO | human chromosome Y

47b1 | H-TC/AP15 | schwicher 3TnO | human chromosome X

48bl1 | H-TC/AP14 | schwéicher 3TnO | ribosomal protein S3a

52al | H-TG/AP2 stérker 3TnO human chromosome 11q12.2 PAC

53bl | H-TG/AP3 schwécher 3TnO | human BAC clone

53b2 | H-TG/AP3 schwécher 3TnO | human 4-hydroxyphenylpyruvat-dioxygenase

54bl | H-TG/AP3 schwicher 3TnO | nucleolar protein B23.2 gene

58bl | H-TG/AP5 schwécher 3TnO | human CpG-Island

59b2 | H-TG/AP5 schwécher 3TnO | human DNA

60bl | H-TG/AP5 schwécher 3TnO | rabbit asl-casein gene

61bl | H-TG/AP5 schwicher 3TnO | human chromosome X

61b2 | H-TG/AP5 schwécher 3TnO | human mRNA for Golgi antigen gep372

62bl | H-TG/AP5 schwicher 3TnO | human nuclear factor NF45 mRNA

63bl | H-TG/AP5 schwicher 3TnO | human DNA

64bl | H-TG/AP6 schwécher 3TnO | C. elegans cosmid, Human clone LM1955

64b2 | H-TG/AP6 schwécher 3TnO | rabbit SINE and LINE repeat unit

65al | H-TG/AP7 starker 3TnO NADH dehydrogenase, mitochondrial

65a2 | H-TG/AP7 starker 3TnO human ribosomal protein S11

66al | H-TG/AP7 starker 3TnO human cosmid

66a2 | H-TG/AP7 starker 3TnO no Match

68b1 | H-TG/AP9 schwécher 3TnO | bovine glutaminyl cyclase

69b1 | H-TG/AP9 schwécher 3TnO | rabbit myosin heavy chain
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5.3 Aufstellung der mittels DDRT-PCR isolierten Klone

Aufstellung der isolierten DDRT-PCR-Klone, fortgesetzt

Klon | Primer Anderung Homologie zu

69b2 | H-TG/AP9 schwéicher 3TnO | laminin receptor homolog, human

70b2 | H-TG/AP9 schwicher 3TnO | human chromosome 22

72bl | H-TG/AP9 schwécher 3TnO | human cosmid from Xq28, human ~-glutamyl
hydrolase

73b2 | H-TG/AP9 schwicher 3TnO | human PAC, human v-glutamyl hydrolase

74bl | H-TG/AP10 | schwéicher 3TnO | rat ribosomal protein L15

74b2 | H-TG/AP10 | schwécher 3TnO | eucaryontic DNA, human cosmid

75b1 | H-TG/AP10 | schwicher 3TnO | human erythrocyte adducin « subunit

75b2 | H-TG/AP10 | schwéicher 3TnO | A. thaliana BAC

76b2 | H-TG/AP10 | schwicher 3TnO | human megakaryocyte stimulating factor

77bl | H-TG/AP10 | schwicher 3TnO | no Match

78b2 | H-TG/AP10 | schwécher 3TnO | C. elegans DNA

80a2 | H-TG/APS8 starker 3TnO rabbit 185 rRNA

81bl | H-TG/AP11 | schwicher 3TnO | human chromosome 11¢q12

81b2 | H-TG/AP11 | schwécher 3TnO | ribosomal RNA

82bl | H-TG/AP11 | schwécher 3TnO | human DNA

83al | H-TG/AP11 | stiarker 3TnO human ribosomal protein L27a

84bl | H-TG/AP11 | schwécher 3TnO | mouse m-Numb (m-nb) RNA

86b2 | H-TG/AP11 | schwicher 3TnO | Mycoplasma capricolum DNA

87bl | H-TG/AP11 | schwicher 3TnO | human retinoblastoma susceptibility gene

87b2 | H-TG/AP11 | schwicher 3TnO | no Match

89bl | H-TG/AP12 | schwécher 3TnO | Human 1224 PAC

89b2 | H-TG/AP12 | schwécher 3TnO | Human Xp22 BAC

90bl | H-TG/AP12 | schwicher 3TnO | human titin, rabbit titin

90b2 | H-TG/AP12 | schwécher 3TnO | mitochondrial DNA

91bl | H-TG/AP12 | schwicher 3TnO | no Match

91b2 | H-TG/AP12 | schwécher 3TnO | ubiquinone oxidoreductase

92al | H-TG/AP13 | starker 3TnO rabbit muscle glycogen phosphorylase

93bl | H-TG/AP13 | schwicher 3TnO | human spermidine

93b2 | H-TG/AP13 | schwécher 3TnO | D. melanogaster

94b2 | H-TG/AP13 | schwécher 3TnO | mitochondrial genes

95b1 | H-TG/AP13 | schwicher 3TnO | human Mac-1 gene

95b2 | H-TG/AP13 | schwécher 3TnO | human DNA

96al | H-TG/AP14 | starker 3TnO mitochondrial genes

97bl | H-TG/AP14 | schwécher 3TnO | human mRNA for KIAA0016 gene

97b2 | H-TG/AP14 | schwécher 3TnO | human DNA

98bl | H-TG/AP14 | schwicher 3TnO | rabbit T-cell receptor

98b2 | H-TG/AP14 | schwécher 3TnO | mitochondrial DNA

101b1| H-TA/AP9 schwécher 3WnO | no Match
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Aufstellung der isolierten DDRT-PCR-Klone, fortgesetzt

Klon | Primer Anderung Homologie zu

101b2| H-TA/AP9 schwicher 3WnO | human PAC

102b1| H-TA/AP9 schwécher 3WnO | human Sequences

103b2| H-TA/AP9 schwacher 3WnO | Sequences from patent US56448249

105b2| H-TA/AP10 | schwécher 3WnO | no Match

106al| H-TA/AP10 | stirker 3WnO heparan sulfate proteoglycan core protein

106a2| H-TA/AP10 | stiarker 3WnO A. thaliana, human cosmid

107b1| H-TA/AP10 | schwécher 3WnO | no Match

107b2| H-TA/AP10 | schwicher 3WnO | mitochondrial DNA

109b1| H-TA/AP10 | schwicher 3WnO | branchio-oto-renal syndrom candidate gene

110a2| H-TA/API11 starker 3WnO anhidroitic ectodermal dysplasia protein gene

111b1| H-TA/AP12 | schwécher 3WnO | human DNA

111b2| H-TA/AP12 schwicher 3WnO | human clone 23587, pig mRNA for gp96/GRP94

112b1| H-TA/AP12 | schwéicher 3WnO | genomic sequence from human 13

112b2| H-TA/AP12 | schwicher 3WnO | human DNA, (IGF2)

114b | H-TC/AP6 schwicher 3WnO | human DNA

115b | H-TC/AP6 schwicher 3WnO | rabbit a-smooth muscle actin

116b | H-TC/AP6 schwicher 3WnO | rat trg gene

117b | H-TC/APT schwacher 3WnQO | rabbit asl-casein gene, MHC class II, keratin k3

118al| H-TC/AP7 stéarker 3WnO C. elegans cosmid

118a2| H-TC/AP7 starker 3WnO hsp 90

119b | H-TC/AP7 schwicher 3WnO | mitochondrial DNA

120b | H-TC/APS8 schwicher 3WnO | no Match

121al| H-TC/APS8 starker 3WnO son3 protein

122b | H-TC/APS schwicher 3WnQO | P. Falciparum, human T-cell receptor

124b | H-TC/AP9 schwécher 3WnO | human RY-1 mRNA for putative nucleic acid
binding protein

125b | H-TC/AP9 schwécher 3WnO | rat Gax protein, human Mox-2

128b1| H-TC/AP11 | schwécher 3WnO | P. falciparum,

128b2| H-TC/AP11 | schwicher 3WnO | C. elegans cosmid

129b1| H-TC/AP11 | schwéicher 3WnO | human gene for antigen of antibody Ki-67

129b2| H-TC/AP11 | schwiéicher 3WnO | eucaryotic DNA

130b1| H-TC/AP11 | schwéicher 3WnO | human soluble guanylate cyclase

130b2| H-TC/AP11 | schwécher 3WnO | human MN1 mRNA

131b2| H-TC/AP11 schwicher 3WnO | human F1-ATPase, mitochondrial, o subunit

132b1| H-TC/AP11 | schwéicher 3WnO | porcine mRNA for preproendothelin

133b1| H-TC/AP11 | schwécher 3WnO | rabbit fast skeletal myosin heavy chain

134b1| H-TC/AP11 | schwécher 3WnO | C. elegans, human DNA

134b2| H-TC/AP11 | schwécher 3WnO | human mRNA for titin protein

135b1| H-TC/AP11 | schwicher 3WnO | mouse glycreol-3-phophate acyltransferase
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Aufstellung der isolierten DDRT-PCR-Klone, fortgesetzt

Klon | Primer Anderung Homologie zu

142b1| H-TC/AP12 | schwiicher 3WnO | C. elegans

143al| H-TC/AP12 | stérker 3WnO human DNA

143a2| H-TC/AP12 | stéarker 3WnO P. falciparum

144al| H-TC/AP12 | starker 3WnO prosome (-subunit

144a2| H-TC/AP12 | stérker 3WnO mitochondrial DNA

145al1| H-TC/AP12 | starker 3WnO human putative RING finger protein
145a2| H-TC/AP12 | stiarker 3WnO human putative tumor supressor
146b1| H-TC/AP12 | schwécher 3WnO | B. taurus lactoferrin gene

146b2| H-TC/AP12 | schwicher 3WnO | ileal sodiumdependent bile acid transp.
147b1| H-TC/AP12 | schwécher 3WnO | mitochondrial DNA rabbit

148b2| H-TC/AP13 | schwicher 3WnO | glycogen phosphorylase

149a2| H-TC/AP13 | stérker 3WnO human PROS-27 mRNA

150b2| H-TC/AP13 | schwécher 3WnO | C. elegans cosmid, human DNA
151b1| H-TC/AP13 | schwécher 3WnO | C. elegans cosmid

151b2| H-TC/AP13 | schwécher 3WnO | human surface antigene

152b1| H-TC/AP13 | schwicher 3WnO | C. elegans DNA

152b2| H-TC/AP13 | schwicher 3WnO | H. sapiens mRNA for protein containing MBD1
153b1| H-TC/AP13 | schwéicher 3WnO | human « catenin

153b2| H-TC/AP13 | schwicher 3WnO | human N-cadherin

154b1| H-TC/AP13 | schwéicher 3WnO | human DNA-binding protein

154b2| H-TC/AP13 | schwicher 3WnO | human phosphatidylinositol-4-kinase
155b1| H-TC/AP13 | schwicher 3WnO | P. falciparum

159b | H-TG/AP6 schwécher 3WnO | mitochondrial DNA

162al| H-TG/AP6 starker 3WnO H. sapiens sin3 associated polypeptide p18
164b | H-TG/AP6 schwéicher 3WnO | H. sapiens BAC contains cytc oxidase
165b1| H-TG/AP7 schwécher 3WnO | H. sapiens thyroid receptor

165b2| H-TG/AP7 schwicher 3WnO | A. thaliana, H. sapiens DNA

166b1| H-TG/AP7 schwicher 3WnO | Fugu rubripes DNA

167b1| H-TG/AP7 schwécher 3WnO | Mycobacterium smegmatis dGTPase
167b2| H-TG/AP7 schwécher 3WnO | Mycobacterium leprae

168al| H-TG/AP7 stiarker 3WnO C. elegans cosmid, human Hox 1.5
168a2| H-TG/AP7 starker 3WnO rabbit mitochondrial DNA

169b1| H-TG/AP8 schwécher 3WnQO | chloroplast DNA, C. elegans

170b1| H-TG/AP8 schwicher 3WnO | human DNA

170b2| H-TG/APS8 schwicher 3WnO | C. elegans

177b1| H-TG/AP10 | schwécher 3WnO | human DNA

179al| H-TG/AP11 | starker 3WnO human isopeptidase T-3

181b2| H-TG/AP11 | schwécher 3WnO | IGF II

99



5 Anhang

Aufstellung der isolierten DDRT-PCR-Klone, fortgesetzt

Klon | Primer Anderung Homologie zu

183a2| H-TG/AP11 | stéarker 3WnO eucaryotic DNA

185b1| H-TG/AP11 | schwécher 3WnO | mouse follistatin like protein, human MAC-25
187b2| H-TG/AP12 | schwécher 3WnO | human DNA

189b1| H-TG/AP12 | schwécher 3WnO | human NADH ubiquinone oxireductase

190b1| H-TG/AP12 | schwécher 3WnO | human DNA clone 23899

191b1| H-TG/AP12 | schwécher 3WnO | human DNA

191b2| H-TG/AP12 | schwicher 3WnO | human DNA

192b1| H-TG/AP12 | schwéicher 3WnO | human DNA, T-cell receptor, KIAA0143 gene
193b1| H-TG/AP16 | schwidcher 3WnO | human DNA

193b2| H-TG/AP16 | schwécher 3WnO | rat rsech
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5.4 Abkiirzungsverzeichnis

ul
Angl

Ang2

CCR 2
CDK
cDNA

DNA
EGFR
egr-1
FGFR-1
FGF 2
GM CSF

HIF-1a
ICAM-1
IGF II
IGF I
ips

kg
MCP 1

Mikroliter

Angiopoetin 1
Angiopoetin 2
Basenpaare

CC chemokine receptor 2

Cyclin-dependent Kinase

einzelstrangige DNA komplementér zu einer RNA, hergestellt durch reverse Trans-

skription

Dalton, atomare Masseneinheit
Desoxyribonucleinsidure

Epidermal growth factor receptor

Early growth response-1, Transkriptionsfaktor
Fibroblast growth factor receptor-1
Fibroblast growth factor-2
Granulocyte-macrophage colony stimulating factor
Stunde

Hypoxia inducible factor 1 «

Intercellular adhesion molecule-1

Insulin like growth factor II

Insulin like growth factor I

Impulse (radioaktive Zerfélle) pro Sekunde
Kilogramm

Monocyte chemoattractant protein-1
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5 Anhang

mg
min

ml

MMP
mRNA
PAGE
PDGF
PIGF
RACE
RT

sec
TGF 3
TNF «
VCAM-1
VEGF
Vol

102

Milligramm

Minuten

Milliliter

Millimeter

Matrix Metallo Proteinase
messenger RNA
Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Platelet-derived growth factor
Placenta growth factor

rapid amplification of cDNA ends
Raumtemperatur

Sekunden

Transforming growth factor-3
Tumor necrosis factor-a

Vascular cell adhesion molecule-1
Vascular endothelial growthfactor

Volumen
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