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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Extrazellulare  Ribonukleinsduren (RNA), vor allem freigesetzt als Folge von
Gewebsverletzungen, wurden von unserer Arbeitsgruppe als prokoagulatorischer und
proinflammatorischer Faktor im vaskularen System identifiziert. Hierbei dient RNA einerseits
Uber die Bindung an Proteine des intrinsischen Gerinnungsweges (Faktor XI, Faktor XlI,
Préakallikrein, hochmolekulares Kininogen) als effizienter Kofaktor flr deren Autoaktivierung
und fuhrt zur Ausbildung eines stabilen Thrombus. Andererseits induziert extrazellulare RNA
Uber die Aktivierung des vaskular-endothelialen Wachstumsfaktor-Rezeptor 2 (VEGF-R2)
den Anstieg des intrazellularen Kalzium-Spiegels. Dies resultiert in einer Hyperpermeabilitét
des Endothels und der Ausbildung zerebraler Odeme in vivo. Diese Effekte wurden in vivo
durch die Applikation von Ribonuklease 1 (RNase 1), aber nicht mit Desoxyribonuklease

(DNase), in entsprechenden Tiermodellen signifikant blockiert.

Bislang gab es keine Hinweise, ob spezifische Strukturmerkmale fir die physiologischen
Effekte extrazellularer Nukleinsduren verantwortlich sind. Daher wurde in der hier
vorliegenden Arbeit die prokoagulatorische Aktivitdt und die Stabilitdét verschiedener
synthetischer Desoxyribonukleinsédure- (DNA) und RNA-Oligonukleotide in humanem Plasma
sowie in isolierten Systemen in Abhangigkeit zu strukturellen Charakteristika untersucht.
Hierbei waren Oligonukleotide mit stabiler Haarnadelsekundarstruktur (1) starker vor der
Degradierung durch Nukleasen geschutzt, (2) effiziente Kofaktoren bei der Auto-Aktivierung
von Prékallikrein im isolierten System und (3) prokoagulatorisch in humanem Plasma. Uber
Bindungsexperimente mit verschiedenen DNA-Oligonukleotiden wurden die stérksten
Wechselwirkungen zwischen prokoagulatorisch  aktiven  Haarnadelstrukturen  und
hochmolekularem Kininogen (Kp=1,82 uM), einem nicht-enzymatischen Kofaktor bei der
Aktivierung von Prakallikrein und Faktor XI, charakterisiert. Ebenso zeigten synthetische,
therapeutisch  verwendete Nukleinsduren (Aptamere) deutliche prokoagulatorische
Eigenschaften. Die systemische Applikation von Aptameren konnte somit von

thrombotischen und inflammatorischen Komplikationen begleitet werden.

Aus diesen Ergebnissen lasst sich schlussfolgern, dass kurze Haarnadel-enthaltende
Nukleinsdurestrukturen Uber die spezifische Bindung an Kininogen die Aktivierung des
intrinsischen Gerinnungsweges vermitteln konnen. Dies erweitert unsere Kenntnisse
beziglich der Interaktion zwischen Gerinnungsproteinen und Nukleinsauren, die bisher

lediglich auf deren Gré3e und negative Ladung zurtickgefiihrt wurden.
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Zusammenfassung

In diesem Zusammenhang wurde Plattchenfaktor 4 (PF4), ein basisches Chemokin, das bei
der Aktivierung von Thrombozyten aus den a-Granula freigesetzt wird, als neues
Nukleinséure-bindendes Protein identifiziert. Aufgrund seiner starken Bindung an zellulare
und synthetische Nukleinsauren neutralisiert PF4 deren prokoagulatorische Aktivitat und
beeinflusst somit als neuer Regulator das Ausmalf? der intrinsischen Blutgerinnung.

Zirkulierende RNasen erfilllen als effiziente Gegenspieler der verschiedenen durch
extrazellulare RNA initierten Prozesse im Gefal3system protektive Aufgaben. Hierbei ist
insbesondere die Regulation der in Endothelzellen exprimierten RNase 1 unter
inflammatorischen und prokoagulatorischen Bedingungen von Bedeutung. Eine signifikante
Verminderung der RNase 1-Expression im Endothel wurde nach Stimulation mit
Tumornekrosefaktor a (TNFa) oder Thrombin detektiert, wahrend Lipopolysaccharide keinen
Effekt hatten. Der Einfluss der Agonisten war dabei reversibel, sodass die Expression von

RNase 1 nach Entfernen des Stimulus wiederhergestellt wurde.

Die Herunterregulation von RNase 1 durch TNFa oder RNase 1-siRNA bewirkte eine
Zunahme der endothelialen Permeabilitdt, da das unter Kontrollbedingungen in den
adherens junctions exprimierte VE-Cadherin eine veranderte, teilweise cytosolische
Lokalisierung zeigte. Die Analyse der beteiligten Signalwege, die zur Erniedrigung der
RNase 1 Expression nach TNF-a-Behandlung in Endothelzellen fihrte, schloss einen NFxB-
abhangigen Regulationsmechanismus aus. Vielmehr implizierte die Wiederherstellung der
RNase 1-Expression durch Inhibierung der Histondeacetylasen mit Trichostatin A, dass die
TNF-a-bedingte erniedrigte  Expression von RNasel (ber Veradnderungen im

Acetylierungsstatus beteiligter Proteine reguliert wird.

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass eine genaue Regulation des RNA/RNase 1-
Gleichgewichtes auf mRNA wie auch auf Proteinebene eine wichtige Rolle bei der

Homoostase des vaskularen Systems spielt.
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Summary

Summary

Extracellular ribonucleic acid (RNA), released particularly after tissue or vessel damage, was
identified by our group as new procoagulant and proinflammatory mediator in the vascular
system. RNA serves as an efficient cofactor for the auto-activation of the proteins of the
intrinsic coagulation pathway (factor Xl, XIl, prekallikrein, high molecular weight kininogen),
thereby promoting stable clot formation. Furthermore, extracellular RNA increases
endothelial permeability in a vascular endothelial growth factor (VEGF)-dependent manner,
resulting in enhanced cerebral edema formation in vivo. Both effects were significantly
inhibited in vivo by the application of ribonuclease 1 (RNase 1) but not deoxyribonuclease

(DNase) in respective pathogenic animal models.

In the present study the structure-function relations of extracellular nucleic acids were
characterized particularly with respect to their coagulant activities. Therefore, different
deoxyribonucleic acid (DNA)- and RNA-oligonucleotides, representing diverse secondary
structures, were indcluded in the analysis. The results implicate that oligonucleotides forming
a stable hairpin structure (1) are better protected against the degradation by nucleases, (2)
serve as effecient cofactors for the auto-activation of prekallikrein in isolated systems and (3)
act as potent procoagulant cofactors in human plasma. Binding experiments with different
DNA-oligonucleotides revealed specific interactions between procoagulant hairpin forming
structures and high molecular weight kininogen (Kp=1,82 uM), a non-enzymatic cofactor for
the activation of prekallikrein and factor XI. Prominent procoagulant activities were also seen
for therepeutically used nucleic acids, so called aptamers. Thus, a systemic application of
these compounds could be acompanied by thrombotic or inflammatory side effects.These
results implicate that nucleic acids, forming stable hairpin structures, promote the activation
of the intrinsic coagulation pathway via specific binding to kininogen. This extends our
knowledge of the interaction between coagulation proteins and nucleic acids, which was

thought so far to depend solely on their size and negative charge.

Platelet factor 4 (PF4), a basic chemokine, which is released from the a-granules of activated
platelets, was identified as new nucleic acid binding protein. Based on this interaction, PF4
neutralises the procoagulant activity of cellular as well as artificial nucleic acids in a dose-
dependent manner, thereby representing a new regulator of the procoagulant functions of

extracellular nucleic acids.
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Summary

Circulating RNases, expressed in endothelial cells, represent the natural counterpart of
extracellular RNA in the vascular system. In this context, the regulation of the vascular
RNase 1 under inflammatory and coagulant conditions was of particular interest. A long-term
treatment of human endothelial cells with tumor necrosis factor a (TNFa) or thrombin
revealed a significant down-regulation of RNase 1 mRNA and activity. Stimulation with
lipopolysaccharids had no effect. Analysis of the endothelial barrier function revealed that the
down-regulation of RNase1l by TNF-a as well as the application of RNase 1-siRNA
increased the permeability of the endothelial monolayer as demonstrated by rearrangement
of the VE-cadherin distribution and disintegration of cellular contacts in the adherence
junctions. Mechanistically, the TNF-a-induced decrease of RNase 1 expression was
independent of the activation of NFxB. Yet, inhibition of histone deacetylases by
trichostatin A recovered RNase 1 expression and secretion, indicating an acetylation-
dependent regulation process. Furthermore, a depletion of the TNF-a-stimulus induced a
recovery of RNase 1 expression and release in a time-dependent manner, indicative for a

reversible process.

These results demonstrate a down-regulation of RNase 1 on mRNA and protein level by
several inflammatory stimuli including TNF-a, which is mediated by changes of the
acetylation status. Consequently, an exact regulation of the RNA/RNase 1 balance on mRNA
as well as on protein level plays an important role in the homeostasis of the vascular system.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Hamostase

Die Hamostase ist definiert als die Summe aller physiologischen Prozesse, die zum
Stillstand einer Blutung fuhren. Das wird ermdglicht durch ein komplexes Zusammenspiel
von l6slichen und zellgebundenen Blutgerinnungs- und Fibrinolysefaktoren mit zellularen
Blutkomponenten wie Thrombozyten, sowie der GefdRwand. Eine GefalRRverletzung fihrt
durch die Initierung primarer Hamostaseprozesse zur Adh&sion und Aktivierung von
Thrombozyten, der Ausbildung eines primaren Wundverschlusses und der Bereitstellung
thrombozytarer Wachstums- und Regenerierungsfaktoren. Gleichzeitig ermdoglicht die
Aktivierung plasmatischer Gerinnungsfaktoren wahrend der sekundaren Hamostase die
Produktion von Fibrin, welches den primaren Wundverschluss stabilisiert. Somit stellt die
Hamostase einen lebenswichtigen Abwehr- und Reparaturprozess dar, der tUbermafigen

Blutverlust sowie das Eindringen von Mikroorganismen verhindert.

1.1.1 Priméare Hamostase (Thrombozytenaktivierung)

Die Aktivierung zirkulierender Thrombozyten, ausgelést durch den Wegfall der
Endothelbarriere und den dadurch ermdglichten Kontakt mit subendothelialen
Kollagenfasern, fuhrt zur Ausbildung eines primaren Wundverschlusses. Dieser ist essentiell
fur die Konzentrierung und Aktivierung der Proteine des plasmatischen Gerinnungssystems
(sieche 1.1.2)". Die primare H&amostase lasst sich in drei Phasen unterteilen: (1)
Thrombozytenadhésion, (2) Thrombozytenaktivierung und —degranulierung sowie (3)
Thrombozytenaggregation.

Die Thrombozytenadhasion und —ausbreitung erfolgt durch die Wechselwirkungen von
thrombozytaren Rezeptoren mit der extrazellularen Matrix. Diese wird vermittelt durch die
Interaktionen  eines  Komplexes  bestehend aus dem  Glykoprotein  (GP)
GPIb/Faktor V/Faktor IX-Komplex auf der Thrombozytenoberflaiche mit den auf
Kollagenfasern lokalisierten von-Willebrand-Faktor-Polymeren (VWF) sowie Proteinen der
extrazellularen Matrix*?. VWF ist ein multimeres Plasmaprotein, das ausschlieRlich in
Endothelzellen und Megakaryozyten exprimiert wird®*, wobei der von Megakaryozyten
synthetisierte VWF in den a-Granula von Thrombozyten gespeichert und wahrend deren
Aktivierung freigesetzt wird*®. Endothelzellen sekretieren VWF zum Teil konstitutiv in das

Plasma sowie in die subendotheliale Matrix oder speichern diesen in ihren Weibel-Palade-
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Einleitung

Granula. Aus diesen wird er als Reaktion auf die Aktivierung des hamostatischen Systems,

z.B. durch Stimulation mit Thrombin, freigesetzt®**,

Neben den Interaktionen mit VWF fihrt die Bindung von thrombozytarem GPVI und Integrin
0,B; an Kollagenfasern zu einer weiteren Stabilisierung der Thrombozytenadhasion. Die
daran angeschlossene Ausbreitung der Thrombozyten durch die Relaxation des im
Ruhezustand hoch aufgefalteten, offenen kanalikularen Membransystems fordert die
effektive Ausbreitung der Thrombozyten und die Abdichtung der Verletzungsstelle®. Die
Wechselwirkungen der Thrombozyten mit der extrazellularen Matrix sowie die Aktivierung
der Protease-aktivierte Rezeptoren (PAR, protease-activated-receptor) 1 und 4'®** durch das
wahrend der plasmatischen Gerinnung gebildete Thrombin induzieren eine Reihe von
intrazellularen Signaltransduktionskaskaden. Diese filhren zur Aktivierung sowie zu einer
weiteren Rekrutierung von Thrombozyten und einem damit verbunden Wachstum des

primaren Thrombus.

Uber die Umlagerung des zytoskelletiren Apparates wéahrend der Aktivierung der
Thrombozyten kommt es zur Degranulierung von verschiedenen Komponenten wie
Adhasionsproteinen, Wachstumsfaktoren, ADP, Serotonin, Thromboxan A, sowie
Chemokinen wie dem Plattchenfaktor 4 (PF4), der in Kaptiel 1.2.4.3 genauer behandelt
werden soll. Mittels eines Adenosintriphosphat (ATP)-getriebenen Flip-Flop-Mechanismus
kommt es schliel3lich zur Umlagerung von Phospholipiden (Phosphatidylserin und —inositol)
auf die AulRenseite der Thrombozytenmembran, wodurch diese eine hohe negative
Ladungsdichte erhalt'>. Diese wirkt prokoagulatorisch, indem sie die Ca?*-abhangige
Bindung und lokale Konzentrierung der Vitamin-K-abhangigen Gerinnungsfaktoren

ermoglicht>*

. Des Weiteren fuhrt die Aktivierung latenter Membranrezeptoren wie dem
apBs-Integrin  Gber ,Inside-out Signaling® zur Aggregation der Thrombozyten Uber

Fibrinogenbriicken (siehe 1.1.2)".

Parallel zu den Reaktionen der primaren Hamostase fiihrt die Aktivierung des plasmatischen
Gerinnungssystems zu der Thrombin-abhdngigen Produktion von Fibrin und einer damit

verbundenen Stabilisierung des primaren Wundverschlusses.

1.1.2 Sekundare Hamostase

Ziel der sekundaren Hamostase ist die Aktivierung des Schliisselenzyms Thrombin und die
dadurch katalysierte Produktion von Fibrin zur Stabilisierung des Wundverschlusses.

Essentiell fir die Konzentierung dieser Prozesse auf die Verletzungsstelle ist die aufgrund
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der Exposition negativer Phospholipide geladene Thrombozytenoberflache®. Sie vermittelt
die Ca*-abhangige Bindung der Vitamin-K-abhéngigen Gerinnungsfaktoren VII, IX, X sowie
Prothrombin (iber deren Gla-Domane und konzentriert diese somit lokal****. Die Faktoren
bilden hierbei Multikomponenten-Enzymkomplexe, wodurch die Geschwindigkeit der jeweilig
katalysierten Reaktion, vor allem durch die entsprechenden Kofaktoren, um den Faktor 10°
gegeniiber der einfachen Enzym-Substrat-Reaktion gesteigert wird (Abbildung 1)°.

Kallikrein Kininogen Faktor XII
FaktorXa Faktor Vllla Faktor X
FaktorVlla Tissue Faktor Faktor X

Faktor Xa FaktorVa Prothrombin
Thrombin Thrombomodulin Protein C
Aktiviertes Protein C Protein S Faktoren \Va/\Vllla
t-PA Fibrin Plasminogen

2
Negativ geladene Oberflache

Abbildung 1: Schema der Multikomponenten-Enzymkomplexe der Himostase
Die Faktoren des plasmatischen Gerinnungssystems binden nach Adhasion und Aggregation der Thrombozyten Ca®*-abhangig
an negativ geladene Oberfachen und assoziieren zu Multikomponenten-Enzymkomplexen, wodurch die Geschwindigkeit der

jeweilig katalysierten Reaktion um den Faktor 10° gesteigert wird (verandert nach Preissner, 2006°).
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Das plasmatische Gerinnungssystem (Abbildung 2) wird ausgeldst durch den extrinsischen
Weg (,Initiierungsphase®). Der in tieferen Schichten der GefaBwand exponierte Tissue Faktor
(TF) initiiert im Komplex mit Faktor (F) VII/Vlla (a steht fir ,aktiviert”) auf der negativen
Phospolipidoberflache aktivierter Thrombozyten die Bildung geringer, fur eine effektive
Fibrinsynthese noch nicht ausreichender Mengen von FXa und Thrombin®®. Die essentielle
Bedeutung von TF fiir die Blutgerinnung wird durch die Tatsache deutlich, dass ein knock-
out von TF im Mausmodell lethal ist*’.

In der Amplifikations- und Produktionsphases des intrinsischen Weges, in dem die initial
entstandenen, geringen Mengen an Thrombin durch positive Rickkopplung zu einer
aul3erordentlichen Verstarkung der Thrombinaktivierung fuhren, entstehen fur die
Fibrinbildung ausreichende Mengen an Thrombin. Erreicht wird das durch die Thrombin-
abhangige Aktivierung der Gerinnungsfaktoren FXI'®, FVIII*® und FV?. Hierbei vermittelt
aktivierter, dimerer FXla die Ca?*-abhéngige Bindung und Aktivierung von FIX?!. FIXa bildet
zusammen mit FVllla den sogenannten Tenasekomplex, der die Umwandlung von FX zu
FXa katalysiert’. Die Bildung des Tenase-Komplexes initiiert eine verstarkte Bildung des
Prothrombinasekomplexes bestehend aus FXa/FVa auf der Thrombozytenoberflache. Dieser
produziert genigend Thrombin, um ausreichende Mengen Fibrin flr einen stabilen
Thrombus zu generieren. Zusatzlich verknlpft die durch Thrombin aktivierte
Transglutaminase FXIlIl die gebildeten Fibrinpolymere, wodurch der primare

Thrombozytenpfropf stabilisiert wird®>,

Die Blutgerinnung ist ein hochgradig regulierter Prozess, der vor allem durch das
Schlisselenzym Thrombin tber negative Rickkoplungsmechanismen endogen kontrolliert
wird. Da bereits 5% des gebildeten Enzyms fur die lokale Fibrinbildung ausreichen, wird der
Uberwiegende Teil des Thrombins, der von der Verletzungsstelle wegdiffundiert, durch die
Bindung an den endothelgebundenen Rezeptor Thrombomodulin (TM) inaktiviert. Die starke
Komplexbildung mit TM blockiert die Umsetzung der gerinnungsférdernden Substrate des
Enzyms, erlaubt aber die effektive Aktivierung von Protein C. Unter Einbeziehung des
endothelialen Protein C Rezeptors (EPCR, endothelial Protein C receptor)** werden
ausreichende Mengen an aktiviertem Protein C (APC) erzeugt®™, das zusammen mit seinem
Kofaktor Protein S die proteolytische Inaktivierung von FVa und FVllla vermittelt. Dieser

Vorgang stoppt die Produktion von Thrombin®.
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Intrinsischer Weg Extrinsischer Weg
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Calcium-lonen TM: Thrombomodulin Flbrln
Phospholipide PC:Protein C (vernetzt)
@ Tissue Factor APC: aktiviertes Protein C
@ Hemmung PS: Protein S

+ ) Aktivierung

Abbildung 2: Aktivierung und Regulation der Gerinnungskaskade

Nach einer GeféaRverletzung kommt der plasmatische Gerinnungsfaktor VII mit dem von subendothelialen Zellschichten
exprimierten TF in Kontakt, wodurch, iber die Aktivierung von Faktor X, die Bildung geringer Thrombinmengen (lla) initiiert wird.
Dieses Schlusselenzym induziert Uiber die direkte Aktivierung von Faktor XI sowie der Kofaktoren V und VIII den intrinsischen
Gerinnungsweg, was zu einer Amplifikation der Thrombinproduktion fuhrt. Die resultierende Thrombinkonzentration katalysiert
die Umwandlung von Fibrinogen in Fibrin. Zusétzlich aktiviert ungebundenes Thrombin regulatorische Mechanismen durch die
Bindung an den Endothelzellrezeptor Thrombomodulin (TM). Dieser Thrombin/TM-Komplex vermittelt die Aktivierung von
Protein C (PC), das in seiner aktivierten Form (APC), zusammen mit seinem Kofaktor Protein S, Va und Vllla proteolytisch

inhibiert, sodass eine weitere Bildung von Thrombin verhindert wird (verandert nach Preissner, 2006°).
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Sowohl in der Blutzirkulation diffundierendes als auch TM-gebundenes Thrombin (das zum
Teil endozytotisch entfernt wird) wird durch zirkulierende Serinproteaseinhibitoren, vor allem
Antithrombin, gebunden und inhibiert. Dadurch wird die Aktivitat dieses multifunktionellen
Enzyms und auch anderer Gerinnungsproteasen systemisch kontrolliert und auf den Bereich
des verletzten Endothels beschrankt®’. Ein zusétzlicher Regulationsmechanismus kontrolliert
die Initiierungsphase, indem TF-Pathway-Inhibitor (TFPI) mit FXa bzw. dem TF/FVlla/FXa-
Komplex assoziiert und dessen Aktivitit zu Beginn der Kaskade reguliert®.

1.1.3 Der intrinsische Gerinnungsweg

Neben der unter 1.1.2 beschriebenen Aktivierung der Gerinnungskaskade in Abhangigkeit
von TF Uber den extrinsischen Signalweg kann diese auch direkt tiber den intrinsischen Weg
initiiert werden. Dieser, auch als Kontaktaktivierung bezeichnete Weg, umfasst eine Abfolge
von Zymogenaktivierungen, welche Prékallikrein (PK), FXIl, FXlI und den nicht-
enzymatischen Kofaktor hochmolekulares Kininogen (HK) einschlieRen (Abbildung 3)%.
Hierbei kommt es zu einer Kontaktaktivierung durch die Bindung von FXII an negativ
geladene Oberflachen®. In vitro kann FXII durch verschiedene polyanionische Substanzen
wie Ellagsaure, Glykosaminoglykane, Kollagene, Sulfatide und Heparin sowie kinstliche
Substanzen wie Glas, Kaolin und Dextransulfate aktiviert werden®®**%, Auf die endogenen
Aktivatoren von FXII unter physiologischen Bedingungen wie z.B. Nukleinsduren oder

Polyphosphate soll weiter unten eingegangen werden.

Die Bindung von FXIl an negativ geladene Oberflachen fihrt zu einer
Konformationsdnderung und ermdéglicht so die proteolytische Spaltung des 80 kDa-
Zymogens entweder durch Auto-Aktivierung oder, in effizienterer Weise, durch Kallikrein
(siehe unten)?*30*2

(50 kDa) und einer leichten Kette (30 kDa), die durch eine Disulfidbriicke verbunden sind?.

. Das Aktivierungsprodukt ist FXlla, bestehend aus einer schweren

Die Bindestelle fir negative Oberflachen liegt in der schweren Kette der Protease,
wohingegen die leichte Kette das aktive Zentrum (katalytische Triade aus Histidin, Serin,
Asparaginsaure) zur Aktivierung der Zymogene FXI und PK enthalt?®*®. Bei diesen
Reaktionen dient HK als Kofaktor**. FXla aktiviert nachfolgend FIX und fiihrt iber die

weiteren Schritte des intrinsischen Weges zur Generierung von Thrombin (siehe 1.1.2).

Neben der Aktivierung von FXI, vermittelt FXlla die Aktivierung von PK zu Kallikrein, welches
durch die Aktivierung weiterer FXII-Molekile zu einer Amplifikation des urspringlichen

Kontaktsignals fuihrt?®. Hierbei dient das nicht-enzymatische HK als Kofaktor. Zusatzlich
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verstarkt HK die Aktivierung von FXI. FUr beide Funktionen bildet HK zinkabhangige, nicht-

283436 HK besteht aus sechs

kovalente, aquimolare Komplexe mit den Serinproteasen
Doménen, wobei innerhalb von Domé&ne 5 Bindestrukturen fur negativ geladene Molekile
wie Heparin identifiziert wurden und Domé&ne 6 die Bindung der Serinproteasen PK und FXI
vermittelt®”*®, Achtzig Prozent des im Plasma zirkulierenden Prakallikreins liegt gebunden an
Kininogen vor, bindet wahrend der Kontaktphasenaktivierung an negativ geladene

Oberflachen und wird so aktiviert®®>®

. Bei dieser Reaktion wird das proinflammatorische
Peptid Bradykinin (BK) aus dem Kofaktor HK freigesetzt, auf dessen Eigenschaften weiter

unten genauer eingegangen wird*’.

HK ——> Bradykinin — — — = ( Inflammation
A
Kallikrein €———— Prakallikrein
v
Xl > Xlla ————> Komplementsystem

\l s == > CGorinnung )

Abbildung 3: Schema des intrinsischen Gerinnungssystems

Das intrinsische Gerinnungssysem wird durch die Kontaktaktivierung des Gerinnungsfaktors XlIl an negativ geladenen
Oberflachen (orangene Kreise) wie Kaolin, Glas, Polyphosphate oder Nukleins&uren initiiert. Die Aktivierung von Prakallikrein
(PK) durch Faktor Xlla zu Kallikrein und dessen Spaltung von Faktor XII resultiert in einer Amplifikation des urspriinglichen
Signals. Faktor Xlla katalysiert die Aktivierung von Faktor XI zu Faktor Xla, wodurch das plasmatische Gerinnungssystem
unabhéngig vom extrinsischen Weg initiiert wird. Des Weiteren induziert das Kontaktphasesystem inflammatorische Prozesse
durch die Faktor Xlla-abhangige Aktivierung des Komplementsystems und die Kallikrein-vermittelte Freisetzung des
proinflammatorischen Peptids Bradykinin aus dem Kofaktor Kininogen (HK). Dies fiihrt zu einer Hyperpermeabilitat des

Endothels und der Ausbildung von &demen (verandert nach Oehmcke et al., 2010*).

Die Relevanz des intrinsischen Signalweges in vivo war lange umstritten, da Patienten mit
einer Defizienz von FXII, PK oder HK keine verstarkte Blutungsneigung besitzen***?. Zwar
fuhrt das Fehlen von FXI zu einem milden, gewebespezifischen Phanotyp, der als
Hamophilie C bezeichnet wird*®, paradoxerweise scheint ein Fehlen der
Kontaktphasenproteine allerdings in Thrombose- und Schlaganfallmodellen einen protektiven

Phéanotyp hervorzubringen. Knock-out Mause fur FXI und FXIlI sind in verschiedenen
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arteriellen und ventésen Thrombose- oder in Schlaganfallmodellen vor pathologischer
Thrombusbildung geschitzt wohingegen im humanen System das Fehlen von FXI mit einem

verminderten Auftreten von ischamischen Schlaganfallen korreliert werden konnte**®,

Die Beobachtung, dass FXI in vivo bevorzugt durch Thrombin und nicht durch FXII aktiviert
wird, untermauert die These, dass eine Kontaktphase-abhangige, FXIl-vermittelte
Thrombinbildung in vivo unter physiologischen Bedingungen von untergeordneter Bedeutung
ist*. Allerdings wurde dies 2007 durch eine Studie relativiert, die die Aktivierung von FXI
durch Thrombin nur in Anwesenheit von FXII beobachten konnte®.

Nachfolgende Untersuchungen identifizierten mehrere Substanzen, die in vivo zur
Aktivierung von FXII fihren. Smith et al. beschrieben 2006 erstmals Polyphosphate (polyP),
welche von aktivierten Thrombozyten aus deren Granula freigesetzt werden, als effektive
Kofaktoren fiir koagulatorische Prozesse®'. Des Weiteren wies unsere Arbeitsgruppe 2007
nach, dass extrazellulare RNA direkt an Proteasen des intrinsischen Weges bindet und diese
(auto-)aktiviert®. Dieser Mechanismus wird in Kapitel 1.2.1 detailiert behandelt. Weitere
Substanzen, welche das intrinsische Gerinnungssystem beeinflussen, sind falsch gefaltete
Proteine® sowie von Neutrophilen freigesetzte extrazellulare Desoxyribonukleinséure-Netze
(NET, neutrophil extracellular trap), die zur Immobilisierung und Abtdtung von Bakterien

dienen®.

Die Proteine des intrinsischen Weges sind in eine Vielzahl weiterer vaskularer Prozesse
involviert. Hierzu zéhlen (1) die Aktivierung des Komplementsystems®, (2) die Freisetzung
des vasodilatorisch wirkenden Peptids BK aus HK**° (3) die Fibrinolyse und (4) die
Angiogenese.

Die Aktivierung des Komplementsystems durch FXII resultiert in der Produktion von
Anaphylatoxin, das eine Kontraktion der glatten Muskelzellen, erhohte vaskulare
Permeabilitat und eine Rekrutierung verschiedener Immunzellen zur Folge hat und somit
eine lokale Immunantwort ausldst®™®. Zusatzlich fihrt die Aktivierung des intrinsischen
Systems zur Freisetzung von BK aus HK, das durch die Bindung an seine
Endothelzellrezeptoren B1 und B2 die Freisetzung von Stickstoffmonoxid und Prostacyclin
induziert. Dies ist verbunden mit einer Relaxierung der glatten Muskelzellen und einer
Gefalierweiterung. Die Freisetzung von BK kann, wie oben beschrieben, in Abh&ngigkeit von
57,58

FXII geschehen. Mittlerweile wird aber auch eine FXII-unabh&ngige Reaktion postuliert

Die Beobachtung, dass der Plasmaspiegel von BK in FXIll-knock-out M&usen stark
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vermindert ist, spricht allerdings fiir eine zentrale Rolle von FXII bei der BK-Bildung®®.

Reguliert wird die Aktivierung beider Systeme durch den C1l-Inhibitor. Ein Defekt dieses
Inhibitors fuhrt zur Auspragung von Angioddemen, die durch die BK- oder Anaphylatoxin-
bedingte, erhdhte Permeabilitat des Endothels verursacht werden®.

Zusatzlich interagieren Kontaktphasenproteine direkt mit Zellen des Immunsystems.
Kallikrein und FXIl wirken chemotaktisch auf Neutrophile und induzieren deren Aggregation
sowie Degranulierung®®. Des Weiteren stimuliert FXII die Produktion von Zytokinen in
Monozyten®.

Zusammengefasst stellen die Proteine des intrinsischen Systems eine wichtige Schnittstelle

zwischen koagulatorischen und inflammatorischen Prozessen dar.

1.2 Extrazellulare Nukleinsauren

Seit der ersten Beschreibung von Nukleinsauren durch den Schweizer Friedrich Miescher im
Jahr 1871°°® wurden die Funktionen von Ribonukleinsduren (RNA) und
Desoxyribonukleinsduren (DNA) intensiv untersucht. Hierbei konnte DNA als Speicher der
genetischen Information im Nukleus identifiziert werden, wéhrend die instabilere RNA
intrazellular (1) in Form von messengerRNA (mMRNA), transferRNA (tRNA) und ribosomaler
RNA (rRNA) die Ubersetzung der genetischen Information in eine Aminosauresequenz und
damit in ein Protein vermittelt®” und (2) in Form von kleinen, nicht-kodierenden RNAs wie z.B.
small interfering RNA (siRNA)® oder mikroRNA (miRNA)®°® die Proteinsynthese reguliert.

Seit der ersten Erwahnung extrazellularer Nukleinsauren durch Mandel und Metais 1948
befinden sich diese im Fokus wissenschaftlichen Interesses’. Hierbei wurden bislang
verschiedene Freisetzungsmechanismen postuliert’* wie die passive Freisetzung durch
Rupturen der Membran apoptotischer und nekrotischer Zellen, eine aktive Sekretion sowie
ein Transport von Nukleinsduren in Mikropartikeln’>. Erhdhte Konzentrationen an
extrazellularer DNA wurden bei Auto-Immunerkrankungen wie systemischem Lupus

75 Im Plasma

erythematodes’ sowie verschiedenen Krebserkrankungen nachgewiesen
von Tumorpatienten wurden spezifische RNAs bzw. RNA-Proteolipid-Komplexe identifiziert,
welche begrenzt als Diagnosemarker verwendet werden kénnen’®”®. Somit sind DNA und
RNA nicht nur intrazellulare Speicher bzw. Ubersetzer fir genetische Informationen, sondern

kénnen auch extrazellular verschiedene biologische Aktivitaten besitzen.
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1.2.1 Einfluss extrazelluldrer RNA auf die Koagulation

Unserer Arbeitsgruppe gelang 2007 der Nachweis, dass extrazellulare RNA an die
Proteasen des intrinsischen Gerinnungsweges bindet und diese aktiviert®>. RNA dient so als
.haturliche fremde Oberflache* zur endogenen Aktivierung des Kontaktphasesystems.
Bislang wurde eine prokoagulatorische Aktivitat fur RNA-Molekile ab einer Lange von 50
Nukleotiden mittels eines Template-Mechanismus gezeigt, bei dem sich die zymogene
Vorstufe des Gerinnungsfaktors sowie der Kofaktor am RNA-Molekil (dem Template)
positionieren (Abbildung 4)%°. Die Applikation exogener RNA fiihrte in Kaninchen zu einer
messbaren Aktivierung des intrinsischen Gerinnungsweges. Spezifische
Nukleinsauresequenzen oder Bindemotive wurden bislang nicht identifiziert. Im
Rahmen der hier vorliegenden Arbeit sollten daher Struktur-Funktionsanalysen mit
verschiedenen synthetischen Nukleinsauren durchgefuhrt werden.

In einem arteriellen, durch Eisenchlorid-induzierten Thrombosemodell in Mausen konnte
gezeigt werden, dass Thrombozyten- und fibrinreiche Thromben in vivo mit extrazellularer
RNA dekoriert sind. Eine Vorbehandlung der Tiere mit Ribonuklease 1(RNase 1; siehe 1.4),
aber nicht mit Desoxyribonuklease (DNase), reduzierte die Thrombusbildung massiv. Der
gezielte Verdau von extrazellularer RNA durch RNase kénnte somit einen neuen
therapeutischen Ansatz zur Behandlung und Pravention von thrombotischen Komplikationen
darstellen °*®, DNA war aufgrund der Lokalisation im Nukleus sowie der Assoziation mit
Histonen fur Plasmaproteine schlecht zuganglich und schien daher in dem hier postulierten

Modell im Vergleich zu RNA eine untergeordnete Rolle zu spielen®.

Allerdings wurde in einer Studie von 2009 eine prokoagulatorische Aktivitdt von
extrazellularer DNA in einem inflammatorischen Modell nachgewiesen. Hierbei wurde
erstmals die Bindung und Aktivierung der Serinproteasen des intrinsischen
Gerinnungsweges durch die von Neutrophilen in der Gegenwart pathogener
Mikroorganismen gebildeten DNA-Netze, den sogenannten NETs (neutrophil extracellular
trap) beschrieben®. Somit scheinen sowohl extrazellulare RNA wie auch DNA, je nach
patho-physiologischer Situation, als Kofaktoren zur Aktivierung des Kontaktphasesystems zu
fungieren. Weitere Studien unserer Arbeitsgruppe befassten sich mit dem Einfluss

extrazellulérer Nukleinséuren auf die Integritat des Endothels®®2,
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Abbildung 4: RNA-abhéngige Aktivierung des intrinsischen Gerinnungsweges mittels eines Template-Mechanismus

Die prokoagulatorische Aktivitat von RNA wird durch einen sogenannten Template-Mechanismus vermittelt. Die zymogene
Vorstufe einer Serinprotease (Enzym) sowie deren Kofaktor binden an die vorhandenen RNA-Molekile, wobei verschiedene
Zwischenstufen entstehen kénnen: (A) Enzym und Kofaktor binden an das gleiche RNA-Molekul, wodurch es zu einer Auto-
Aktivierung der Protease kommt oder (B) Enzym und (C) Kofaktor binden an verschiedene RNA-Molekiile, was die Auto-
Aktivierung verhindert. Mit steigenden RNA-Konzentrationen Uberwiegt die gleichzeitige Bindung von Enzym und Kofaktor an
das gleiche RNA-Molekiil, sodass die Proteaseaktivitat in Abhangigkeit der RNA-Konzentration bis zu einem Maximum ansteigt
(links). Mit héheren RNA-Konzentrationen sinkt die Wahrscheinlichkeit einer gleichzeitigen Bindung von Protease und Kofaktor
an dem gleichen RNA-Molekul. Stattdessen Uberwiegen RNA-Molekile, an denen entweder das Enzym oder der Kofaktor
gebunden sind, sodass die Auto-Aktivierung der Protease bei sehr hohen RNA-Konzentrationen vermindert wird (rechts). Dieser

Effekt konnte 2007 durch unsere Arbeitsgruppe nachgewiesen werden®.
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1.2.2 Einfluss extrazellularer RNA auf die vaskuléare Integritat

Vaskulare Verletzungen sind immer mit Zellschaden korreliert und fihren zu einer sofortigen
Freisetzung von intrazellularen Komponenten, die sowohl koagulatorische Prozesse (siehe
1.2.1) in Gang setzen, als auch die Permeabilitit des Endothels erh6hen kénnen. 2007
zeigte unsere Gruppe, dass hierbei extrazellulare RNA, aber nicht DNA, einen wichtigen
Kofaktor dieser Aktivitaten darstellt®. In vivo korrelierte eine erhdhte Permeabilitat der Blut-
Hirn-Schranke mit der Entstehung von zerebralem Schlaganfall, Odem- und
Thrombusbildung. Eine Vorbehandlung von Ratten mit RNase 1, nicht aber mit DNase,
reduzierte GefaRverschliisse, InfarktgréRe und Odembildung in einem Eisenchlorid-
induzierten Verschluss des Sinus sagittal superior. Diese in vivo Beobachtungen konnten
durch Permeabilitdtsversuche an mikrovaskularen Gehirnendothelzellen in vitro bestétigt
werden. Natirliche extrazellulare RNA wie auch kinstlich synthetisierte  RNA in
doppelstrangiger (poly I:C) oder einzelstrangiger Form erhdhte daher die Permeabilitat von
mikrovaskularen Gehirnendothelzellen signifikant und fuhrte zu einer Abschwéachung der
engen Zellverbindungen (lat. zonula occludens, engl. tight junctions), wahrend DNA keinen
Effekt hatte. Mechanistische Untersuchungen zeigten, dass eine RNA-Bindung an
extrazellular gebundenen vaskular-endothelialen Wachstumsfaktor (vascular endothelial
growth  factor, VEGF) eine bedeutende Rolle bei den RNA-induzierten

Permeabilitatsveranderungen spielt.

VEGF ist der bislang starkste bekannte Permeabilitatsfaktor im GefaRsystem®. Die
Expression von VEGF wird in vivo und in vitro durch Hypoxie bzw. Ischamie induziert und
stimuliert die Proliferation von Endothelzellen und Angiogeneseprozesse® . VEGF ist ein
dimeres Glykoprotein mit verschiedenen SpleiRvarianten, die sich unter anderem in ihrer
Affinitat zu Heparin unterscheiden®’. Bindungsexperimente identifizierten VEGF g5, aber nicht
die kirzere VEGFi,;-Isoform, als RNA-Bindeprotein. Dies fuhrte zu der Schlussfolgerung,
dass die Bindung von RNA an VEGF4 Uber die Heparin-bindende Domaéne erfolgt, die in

der kiirzeren VEGFiz-Isoform fehit®®'.

Die Blockierung von VEGF;ss sowie dessen
Rezeptor-2 (VEGF-R2) inhibierten die oben beschriebenen RNA-abhéngigen Permeabilitats-
veranderungen. Durch weitere Studien wurde der Signaltransduktionsmechanismus, durch
den die RNA-induzierte Hyperpermeabilitat in Abhangigkeit von VEGF vermittelt wird,
charakterisiert®. Extrazellulare RNA scheint als verbindendes Element die Bindung von
VEGFs5 an dessen Korezeptor Neuropilin-1 zu verstarken. Die daraus resultierende
Phosphorylierung von VEGF-R2 filhrt zu einem Anstieg der intrazellularen Ca?'-

Konzentration, der assoziiert ist mit einer Permeabilitdtszunahme sowie der Exozytose von
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Endothel-spezifischen Weibel-Palade-Granula. Es kommt zur Freisetzung
proinflammatorischer und prokoagulatorischer Substanzen sowie RNase 1, wie in spateren
Studien gezeigt wurde (siehe 1.4.2)%%,

Wahrend endogen freigesetzte RNA prokoagulatorische wie auch proinflammatorische
Prozesse induziert, erbringen exogen applizierte, synthetisch hergestellte und stabilisierte
Nukleinsauren vielversprechende Resultate als Therapeutika in aktuellen klinischen Studien.
Auf ihre Eigenschaften soll im Folgenden genauer eingegangen werden.

1.2.3 Aptamere

Aptamere, oft auch als ,chemische Antikdrper bezeichnet, sind kinstlich synthetisierte,
einzelstrangige DNA- oder RNA-Nukleotide, die eine stabile dreidimensionale Struktur
ausbilden, durch die sie mit hoher Affinitat und Spezifitdt an Zielmolekile binden und deren
biologische Funktion modifizieren oder inhibieren®®'. Kokristallisation eines Aptameres mit
dem Zielmolekil fuhrte zur Identifizierung ionischer Interaktionen, Wasserstoff-
brickenbindungen sowie der Anordnung der Basen (base-stacking) als wichtige Attribute fur

diese hoch-spezifischen intermolekularen Wechselwirkungen®**

. Gegenuber Antikorpern
bieten Aptamere eine Reihe von Vorteilen: Sie l6sen offensichtlich keine Immunreaktion
aus®, sind nicht toxisch® und kénnen schnell und mit geringem Aufwand hergestellt werden.
Die Synthese funktioneller Aptamere erfolgt mit dem sogenannten SELEX-Prozess
(systematic evolution of ligands by exponential enrichment)®™*. Dieser geht von einer DNA-
oder RNA-Bibliothek aus ca. 10 verschiedenen Oligonukleotidmolekiillen mit einer Lange
von je 30-40 Nukleotiden aus. Diese werden mit dem Zielmolekil inkubiert, gefolgt von
einem Selektionsschritt, in dem die gebundenen Oligonukleotide isoliert und amplifiziert
werden. Es folgen 7-15 weitere Selektionsschritte, an deren Ende bis zu 100 Oligonukleotide
stehen, die das Zielmolekil mit hoher Affinitat binden und in post-SELEX-Prozessen weiter
modifiziert und optimiert werden kdnnen. Unmodifizierte Aptamere diffundieren nach
systemischer Applikation unmittelbar in verschiedene Gewebe, werden renal ausgeschieden
und von zirkulierenden Nukleasen degradiert®®. Um die Halbwertszeit der Aptamere zu
erhdhen, werden verschiedene Modifikationen wie z.B. 2’-Fluoro-, 2‘-aminomethyl-, 2'-O-

methyl- oder Polyathylenglykol-Derivate eingefiihrt®®*%.

101.

Aptamere besitzen ein hohes Potential als Therapeutika™: So kodnnen Aptamere im

vaskuldren System mittels systemischer Applikation antiviral wirken'®, aber auch

105

Wachstumsfaktoren'®, Hormone'®, inflammatorische Molekiile und Gerinnungs-
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faktoren%1%7

inhibieren. Das bislang erfolgreichste Aptamer blockiert VEGF6s und wurde
2004 unter dem Namen ,Macugen®* fur die Behandlung von Alters-bedingter Makular-
Degeneration zugelassen®'%. Des Weiteren kénnen Aptamere Membrankomponenten und
Rezeptoren erkennen und erméglichen durch Kopplung mit zytotoxischen Substanzen eine

109,110

gezielte Bekampfung von Tumorzellen . Neuere Studien untersuchen die mdgliche

Anwendung von Aptameren als diagnostische Hilfsmittel um z.B. durch Farbreaktionen

Kokain in Blutproben nachweisen zu kénnen***2,

Aufgrund der Tatsache, dass Nukleinsduren sehr effizient den intrinsischen Gerinnungsweg
aktivieren (siehe 1.2.1)%, befassten sich Paul et al. (2010) mit der Frage, welchen Einfluss
Aptamere auf das hamostatische System haben'*®. Hierbei wurde eine DNA-Bibliothek, wie
sie als Ausgangsmaterial fur den SELEX-Prozess verwendet wird, in einem in vitro Chandler-
Loop-Modell auf prokoagulatorische und proinflammatorische Eigenschaften untersucht. Die
Oligonukleotide beeinflussten weder die Aktivitdt von Thrombozyten, noch inflammatorische
Prozesse oder das Komplementsystem, vermittelten aber in effizienter Weise die Auto-
Aktivierung der intrinsischen Gerinnungsproteine FXII und Prakallikrein, sodass die
systemische Applikation von Aptameren eine gerinnungsférdernde Wirkung hervorrufen
kénnte. Im Rahmen dieser Arbeit sollten die prokoagulatorischen Eigenschaften

verschiedener Aptamere charakterisiert werden.

1.2.4 Weitere Interaktionen von extrazellularer RNA mit Proteinen

Endogene, extrazellulare RNA stellt durch Wechselwirkungen mit den Proteasen des
Kontaktphaseweges sowie VEGF einen effizienten Kofaktor in der Induktion
prokoagulatorischer und proinflammatorischer Prozesse dar. Weitere Studien fuhrten zur
Identifizierung von zwei weiteren RNA-bindenden Proteinen, auf die kurz eingegangen

werden soll.

1.2.4.1 Faktor-Vll-aktivierende-Protease

Die Faktor-Vll-aktivierende-Protease (FSAP) ist eine plasmatische Serinprotease, die als
einzelstréangiges Zymogen zirkuliert und mittels einer auto-katalytischen Spaltung in seine

d**!®  Diese Reaktion lauft

enzymatisch aktive, zweistrangige Form umgewandelt wir
verstarkt in der Anwesenheit negativ geladener Substanzen wie Heparin, Dextransulfaten
sowie RNA ab. Hierbei bindet FSAP an RNA-Molekiile mit einer Dissoziationskonstante (Kp)

von 170-350 nM mit einer Mindestlange von 100 Nukleotiden®®. Obwohl eine Beteiligung von
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FSAP in Koagulation und Inflammation beschrieben wurde, ist die physiologische Rolle von

FSAP noch nicht vollstandig geklart™*®*9,

1.2.4.2 Plasminogen-Aktivator-Inhibitor-1

Die Familie der Plasminogen-Aktivator-Inhibitoren ist an der Regulation vaskularer Prozesse
beteiligt, indem sie u.a. die Fibrinolyse inhibieren und somit zur Stabilisierung eines
gebildeten Thrombus beitragen. Plasminogen-Aktivator-Inhibitor-1 (PAI-1) spielt hierbei eine
dominante Rolle, indem er den gewebespezifischen Plasminogenaktivator (tPA) sowie die
Serinproteasen Urokinase (UPA) und FSAP inhibiert'®. AuBerdem interagiert PAI-1 mit
Komponenten der extrazellularen Matrix wie Vitronektin und Heparin. Studien von Wygrecka
et al. (2007) identifizierten PAI-1 zusatzlich als RNA-bindendes Protein, wobei RNA und
Heparin Uberlappende Bindungsstellen am Inhibitor besetzten. Des Weiteren konnte
nachgewiesen werden, dass RNA zu einer Stabilisierung der aktiven Konformation von PAI-1

fuhrte und die Inhibierung von FSAP durch PAI-1 signifikant verstarkt wurde'?°.

1.2.4.3 Plattchenfaktor 4
Wahrend PAI-1 und FSAP bereits als RNA-bindende Proteine identifiziert wurden,

existieren solche Studien fir Plattchenfaktor 4 noch nicht. Allerdings erlauben die

nachfolgend beschriebenen Eigenschaften dieses Proteins, Uber eine madgliche

Interaktion mit RNA zu spekulieren.

Plattchenfaktor 4 (PF4), auch bekannt als CXCL4, ist ein basisches Chemokin, welches von

121 122

Megakaryozyten exprimiert™", in Vesikel verpackt™, in den a-Granula von Thrombozyten
gespeichert und nach Aktivierung der Thrombozyten zusammen mit anderen Proteinen
freigesetzt wird (siehe 1.1.1)**. Das Protein mit 70 Aminosaureresten hat eine molekulare
Masse von 7,8 kDa'®. Unter physiologischen Bedingungen formt es stabile Tetramere mit
einer zylindrischen Struktur. Bei niedrigen Konzentrationen sind auch Di- und Trimere

moglich'?>.

PF4 wird von aktivierten Thrombozyten wahrend der primédren Hamostase aus deren
a-Granula freigesetzt und bindet Uber Heparansulfate an die Oberflache der
Endothelzellen'?®, so dass lokal PF4-Konzentrationen bis zu 25 UM erreicht werden

konnen?’.

Die Bindung von PF4 an diese negativ geladenen Glykosaminoglykane wird
vermittelt durch das C-terminale Ende des Proteins'®®. Paradoxerweise zeigen PF4-knock-
out und PF4-Uberexprimierende Mause in Eisenchlorid-induzierten Thrombosemodellen

vergleichbare Defekte in der Thrombusbildung'®. Die Thrombusbildung scheint somit von
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der lokalen (und optimalen) PF4-Konzentration abhangig zu sein. Durch die Bindung an
Heparansulfate verhindert PF4 die schnelle durch Antithrombin vermittelte Blockade von
Thrombin, bei der Endothel-gebundene Heparansulfate und freies Heparin als Kofaktoren

fungieren, und wirkt so prothrombotisch®*%?

. Ladungsabhéngige Wechselwirkungen mit
Gerinnungsfaktoren scheinen dagegen je nach Kontext pro- oder anti-koagulatorische

Effekte zu induzieren'?’.

Eine Folge der Bindung von Heparin an PF4 ist eine Konformationsénderung des Proteins,
die durch die Generierung und Bindung von Immunglobulin G (IgG) Antikérpern die

133136 Dieser

Ausbildung eines multimolekularen, antigenen Komplexes bedingt
IgG/Heparin/PF4-Komplex bindet Uber den Fcylla-Rezeptor an Thrombozyten und aktiviert
diese, wodurch weitere prothrombotische Substanzen freigesetzt werden*****". Des Weiteren
stimuliert der IgG/Heparin/PF4-Komplex die TF-Produktion und Interleukin-8-Sekretion in

Monozyten, was die Auspragung eines prothrombotischen Phanotyps weiter verstarkt*.

Diese Prozesse konnen pathologisch zur Auspradgung einer Heparin-induzierten
Thrombozytopenie (HIT) filhren®***%. Dieses Krankheitshild wurde erstmals 1958 in New
York beschrieben™®. Man unterschiedet zwei verschiedene Formen, wobei Typ | einen
transienten Abfall der Thrombozytenanzahl (Thromboztytopenie) etwa zwei Tage nach
Beginn einer Heparintherapie beschreibt****°. HIT Typ Il vereint die paradoxen Symptome
einer Thrombozytopenie mit einem stark erhdhten Risiko fir thrombotische Komplikationen,
welche zum Tode filhren kénnen'***', Das Auftreten von Antikérpern gegen Heparin/PF4-
Komplexe fihrt allerdings nicht immer zur Ausbildung von HIT, so dass der Nachweis dieser

Antikérper im Plasma von Patienten kein eindeutiger HIT-Indikator ist'*%.

In  Anbetracht der Tatsache, dass PF4 aufgrund seiner stark positiven Ladung
Wechselwirkungen mit negativ geladenen Oberflaichen wie Heparin eingeht, ist eine
Beeinflussung des intrinsischen Gerinnungsweges durch PF4 nicht Uberraschend. Frihere
Studien zeigten bereits eine PF4-abhangige Inhibierung der Aktivierung von FXII durch
Ellagsdure, Kaolin oder Glas'®. Eine Beeintrachtigung der durch extrazelluldre
Nukleinsauren vermittelten Aktivierung des intrinsischen Gerinnungsweges durch PF4
muss somit in Betracht gezogen werden. In der hier vorliegenden Arbeit sollte diese

Fragestellung bearbeitet werden.
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1.3 Koagulation und Inflammation

Blutgerinnung und Inflammation sind zwei zentrale Abwehrmechanismen zur Erkennung und
Zerstdrung von Pathogenen sowie zur Eingrenzung von Verletzungen. Beide Mechanismen
sind eng miteinander verknipft, sodass inflammatorische Substanzen immer auch zur

Aktivierung koagulatorischer Ablaufe filhren und umgekehrt™**%,

1.3.1 Einfluss koagulatorischer Proteine auf die Inflammation

PARs wurden als zellulare Verbindungselemente zwischen Koagulation und Inflammation
identifiziert, die auf mononukleéren Zellen, Endothelzellen, Thrombozyten, Fibroblasten und
glatten Muskelzellen exprimiert werden. Es gibt vier verschiedene PARs, welche durch
verschiedene Serinproteasen aktiviert werden konnen. Mechanistisch spaltet die
aktivierende Serinprotease das N-terminale, extrazellulare Ende des PAR, wodurch ein
neuer Aminoterminus entsteht, der wiederum als Ligand fir den Rezeptor dient und
transmembrane Signalwege initiiert'*>. Thrombin spielt hierbei eine zentrale Rolle und kann
PAR1, 3 und 4 aktivieren!®'*% Da PAR1 sowohl durch Thrombin als auch durch den
APC/EPCR-Komplex aktiviert werden kann, kommt diesem Rezeptor eine duale Rolle bei
Hamostaseprozessen zu'¥’. Eine Thrombin-abhéngige Aktivierung resultiert in einer
proinflammatorischen Signaltransduktion und vaskularen Hyperpermeabilitat, wahrend eine

APC/EPCR-vermittelte Spaltung von PAR1 anti-inflammatorische Prozesse initiiert**>143%,

1.3.2 Einfluss inflammatorischer Prozesse auf die Koagulation

Inflammatorische Prozesse aktivieren die Blutgerinnung hauptsachlich durch drei
Mechanismen: (1) einer Zytokin-abhangigen Induktion der TF-Expression; (2) einer
Herunterregulation des Protein C Signalweges und (3) einer Inhibierung der Fibrinolyse'*.

Wie bereits unter 1.1.2 beschrieben fuhrt der Kontakt von Blutkomponenten mit TF zur

Aktivierung des extrinsischen Gerinnungsweges. Proinflammatorische Zytokine wie

)'** sowie baktierielle Produkte wie

Interleukin-6'>* und Tumornekrosefaktor a (TNFa
Lipopolysaccharide (LPS) stimulieren die Expression von TF auf der Oberflache von
Monozyten, Makrophagen und dendritischen Zellen und fihren somit zu einer

14155 Verstarkt wird dies durch die

Uberschiel3enden Thrombin- und Fibrinproduktion
Herunterregulation antikoagulatorischer Regulationsmechanismen wie z.B. dem Protein C

Signalweg durch eine verminderte Protein C Synthese in der Leber, einem beeintréachtigten
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Vitamin K-Stoffwechsel sowie einer verminderten Protein C Aktivierung, welche durch eine

verminderte Expression von TM erreicht wird"***°**%,

In den beschriebenen Prozessen spielt das proinflammatorische Zytokin TNFa eine zentrale
Rolle, sodass auf die Eigenschaften dieses Proteins im Folgenden genauer eingegangen

werden soll.

1.3.3 Tumornekrosefaktor a

Das proinflammatorische Zytokin Tumornekrosefaktor a (TNFa), erstmals beschrieben
19758, ist involviert in verschiedene zelluldare Ablaufe wie der Induktion anderer Zyktokine,

159180 TNFa wird als ein

Zellproliferation und —differenzierung, Apoptose und Nekrose
transmembranes Homotrimer von einer Vielzahl verschiedener Zelltypen produziert, unter
anderem von Monozyten/Makrophagen, Lymphozyten, T-Killerzellen, Astrozyten und
Microgliazellen %% Katalysiert durch die Metalloprotease TNFa-konvertierendes-Enzym
(TACE) wird die membrangebundene Form proteolytisch gespalten und die l6sliche Form

des TNFa-Homotrimers freigesetzt™***®.

Beide TNFa-Formen aktivieren zellulare Signalwege Uber die Membran-durchspannenden
TNF-Rezeptoren (TNFR) 1 und 2% wahrend TNFR2 ausschlieRlich nach
entsprechender Stimulation von Zellen des Immunsystems exprimiert wird, wird TNFR1
konstitutiv von allen Zellen und Geweben exprimiert und scheint somit eine Schlisselrolle in
der TNFa-Signaltransduktion zu spielen'®®. TNFR1 besitzt eine zytoplasmatische ,Death-
Domain“ (DD), die durch die Bindung des TNFR1-assoziierten-DD-Proteins (TRADD) sowie
die daran angeschlossene Rekrutierung der Proteine Fas-assoziiertes-Protein-mit-DD
(FADD) und Rezeptor-interagierendes-Protein-1 (RIP1) die Aktivierung von Caspasen und
apoptotischer Prozesse induziert (Abbildung 5)*°%*"*,

Der nukleare Faktor kB (NFkB )-abhange Signalweg wird tUber eine Aktivierung von TNFR1
und TNFR2 durch die Assoziation mit TNFR-assoziierten-Faktoren (TRAF) induziert. Dies
resultiert in der Aktivierung von MAP-Kinasen (MAP; mitogen activated protein) und der

172 NFkB stellt einen

Translokation des Transkriptionsfaktors NF«xB in den Nukleus
zentralen Regulationspunkt in der Signaltransduktion inflammatorischer Stimuli dar. Es liegt
als Homo- oder Heterodimer aus Proteinen der funf Mitglieder (p50, p52, p65, RelB, v-Rel
und c-Rel) umfassenden NF«B/Rel-Transkriptionsfaktor-Familie vor, wobei in Endothelzellen
hauptséchlich ein p50-p65-Heterodimer zu finden ist'”*'™. NFxB ist im Zytoplasma von

Zellen als Komplex mit seinem Inhibitor IxB-a lokalisiert *">*7®.
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TNFa

v Nukleus

Inflammatorische
oder

anti-apoptotische
Genexpression

Abbildung 5: TNFa -vermittelte Signalwege

TNFa -vermittelte Signalwege werden durch die Interaktion von TNFa -Homotrimeren mit den Rezeptoren TNFR1 oder TNFR2
aktiviert. Die Bindung an TNFR1 fiihrt unter Rekrutierung der intrazellularen Proteine TRADD (TNFR1-assiziiertes-DD-Protein),
RIP (Rezeptor-interagierendes-Protein-1) und FADD (Fas-assoziiertes-Protein-mit-DD) an die DD (Death-Domain) zur
Aktivierung von Caspasen und resultiert in Apoptose. Die Aktivierung von TNFR1 oder TNFR2 kann durch die Bindung von
TRAFs (TNFR-assoziierte-Faktoren) tber verschiedene MAP-Kinasen zur Freisetzung und Translokation von NF«kB in den
Nukleus fiihren. Dies resultiert in der Expression inflammatorischer und anti-apoptotischer Gene und einem Uberleben der
Zelle (verandert nach Rahman und McFadden, 2006™).

Eine Stimulation der Zellen, z. B. mit TNFa fuhrt zuerst zu einer Phosphorylierung von 1xB
an zwei Serinresten (Ser-32, Ser-36)"""'"®, der anschlieBenden Ubiquitinierung sowie der
Proteasom-abhangigen Degradierung des Proteins'™'®'%  Das durch diesen

Mechanismus frei werdende NFxB gelangt in den Nukleus, wo es als Transkriptionsfaktor
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durch die Bindung an die NFxB-Konsensussequenz die Expression verschiedener Gene
aktiviert' #1182 viele dieser Gene sind in inflammatorische Prozesse involviert, sodass die

Inhibierung des NF«B/IxB-Signalweges ein potentieller Ansatzpunkt anti-inflammatorischer

Behandlungen ist'".

1.4 Ribonukleasen

Ribonukleasen (RNasen) sind Nukleasen, welche die Hydrolyse von RNA katalysieren und

dadurch als zytotoxisch angesehen werden. Lange Zeit wurde angenommen ihre

Hauptaufgabe bestehe in der Hydrolyse von mit der Nahrung aufgenommenen RNAs'®18,

Mittlerweile sind RNasen viele andere Eigenschaften zugeordnet worden®® wie

186 188

Neurotoxizitat'®® und Angiogenese'®, antibakterielle'®® und antivirale Wirkungen*®°.

1.4.1 Die RNase A-Superfamilie

Es sind dreizehn verschiedene extrazellulare humane RNasen bekannt, von denen acht

ribonukleolytisch aktiv sind*®®. Sie bilden eine Superfamilie homologer Enzyme und sind auf

Chromosom 14g11.2 in einem Cluster von 368 kb organisiert’®. Aufgrund von

Sequenzvergleichen werden die RNasen in vier Untergruppen unterteilt (Abbildung 6)**.

RNase6

RNase 2

RNase 3

Abbildung 6: Phylogenetische Unterteilung der RNase-Superfamilie

Dargestellt ist die phylogenetische Unterteilung der acht ribonukleolytisch aktiven RNasen in vier Gruppen. Gleiche Farben

implizieren eine nahe verwandtschaftliche Entwicklung (verandert nach Sorrentino, 2010'%).
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Die Proteine werden in verschiedenen Organen und Geweben exprimiert und
posttranslational glykosyliert, sodass verschiedene Varianten eines einzigen Genprodukts
existieren. Alle bekannten RNasen dieser Familie sind extrazellulare Proteine mit einem
entsprechenden Signalpeptid und einer durch Disulfidbriicken stabilisierten Tertidarstruktur.
Das aktive Zentrum der katalytisch aktiven RNasen wird aus einer hoch-konservierten
katalytischen Triade, bestehend aus Histidin-12, Histidin-119 und Lysin-41, gebildet'®.

Wahrend die Eigenschaften von RNase 1 ausfihrlich unter 1.4.2 diskutiert werden, soll im

Folgenden kurz auf die anderen RNasen eingegangen werden.

Die RNasen 2 und 3 werden hauptséchlich von humanen Eosinophilen sekretiert und haben
|189,192,193.

neurotoxische und antivirale Eigenschaften, RNase 3 wirkt zusatzlich antibakteriel
Bezlglich ihrer ribonukleotlytischen Eigenschaften verdauen beide RNasen bevorzugt
Polyribouracylsaure (poly:U) und sind inaktiv gegentber poly:A und doppelstrangiger
RNA185'194.

RNase 4 wurde 1986 aus dem Uberstand einer Kolonkarzinoma-Zelllinie isoliert’*®. Sie

besitzt mit 119 Resten die kiirzeste Aminoséuresequenz, ist evolutionar stark konserviert*®®,

bevorzugt poly:U als Substrat und hydrolysiert 2*-3‘-zyklische Nukleotide'*®. Bislang ist das
Expressionsmuster von RNase 4 nicht genau definiert. Die Expression in Leber, Lunge,

Pankreas, Niere und Plazenta wurde lediglich auf mRNA-Ebene gezeigt'®°.

RNase 5, auch als Angiogenin bezeichnet, zirkuliert in humanem Plasma und wird bei

197198 Eine aktuelle Studie unserer

inflammatorischen Zustédnden verstarkt exprimiert
Arbeitsgruppe konnte die Expression und Sekretion von RNase 5 von mikro- und
makrovaskuléren Endothelzellen nachweisen®. RNase 5 besitzt trotz struktureller Ahnlichkeit
mit den anderen RNasen nur eine geringe ribonukleolytische Aktivitat'®®. Dies ist
zurickzufuhren auf die Blockierung der RNA-Bindungsstelle mit einer Seitenkette von
Glutamin-117'%%%_ |n vivo vermittelt RNase 5 proangiogene Effekte durch die Bindung an
einen putativen Endothelzellrezeptor. Dieser RNase 5-Rezeptorkomplex wird endozytotisch

aufgenommen und in den Nukleus transportiert?®>?®?,  wodurch verschiedene

203,204

Signaltransduktionskaskaden ausgeltst und die Proliferation von Endothelzellen

stimuliert wird ¢’
Die mRNA-Expression von RNase 6 konnte in verschiedenen Organen wie Lunge, Herz,
Gehirn, Leber, Pankreas und Plazenta gezeigt werden, wobei Uber die Funktion und

Substratspezifitat bislang keine Daten vorliegen®®.
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Funktionen

Vorkommen
(Gewebe/Zelltypen)

bevorzugte Substrate

RNase 1 vaskulare Hamostase | Pankreas doppelstrangige RNA
eventuell: Testis doppelstrangige
antiinflammatorisch Ovarien DNA/RNA-Hybride
antikoagulatorisch Gehirn poly:C

Endothelzellen 2¢,3‘-zyklische Nukleotide
zirkuliert in Plasma

RNase 2 neurotoxisch Sekretion durch poly:U
antiviral Eosinophile Hefe-RNA

Milz
Leber
Niere
Plazenta
Urin

RNase 3 neurotoxisch Sekretion durch poly:U
antiviral Eosinophile Hefe-RNA
anitmikrobiell

RNase 4 unbekannt Kolonkarzinoma- poly:U

Zelllinie 2*,3‘-zyklische Nukleotide
Leber (MRNA)
Lunge (MRNA)
Pankreas (MRNA)
Niere (MRNA)
Plazenta (MRNA)
RNase 5 Angiogenese Endothelzellen geringe
(Angiogenin) | (Proliferation von zirkuliert in Plasma ribonukleolytische
Endothelzellen) Aktivitat
RNase 6 unbekannt Lunge (MRNA) unbekannt
Herz (mRNA)
Gehirn (MRNA)
Leber (MRNA)
Pankreas (MRNA)
Plazenta (MRNA)
RNase 7 antimikrobiell Epitheliales Gewebe unbekannt
Sekretion durch verdaut Hefe-tRNA
Keratinozyten
Leber (MRNA)
Niere (MRNA)
Skelettmuskel (MRNA)
Herz (mRNA)
RNase 8 antimikrobiell Plazenta unbekannt

verdaut Hefe-tRNA

Tabellel: Eigenschaften der ribonukleolytisch aktiven Mitglieder der RNase A-Familie
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RNase 7 gehdrt zur Gruppe der ,Defensine®, deren antimikrobielle Eigenschaften auf die
Fahigkeit zur Permeabilisierung von Bakterienmembranen zuriickgefiihrt werden?®®®. Die
Expression und Sekretion dieses Proteins durch Keratinozyten wird durch Interleukine,

Interferone und Bakterien induziert®®1882°7,

Die ebenfalls antimikrobiell wirkende RNase 8 wird ausschlie3lich in der humanen Plazenta

exprimiert und kénnte protektiv wahrend der fetalen Entwicklung wirken®*®2%

Die ribonukleolytisch inaktiven RNasen 9-13 sind bislang nicht gut charakterisiert. Die
spezifische Expression der RNasen 9-11 in den mannlichen Fortpflanzungsorgnanen legt
eine Beteiligung an reproduktiven Vorgangen nahe, allerdings wurden diesbeztiglich bislang

keine genaueren Studien durchgefiihrt'®>*%,

1.4.2 RNase 1

1.4.2.1 Expression
Humane RNase 1, die auch als pankreatische RNase bezeichnet wird (Molmasse

17-26 kDa, je nach Glykosylierung), besitzt eine Aminosauresequenz mit 128 Resten,
inklusive einem 28 Aminosdauren umfassenden, sekretorischen Signalpeptid®®?**. Die
Sequenz von RNase 1 ist zu 70% homolog mit der entsprechenden bovinen RNase A, dem
am besten charakterisierten Mitglied dieser Superfamilie?’®. Die Expression von RNase 1
wurde in einer Vielzahl von Geweben wie Pankreas, Testis, Ovarien und Gehirn

212,213

nachgewiesen . Des Weiteren zirkuliert RNase 1 mit einer Konzentration von 300-

400 pg/l im Plasma®+?'*, bedingt vor allem durch die Expression und Sekretion von RNase 1

durch Endothelzellend® 215216

Ein Vergleich verschiedener Endothelzelltypen zeigte die
starkste Expression und Sekretion von RNase 1l in makrovaskuldren, aus der
Nabelschnurvene isolierten Endothelzellen, wéhrend nur eine geringe Expression in
mikrovaskularen Zellen vorlag. Zusétzlich gelang die Lokalisation von RNase 1 zusammen
mit VWF und P-Selectin in den Endothelzell-spezifischen Weibel-Palade-Granula.
Dementsprechend korrelierte die Degranulierung der Weibel-Palade-Granula durch
proinflammatorische Substanzen wie VEGF, Thrombin und auch extrazellulare RNA mit
einer Freisetzung von RNase 1*. Die regulatorischen Mechanismen, die fiir das
unterschiedliche Expressionsmuster des Enzyms verantwortlich sind, sind unbekannt.
In diesem Zusammenhang war fur die vorliegende Arbeit die Regulation von RNase 1

unter inflammatorischen Bedingungen von Interesse.
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Die in den unterschiedlichen Geweben und Zelltypen exprimierten RNase 1-Proteine weisen
unterschiedliche posttranslationale Glykosylierungsmuster auf. RNase 1 besitzt drei

potentielle N-Glykosylierungsstellen (Asn-Xaa-Thr/Ser) an Asparagin-34, Asparagin-76 und
8217

Asparagin-8

ist?"’, wurden in Pankreas, Testis, Gehirn und Serum verschiedene Glykosylierungsformen

. Wahrend die im Urin auftretende RNase 1 an allen drei Stellen glykosyliert

nachgewiesen®®?*, Ein Vergleich der Glykosylierungsmuster bestatigte, dass die im Serum
befindliche RNase 1 nicht vom Pankreas sondern von Endothelzellen sekretiert wird?:8.

1.4.2.2 Dreidimensionale Struktur und katalytischer Mechanismus

Bis heute wurde keine Rontgenstrukturanalyse von Wildtyp-RNase 1 veréffentlicht, allerdings
ermoglichten NMR-Untersuchungen 2008 erste Einblicke in deren Struktur®. Wie die
anderen Mitglieder der RNase A-Superfamilie besitzt RNase 1 eine durch vier
Disulfidbriicken stabilisierte, bohnenférmige Struktur, bestehend aus drei a-Helices und
sieben B-Faltblattern. Dabei formen die Faltblatter eine charakteristische Tasche, in der das
aktive Zentrum bestehend aus Histidin-12, Lysin-41 und Histidin-119, lokalisiert ist
(Abbildung 7)*.

His119

COOH f s - NH,

Abbildung 7: Dreidimensionale Struktur der humanen RNase 1

Dargestellt ist die auf NMR-Studien basierende, dreidimensionale Struktur der humanen RNase , wobei Spiralen a-Helices und
Pfeile B-Faltblattstrukturen darstellen’’?. Das aktive Zentrum wird gebildet durch die Aminosauren Histidin-12, Lysin-41 und
Histidin-119. Die Abbildung wurde mit Hilfe des Programms JMol (Version 12.0.41) und der PDB-Datenbank
(http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureld=2K11) erstellt.
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Im Gegensatz zu anderen Mitgliedern der RNase A-Superfamilie zeigt RNase 1 eine starke
Affinitat zu doppelstrangiger RNA sowie doppelstrangigen DNA-RNA-Hybriden, wohingegen
die Affinitat gegeniiber einzelstrangiger RNA signifikant niedriger ist®*>#**, Wahrend der
katalytische Mechanismus zur Degradierung von einzelstrdngiger RNA durch bovine

RNase A erstmals 1961 beschrieben wurde?®

, waren fir die Aufklarung der RNase 1-
vermittelten Hydrolyse doppelstrangiger RNA umfangreiche Sequenzstudien notig.
Einzelstrangige RNA wird durch RNase A in zwei Reaktionsschritten gespalten (Abbildung
8). Im ersten Schritt wird durch eine Transphosphorylierung ein 2°-3‘-zyklisches Nukleotid am
3'-Ende eines Produkts geformt, wahrend am 5'-Terminus des zweiten Produkts eine 5’OH-
Gruppe entsteht. Der zweite Schritt besteht aus der Hydrolyse des 2°-3‘-zyklischen
Nukleotids zu einem 3‘-Nukleotid®®. Diese Reaktion benétigt die lineare Anordnung des 2‘-
und des 5'-Sauerstoffatoms sowie des dazwischen liegenden Phosphoratoms??’. Diese
lineare Anordnung der Phosphodiesterbindung ist bei doppelstrangiger RNA aufgrund der

helikalen Sekundarstruktur nicht méglich??"2%.

i 0
0 OH
9 N |
0=P—0 0=pP-0
| / AN |
o o 0 0 0 OH
- Ry—0H + Hq0
—_—
+ Ry—OH
4 0 Pyr 4 0 Fyr d 0 Pyr
o:lT—o' 0:F|'—0 o:llﬂ—o'
T T T
R Ry Ry

Abbildung 8: Reaktionsmechanismus der durch RNase A katalysierten Hydrolyse von RNA

RNase A spaltet einzelstrangige RNA endonukleolytisch hinter Pyrimidinresten, indem im ersten Schritt durch eine
Transphosphorylierung ein 2'-3'-zyklisches Nukleotid am 3'-Ende eines Produkts geformt wird, wahrend am 5‘-Terminus des
zweiten Produkts eine 5’OH-Gruppe entsteht. Der zweite Schritt besteht aus der Hydrolyse des 2‘-3'-zyklischen Nukleotids zu

einem 3“-Nukleotid®®®. Die Strukturformeln wurden mit Hilfe des Programms ACD/Chemsketch (Version 5.12) erstellt.

Die erhohte Affinitdt von RNase 1 gegenliber dopplestrangiger RNA beruht auf einer
strukturellen Anpassung des aktiven Zentrums durch sechs positiv geladene
Aminosaurereste, welche um das aktive Zentrum von RNase 1 angeordnet sind??3%%,

Zusatzlich erhoht die Anwesenheit von Glycin-38 die Flexibilitdt des aktiven Zentrums und
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erleichtert somit die Spaltung von doppelstrangiger RNA?. Die Aktivitat von RNasen wird

durch die Bindung an das Protein RNase Inhibitor kontrolliert.

1.4.2.3 Ribonuklease Inhibitor

Ribonuklease Inhibitor (RI) ist ein zytosolisches Protein mit einer Molmasse von 50 kDa*#*?,

Er liegt im Zytoplasma von Zellen in hohen Konzentrationen bis etwa 4 uM vor, was
nahelegt, dass RI die Zelle vor den zytotoxischen Aktivititen zytosolischer RNasen

schitzt?3,

Aktuelle Studien aus unserer Gruppe konnten zeigen, dass der von
Endothelzellen exprimierte RI nicht nur im Zytoplasma lokalisiert ist, sondern auch sekretiert

wird®®.

Bislang wurde die Bindung und Inhibierung von boviner RNase A sowie der humanen
RNasen 1-7 durch RI beschrieben®®. Die entstehenden, nicht-kovalenten Komplexe zwischen
Rl und RNasen weisen Dissoziationskonstanten im femtomolaren Bereich auf®*‘.

Dreidimensionale Strukturanalysen von freiem 2%

und komplexiertem RI**® ermdglichten
die genaue Charakterisierung der RNase-RI-Interaktion. Hierbei zeigte sich, dass beide
Proteine im stéchiometrischen Verhaltnis von 1:1 binden, wobei etwa ein Drittel der RNase
inklusive dem aktiven Zentrum innerhalb der Hufeisen-formigen Struktur des RI liegen

(Abbildung 9)%%7,

RNase 2

RNase4

Abbildung 9: Dreidimensionale Struktur des humanem RNase Inhibitor im Komplex mit verschiedenen Ribonukleasen
Dargestellt ist eine auf Rontgenstrukturanalysen basierende, Uberlagende Darstellung der Interaktion von humanem RNase
Inhibitor (grau) mit der bovinen Ribonuklease A (orange) sowie den humanen Ribonukleasen 1 (gelb), 2 (blau), 3 (grin), 4
(trkis) und 5 (rosa)**.
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1.4.2.4 RNase 1 unter pathologischen und inflammatorischen Bedingungen

Zahlreiche Studien beschrieben eine veranderte RNase Aktivitat im Serum von Patienten mit

238,239

Leukamie ., Prostata-**°, Pankreas->** und Eierstockkrebs?*

sowie anderen
Erkrankungen wie pankreatischer Fibrose?*®, Myokardinfarkt*** und Niereninsuffizienz®**. In
diesen Studien wurde die RNase Aktivitdt in Serumproben durch die Hydrolyse eines
artifiziellen Substrates (poly:C) gemessen. Diese Methode spiegelt allerdings nicht spezifisch
die Aktivitat von RNase 1 wider, da in humanem Plasma mehrere katalytisch aktive RNasen

zu finden sind. Daher sollten oben aufgefiihrte Studien kritisch betrachtet werden?**24,

Zellkulturexperimente belegten eine starke zytotoxische Wirkung kdrperfremder RNasen, wie
der amphibischen Onkonase®*’. Diese wird endozytotisch von der Zelle aufgenommen,
mangels einer entsprechenden Bindungsstelle durch den zytosolischen RI nicht inhibiert und
kann somit die Degradierung zytosolischer RNAs vermitteln®®. Diese Eigenschaften will man
sich in der Tumorbehandlung zu Nutze machen. Die Onconase®-Therapie durchlauft zurzeit
klinische Studien der Stufe Il zur Behandlung maligner Mesotheliomen. Hierbei wurde
bereits eine signifikante Verlangerung der durchschnittlichen Uberlebensdauer von
Onconase®-behandelten Patienten nachgewiesen®. Auch humane RNasen, welche ein
geringeres immunogenes Risiko als korperfremde Substanzen besitzen, sollen mit Tumor-
spezifischen Proteinen oder Antikdrpern fusioniert und in Tumorzellen eingeschleust werden,
um einen gerichteten Zelltod zu induzieren. Die Verwendung von humaner RNase 1 birgt
hierbei das Problem, dass deren enzymatische Aktivitdt im Zytosol sofort durch den RI

d234,250

blockiert wir . Ein Einsatz von RNase 1 als Tumortherapeutikum setzt also eine

Mutation der RI-Bindungsstelle voraus™?*'.

Unter 1.2 wurde ausfiihrlich auf die prokoagulatorischen und proinflammatorischen
Eigenschaften von extrazellularer RNA eingegangen. RNase 1 kann aufgrund ihrer
katalytischen Aktivitdt sowie ihrer Prdsenz in humanem Plasma diese Prozesse regulieren.
Dies wird unterstitzt durch die Entdeckung unserer Gruppe, dass proinflammatorische
Substanzen wie Thrombin und VEGF aber auch extrazellulare RNA selbst die Freisetzung
von RNase 1 aus den endothelialen Weibel-Palade-Granula stimulieren®. Dies fiihrt zu einer
tempordr und lokal stark erhohten RNase-Aktivitdt, die proinflammatorische und

prokoagulatorische Effekte von extrazellularer RNA kompensieren kénnte (Abbildung 10).
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Abbildung 10: Physiologische Aktivitaten von extrazellularer RNA und RNase 1

Extrazellulare RNA wird bei Verletzungen von GefaRen und Geweben sowie Infektionen oder Tumorleiden freigesetzt und
induziert verschiedene physiologische Prozesse. Einerseits bindet extrazellulare RNA an die Proteine des intrinsischen
Gerinnungsweges und fiihrt so als prokoagulatorischer Kofaktor zur Thrombusbildung. Andererseits induziert RNA durch
Interaktion mit VEGF (vascular endothelial growth factor) eine Hyperpermeabilitdt des Endothels und damit die Bildung von
Odemen. Diese Prozessen werden reguliert durch Ribonuklease 1 (RNase 1), welche konstitutiv im Plasma zirkuliert, aber auch

RNA-vermittelt aus endothelialen Weibel-Palade-Granula (WPG) freigesetzt werden kann (verandert nach Preissner, 2007%%).

Verschiedene in vivo Studien aus unserer Gruppe lieferten erste Hinweise auf mogliche
therapeutische Anwendungen von RNase 1. So konnte in einem durch Eisenchlorid
induzierten, arteriellen Thrombosemodell in Mausen die Thrombusbildung durch eine
Vorbehandlung der Tiere mit RNase 1 signifikant vermindert und die prokoagulatorische
Wirkung von extrazellularer RNA gehemmt werden®?. Auch die unter 1.2.2 beschriebene,
RNA-vermittelte Hyperpermeabilitdt der Blut-Hirn-Schranke und die damit verbundene
Odembildung sowie die InfarktgroRe konnten durch RNase 1-Applikation in Ratten gesenkt

werden® %1,
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Des Weiteren stellt RNase 1 durch ihre hohe Aktivitat gegeniiber doppelstrangiger RNA ein
mogliches Abwehrsystem gegenilber RNA-Viren wie z.B. HIV-Typl dar®®’. Zusatzlich
induziert RNase 1 die Produktion und Sekretion von Zytokinen, Chemokinen und
Wachstumsfaktoren in dendritischen Zellen, vermittelt deren Reifung und scheint somit Teil

des Immunsystems zu sein®3,

Zusammengefasst ist eine Beteiligung von RNasel als Regulator von
Ribonukleinsaure-induzierten inflammatorischen und koagulatorischen Prozessen
wahrscheinlich. Dies impliziert, dass an beiden Prozessen beteiligte Proteine wie
Thrombin oder TNFa die Expression von RNase 1 beeinflussen kénnten, was im

Rahmen der hier vorliegenden Arbeit untersucht werden sollte.
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2 Zielsetzung der Arbeit

Extrazellulare RNA wurde von unserer Gruppe als proinflammatorischer und
prokoagulatorischer Faktor im GefalRsystem identifiziert. Hierbei dient RNA als Kofaktor zur
Auto-Aktivierung der Serinproteasen der Kontaktphase und fihrt zur Bildung von Odemen
durch Induktion einer VEGF-abhangigen Hyperpermeabilitdit des Endothels. RNase 1, die
konstitutiv. von Endothelzellen exprimiert und sezerniert sowie zusétzlich durch
proinflammatorische Substanzen wie VEGF, Thrombin und RNA aus den endothelialen
Weibel-Palade-Granula freigesetzt wird, kann somit als natirlicher Regulator von

extrazellularer RNA wirken.

In der hier vorliegenden Arbeit sollte analysiert werden, ob die beobachteten
prokoagulatorischen Aktivitdten von Nukleinsauren von bestimmten Strukturmerkmalen wie
Sequenz oder Sekundarstruktur der Substanzen abhéngig sind. Des Weiteren sollte die
Regulation des RNA/RNase-Systems unter pathologischen Bedingungen analysiert werden,
wozu speziell Veranderungen der RNase 1-Expression unter inflammatorischen

Bedingungen betrachtet wurden.
Im Verlauf der Untersuchungen sollten folgende Punkte im Detail bearbeitet werden:

1. Analyse der prokoagulatorischen Aktivitat verschiedener synthetischer RNA- und
DNA-Oligonukleotide sowie von Nukleinsdure-Aptameren mittels Gerinnungs-

experimenten in humanem Plasma sowie im isolierten System

2. Ermittlung der Bindungsaffinitaten verschiedener synthetischer RNA- und DNA-
Oligonukleotide zu Proteinen des intrinsischen Gerinnungsweges durch die

Verwendung biotinylierter Oligonukleotide und Analyse der Proteinbindung

Die Bearbeitung der aufgefiihrten Punkte 1 und 2 sollte neue Einblicke in die Regulation des
RNA/RNase-Systems im vaskularen System ermdglichen. Eine Abhangigkeit der
prokoagulatorischen Aktivitat von bestimmten Strukturmerkmalen der extrazellularen RNA
kénnte neue Bindungsmotive in RNA-Makromolekilen wie z.B. ribosomaler RNA
identifizieren und somit die Kenntnisse der Nukleinsaure/Protein-Interaktionen erweitern. Der
Nachweis von solchen Strukturbeziehungen koénnte die Entwicklung therapeutisch

verwendeter Nukleinsduren verbessern, da eine mdgliche Aptamer-vermittelte Aktivierung
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des Kontaktphasesystems und damit verbundene thrombotische bzw. inflammatorische

Komplikationen durch Vermeidung bestimmter Strukturelemente minimiert werden kénnten.

3. Analyse von Veranderungen in der Expression und Sekretion von RNase 1 und Rl in
humanen Endothelzellen durch den Einfluss proinflammatorischer Substanzen
(Thrombin, TNFa, LPS) mittels quantitativer PCR, Western Blot Analysen sowie
In-Gel-Zymographien und RNase 1-Aktivitatstests

4. Analyse der Integritat von Zell-Zell-Verbindungen humaner Endothelzellen in
Abhéngigkeit der RNase 1-Expression anhand immunfluoreszenzmikroskopischer
Methoden

5. ldentifizierung der an der RNase 1-Expression beteiligten Signaltransduktionswege

durch die Verwendung verschiedener Inhibitoren

Da die Applikation von RNase 1 durch verschiedene in vivo Studien in experimentellen
Tiermodellen zu einer Inhibierung von RNA-vermittelten Prozessen fuhrte, wurde in der hier
vorliegenden Arbeit der Fokus auf die Regulation der endogen exprimierten RNase 1 unter
inflammatorischen Bedingungen gelegt. Der Nachweis einer verdnderten Expression von
RNase 1 im Endothel unter inflammatorischen Bedingungen wirde deren Rolle als
natlrlicher Gegenspieler von extrazellularer RNA untermauern. Die Identifizierung beteiligter
Signaltransduktionswege wirde erste Erkenntnisse Uber die endogene Regulation dieses

Enzyms liefern und somit auch Korrelationen mit inflammatorischen Erkrankungen erlauben.
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3 Material und Methoden

3.1 Chemikalien und Gerate

3.1.1 Chemikalien, Enzyme und Kits

Substanzen Firma Firmensitz
2x RNA Probenpuffer Thermo Fisher Scientific Rockford (USA)
(Fermentas)

Acetlyiertes Bovines Serum Albumin | Sigma Aldrich Taufkirchen
(Deutschland)

Aceton Sigma Aldrich Taufkirchen
(Deutschland)

Agarose NEEO Ultra Qualitat Roth Karlsruhe (Deutschland)

Aktivierter Faktor XII American Diagnostica Stanford (USA)

Albumin (aus Kalberserum) Sigma Aldrich Taufkirchen
(Deutschland)

Ammoniumacetat Roth Karlsruhe (Deutschland)

Ammoniumchlorid Roth Karlsruhe (Deutschland)

Ammoniumsulfat Roth Karlsruhe (Deutschland)

Aqua ad iniectabilia Braun Melsungen (Deutschland)

BAY 11-7082

Enzo Life Sciences

Lorrach (Deutschland)

BCA Protein Assay Kit

Thermo Fisher Scientific
(Pierce)

Rockford (USA)

Borsaure

Sigma Aldrich (Fluka)

Taufkirchen
(Deutschland)

CasyTon Lésung

Scharfe Systems

Reutlingen (Deutschland)

Chromogene Substrate (S2366, Haemochrom Essen (Deutschland)

S2302)

Developer Agfa Mortsel Belgien

D-Glucose Sigma Aldrich Taufkirchen
(Deutschland)

Dimethylsulfoxid (DMSQ) Roth Karlsruhe (Deutschland)

DNA-Marker (GeneRuler 100 bp Thermo Fisher Scientific Rockford (USA)

DNA Ladder) (Fermentas)

DNA-Oligonukleotide fiir Biomers Ulm (Deutschland)

Gerinnungsexperimente

Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium (DMEM)

Invitrogen (Gibco)

Darmstadt (Deutschland)

Dynabeads M-280 Streptavidin

Invitrogen

Darmstadt (Deutschland)

ECL Hyperfilme

GE Healthcare

Frankfurt (Deutschland)

ECL Plus Western Blot
Detektiersystem

GE Healthcare

Frankfurt (Deutschland)

Endothelzellbasalmedium Promo Cell Heidelberg (Deutschland)
Endothelzellbasalmedium (EBM) 2 Lonza Basel (Schweiz)
Endothelzellbasalmedium (EBM) 2 Lonza Basel (Schweiz)
Supplement Kit

Endothelzellbasalmedium Promo Cell Heidelberg (Deutschland)

Supplement Mix
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Essigsaure Roth Karlsruhe (Deutschland)

Ethanol Roth Karlsruhe (Deutschland)

Ethidiumbromid Sigma Aldrich Taufkirchen
(Deutschland)

Ethylendiamintetraessigsaure Roth Karlsruhe (Deutschland)

(EDTA)

Faktor XI American Diagnostica Stanford (USA)

Faktor XII American Diagnostica Stanford (USA)

Fetales Kélberserumg (HyClone)

Thermo Fisher Scientific

Rockford (USA)

Fixierer Agfa Mortsel (Belgien)
Glycerin Roth Karlsruhe (Deutschland)
Glycin Roth Karlsruhe (Deutschland)
GoTaq Green Mastermix Promega Madison (USA)

Hank’s Balanced Salt Solution Promo Cell Heidelberg (Deutschland)
HEPES Roth Karlsruhe (Deutschland)
Hochmolekulares Kininogen Haemochrom Essen (Deutschland)
Humanes Prékallikrein American Diagnostica Stanford (USA)

Imidazol Sigma Aldrich Taufkirchen

(Deutschland)

Interleukin-1-

R&D Systems

Minneapolis (USA)

Isopropanol Roth Karlsruhe (Deutschland)
Kaliumchlorid Roth Karlsruhe (Deutschland)
Kaliumdihydrogenphosphat Roth Karlsruhe (Deutschland)
Kaliumhydroxid Roth Karlsruhe (Deutschland)
Kalziumchloriddihydrat Merck Darmstadt (Deutschland)
Kollagenase Worthington Lakewood (Kanada)
Lanthanchlorid Sigma Aldrich Taufkirchen
(Deutschland)
Magermilchpulver Sigma Aldrich (Fluka) Taufkirchen
(Deutschland)
Magnesiumchloridhexahydrat Merck Darmstadt (Deutschland)
Magnesiumsulfat Roth Karlsruhe (Deutschland)
Methanol Roth Karlsruhe (Deutschland)
Natriumcarbonat Roth Karlsruhe (Deutschland)
Natriumchlorid Roth Karlsruhe (Deutschland)
Natriumdihydrogenphosphatdihydrat | Roth Karlsruhe (Deutschland)
Natriumhydrogencarbonat Roth Karlsruhe (Deutschland)
Natriumorthovanadat Sigma Aldrich Taufkirchen
(Deutschland)
Natriumpolyphosphat Sigma Aldrich Taufkirchen
(Deutschland)
Natronlauge Roth Karlsruhe (Deutschland)
Parthenolide Merck Darmstadt (Deutschland)
Penicillin-Streptavidin Invitrogen (Gibco) Darmstadt (Deutschland)
Perchlorsdure Roth Karlsruhe (Deutschland)
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) | Sigma Aldrich Taufkirchen
(Deutschland)
Polyribocytidyl-Polyriboinosinsaure | Sigma Aldrich Taufkirchen
(Poly I:C) (Deutschland)
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Polyribocytidylsaure (Poly:C)

Sigma Aldrich

Taufkirchen
(Deutschland)

Primer Thermo Fisher Scientific Rockford (USA)
Protaminsulfat Sigma Aldrich Taufkirchen
(Deutschland)
Protease Inhibitor Cocktail Tabletten | Roche Grenzach-Wyhlen
(Complete Mini) (Deutschland)

Proteinmarker (PageRuler

Thermo Fisher Scientific

Rockford (USA)

Prestained Protein Ladder) (Fermentas)
Psoralen-PEO-Biotin Reagenz Thermo Fisher Scientific Rockford (USA)
(Pierce)
Quant-iT RNA Assay Kit Invitrogen Darmstadt (Deutschland)
Quant-iT RNA Assay Kit Invitrogen Darmstadt (Deutschland)
Rattenschwanzkollagen (Typ I) BD Heidelberg (Deutschland)
Rekombinanter Plattchenfaktor 4 Chromatek Greifswald (Deutschland)
Ribonuklease A (bovin, Thermo Fisher Scientific Rockford (USA)
rekombinant) (Fermentas)
RNA Aufreinigungs Kit (MasterPure) | Epicentre Madison (USA)
RNA Isolations Kit (GenElute Sigma Aldrich Taufkirchen
Mammalian Total RNA Miniprep Kit) (Deutschland)
RNA-Oligonukleotide Purimex Grebenstein
(Deutschland)
RNaseZap Sigma Aldrich Taufkirchen
(Deutschland)

Roswell Park Memorial Institute
(RPMI) 1640 Medium

Invitrogen (Gibco)

Darmstadt (Deutschland)

Rotiphorese Gel 30 Roth Karlsruhe (Deutschland)

Salzséaure 1 mol/l- 1 N Lésung Roth Karlsruhe (Deutschland)

Salzséaure rauchend (37%) Roth Karlsruhe (Deutschland)

SensiMix Sybr Reagenz Bioline GmbH Luckenwalde
(Deutschland)

Serva Blue R Serva Heidelberg (Deutschland)

siRNA Glycerinaldehyd-3-phosphat- | Thermo Fisher Scientific Rockford (USA)

dehydrogenase (GAPDH) (Dharmacon)

SsiRNA Ribonuklease 1 (RNase 1) Santa Cruz Santa Cruz (USA)

SiRNA Transfektionsreagenz Santa Cruz Santa Cruz (USA)

Sodiumdodecylsulfat ultra rein Roth Karlsruhe (Deutschland)

(SDS)

Supplement Pack Endothelial Cell Promo Cell Heidelberg (Deutschland)

Growth Medium

Tetramethylethylendiamin (TEMED) | Roth Karlsruhe (Deutschland)

Thrombin Sigma Aldrich Taufkirchen

(Deutschland)

TMB Substrat Kit

Thermo Fisher Scientific

Rockford (USA)

(Pierce)
Toluidinblau Sigma Aldrich Taufkirchen
(Deutschland)
Trichostatin A (TSA) Sigma Aldrich Taufkirchen
(Deutschland)
Tris Roth Karlsruhe (Deutschland)
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Triton-X-100

Roth

Karlsruhe (Deutschland)

TrypLE Express

Invitrogen (Gibco)

Darmstadt (Deutschland)

Tumornekrosefaktor a (TNFa)

R&D Systems

Minneapolis (USA)

Tween-20

Roth

Karlsruhe (Deutschland)

Ultra Reinstwasser

Biochrom

Berlin (Deutschland)

Vectashield Eindeckmedium mit
DAPI

Vector Laboratories

Burlingame (Kanada)

Wasserstoffperoxid Roth Karlsruhe (Deutschland)

Zitronensduremonohydrat Roth Karlsruhe (Deutschland)

Zytotoxizitatstest Roche Grenzach-Wyhlen
(Deutschland)

B-Mercapthoethanol Sigma Aldrich Taufkirchen
(Deutschland)

3.1.2 Geréate und sonstige Materialien

Geréte bzw. Materialien Firma Firmensitz

8-Well Chamber Slides (LabTek)

Thermo Fisher Scientific

Rockford (USA)

96-Well Platten fur ELISA und
Bindungsassays (MaxiSorp)

Thermo Fisher Scientific
(Nunc)

Rockford (USA)

96-Well Platten fur gPCR
(ThermoFast 96 PCR Detection
Plate)

Thermo Fisher Scientific

Rockford (USA)

96-Well Zellkulturplatten (steril)

Thermo Fisher Scientific

Rockford (USA)

(Nunc)
Amicon Ultra Millipore Billerica (USA)
Aufkonzentrierungsrohrchen
(Ausschlussgrofie 10 kDa)
Combitips plus Eppendorf Hamburg (Deutschland)
Deckglaser (24x60 mm) Roth Karlsruhe (Deutschland)
Dreiwegehahn Braun Melsungen (Deutschland)
Eismaschine Scotsman Vernon Hills (USA)
Elektrophoresekammern fur SDS- BioRad Munchen (Deutschland)
Gele
Elektrophoresekammern flr PeglLab Erlangen (Deutschland)

vertikale Agarosegele

Filterspitzen Nerbe Plus GmbH Winsen/Luhe
(Deutschland)

Flussigstickstoff Linde Pullach (Deutschland)

Flussigstickstofftank Messer Bad Soden (Deutschland)

Fluoreszenzlesegerat fur
Mikrotiterplatten (FIx800)

BioTek Instruments

Bad Friedrichshall
(Deutschland)

Gefrierbehalter
(Nalgene Kryo 1°C Freezing
Container)

Thermo Fisher Scientific

Rockford (USA)

Gefrierschrank (-80°C)

Thermo Fisher Scientific

Rockford (USA)

Gel-Dokumentationsgerat mit
Software

Intas

Goéttingen (Deutschland)

Glasgefalle

Schott

Mainz (Deutschland)

Inkubationsmischer (TS1)

Biometra

Gottingen (Deutschland)
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Inkubator fur die Zellkultur (IR
Sensor)

Sanyo

San Diego (USA)

KC4 Version 3.0 Power Reporter
Software

BioTek Instruments

Bad Friedrichshall
(Deutschland)

Knopfkanule

NeolLab

Heidelberg (Deutschland)

Kreisschuttler (Rotamax120)

Heidolph

Schwabach
(Deutschland)

Kryoréhrchen Thermo Fisher Scientific Rockford (USA)
(Kryo Tube Vials) (Nunc)
Kihl- und Gefrierschranke Bosch Gerlingen-Schillerhéhe

(Deutschland)

LaminAir Sterilbank

Thermo Fisher Scientific
(Holten)

Rockford (USA)

Leica DMR Fluoreszenzmikroskop

Leica

Wetzlar (Deutschland)

Lesegerat fur Mikrotiterplatten

BioTek Instruments

Bad Friedrichshall

(EL808i Ultra) (Deutschland)
Magnetruhrer mit Heizplatte (MR- Heidolph Schwabach
Hei-Standard) (Deutschland)

Metamorph Imaging Software
Version 7.0

Molecular Devices

Sunnyvale (USA)

Mikropipetten Gilson Limburg (Deutschland)
Mikroskop fir die Zellkultur Hund Wetzlar (Deutschland)
Nadeladapter NeolLab Heidelberg (Deutschland)
Nitril-Handschuhe (Peha-Soft) Hartmann Oslo (Norwegen)
Parafilm Pechiney Plastic Chicago (USA)
Packaging
PCR-Reaktionsgefalle Eppendorf Hamburg (Deutschland)
PCR-Thermocycler (T3000) Biometra Gottingen (Deutschland)
pH-Meter (Hi208) HANNA Kehl am Rhein

(Deutschland)

Photopapier (K65HM-CE)

Mitsubishi Electric

Ratingen (Deutschland)

Plastikzentrifugenréhrchen (15 ml Sarstedt Nurnberg (Deutschland)
und 50 ml)
PowerPac Universal BioRad Minchen (Deutschland)
Qubit 2.0 Fluorometer Invitrogen Darmstadt (Deutschland)
ReaktionsgefalRe (0,5, 1,5 und 2 ml) | Eppendorf Hamburg (Deutschland)
Reinstwasser-Aufbereitungssystem | USF Eliga Celle (Deutschland)
(Pure Lab Plus)
Roller Mixer (SRT9) Stuart Staffordshire
(GroRbritannien)
Schlauch NeolLab Heidelberg (Deutschland)
Spritzen (10 ml, 30 ml, 50 ml) Braun Melsungen (Deutschland)
SpritzenvorsatZzfilter (Porengrof3e Millipore Billerica (USA)

0,22 um und 0,45 pum)

StepOnePlus Real-time PCR
System

Applied Biosystems

Carlsbad (USA)

Sterile Einwegpipetten fur die
Zellkultur

Greiner Bio-One

Frickenhausen
(Deutschland)

Tischzentrifuge (Frescol7)

Thermo Fisher Scientific
(Heraeus)

Rockford (USA)

Tischzentrifuge (Mikro200)

Hettich

Tuttlingen (Deutschland)
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UV-transparente Kivetten

Sarstedt

Nurnberg (Deutschland)

Vakuum-Absaugpumpe (Variol8)

Medela

Eching (Deutschland)

Versiegelungsfolie fir gPCR-Platten
(Absolute gPCR Seal)

Thermo Fisher Scientific

Rockford (USA)

Vortexer (Charley?2)

Siud-Laborbedarf GmbH

Gauting (Deutschland)

Waage (SI1-2002) Denver Instruments Bohemia (USA)

Wasserbad Memmert Schwabach
(Deutschland)

Zellkulturschalen (6-Well) Greiner Bio-One Frickenhausen
(Deutschland)

Zellkulturschalen (Cell Star; 10 cm

Greiner Bio-One

Frickenhausen

Durchmesser) (Deutschland)
Zellschaber Sarstedt Nurnberg (Deutschland)
Zellzahler Scharfe Systems Reutlingen (Deutschland)

(CASY Cell Counter Systems)

Zentrifuge (Labofuge 400R)

Thermo Fisher Scientific

Rockford (USA)

(Heraeus)
Zentrifuge (Rotina 46R) Hettich Tuttlingen (Deutschland)
3.1.3 Antikorper
Primar-Antikdrper
Antikorper Firma Firmensitz
ICAM-1 New England Biolabs Frankfurt (Deutschland)

(rabbit polyclonal anti-human
ICAM-1)

(Cell Signaling)

IgG-Kontrolle goat Sigma Aldrich Taufkirchen
(Deutschland)

IgG-Kontrolle mouse Sigma Aldrich Taufkirchen
(Deutschland)

IgG-Kontrolle rabbit

Dianova GmbH

Hamburg (Deutschland)

B-Aktin Sigma Aldrich Taufkirchen
(mouse anti-human--Aktin) (Deutschland)
RNase Inhibitor Santa Cruz Santa-Cruz (USA)

(goat polyclonal anti-human RNase

Inhibitor)

RNase 1 Sigma Aldrich (Genway) | Taufkirchen

(chicken polyclonal anti-human (Deutschland)

RNase 1)

RNaseA Polyscience Eppelheim (Deutschland)
(rabbit polyclonal anti-bovine

RNaseA)

VE-Cadherin Enzo Life Sciences Lorrach (Deutschland)

(rabbit polyclonal anti-human
VE-Cadherin)

(Alexis)
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Sekundéar-Antikorper

Antikbrper Firma Firmensitz

Alexa Fluor 488 Invitrogen Darmstadt (Deutschland)
Donkey anti-goat 1gG

Alexa Fluor 488 Invitrogen Darmstadt (Deutschland)
Goat anti-mouse 1gG

Alexa Fluor 568 Invitrogen Darmstadt (Deutschland)
Goat anti-rabbit IgG

Donkey polyclonal anti-chicken Millipore Billerica (USA)

IgG-HRP

Goat polyclonal anti-mouse Dako Hamburg (Deutschland)
IgG-HRP

Rabbit polyclonal anti-rabbit Dako Hamburg (Deutschland)
IgG-HRP

Rabbit polyclonal anti-goat IgG-HRP | Dako Hamburg (Deutschland)

3.1.4 Oligonukleotide fir Gerinnungsversuche

Bezeichnung | Sequenz (5'-39)
Group A: DNA-Oligonucleotides
21mer-L AAGAATACGACCACCTAGCTC
21mer-H1 GGGAATGGGTATTCCCATCCC
21mer-H2 GGGATGGGAATACCCATTCCC
21mer-H3 AGTCTCAGTTGCGACTGAGAC
45mer AGTACAAGAAGCTTACCAGCGAACTCAGTAGTCT
GATATATAACC
15mer-Thrombin (Aptamer) GGTTGGTGTGGTTGG
44mer-ProteinC (Aptamer) CCTAACTGAGCTGTACTCGACTTATCCCGGATGG
GGCTCTTAGG
Group B: RNA-Oligonucleotides
21mer-L AAGAAUACGACCACCUAGCUC
21mer-H1 GGGAAUGGGUAUUCCCAUCCC
21mer-H2 GGGAUGGGAAUACCCAUUCCC
21mer-H3 AGUCUCAGUUGCGACUGAGAC
45mer AGUACAAGAAGCUUACCAGCGA
ACUCAGUAGUCUGAUAUAUAACC

3.2 Zellkulturtechnische Methoden

3.2.1 Einfuhrung in die verwendeten Zelltypen

3.2.1.1 HUVEC (human umbilical vein endothelial cells)

Bei HUVEC handelt es sich um primére Endothelzellen, die, wie unter 3.2.3 beschrieben,

aus humanen Nabelschnurvenen isoliert wurden. Sie dienen als Standardmodell fir
makrovaskular-orientiere Experimente, z.B. zur Analyse des GefaRwachstums, aber auch fir

zellabh&ngige Gerinnungs- und Fibrinolysexperimente. Charakteristische Marker dieser
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Zellen sind von Willebrand Faktor, CD31 und VE-Cadherin. Fiir die hier beschriebenen

Experimente wurden HUVEC bis Passage 3 verwendet.

HUVEC-Medium

Endothelial Cell Basal Medium

5% Fetales Kélberserum (FCS) (v/v)

1% Penicillin/Streptomycin (v/v)

Supplement Pack:
¢ 0,1 ng/ml Epidermal Growth Factor
¢ 1 ng/ml Basic Fibroblast Growth Factor
e 1 pg/ml Hydroctortison

3.2.2 Kultivierung von Zellen

Um die Zellen dauerhaft in Kultur halten zu kénnen, mussten sie alle drei bis vier Tage (bzw.

bei 80-90% Konfluenz) auf neue Kulturschalen aufgeteilt werden.

Adhéarente Zellen wie HUVEC wurden zweimal mit sterilem Phosphatpuffer (PBS,
Phosphate-buffered saline) gewaschen und mit 1 ml TrypLE Express im Brutschrank bei
37°C und 5% CO, von der Kulturschale abgeltst. Das Abstoppen dieser Reaktion erfolgte
durch Zugabe von 10 ml Wachstumsmedium. Das durch Zentrifugation bei 250 x g fur
5 Minuten (min) erhaltene Zellpellet wurde in 1 ml Wachstumsmedium resuspendiert und
wiederum 200yl davon mit 10ml Wachstumsmedium in eine neue, mit

Rattenschwanzkollagen (50 pg/ml) beschichtete Kulturschale tberfiihrt (Verhaltnis 1:5).

Die Zellen inkubierten im Brutschrank bei 37°C, 5% CO, und erreichten nach drei bis vier
Tagen erneut 80-90% Konfluenz.

PBS (Phosphate-buffered-saline): pH 7,4

NacCl 137 mM
KCI 2,7mM
Na,HPO4x2H,0 8,2 mM
KH,PO, 1,8 mM

3.2.3 Isolierung von primaren Endothelzellen aus der Nabelschnurvene

Die Isolierung von primaren Endothelzellen aus der Nabelschnurvene (human umbilical vein
endothelial cells, HUVEC) wurde erstmals beschrieben von Jaffe et al. 1973%**. Die
Nabelschniire wurden innerhalb von 24 Stunden (h) nach der Entbindung bearbeitet. Nach
einer Untersuchung auf Verletzungen und der S&uberung mit einer sterilen Kompresse
wurde ein Ende mit einem sterilen Skalpell um 1 cm gekirzt, eine Knopfkanule in die Vene

eingefihrt und mit einem Kabelbinder fixiert. Nach der Verbindung der Kanule mit einem
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Dreiwegehahn erfolgte ein einmaliges Spilen der Vene mit 50 ml Hank’s Balanced Salt
Solution (HBSS, PromoCell). Am anderen Ende der Nabelschnurvene wurde ein mit einem
Stiick Schlauch verbundener Nadeladapter eingefuhrt und mit einem Kabelbinder fixiert. Der
Schlauch wurde mit einer Klemme verschlossen und dber den Dreiwegehahn
Kollagenaseldsung (0,05% wi/v in HBSS) in die Vene eingespritzt. Nach einer Inkubationszeit
von 18 bis 20 min bei 37°C und 5% CO, im Brutschrank wurden die abgelosten
Endothelzellen mit 30 ml HBSS aus der Nabelschnurvene in ein 50 ml Réhrchen mit 1 ml
FCS Uberfuhrt. Durch Zentrifugation (5 min bei 250 x g) wurden die Zellen pelletiert, in 10 ml
HUVEC Wachstumsmedium mit 20% FCS resuspendiert und in eine mit Rattenschwanz-
kollagen (50 pg/ml) beschichtete Schale ausgesat. Nach 24 h wurden die Zellen mit PBS

gewaschen und 10 ml HUVEC Wachstumsmedium hinzugegeben.

3.2.4 Einfrieren der Zellen (Kryokonservierung)

Gefrierkulturen ermdoglichten eine langfristige Lagerung der Zellen in flissigem Stickstoff.
Hierzu wurde das Medium 24 h vor dem Anlegen der Kultur erneuert und zwei Losungen

zum Einfrieren hergestellt, die durch einen 0,22 um Spritzenvorsatzfilter steril filtriert wurden:

Losung A: Wachstumsmedium mit 20% DMSO (v/v)
Lésung B: Wachstumsmedium mit 40% FCS (v/v)

500 pl von Lésung A wurden in sterile Kryoréhrchen Uberfihrt und auf Eis gekihlt. Nach
eimaligem Waschen der Zellen mit PBS wurden diese durch Inkubation mit 1 ml TrypLE
Express bei 37°C, 5% CO, im Brutschrank von der Kulturschale geldst und die Reaktion
durch Zugabe von 10 ml Wachstumsmedium gestoppt. Das durch Zentrifugation (250 x g;
5 min) erhaltene Zellpellet wurde in 1 ml kalter Losung B resuspendiert und 500 ul der
Zellsuspension in die vorbereiteten Kryoréhrchen tberfihrt, sodass die Zellsuspension eine
Endkonzentration von 10% DMSO (v/v) und 20% FCS (v/v) aufwies. Zum langsamen
Einfrieren wurden die Kryoréhrchen fir mindestens 2 h in einen mit Isopropanol gefiiliten
Gefrierbehdalter bei -80°C aufbewahrt. Durch die Lagerung in Isopraponl kihlte die
Zellsuspension mit einer Abkuhlrate von -1°C/min auf -80°C herunter, damit sie anschlieRend
fur eine dauerhafte Lagerung in einen Flussigstickstofftank Gberflihrt werden konnte.
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3.2.5 Auftauen der Zellen

Um eingefrorene Zellen wieder in Kultur zu nehmen, wurde das entsprechende Kryoréhrchen
im Wasserbad bei 37°C unter stdndigem Schitteln aufgetaut und in 10 ml
Wachstumsmedium Uberfuhrt. Die Zellen wurden durch Zentrifugation (250 x g; 5 min)
pelletiert, in 10ml frischem Wachstumsmedium aufgenommen und in eine mit
Rattenschwanzkollagen (50 pg/ml) beschichtete Schale ausgesat. Die Zellen inkubierten im
Brutschrank bei 37°C, 5% CO, und erreichten nach 1 bis 3 Tagen 80-90% Konfluenz, sodass

sie, wie unter 3.2.2 beschrieben, auf neue Kulturschalen aufgeteilt werden konnten.

3.2.6 Bestimmung der Zellanzahl

Damit die Zellen fir die entsprechenden Experimente genau ausgesat werden konnten,
musste die Zellanzahl bestimmt werden. Hierzu wurden die Zellen trypsinisiert und pelletiert
(siehe 3.2.2). Das Zellpellet wurde dann in 1 ml PBS aufgenommen und 20 pl dieser
Suspension in 10 ml CasyTon-Losung (Scharfe Systems) Uberfihrt. Die Zellanzahl wurde mit
Hilfe des CasyCounters (Scharfe Systems) bestimmt. Der abgelesene Messwert beschrieb
die Zellkonzentration pro ml CasyTon-Ldsung. Die Zellanzahl in der Originalldésung wurde

durch folgende Formel berechnet:

Zellanzah! pro ml = Zellkonzentration in CasyTon x Verdinnungsfaktor

3.2.7 Stimulation und Ernten der Zellen

Zur Stimulation wurden die Zellen 4 h zuvor mit PBS gewaschen und in Medium ohne FCS
gesetzt. Nach Zugabe der Stimuli und der Inkubation im Brutschrank (37°C, 5% CO,) fur die
angegebenen Zeiten wurden die Uberstande gesammelt und bei 250 x g 4°C abzentrifugiert
um abgestorbene Zellen zu entfernen. Im Anschluss daran lagerten die Uberstande bis zur
weiteren Verwendung bei -20°C. Die Zellen wurden nach zweimaligem Waschen mit PBS
entweder fir Protein- (siehe 3.4.1) oder Genexpressionsanalyen (siehe 3.3.2) lysiert und bei

-20°C gelagert.
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3.2.8 Zytotoxizitatstest

Die Bestimmung der Aktivitdt des Enzyms Lactatdehydrogenase (LDH) im Zelluberstand ist
eine gangige Methode, um zytotoxische Effekte von Stimulanzien auf Zellen auszuschliel3en.
Erhéhte LDH-Aktivitat im Blut oder im Zelliberstand ist hierbei ein Indikator fir Zell- und
Gewebeschaden®®. Die LDH katalysiert im ersten Schritt die Oxidation von Lactat zu Pyruvat
bei gleichzeitiger Reduktion von NAD® zu NADH/H®*. Im zweiten Schritt Gbertragt der im
Substratmix enthaltene Katalysator Diaphorase die Reduktion des Tetrazoliumsalzes
lodonitrotetrazoliumchlorid zu Formazan unter Oxidation von NADH/H". Hierbei korreliert die
Menge an gebildetem Formazan direkt mit der LDH-Aktivitat im Zelliberstand und somit mit

der Zytotoxizitat des Stimulus?®®®.

Um die Zytotoxizitat von Stimulanzien auf Zellen zu testen, wurden diese auf 96-Well-Platten
ausgesat, bis zur Konfluenz bei 37°C, 5% CO, im Brutschrank inkubiert und anschlieRend
mit den entsprechenden Stimulanzien behandelt. Als Positivkontrolle diente 0,1% Triton-X-
100 (v/v) und als Negativkontrolle unbehandeltes Medium. Die durch Zentrifugation bei
250 x g fur 10 min erhaltenen zellfreien Uberstande wurden in eine neue 96-Well-Platte
tberfihrt und pro Well 100 pl LDH-Substratmix von Roche zugegeben. Die Bildung von
Formazan wurde bei einer Absorption von 500 nm detektiert.

Die Berechnung der prozentualen Zytotoxizitat erfolgte nach folgender Formel aus den

gemessenen Absorptionen der Kontrollen sowie der Stimulationen:

Stimulation - Negativkontrolle
Positivkontrolle - Negativkontrolle

Zytotoxizitét (%)= x 100

3.2.9 Transfektion von Zellen mit siRNA

Die Zellen wuchsen in 6-Well Platten in Wachstumsmedium bis zu einer Konfluenz von
60-70%. Die Transfektionsmethode basiert auf der Komplexbildung zwischen den im
Transfektionsreagenz vorhandenen kationischen Lipiden und der siRNA (small interfering
RNA). Dieser Komplex wird endozytotisch von der Zelle aufgenommen®”?®, Nach der
Freisetzung der siRNA in das Zytoplasma penetriert diese in den Zellkern und kann dort an

ihre Ziel-mRNA binden und das entsprechende Protein herunterregulieren®®?%°,

Um die Effizienz dieser Reaktion zu optimieren, wurden verschiedene Verhaltnisse zwischen

Transfektionsreagenz und siRNA getestet, wobei die fir HUVEC optimale siRNA-vermittelte
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Herunterregulation mit Endkonzentrationen von 50nM siRNA und 0,4% (v/v)
Transfektionsreagenz erreicht wurde. Beide Substanzen wurden in Basalmedium in einem
Endvolumen von je 100 pl verdiinnt und vorsichtig gemischt. Nach einer Inkubationszeit von
30 min hatten sich Lipid-Nukleinsdure-Komplexe gebildet, welche zusammen mit 800 pl
Antibiotika-freiem Basalmedium auf die Zellen getropft wurden. Nach 4 h wurde das
Transfektionsmedium verworfen und 2 ml Wachstumsmedium zugegeben. 24 h bis 48 h

nach der Transfektion konnten die Zellen verwendet werden.

3.3 Molekularbiologische Methoden

3.3.1 RNA-Isolation aus Zelliiberstanden

Zur Quantifizierung des RNA-Gehalts von Zelliberstanden wurden die darin enthaltenen
RNasen durch die Zugabe von 80 U/ml RNase Inhibitor direkt nach dem Ernten inhibiert und
die Proben bis zur Verwendung bei —80°C gelagert.

Die Isolation der RNA erfolgte mit dem MasterPure RNA Purification Kit von Epicentre. Um
vorhandene Proteine zu verdauen, wurden 100 ul Zelliberstand mit 400 pl Tissue and Cell
Lysis Solution und 50 pg Proteinase K versetzt und 15 min bei 65°C inkubiert. Nach einer
weiteren 15-minttigen Inkubation auf Eis wurden die Proteine durch Zugabe von 250 pl MPC
Protein Precipitation Reagenz ausgefallt und durch zweimaliges Zentrifugieren (10.000 x g;
10 min; 4°C) pelletiert. Die Nukleinsduren wurden aus dem proteinfreien Uberstand durch
Zugabe von 600 ul eiskaltem Isopropanol ausgeféllt und durch einen Zentrifugationsschritt
(10.000 x g; 10 min; 4°C) pelletiert. Nach zweimaligem Waschen mit eiskaltem 70% Ethanol

wurde das Nukleinsaurepellet getrocknet und in 30 pl Nuklease-freiem Wasser gelost.

Zur Quantifizierung der RNA wurde das Qubit™ RNA Assay Kit von Invitrogen verwendet.
Hierzu wurden die im Kit enthaltenen Puffer RNA Buffer A und RNA Buffer B im Verhéltnis
1:200 zu einem Arbeitsreagenz gemischt. Das Arbeitsreagenz enthélt einen Farbstoff,
welcher nach Bindung an die in der Probe enthaltene RNA, aber nicht an DNA, fluoresziert
und diese so spezifisch mit einem Fluorometer detektiert werden kann. Als Standards
dienten die im Kit enthaltenen RNA-Standards #1 (Negativkontrolle) bzw. #2
(Positivkontrolle). Standards und Proben wurden im Verhdltnis 1:200 mit Arbeitsreagenz
gemischt. Anschliel3end erfolgten eine zweiminutige Inkubation bei Raumtemperatur sowie
die Bestimmung der RNA-Konzentration unter Verwendung des Qubit™ Fluorometers von

Invitrogen.
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Die RNA-Konzentration im Uberstand wurde nach folgender Formel berechnet:

Messwert (ng/ml) x Verdinnungsfaktor
Eingesetztes Volumen (1)

Konzentration (ng/ml) =

3.3.2 RNA-Isolation aus Zell-Lysaten

Fir die RNA-Isolation aus Zellen wurde das GenElute™ Mammalian Total RNA Kit von
Sigma verwendet. Nach zweimaligem Waschen der Zellen mit PBS wurden diese mit 250 ul
Lysispuffer lysiert und eventuell noch vorhandene Zellbestandteile im Lysat durch eine
Zentrifugation (14.000 x g; 2 min) durch Filtrationssaulen zerkleinert. Diese wurden
verworfen, der Durchfluss mit 250 ul 70% Ethanol versetzt und auf eine RNA-bindende
Silica-Saule pipettiert. Durch Zentrifugation fiir 30 Sekunden (sec) bei 14.000 x g konnte die
RNA an die Saule binden. Der Durchfluss wurde verworfen und die S&ule einmal mit
Waschpuffer 1 und zweimal mit Waschpuffer 2 gewaschen. Nach Abschluss der
Waschschritte wurde die Saule trocken zentrifugiert (14.000 x g; 2 min) und die RNA
anschlieRend mit 30 pl Elutionspuffer von der Saule eluiert. Die RNA-Konzentration wurde

photometrisch bestimmt (siehe 3.3.3).

3.3.3 Photometrische Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren

Die Konzentration isolierter Nukleinsduren wurde mit Hilfe eines UV-Spektralphotometers bei
einer Wellenlange von 260 nm durchgeftihrt, da einzel- und doppelstrangige Nukleinséduren

bei dieser Wellenl&nge ein Absorptionsmaximum aufweisen.

Fur die Messung wurde die Probe mit destiliertem Wasser verdinnt, in eine Kilvette
Uberfuihrt und die Absorption gegen destilliertes Wasser als Referenzwert bestimmt. Die
Nukleinsdurekonzentration einer Probe kann durch eine Multiplikation der Absorption bei
260 nm mit dem Verdinnungsfaktor sowie einem Nukleinséure-spezifischen Multiplikations-
faktor (MF) berechnet werden, der sich aus den Konzentrationen der Nukleinsauren bei

einem pH-Wert von 7,0 und der Absorption Azesonm = 1,0 ergibt:

dsDNA 50 pg/ml
ssDNA 30 pg/ml
RNA 40 pg/ml
Oligonukleotide 30 pg/ml
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Somit ergibt sich folgende Formel zur Berechnung der Nukleinsaurekonzentration:

Nukleinséurekonzentration (Ug/ml) = Assonm X Verdinnungsfaktor x MF

Die Reinheit der Probe lasst sich durch Bestimmung des Verhaltnisses Axsonm/A2s0nm
ermitteln: Ein Verhaltnis im Bereich von 1,8 — 2,0 zeigt eine reine Nukleinsédurelésung ohne

Verunreinigungen durch Proteine an.

3.3.4 Biotinylierung von isolierter RNA

Um die Bindung von RNA an Proteine analysieren zu kénnen (siehe 3.4.7), wurde diese, wie
unter 3.3.2 beschrieben, aus Zellen isoliert und mit dem Psoralen-PEO-Biotin Reagenz
(Pierce) biotinyliert. Hierflr wurden 20 nM Biotin mit 1 mg RNA mit RNase-freiem Wasser auf
ein Endvolumen von 500 ul eingestellt und fur 30 min mit UV-Licht bei 366 nm inkubiert.
Nach Zugabe von 50 pl Natriumacetat und 1,25 ml Ethanol sowie einer Inkubation Uber
Nacht bei -20°C erfolgte ein Zentrifugationsschritt (12.000 x g; 30 min; 4°C). Nach
einmaligen Waschen mit 70% Ethanol wurde das Pellet in Nuklease-freiem Wasser
resuspendiert, die Integritdt der RNA durch eine Gelelektrophorese mit einem 1% TAE-
Agarose-Gel (siehe 3.3.9) bestatigt und deren Konzentration photometrisch bestimmt (siehe

3.3.3). Die Biotinylierung wurde durch eine ,Dot Blot*“-Analyse kontrolliert.

3.3.5 ,,Dot-Blot“-Analyse

Das ,Dot-Blot“-Verfahren ermdglicht die Ubertragung biotinylierter Nukleinsauren auf eine

Nitrocellulosemembran sowie deren Detektion mit immunchemischen Methoden.

Zuerst wurde die Dot Blot-Apparatur mit 70%igem Ethanol gereinigt, um eventuelle
Kontaminationen zu entfernen. Eine Nitrozellulose-Hybond-N-Membran wurde fur 10 min in
,Dot-Blot“-Bindungspuffer gelegt und die zu analysierende RNA mit den gewilinschten
Konzentrationen in einem Gesamtvolumen von je 100 pl in PBS angesetzt. Nach dem
Zusammenbau der Apparatur mit der dazwischenliegenden Membran wurde es an eine
Pumpe angeschlossen und die Proben in die vorgesehenen Offnungen der Apparatur
pipettiert. Die angeschlossene Pumpe saugte Uberschissige Flissigkeit durch die Membran
innerhalb von 10-15 min ab, was zu einer Fixierung der enthaltenen Nukleinsduren auf der
Membran fuhrte. Nach einmaligem Waschen mit Bindungspuffer erfolgte eine 10-minutige

Bestrahlung mit UV-Licht (254 nm), gefolgt von einem weiteren Waschschritt in
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Bindungspuffer und einer einstindigen Inkubation der Membran mit Streptravidin-
gekoppelter Meerrettichperoxidase (horseradish peroxidase, HRP), die 1:5000 in
Bindungspuffer verdinnt war. Streptavidin bindet mit sehr hoher Affinitdt an Biotin. Die an
das Streptavidin gekoppelte HRP ermdglichte den Nachweis biotinylierter Nukleinsauren auf
der Membran mittels eines HRP-Substrats. Dazu wurde die Membran tber Nacht bei 4°C mit
Bindungspuffer gewaschen und durch Verwendung der Super Signal West Pico
Chemilumineszenz Substrat-Losung (Pierce) entwickelt, indem die im Kit enthaltenen
Lésungen 1:1 gemischt und 5 min auf der Membran inkubiert wurden. Die Lésung enthalt
Luminol, welches von der an das Streptavidin gekoppelten HRP oxidiert wird und dabei ein
Chemilumineszenzsignal abgibt. Zur Signaldetektion wurden Rontgenfilme aufgelegt und in

einem Entwicklerbad mit anschlieRender Fixierung entwickelt.

»Dot Blot“-Bindungspuffer

Tris/HCI (1M, pH 7,6) 1% (vIv)
EDTA (500 mM) 0,2 % (v/v)
50x Denhards 2% (viv)
Natriumchlorid (1M) 5% (v/v)

50x Denhards

Ficoll-PM-400 1% (vIv)
Polyvinylpyrrolidone 1% (wiv)
BSA 1% (wiv)

3.3.6 cDNA-Synthese

Bei der cDNA (complementary DNA) handelt es sich um eine komplementdre DNA-Kopie
eines RNA-Templates, sodass sie wie das RNA-Template keine Intron-Exon-Struktur mehr
aufweist. Unter Verwendung der Polymerase-Kettenreaktion (siehe 3.3.7) kann die cDNA
vervielfaltigt und die Expressionrate der zugrundeliegenden RNA analysiert werden. Dadurch
sind Unterschiede zwischen Geweben bzw. verschiedenen Stimulationen nachweisbar. Des
Weiteren wird die cDNA fir Klonierungen und die Herstellung rekombinanter Proteine

verwendet.

Die cDNA-Synthese erfolgte unter Verwendung des High-Capacity cDNA Reverse
Transcription Kits (Applied Biosystems). Hierbei synthetisiert das Enzym Reverse
Transkriptase aus RNA die komplementare cDNA, wobei kurze, zufallige DNA-Sequenzen,
sogenannte Random Primer, die Bindung der reversen Transkriptase an die RNA

vermittelten. Die Zugabe von RNase Inhibitor in den Reaktionsansatz schitzte die RNA
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wahrend der Reaktion vor einem Verdau durch Ribonukleasen. In allen Reaktionen musste
die gleiche RNA-Menge (300ng in 10 pl Endvolumen) verwendet werden, um die

Expressionsraten der RNAs vergleichbar zu machen.

Fir die Synthese wurde folgender Reaktionsansatz verwendet:

Reaktionsansatz

10x Puffer 2
Random Primer 1l
dNTP (100 mM) 0,8 ul
RNase Inhibitor (40U/ml) 0,25 pl
Reverse Transkriptase 0,5 ul
Wasser 5,45 ul
Endvolumen 10 pl

Es wurden 10 pl dieses Reaktionsansatzes mit 10 pl RNA-L6sung (enthielt 300 ng RNA)
gemischt und im Thermocycler 10 min bei 25°C, 60 min bei 42°C und 15 min bei 72°C
inkubiert. Aufgrund ihrer hohen Stabilitat kann cDNA bei -20°C langfristig gelagert werden.

3.3.7 Semi-quantitative Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (engl. polymerase chain reaction; PCR) erméglicht durch drei
aufeinanderfolgende Reaktionsschritte mit unterschiedlichen Temperaturstufen die

exponentielle Amplifikation von Nukleinsauren.

Zunéchst denaturiert man die DNA fur 3 min bei 95°C, was zur Aufschmelzung der
doppelstrangigen in eine einzelstrdngige DNA-Struktur fuhrt und im né&chsten Schritt
(»Annealing“) die Bindung von kurzen DNA-Oligonukleotiden, den Primern, ermoglicht.
Hierfur wird das Reaktionsgemisch auf eine primerspezifische Temperatur (zwischen 55 und
65°C) fur 30 sec abgekuhlt. Die Bindung der Primer erzeugt ein doppelstrangiges DNA-
Fragment mit freiem 3’'OH-Ende, das im dritten Schritt (,Elongation®) bei einer Temperatur
von 72°C durch die DNA-Polymerase verlangert wird. Die Verwendung von zwei Primern
(jeweils fur den sense- und den antisense-Strang), welche den zu analysierenden DNA-
Abschnitt flankieren, fihrt mit jedem Zyklus zu einer Verdopplung des gewtinschten DNA-
Abschnitts. Die mehrfache Wiederholung dieser Schritte ermoglicht eine exponentielle
Amplifikation der DNA.
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Fur eine semi-quantitative PCR wurde ein Reaktionsgemisch aus folgenden Komponenten

hergestellt:
Reaktionsansatz

GoTaq Green Mastermix (Promega) 5l
Forward Primer (10 uM) 0,4 ul
Reverse Primer (10 uM) 0,4 ul
Wasser 3,2l
cDNA 1yl
Endvolumen 10 pl

Der GoTaq Green Mastermix (Promega) enthielt die fir die PCR-Reaktion bendtigte Tag-
Polymerase, dNTPs sowie einen griinen Probenpuffer, durch den die Proben nach der PCR-

Reaktion direkt auf ein Agarosegel aufgetragen werden konnten.

Die Reaktion fand im Thermocycler unter folgenden Bedingungen statt:

PCR-Bedingungen

3 min 95°C Denaturierung
X Zyklen
30 sec 95°C Denaturierung
30 sec x°C Annealing
30 sec 72°C Elongation
10 min 72°C Endelongation
Pause 4°C Kihlung

Die Anzahl der Zyklen und die Annealing-Temperatur wurden den optimalen Bedingungen
der einzelnen Gene angepasst:

Gen Sequenz (5°-3°) Annealing- | Zyklen | Produktgréi3e
temperatur

GAPDH F: CCACATCGCTCAGACACCAT 60°C 20 113 bp
(NM_002046.3) | R: CGCAACAATATCCACTTTACCAGA
RNase F: AAGTGGTCAGGCTGGACGACT 56,4 °C 25 201 bp
Inhibitor R: TCAGGCAGCAGTTCTGGAGG
(NM_002939.3)
RNase 1 F: GAATCCCGGGCCAAGAAATTC 56,4°C 24 312 bp
(NM_198235.2) | R: GTGTCTCTCCTTCGGGCTGGT
B-Aktin F: ATTGCCGACAGGATGCAGAA 56,4 °C 20 150 bp
(NM_001101.3) | R: GCTGATCCACATCTGCTGGAA

3.3.8 Agarose-Gelelektrophorese von DNA

Die Agarose-Gelelektrophorese ermdglicht die Analyse von DNA-Fragmenten. Hierzu
wurden 1,5g Agarose in 100 ml Tris-Acetat-EDTA-Puffer (TAE-Puffer) aufgekocht, mit
Ethidiumbromid versetzt (Endkonzentration 0,5 pg/ml) und in die dafir vorgesehene

Giel3vorrichtung gegossen. Nach dem Aushéarten des Gels wurden 5 pl PCR-Probe bzw. 5 pl
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der GeneRuler 100 bp DNA-Ladder (Fermentas) als Marker pro Tasche aufgetragen. Durch
die Verwendung des GoTaqGreen Mastermixes (Promega) bei der semi-quantitiven PCR
war keine Zugabe von Probenpuffer nétig. Die Elektrophorese erfolgte durch Anlegen einer
Spannung von 100 V fir 45 min, wobei das Ethidiumbromid mit der DNA interkaliert und die
PCR-Produkte so mittels UV-Bestrahlung detektiert und dokumentiert werden konnen.

TAE (Tris-Acetat-EDTA): pH 8,5

NacCl 137 mM
KCI 2,7 mM
Na.zHPO4X2H20 8,2 mM
KH,PO, 1,8 mM

3.3.9 Agarose-Gelelektrophorese von RNA

Um den Verdau der RNA durch Ribonukleasen zu verhindern, wurde die Gelapparatur vor
der Benutzung griindlich mit Wasserstoffperoxid gereinigt. Anschlie3end wurde, wie unter
3.3.8 beschrieben, ein 1,5% Agarosegel gegossen, wobei autoklavierter TAE-Puffer
verwendet wurde. Ein 1:1 Gemisch aus RNA und zweifach konzentriertem RNA-
Probenpuffer wurde 10 min bei 70°C erhitzt und auf das Gel geladen. Als Marker wurden 5 pl
DNA-Marker (GeneRuler 100 bp DNA-Ladder; Fermentas) verwendet und die
Elektrophorese sowie die Dokumentation, wie unter 3.3.8 beschrieben, durchgefihrt.

3.3.10 Quantitative Real-time PCR

Die quantitative Real-time PCR beruht auf dem Prinzip der unter 1.3.3 beschriebenen PCR-
Methode. Durch die Anwesenheit des interkalierenden Farbstoffes SybrGreen® ist es
mdoglich, die Amplifizierung von Nukleinsduresequenzen unter Echtzeitbedingungen zu
messen. SybrGreen® lagert sich wéahrend der Synthese in die neugebildeten DNA-
Fragmente ein und wird durch Fluoreszenzmessungen detektiert. Hierbei steigt das

Fluoreszenzsignal proportional zur Menge des gebildeten PCR-Produkts.

Zur Auswertung wurde der Ct-Wert (Cycle-Threshold) bestimmt. Dieser beschreibt den
Reaktionszyklus, an dem die Fluoreszenz erstmals signifikant Uber einen gewahlten
Schwellenwert (Threshold) ansteigt. Als Bezugsgrof3e wurde fur jede cDNA neben dem zu
analysierenden Gen auch ein Haushaltsgen (hier Glycerinaldehyd-3-phosphat-
dehydrogenase, GAPDH) amplifiziert, dessen Expression sich wahrend der Stimulation nicht
verandert. Aus den Ct-Werten wurde ACt als Differenz der Ct-Werte des zu analysierenden
Gens und GAPDH berechnet. Die so normalisierten Werte wurden verwendet, um

unbehandelte mit behandelten Proben zu vergleichen, indem AACt als Differenz zwischen
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Kontrolle und Stimulation berechnet und die n-fache Anderung der Genexpression

folgendermal3en angegeben wurde:

Relative Veranderung (Fold Change) = 244
Um die Spezifitat der Reaktion sicherzustellen, wurden die Schmelzkurven analysiert.

Fir eine Real-time PCR wurde ein Reaktionsgemisch aus folgenden Komponenten
hergestellt:

Reaktionsansatz

2x SensiMix (Bioline) 10 pl
Forward Primer (10 pM) 0,175 pl
Reverse Primer (10 uM) 0,175 ul

Wasser 8,65 ul
cDNA 1l
Endvolumen 20 ul

Der 2x SensiMix von Bioline enthalt die fir die PCR notige Polymerase, dNTPs sowie den
interkalierenden Farbstoff SybrGreen®.

Die Reaktion fand in einem speziellen Thermocycler statt, der die entstehenden
Fluoreszenzsignale detektierte. Die Reaktion fand unter folgenden Bedingungen statt:

Real-time PCR-Bedingungen

8.5 min 95°C Denaturierung
40 Zyklen
30 sec 95°C Denaturierung
30 sec 59°C Annealing
30 sec 72°C Elongation

Die Primer fur die Real-time PCR-Reaktionen sind in folgender Tabelle zusammengefasst:

Gen Sequenz (5-3%) Annealing- | ProduktgrofRe
temperatur

RNase 1 F: GCTGCAGATCCAGGCTTTTCTGGG 59°C 188 bp
(NM_002933.4) R: GCTGCTGCTGGGGGAACTGTC
RNase Inhibitor | F: AAGTGGTCAGGCTGGACGACT 59°C 201 bp
(NM_002939.3) R: TCAGGCAGCAGTTCTGGAGG
GAPDH F: CCACATCGCTCAGACACCAT 59°C 114 bp
(NM_002046.3) R: CGCAACAATATCCACTTTACCAGAG
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3.4 Proteinbiochemische Methoden

3.4.1 Herstellung von Zell-Lysaten

Um die Proteinexpression verschieden stimulierter Zellen zu vergleichen, wurden die Zellen
nach zweimaligem Waschen mit kaltem PBS durch Zugabe von 80 pl (6-Well Zellkulturplatte)
bzw. 250 pl (10 cm Zellkulturschale) RIPA-Puffer (Radio-immunoprecipitation-assay) lysiert
und bis zur Verwendung bei -20°C gelagert.

RIPA-Puffer (Radio-immunoprecipitation-assay)

Tris/HCI (pH 7,4) 50 mM
NaCl 150 mM
EDTA 1mM
Triton-X-100 1% (w/v)
Sodiumdeoxycholate 1% (w/v)
SDS (10%) 0,1% (Vv/v)
Protease Inhibitor Cocktall 1 Tablette pro 10 ml Puffer
Lagerung -20°C
Direkt vor Verwendung zugeben:
Natriumorthovanadat 1 mM
PMSF 0,5mM

3.4.2 Konzentrierung von Zelliberstanden

Um die im Zelliberstand vorhandenen Proteine untersuchen zu kdnnen, musste das
Volumen der Zellliberstdnde reduziert und die Proteinkonzentration erhoht werden. Dazu
wurden die Uberstande in Aufkonzentrierungsrohrchen (Milipore) mit einer AusschlussgroiRe
von 10 kDa uberfihrt und bei 4.000 x g fur 15 min bei 4°C zentrifugiert. Der Durchfluss
wurde verworfen und das Konzentrat dreimal mit destilliertem Wasser gewaschen, um
storende Salze zu entfernen. AnschlieBend wurde es auf ein Endvolumen von 50-100 pl

eingestellt.

3.4.3 Proteinbestimmung

Damit die Proteinkonzentration in Lysaten und Uberstanden von Zellen bestimmt werden
konnte, wurden die Proben bei 10.000xg und 4°C fir 10 min abzentrifugiert, um
vorhandene Uberreste von Zellmembranen zu pelletieren und zu verwerfen. Es wurden 5 pl
der Uberstande und 2,5pul der Lysate fiir die Proteinbestimmung in eine 96-Well-
Mikrotiterplatte pipettiert. Als Standards dienten je 5 pl verschiedener Konzentrationen an
Bovinem Serum Albumin (BSA) (Eichkurve: 0, 125, 250, 500, 750, 1.000, 1.500,
2.000 pg/ml).  Zur Bestimmung des Proteingehalts wurden pro Well 100 pl der
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Reaktionslosung des Thermo Scientific Pierce BCA-Proteinassay zugegeben und die Proben
30 min bei 37°C inkubiert. Die Methode beruht auf der sogenannten Biuret-Reaktion, bei der
Cu?* durch Proteine in alkalischem Milieu zu Cu* reduziert wird. Cu'* bildet einen violetten
Chelat-Komplex mit Bicinchoninsaure, dessen Absorption bei 562 nm photometrisch

260,261

detektiert werden kann . Anhand der aus der BSA-Standardgeraden abgeleiteten

Geradengleichung wird der Proteingehalt der unbekannten Proben berechnet.

3.4.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Natriumdodecylsulfat (SDS) ist ein anionisches Detergenz, das fast alle nicht-kovalenten
Wechselwirkungen innerhalb nativer Proteine zerstort. Es bindet ca. ein SDS-Anion pro zwei
Aminoséauren. Das Protein erhalt eine stark negative Ladung, die gréf3er als die Eigenladung
des Proteins und proportional zu seiner Masse ist. Zusatzlich werden durch die Zugabe von
10% B-Mercaptoethanol Disulfidbriicken reduziert. Das Laufverhalten des Proteins innerhalb

des Polyacrylamidgels wird so durch seine Masse bestimmt.

Zur Probenvorbereitung wurden 20 pg Protein mit vierfach konzentriertem Probenpuffer und
der entsprechenden Menge destilliertem Wasser auf ein Endvolumen von 30 pl eingestellt
und 10 min auf 95°C erhitzt. Das Erhitzen erleichterte die Spaltung der nichtkovalenten
Bindungen durch SDS. Zum GroRenabgleich wurden 7,5 pul eines Proteinmarkers
(Prestained Protein Ladder; Thermo Fisher) verwendet, der Standardproteine einer
bekannten Grof3e enthalt.

Vierfach konzentrierter Probenpuffer

Sammelgelpuffer 25% (v/v)

SDS 5% (v/v)

Glycerin 40% (wi/v)
Bromphenolblau eine Spatelspitze

Die Auftrennung der Proben erfolgte mittels Gelelektrophorese in einem Tris-Glycin-Gel nach
der von Ulrich Lammli entwickelten Methode?®*. Die Gelmatrix ist hierbei in ein Sammel- und
ein Trenngel unterteilt, welche sich in PorengrofRe und pH-Wert unterscheiden. Dies fuhrt zur
Bildung eines lonengradienten, durch den die Proteine in einer scharfen Bande im
weitporigen Sammelgel konzentriert werden und sich bis zum Ubertritt in das Trenngel mit
der gleichen Geschwindigkeit im Gel bewegen. Im engmaschigen Trenngel werden die
Proteine nun nach ihrer GroRe aufgetrennt. Diese sogenannte diskontinuierliche
Gelelektrophorese sorgt fur eine hoch-auflésende Auftrennung der Proteine und ermoglicht

das Auftragen héherer Probenvolumina.
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Die Herstellung der Gele erfolgte nach folgendem Schema:

Trenngel Sammelgel
10% 12,5% 15% 5%

Trenn- bzw.

Sammelgelpuffer 2,5 mil 2,5 mil 2,5 ml 2,5 ml
Acrylamid (30%) 3,3 ml 4,2 ml 5ml 1,65 ml
Wasser 4,1 ml 3,2 ml 2,4 ml 57 ml
Ammoniumpersulfat 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl
TEMED 10 pl 10 pl 10 pl 10 pl
Endvolumen 10 mi 10 mi 10 ml 10 ml

Die Elektrophorese wurde bei einem konstanten Stromfluss von 25 mA pro Gel unter der
Verwendung von SDS-Laufpuffer als Elektrolyt durchgefiihrt.

Trenngelpuffer: pH 6,8

Tris 15M
SDS 0,4% (wiv)

Sammelgelpuffer: pH 8,8

Tris 15M
SDS 0,4 % (w/v)

SDS-Laufpuffer

Tris 25 mM
Glycin 250 mM
SDS 0,1 % (w/v)

3.4.5 Western Blot-Analyse

Bei dieser erstmals 1979 von Renart et al. beschriebenen Methode werden die
elektrophoretisch  aufgetrennten  Proteine auf eine Polyvinyliden-Fluoridmembran
Ubertragen®®. Es wird eine elektrische Spannung angelegt, die senkrecht zum
Polyacrylamidgel orientiert ist und die Proteine auf die Membran Ubertragt, ohne das Muster
der elektrophoretischen Auftrennung zu beeinflussen. Als Elektrolyt wurde Blot-Puffer

verwendet und fiir 90 min eine Spannung von 100 V angelegt.

Blot-Puffer
Tris 0,02 M
Glycin 0,15 M
Methanol 20% (v/v)
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Ein 90-mindtiges Blocken mit 5% Milchpulver (w/v) in TBS-T bzw. 5% BSA (w/v) in TBS-T
fuhrte zu einem Abséttigen von unspezifischen Bindungsstellen. Die Membranen inkubierten
Uber Nacht mit einem Protein-spezifischen Antikdrper bei 4°C. Nach viermaligem Waschen
mit TBS-T erfolgte eine 60-mindtige Inkubation mit einem mit Meerrettichperoxidase
(horseradish peroxidase, HRP) gekoppelten Sekundér-Antikdrper, gefolgt von erneutem,
viermaligem Waschen mit TBS-T. Die Entwicklung erfolgte unter Verwendung des ECL Plus
Western Blot Detektiersystems (GE Healthcare), indem die im Kit enthaltenen Losungen
gemal der Herstellervorgaben im Verhéltnis 1:40 gemischt und 5 min auf der Membran
inkubiert wurden. Diese LOsung enthielt Luminol, das von der an den Sekundar-Antikdrper
gekoppelten HRP oxidiert wurde und dabei ein Chemilumineszenzsignal in Hbohe des
gesuchten Proteins abgab. Dieses Signhal wurde mit Rontgenfilmen detektiert, wobei die

Entwicklung der Réntgenfilme in einem Entwicklerbad mit anschlieBender Fixierung erfolgte.

TBS (Tris-buffered-saline): pH 7,4

Tris 25 mM
NacCl 150 mM
KCI 3mM

Zur Herstellung von TBS-T wurden 0,1% Tween-20 (w/v) zugegeben.

Die Membranen kdnnen mehrfach mit Antikdrpern behandelt werden, damit verschiedene
Proteine auf derselben Membran nachgewiesen werden kénnen. Dazu wurde die Membran
nach dem Entwickeln dreimal mit TBS-T gewaschen, um die ECL-L6sung zu entfernen und
dann 90 min mit Stripping-Puffer inkubiert. Dieser Puffer entfernte die gebundenen Primar-
und Sekundar-Antikérper und ermdoglichte die Behandlung der Membran mit weiteren
Antikdrpern. Dazu wurde die Membran, wie oben beschrieben, mit 5% Milchpulver (w/v) in
TBS-T bzw. 5% BSA (w/v) in TBS-T blockiert und mit dem nachsten Primar-Antikorper
behandelt. Eine Membran wurde maximal viermal wiederverwendet, da mit jeder Behandlung

mit Stripping-Puffer auch vermehrt Proteine von der Membran geldst wurden.

Stripping-Puffer

Glycin 0,1 M
Konzentrierte Salzsdure 10 % (v/v)
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Primar-Antikorper Sekundar-Antikdrper

(Name, Spezies, Verdinnung) (Name, Spezies, Verdinnung)
ICAM1 Swine polyclonal-anti-rabbit IgG HRP
Rabbit polyclonal-anti-human-ICAM1 1:3000 in 5% BSA (w/v) in TBS-T
1:1000 in 5% BSA (w/v) in TBS-T

RNase Inhibitor Rabbit polyclonal-anti-goat IgG HRP

Goat polyclonal-anti-human-RNase Inhibitor | 1:3000 in 5% Milchpulver (w/v) in TBS-T
1:1000 in 5% Milchpulver (w/v) in TBS-T

RNase 1 Donkey polyclonal-anti-chicken IgG HRP
Chicken polyclonal-anti-human-RNase 1 1:5000 in 5% Milchpulver (w/v) in TBS-T
1:1000 in 5% Milchpulver (w/v) in TBS-T

B-Aktin Goat polyclonal-anti-mouse IgG HRP
Mouse anti-human-B-Actin 1:3000 in 5% Milchpulver (w/v) in TBS-T

1:10.000 in 5% Milchpulver (w/v) in TBS-T

3.4.6 Indirekte Immunfluoreszenz-Mikroskopie

Immunfluoreszenzfarbungen erlauben es, die Lokalisation eines Proteins innerhalb einer
Zelle bzw. eines Gewebes zu untersuchen. Die Zellen wurden in einem 8-Well Objekttrager
kultiviert und stimuliert. Fur die Farbung erfolgte ein zweimaliges Waschen mit PBS,
10-minitiges Fixieren mit eiskaltem Methanol/Aceton-Gemisch (Verhaltnis 1:1) und erneutes
dreimaliges Waschen mit PBS. Es gibt unterschiedliche Fixierungsmethoden, wobei die
Auswahl vom jeweiligen Antigen bzw. Antikérper abhangt. Organische Fixative wie die hier
verwendete Mischung aus Methanol und Aceton gehéren zu den prazipitierenden Fixativen,
da sie Proteine durch das Auflésen hydrophober Wechselwirkungen ausfallen. Die Fixierung
erhalt die Zellstruktur, verhindert das Auswaschen des Antigens, ermdglicht durch das
Permeabilisieren der Zellmembran den Zugang des Antikdrpers zum Antigen und erhalt
dieses in einer fur den Antikdrper erkennbaren Form. Im Anschluss an die Fixierung wurden
unspezifische Bindungsstellen durch eine einstiindige Inkubation mit 3% BSA (w/v) in TBS-T
blockiert. Nach zwei weiteren Waschschritten mit PBS wurde der Primar-Antikérper verdinnt
in 1% BSA (w/v) in TBS-T zugegeben und eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Als
Negativkontrolle dienten unspezifische Immunglobuline G (IgGs), isoliert aus der gleichen
Spezies wie der Primar-Antikdrper, um unspezifische Wechselwirkungen mit dem
Zielgewebe zu detektieren. Nach erneutem dreimaligen Waschen mit PBS erfolgte eine
einstindige Inkubation mit dem entsprechenden, mit Alexa-Farbstoff gekoppelten Sekundar-
Antikdrper (Verdinnung 1:200 in 1% BSA (w/v) in TBS-T), der gegen Spezies-spezifische
Epitope des Primar-Antikbrpers gerichtet war. Hierbei haben Alexa-488 Farbstoffe eine
Emissionsmaximum von 519 nm (griin) und Alexa-568 ein Emissionsmaximum von 603 nm

(rot). Nach einem letzten Waschschritt wurde der Objekttrager in das Eindeckmedium Vecta-
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Shield mit DAPI (4,6'diamidino-2-phenylindole) eingebettet, ein Abdeckglas aufgelegt und mit
Nagellack versiegelt. Das Eindeckmedium verhinderte ein rapides Ausbleichen der
Fluoreszenz und erlaubte so eine langfristige Lagerung der Objekitrager. Das im
Eindeckmedium vorhandene DAPI fluoresziert nach Bindung an DNA blau mit einem
Absorptionsmaximum von 358 nm und einem Emmisionsmaximum von 461 nm, wodurch der

Zellkern lokalisiert werden konnte.

Die Farbungen wurden mit einem Leica DMR Fluoreszenzmikroskop unter Verwendung von
Objektiven fur vierzigfache sowie dreiundsechzigfache Vergréf3erungen dokumentiert und
mit der Metamorph Imaging Software (Version 7.0) analysiert. Um die Fluoreszenzsignale
der verschiedenen Versuchsgruppen miteinander verglichen zu kénnen, wurden, optimiert
fur jeden Antikorper, gleiche Belichtungszeiten sowie Kontrast- und Helligkeitseinstellungen

verwendet und die Bilder mit entsprechenden Grélienmarkern gekennzeichnet.

Primar-Antikorper Sekundar-Antikdrper

(Name, Spezies, Verdinnung) (Name, Spezies, Verdiinnung)
VE-Cadherin Alexa-568 goat anti-rabbit IgG
Rabbit polyclonal anti-human VE-Cadherin 1:200

1:50

RNaseA Alexa-568 goat anti-rabbit IgG
Rabbit polyclonal-anti-bovine-RNaseA 1:200

1:100

3.4.7 Analyse der Bindung von Nukleinsduren an Proteine

Die Bindung von Nukleinsduren an Proteine wurde durch die Verwendung biotinylierter
Nukleinsduren analysiert. Hierfiir wurde zum einen biotinylierte zellulare RNA verwendet, die,
wie unter 3.3.4 beschrieben, hergestellt wurde. Des Weiteren wurden biotinylierte DNA-
Oligonukleotide eingesetzt, die von der Firma Biomers (UIm) bezogen wurden. Die Bindung
dieser markierten Nukleinsduren konnte mittels eines Streptavidin-gekoppelten Antikoérpers

nachgewiesen werden.

Eine mit 10 pg/ml Plattchenfaktor 4 (PF4), BSA, Préakallikrein, Kininogen, FXI, FXIl sowie
FXlla (verdiunnt in 100 mM Natriumcarbonat (pH 9,5)) beschichtete 96-Well-Mikrotiterplatte
wurde Uber Nacht bei 4°C inkubiert, wodurch die Proteine an die Oberflache der
Mikrotiterplatte banden. Als Negativkontrolle diente entweder eine Beschichtung mit 100 mM
Natriumcarbonat (pH 9,5) oder mit 10 pg/ml BSA in 100 mM Natriumcarbonat (pH 9,5). Zur
Blockierung unspezifischer Bindungsstellen wurden ein einmaliger Waschschritt mit TBS und

eine zweistiindige Inkubation mit 3% BSA in TBS bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Die
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Bindung steigender Konzentrationen biotinylierter RNA (0,78-25 ug/ml) bzw. biotinylierter
Oligonukleotide (0,31-50 pug/ml) an die Proteine erfolgte fir 2 h bei Raumtemperatur, gefolgt
von dreimaligem Waschen mit TBS. Die Biotinylierung der gebundenen Nukleinséuren
vermittelte die Bindung von Peroxidase-gekoppeltem Streptavidin. Die Peroxidase
katalysierte die Umsetzung von TMB (3,3’,5,5'-Tetramethylbenzidin) zu einem photometrisch
detektierbaren blauen Reaktionsprodukt mit einer Absorption bei 450 nm.

Um das Bindungsverhalten anderer Substanzen zu analysieren, wurden kompetitive
Bindungsexperimente  durchgefuihrt, indem das  Bindungsverhalten  steigender
Konzentrationen biotinylierter RNA an Proteine in Anwesenheit von 300 pg/ml verschiedener

unmarkierter Substanzen bestimmt wurde.

3.5 Analyse der Aktivitat von Ribonukleasen (RNasen)

3.5.1 RNase-Aktivitatstest

Die Bestimmung der RNase-Aktivitat wurde mit leichter Modifikation nach der 1965 von
Zimmermann et al. beschriebenen Methode durchgefiihrt?®®*. Hierbei diente die synthetische
Nukleinsdure Poly:C als Substrat fir den enzymatischen Verdau durch RNasen. Deren
Aktivitat wurde bestimmt, indem das unverdaute Substrat ausgefallt und die entstandenen
Nukleotide photometrisch nachgewiesen werden. Es wurden 10-100 pl von Zelllysaten oder
—Uberstanden, Plasmaproben oder 1 ug rekombinante bovine RNase A (als Positivkontrolle)
mit RNase Puffer auf ein Gesamtvolumen von 150 pl eingestellt und 100 pl Poly:C
(Endkonzentration 400 ug/ml) als Substrat zugegeben. Nach einer finfminitigen Inkubation
bei 37°C im Thermoschuttler wurde unverdautes Poly:C ausgefallt, indem 100 pl Aliquots der
inkubierten Proben mit 250 pl einer eiskalten LOsung aus 6% Perchlorsaure, 20 mM
Lanthanchlorid sowie 100 pl Fettsdure-freiem BSA (10 mg/ml) versetzt und 15 min auf Eis
inkubiert wurden. AnschlieRend erfolgte ein Zentrifugationsschritt bei 15.000 x g und 4°C fir
15 min. Der Substratverdau wurde durch photometrische Messung der Absorption bei
260 nm im Uberstand festgestellt und die Aktivitatswerte auf 1 mg Gesamtproteinmenge in
der Probe bezogen.
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RNase-Puffer: pH 8,0

Tris 50 mM
NaCl 130 mM
EDTA 2mM
Acetyliertes BSA 0,1 mg/ml
Lagerung 4°C

3.5.2 In-Gel-Zymographie

Die In-Gel-Zymographie erlaubt es, aktive RNasen in einer elektrophoretisch aufgetrennten
Probe sichtbar zu machen. Hierfir wurden 20 ug Gesamtprotein einer Probe unter nicht-
denaturierenden Bedingungen uber ein 15% SDS-Polyacrylamidgel, das zusétzlich
0,5 mg/ml Poly:C als Substrat fir RNase 1 enthielt, elektrophoretisch aufgetrennt (siehe
3.4.4). Zwei zehnminitige Waschschritte mit 10 mM Tris-HCI Puffer (pH 7,5) und Isopropanol
(20% v/v) entfernten das SDS nach der Elektrophorese aus dem Gel. Die Proteine wurden
durch jeweils einmaliges Waschen fir 10 min mit 20 mM Tris-HCI Puffer (pH 7,5), 0,1 mM
Tris-HCI Puffer (pH 7,5) und 10 mM Tris-HCI Puffer (pH 7,5) renaturiert. Das im Gel
enthaltene Poly:C wurde durch 10 mM Tris-HCI Puffer (pH 7,5) mit Toluidinblau (0,2% w/v)
angefarbt und das Gel anschlieRend mit doppelt destilliertem Wasser entfarbt. Hierbei

erschienen klare Banden vor einem dunklen Hintergrund als Bereiche mit RNase Aktivitat 2.

3.6 Bestimmung der Gerinnungsaktivitat

3.6.1 Herstellung von Plasma

Mit Ethylendiamintetraessigséaure (EDTA) versetzte Blutproben von flnf gesunden Spendern
wurden vom Institut fir Immunologie und Transfusionsmedizin (Fachbereich Medizin,
Universitat Giel3en) zur Verfugung gestellt. Um plattchenarmes Plasma zu erhalten, wurden
die Proben bei 2.800 x g, 4°C fur 10 min zentrifugiert. Die Uberstande wurden gemischt und
Aliquots bei -80°C bis zur Benutzung gelagert.

3.6.2 Analyse der Stabilitat von Oligonukleotiden mittels Polyacrylamid-
Gelektrophorese (PAGE)
Ein weitporiges Agarose-TAE-Gel, wie es zur Auftrennung von DNA oder RNA verwendet

wurde (siehe 3.3.8 und 3.3.9), lieferte nicht die nétige Auflésung, um die Integritat kurzer

Oligonukleotide zu analysieren. Stattdessen wurden diese durch eine Polyacrylamid-
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Gelektrophorese (PAGE) unter Verwendung sehr engporiger Gele aufgetrennt, was eine

optimale Aufldsung ermdglichte.

Fir ein 20%iges Polyacrylamidgel wurden folgende Komponenten bendtigt:

20% Polyacrylamidgel

10x TBE 2ml
Acrylamid (30%) 13,3 ml
Wasser 4,7 ml
Ammoniumpersulfat 200 pl
TEMED 20 ul
Endvolumen 20 ml

Es wurden 1,25 pg des Oligonukleotids mit sechsfach konzentriertem DNA- oder zweifach
konzentriertem RNA-Probenpuffer (Fermentas) mit Nuklease-freiem Wasser auf ein
Endvolumen von 10 pl eingestellt und auf das Gel aufgetragen. Um den Verdau der
Oligonukleotide in Plasma zu untersuchen, wurden 1,25 pg des entsprechenden
Oligonukleotids fir 1 bzw. 5 min bei 37°C in 10 yl humanem EDTA-Plasma inkubiert und
entsprechende Mengen sechsfach konzentrierter DNA- oder zweifach konzentrierter RNA-

Probenpuffer (Fermentas) zugegeben. Direkt im Anschluss erfolgte die Elektrophorese.

Sechsfach konzentrierter DNA-Probenpuffer

Glycerol 30% (W/v)
Bromphenolblau 0,25% (w/v)

Die Elektrophorese erfolgte unter Verwendung eines Tris-Borat-EDTA (TBE-) Puffers bei
20 mA, gefolgt von einer 15-minltigen Farbung in einer 20% Ethidiumbromidlésung. Die
Integritat der Oligonukleotide wurde mit einem Geldokumentationsgerat (INTAS) unter

Verwendung der INTAS-Dokumentationssoftware dokumentiert.

TBE (Tris-Borat-EDTA): pH 8,0

Tris 89 mM
Borsaure 89 mM
EDTA 2 mM

3.6.3 Turbidimetrie

Die Turbidimetrie-Messung ermoglichte es, die prokoagulatorischen Eigenschaften
verschiedener Substanzen wie z.B. Nukleinsauren zu untersuchen. Hierbei wurde
photometrisch die Gerinnselbildung von humanem Plasma durch Rekalzifizierung sowie
dessen Lyse durch Zugabe von Gewebs-Plasminogenaktivator (tissue-type plasminogen
activator, t-PA) detektiert. Aufgrund der Gerinnselbildung stieg die Absorption der Proben bis

auf ein Absorptionsmaximum an.
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Die anschliel3end durch t-PA initiierten Fibrinolyseprozesse resultierten in der Auflésung des
Gerinnsels und einem damit verbundenen Abfall der Absorption. Analysiert wurde die Zeit,
die bis zum Erreichen der maximalen Absorption, also der maximalen Gerinnselbildung,
bendtigt wurde (Abbildung 11).

0,7 Maximale
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Abbildung 11: Bestimmung der Gerinnungszeit

Unspezifische Bindungsstellen einer 96-Well-Mikrotiterplatte wurden durch einstiindige
Inkubation mit 3% BSA (w/v) in TBS bei 37°C blockiert. Alle verwendeten Reagenzien
wurden mit 0,1 M Imidazol-Puffer zu einem Gesamtvolumen von 100 pl verdinnt. Steigende
Konzentrationen von Nukleinsauren wurden mit 100 ng/ml t-PA und einem Drittel Volumen
humanem EDTA-Plasma fir 5min bei 37°C inkubiert und anschlieBend die
Gerinnungsreaktion durch Rekalzifizierung mit 6 mM Kalziumchlorid gestartet. Die
Absorption wurde Gber 30 min bei 405 nm mithilfe der KC4 Software (BIO-TEK) gemessen

und analysiert.

3.6.4 Analyse der Prakallikrein-Autoaktivierung

Um spezifisch die Aktivierung des intrinsischen Gerinnungsweges zu untersuchen, wurde
der Einfluss von Nukleinsduren auf die Aktivierung von Prakallikrein in einem isolierten
System mithilfe eines chromogenen Substrats untersucht. Das Experiment basiert auf der
enzymatischen Spaltung des urspriinglich farblosen Substrats zu einem farbigen Produkt,
dessen Absorption bei 405 nm photometrisch gemessen wird. Uber die -einstiindige
Inkubation einer 96-Well-Mikrotiterplatte mit 3% BSA (w/v) in HBS-Puffer bei 37°C wurden
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unspezifische Bindungsstellen der Plastikoberflache der Platte blockiert. Die Aktivierung von
Prékallikrein (20 nM) wurde in Anwesenheit steigender Konzentrationen an totaler RNA,
DNA oder Oligonukleotiden zusammen mit 55 nM Kininogen, 50 uM Zinkchlorid und 0,3 mM
chromogenem Substrat S2366 bei 37°C fur 1 h verfolgt. Um die neutralisierende Wirkung
von PF4 auf die Préakallikreinaktivierung durch Nukleinsduren zu untersuchen, wurden
steigende PF4-Konzentrationen mit 1 pg/ml totaler RNA oder DNA bzw. 5 pug/ml der
verwendeten Oligonukleotide fur das Experiment verwendet. Die Absorption wurde Uber
60 min bei 405 nm mithilfe der KC4 Software (BIO-TEK) gemessen und analysiert.

HBS (HEPES-buffered-saline): pH 7,4

NacCl 118 mM
KCI 0,36 mM
HEPES 1,81 mM
D-Glucose 1 mM
Lagerung 4°C

3.7 Statistische Analyse

Zur statistischen Auswertung der hier vorliegenden Ergebnisse wurde das Programm

GraphPad Prism 5 (Version 5.02) verwendet.

Die statistische Signifikanz von zwei Gruppen wurde durch die Verwendung des
Einstichproben-t-Test geprift. Zum Vergleich von mehr als zwei Gruppen wurde die ein-
bzw. zweifaktorielle Varianzanalyse (Analysis of variance, ANOVA) verwendet und die
Signifikanz durch den Bonferroni-Test geprift. Ein Wert von p<0,05 wurde als signifikant

angesehen.
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4 Ergebnisse

4.1 Strukturelle Voraussetzungen fir die prokoagulatorische

Aktivitat von Nukleinsauren

4.1.1 Stabilitat von RNA- und DNA-Oligonukleotiden in humanem Plasma

Bereits 2007 beschrieben Kannemeier et al. die Eigenschaft von zellularer RNA und DNA als
Kofaktoren fir die Initiierung des intrinsischen Gerinnungsweges zu dienen, indem sie die
Autoaktivierung von zymogenen Vorstufen der in die Kontaktphase involvierten
Gerinnungsproteine vermitteln®®. Bislang wurden noch keine Struktur-Funktions-Studien in
Bezug auf Lange, Sequenz oder Sekundarstruktur der Nukleinsauren und ihrer
prokoagulatorischen Aktivitdt durchgefiihrt. Vielmehr wurde bislang postuliert, dass
Nukleinsduren mindestens eine Lange von 100 Nukleotiden besitzen missen, um mittels

eines Template-Mechanismus als Kofaktoren fir die Aktivierung der intrinsischen Proteasen

zu wirken®?.
DNA-Oligonukleotide RNA-Oligonukleotide
AG, A-G,
T T v
45m er _I,_“":-c G.c l_',A-c'c uGc
. d A.T N ’ .
(AG < -4) Mo o Ta
5-A-G-T-A-C-A-A-G-A-A-G C.-EE-A-A-C-T.--»'.!-T-A-T-A-A-C-C-J' 5'-A-G-U-A-C-A-A-G-A-A-G C‘-;o‘-A-A-C-L;n:I-U-A-U-A-A-C-C-Zi'
21mer_L 5-A-A-G-A-A-U-A-C-G-A-C-C-A-C-C-U-A-G-C-U-C-3
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(AG > 2)
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(AG < -10) 3i.c-e-¢ — T-Aelc.eaT 3-c.c-c — u-A-c-c-cut

Abbildung 12: Sekundarstrukturen der verwendeten DNA- und RNA-Oligonukleotide

Dargestellt sind die von der mFold DNA- bzw. RNA-Datenbank (Universitéat Albany, USA) berechneten Sekundérstrukturen der
fur die Studie verwendeten DNA- und RNA-Oligonukleotide. Die freie Gibbs’sche Energie (AG) reprasentiert die Veranderung

der freien Enthalpie, wobei negative Werte exergone und positive Werte endergone Prozesse darstellen.

In der vorliegenden Arbeit wurden die prokoagulatorischen Eigenschaften kurzer
Oligonukleotide in Abh&angigkeit von Sequenz und Sekundéarstruktur untersucht. Es wurden

zwei 21mer-Oligonukleotide mit verschiedenen Sekundarstrukturen (linear ohne stabile
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Sekundarstruktur sowie eine Haarnadel-Struktur) und ein langeres, komplexer strukturiertes

45mer-Oligonukleotid jeweils in Form von RNA und DNA verwendet (Abbildung 12).

Eine Stabilitatsanalyse der verschiedenen Oligonukleotide in humanem Plasma mittels
Polyacrylamid-Gelektrophorese (PAGE) zeigte die Stabilitat aller DNA-Oligonukleotide bei
einer ein- bis funfmindtigen Inkubation in humanem Plasma. Im Gegensatz dazu blieb
lediglich das 21mer-H1-RNA-Oligonukleotid in Plasma bis zu 20 min nachweisbar (nicht
gezeigt), wahrend die RNA-Oligonukleotide 21mer-L und 45mer sofort degradiert wurden

(Abbildung 13).

A B C
21mer-L 21mer-H1 45mer
& @ @
= I= I=
= £ £ = £ £ = g g
pp 2 = 5 bp 2 E F bp 2 E F
200 = 200 — 200 —
100 — 100 =— 100 —|
DNA
200 — 200 — 200 —
100 — 100 — 100 —
RNA

Abbildung 13: Stabilitat der verwendeten DNA- und RNA-Oligonukleotide in humanem Plasma
Die Integritét der DNA- und RNA-Oligonukleotide (A) 21mer-L, (B) 21mer-H1 und (C) 45mer wurde nach ein- bzw. funfminutiger
Inkubation in humanem Plasma durch PAGE analysiert. Als Kontrolle dienten die entsprechenden unbehandelten

Oligonukleotide. Die Abbildung zeigt ein reprasentatives von drei unabhangigen Experimenten.

Aus diesen Beobachtungen liel3 sich schlussfolgern, dass RNA aufgrund der Anwesenheit
von RNasen in humanem Plasma®® deutlich schneller als DNA degradierte, wobei die

Geschwindigkeit der Hydrolyse offensichtlich abh&ngig von der Sekundéarstruktur war.
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4.1.2 Prokoagulatorische Aktivitdt von RNA- und DNA-Oligonukleotiden

In Anlehnung an die Studie von Kannemeier et al.*?, die erstmals die Kofaktor-Aktivitat von
Nukleinsduren bei der Aktivierung des intrinsischen Gerinnungsweges beschrieb, erfolgte
eine Analyse der prokoagulatorischen Aktivitdten der oben beschriebenen Oligonukleotide.
Hierfir wurden steigende Konzentrationen der Substanzen zu humanem EDTA-Plasma
hinzugegeben, die Gerinnungsreaktionen mittels Rekalzifizierung gestartet und die Zeit bis

zur Gerinnselbildung photometrisch detektiert.

Die DNA-Oligonukleotide 21mer-H1 und 45mer konnten die Gerinnungszeit in diesem
Experiment dosisabhangig verkirzen, wobei das Konstrukt 45mer bereits bei einer
Konzentration von 3 pg/ml eine maximale Verkirzung der Gerinnungszeit auf 80% der
Kontrolle bewirkte. Das Konstrukt 21mer-H1 verkirzte die Gerinnungszeit auf bis zu 60%
des Kontrollwertes, allerdings erst bei hdheren Konzentrationen als das Konstrukt 45mer.
Das DNA-Oligonukleotid 21mer-L zeigte trotz seiner Stabilitat in Plasma nur eine schwache
prokoagulatorische Aktivitat (Abbildung 14A). Bei Betrachtung der RNA-Oligonukleotide
erreichte nur das Konstrukt 21mer-H1 eine mit dem entsprechenden DNA-Konstrukt
vergleichbare prokoagulatorische Aktivitat, wobei die Gerinnungszeit bis auf 75%, verglichen
zur Kontrolle, gesenkt wurde. Die beiden anderen getesteten RNA-Oligonukleotide
vermittelten keine Verkirzung der Gerinnungszeit (Abbildung 14B).

Um den Einfluss der verschiedenen Oligonukleotide auf die Aktivierung von Proteasen im
intrinsischen Zweig der Gerinnungskaskade zu untersuchen, wurde die Auto-Aktivierung von
Prakallikrein in der Gegenwart von Kininogen und Zn**-lonen im isolierten System analysiert.
Hierbei zeigte sich die starkste Kofaktor-Aktivitdt bezlglich der Auto-Aktivierung von
Prékallikrein bei dem DNA-Oligonukleotid 21mer-H1. Die 45mer-Struktur vermittelte nur eine
schwache Aktivierung von Prékallikrein, wahrend das Oligonukleotid 21mer-L gar keinen
Effekt zeigte (Abbildung 14C). Die gleichen Aktivitatsmessungen wurden mit den
entsprechenden RNA-Oligonukleotiden durchgefihrt. Hierbei zeigte das RNA-Konstrukt
21mer-H1 die starkste Kofaktoraktivitdt bei der Auto-Aktivierung von Prékallikrein, allerdings
war der Effekt deutlich schwacher verglichen mit dem entsprechenden DNA-Oligonukleotid.
Das RNA-Konstrukt 45mer fiel in seinen Kofaktoraktivititen gegeniiber 21mer-H1 deutlich
ab, 21mer-L zeigte keine Effekte mehr (Abbildung 14D).
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Abbildung 14: Prokoagulatorische Aktivitat verschiedener DNA- und RNA-Oligonukleotide mit Unterschieden in Lange und
Sekundarstrukturen

(A) Die prokoagulatorischen Eigenschaften steigender Konzentrationen der (A) DNA- und (B) RNA-Oligonukleotide 21mer-H1 (Kreise),
21mer-L (Quadrate) und 45mer (Dreiecke) wurden in humanem Plasma mittels eines Turbidimetrie-Experiments analysiert, wobei die
Gerinnung durch Rekalzifizierung initiiert wurde. Die Gerinnungszeit von unbehandeltem humanem Plasma wurde als 100% definiert. Die
Aktivierung von Prékallikrein in der Prasenz steigender Konzentration der (C) DNA- und (D) RNA-Oligonukleotide 21mer-H1 (Kreise,
unterbrochene Linie), 21mer-L (Quadrate) und 45mer (Dreiecke) wurde in einem isolierten Versuchssystem analysiert. Hierfur wurde die
Enzymaktivitdt anhand der Spaltung eines chromogenen Substrats detektiert. Alle Daten reprasentieren Mittelwerte + SEM (n24;
*p<0,05; 21mer-H1 vs. 21mer-L; #p<0,05 45mer vs. 21mer-L).

Zusammengefasst konnte gezeigt werden, dass kurze, 21 Basen umfassende
Oligonukleotide abhangig von ihrer Sekundarstruktur prokoagulatorisch wirkten, wobei das
DNA-Oligonukleotid 21mer-H1 die hdchste spezifische Aktivitat besal3.
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4.1.3 Prokoagulatorische Aktivitat von verschiedenen DNA-Haarnadel-

Strukturen

Da das 21mer-H1 DNA-Oligonukleotid den starksten prokoagulatorischen Einfluss auf den
intrinsischen  Gerinnungsweg  zeigte, wurden in  weiteren Experimenten die
prokoagulatorischen Effekte verschiedener DNA-Oligonukleotide mit Haarnadel-Struktur
verglichen (Abbildung 15A). Alle Konstrukte besaf3en eine Lange von 21 Nukleotiden, wobei
21mer-H1 eine ungepaarte Region innerhalb des doppelstrangigen Stamms aufwies.
21mer-H2 besaB einen 3‘-Uberhang und eine zu 21mer-H1 ahnliche Sequenz. 21mer-H3
unterschied sich in der Sequenz von den anderen beiden Konstrukten und wies zusatzlich

einen 5‘-Uberhang auf.

Mittels PAGE-Analysen wurde die Integritdit der Konstrukte Gberprift, wobei die
Oligonukleotide 45mer und 21mer-L als Kontrollen diente. Das 45mer wanderte aufgrund
seiner Gro3e am langsamsten durch das Gel. Trotz der gleichen Nukleotidanzahl verhielten
sich die Konstrukte 21mer-L und die 21mer-H-Strukturen nicht gleich. Vielmehr zeigten die
kompakteren Haarnadel-Strukturen eine héhere Mobilitat, sodass diese ein Signal unterhalb
der Bande von 21mer-L lieferten. Zusatzlich wurden fur 21mer-H3 zwei weitere Signale
detektiert mit dem starksten Signal zwischen der Bande von 45mer und den beiden
21mer-H-Oligonukleotiden sowie einer schwacheren Bande oberhalb von 45mer. Dies weist
sehr wahrscheinlich auf die Ausbildung multimerer Strukturen von 21mer-H3 hin (Abbildung
15B).

Die verschiedenen Haarnadel-Strukturen unterschieden sich in ihrem Effekt auf die Auto-
Aktivierung von Prékallikrein. Es zeigte sich, dass das DNA-Oligonukleotid 21mer-H1 die
starkste Auto-Aktivierung von Prakallikrein vermittelte, wahrend 21mer-H2 eine geringere
und 21mer-H3 keine Aktivitat zeigte (Abbildung 15C). Alle Substanzen verkirzten die
Gerinnungszeit von humanem Plasma konzentrationsabhangig, wobei 21mer-H1 und
21mer-H2 am effektivsten waren (Abbildung 15D).

Diese Daten fuhrten zu der Schlussfolgerung, dass Oligonukleotide mit stabiler
Haarnadelstruktur, sofern diese als Monomere vorlagen, als Kofaktoren des intrinsischen
Gerinnungsweges dienten. Eine Multimerisierung der Molekile korrelierte mit einer

Aktivitatsverminderung, eventuell bedingt durch eine Blockierung von Bindungsstrukturen.
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Abbildung 15: Vergleich der prokoagulatorischen Eigenschaften verschiedener Haarnadel-formender DNA-Oligonukleotide
(A) Dargestellt sind die mittels der mFold DNA-Datenbank (Universitat Albany, USA) berechneten Sekundarstrukturen der
verwendeten Haarnadel-formenden DNA-Oligonukleotide. Die freie Gibbs’sche Energie (AG) reprasentiert die Veranderung der freien
Enthalpie, wobei negative Werte exergone und positive Werte endergone Prozesse darstellen. (B) Die Grof3en der verwendeten
DNA-Oligonukleotide 45mer, 21mer-L, 21mer-H1, 21mer-H2 und 21mer-H3 wurden mittels PAGE analysiert. Die Abbildung zeigt ein
reprasentatives von drei unabhéngigen Experimenten. (C) Steigende Konzentrationen der DNA-Oligonukleotide 21mer-H1 (geftllte
Kreise, unterbrochene Linie), 21mer-H2 (offene Quadrate, unterbrochene Linie) und 21mer-H3 (offene Dreiecke) wurden (C) auf ihre
Eigenschaften zur Auto-Aktivierung von Prékallikrein und (D) zur Verkiirzung der Gerinnungszeit von humanem Plasma in einer
Turbidimetrie-Messung untersucht. Die Gerinnungszeit von humanem Plasma allein wurde als 100% definiert. Die Daten
reprasentieren Mittelwerte + SEM (n23; *p<0,05; 21mer-H1 vs. 21mer-H3; #p<0,05 21mer-H2 vs. 21mer-H3).
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4.1.4 Bindung von DNA-Oligonukleotiden an verschiedene Proteine des

Gerinnungssystems

Um zu verstehen, warum die verwendeten DNA-Oligonukleotide unterschiedlichen Einfluss
auf die Auto-Aktivierung von Prakallikrein zeigten, wurden ihre Bindungsaffinitaten zu den
verschiedenen Proteinen des intrinsischen Gerinnungsweges untersucht. Hierzu wurden
Bindungsstudien mit biotinylierten Formen von drei verschiedenen DNA-Oligonukleotiden
durchgefuhrt: 21mer-H1 (starke prokoagulatorische Effekte) sowie 21mer-H3 und 21mer-L
(beide inaktiv; Abbildung 16A). Eine spezifische Bindung von 21mer-H1 an Kininogen konnte
bereits bei niedrigen Konzentrationen detektiert werden. Im Gegensatz dazu banden die
Konstrukte 21mer-L und 21mer-H3 Kininogen erst bei hdheren Konzentrationen ab 25 pg/ml
(Abbildung 16B). Dies spiegelte sich auch in den Dissoziationskonstanten (Kp) wider, welche
durch die Darstellung der Messwerte nach der von Lineveawer-Burk etablierten Form
berechnet wurden (Tabelle 1). Hierbei ergaben sich die folgenden Dissoziationskonstanten:
21mer-H1 Kp=1,82 pM (£ 0,23), fur 21mer-H3 Kp=20,77 pM (£ 0,74) und fur 21mer-L
Kp=13,43 pM (= 1,91). Fur alle verwendeten Konstrukte war eine direkte Bindung an
Prékallikrein erst bei hohen Konzentrationen ab 25 pg/ml detektierbar, sodass eine
Berechnung der Dissoziationskonstanten mit den vorhandenen Messwerten nicht méglich
war (Abbildung 16C).

DNA-Oligonukleotid Kp Kininogen (M)
21mer-H1 1,82+ 0,23
21mer-H3 20,77+ 0,74

21mer-L 13,43+ 1,91

Tabelle 2: Dissoziationskonstanten (KD) der Bindung von biotinylierten DNA-Oligonukleotiden an Kininogen

Die Daten reprasentieren Mittelwerte + SEM (n=3).

Um die Bindung der verschiedenen Konstrukte an weitere Faktoren des intrinsischen
Gerinnungsweges direkt vergleichen zu konnen, wurde die Bindung von 25 ug/ml der
Oligonukleotide an Prakallikrein, Kininogen sowie die Gerinnungsfaktoren FXI, FXII und

FXlla analysiert.
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Abbildung 16: Bindung verschiedener biotinylierter DNA-Oligonukleotide an Gerinnungsfaktoren

(A) Steigende Konzentrationen der biotinylierten DNA-Oligonukleotide 21mer-H1 (gefiillte Kreise, unterbrochene Linie), 21mer-H3
(offene Dreiecke) und 21mer-L (gefillte Quadrate) wurden auf ihre Eigenschaften zur Auto-Aktivierung von Prékallikrein untersucht. Die
Daten reprasentieren Mittelwerte + SEM (n=3; *p<0,05; 21mer-H1 vs. 21mer-L). 96-Well-Platten wurden mit (B)10 pg/ml Kininogen bzw.
(C) 10 pg/ml Prékallikrein beschichtet und mit steigenden Konzentrationen der biotinylierten DNA-Oligonukleotide 21mer-H1
(geschlossene Kreise, unterbrochene Linie), 21mer-H3 (offene Dreiecke) und 21mer-L (geschlossene Quadrate) inkubiert. Die Daten
reprasentieren Mittelwerte + SEM eines représentativen von drei unabhangig durchgefuhrten Experimenten (*p<0,05; 21mer-H1 vs.
21mer-L; #p<0,05; 21mer-H3 vs. 21mer-L). (D) Eine 96-Well-Platte wurde mit je 10 pg/ml Prékallikrein, Kininogen, Faktor XI (FXI),
Faktor XII (FXII) und aktiviertem Faktor XII (FXIla) beschichtet und mit 25 pg/ml der DNA-Oligonukleotide 21mer-H1 (schwarze Balken),
21mer-H3 (weil3e Balken) und 21mer-L (gestreifte Balken) inkubiert. Die Daten représentieren Mittelwerte + SEM eines représentativen

von drei unabhéngig durchgefiihrten Experimenten (*p<0,05; 21mer-L oder 21mer-H3 vs. 21mer-H1).
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Wie bereits oben beschrieben, war bei dieser Konzentration die starkste Bindung des
prokoagulatorischen Konstrukts 21mer-H1 an Kininogen detektierbar, wahrend von
21mer-H3 und 21mer-L nur ein Drittel dieser Affinitat erreicht wurde. Alle verwendeten
Konstrukte banden mit vergleichbar niedriger Affinitat an Prékallikrein und Faktor XII,
wahrend fur Faktor XI und Faktor Xlla keine Bindung detektierbar war (Abbildung 16D).

Diese Ergebnisse fiihrten zu der Schlussfolgerung, dass die prokoagulatorische Kofaktor-
Aktivitat kurzer Oligonukleotide mit stabiler Haarnadelstruktur durch eine spezifische Bindung
an Kininogen vermittelt wurde und weiterfihrend in einer Aktivierung von Prakallikrein und

den nachfolgenden Faktoren der Gerinnungskaskade resultierte.

4.1.5 Prokoagulatorische Aktivitdt von DNA-Aptameren

In Anlehnung an die Studie von Kannemeier et al.*?

und die in den vorangegangen Kapiteln
beschriebene Eigenschaft kurzer Oligonukleotide mit stabiler Sekundéarstruktur, die
Initiierung des intrinsischen Gerinnungsweges zu vermitteln, wurden im weiteren Verlauf der
Arbeit die prokoagulatorischen Eigenschaften von zwei Aptameren analysiert. Hierzu wurden
einerseits ein in den 1990er Jahren charakterisiertes 15mer-Thrombin-Aptamer'®, das stark
antithrombotisch wirkt und aufgrund seiner freien Enthalpie keine stabile Sekundarstruktur
ausbilden sollte, allerdings in Lésung in Form einer Quadruplex-Struktur vorliegt®®2®,
andererseits ein neu charakterisiertes  44mer-Protein C-Aptamer mit  stabiler
Sekundérstruktur, das die Thrombinproduktion reguliert, herangezogen®® (Abbildung 17A

und B).

Die mogliche Fahigkeit dieser Aptamere als Kofaktoren die Aktivierung von Prékallikrein zu
vermitteln wurde konzentrationsabhangig untersucht. Es zeigte sich, dass beide Aptamere
Prakallikrein aktivierten, wobei das 44mer-Protein C-Aptamer bereits bei einer Konzentration
von 1 pg/ml die maximale Aktivierung von Prakallikrein vermittelte und die Aktivitdt bei
hoheren Konzentrationen wieder stark abnahm, was auf einen moéglichen Template-Effekt
zurlckzufuhren ist. Das Thrombin-Aptamer erreichte die maximale Prakallikrein-Aktivierung
bei einer Konzentration von 5 pg/ml (Abbildung 17C). Turbidimetrie-Experimente bestétigten
die Funktionalitéat des 15mer-Thrombin-Aptamers in humanem Plasma, da es die Thrombin-
abhangige Produktion von Fibrin und somit die Gerinnselbildung inhibierte. Im Gegensatz
dazu bewirkte das 44mer-Protein C-Aptamer eine Verkirzung der Gerinnungszeit auf 70%
der Kontrolle (Abbildung 17D).
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Diese Daten zeigten, dass Aptamere, auch mit eigentlich antikoagulatorischen Wirkungen
wie das 15mer-Thrombin-Aptamer, als Kofaktoren die Aktivierung des intrinsischen
Gerinnungswegs bewirken kénnen. Dies resultierte in der hier vorliegenden Arbeit zwar nicht
in einer verkirzten Gerinnungszeit, die Aktivierung des intrischen Systems ist allerdings
immer mit der Freisetzung des Peptids Bradykinin verbunden®, sodass die Applikation von
Aptameren zu einem proinflammatorischen Phanotyp fuhren kdnnte.
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Abbildung 17: Prokoagulatorische Aktivitat von DNA-Aptameren

Dargestellt sind die mittels der mFold DNA-Datenbank (Universitét Albany, USA) berechneten Sekundarstrukturen sowie die
freie Gibbs’sche Energie AG (negative Werte reprasentieren exergone und positive Werte endergone Prozesse) der
verwendeten DNA-Aptamere (A) 44mer-Protein C und (B) 15mer-Thrombin und ein auf NMR-Analysen basierendes Modell der
stabilen Quadruplex-Struktur des 15mer-Thrombin-Aptamers®’. (C) Steigende Konzentrationen der DNA-Aptamere 15mer-
Thrombin (Kreise) und 44mer-Protein C (Quadrate) wurden auf ihre Eigenschaften zur Auto-Aktivierung von Prakallikrein
untersucht. (D) Es wurden Turbidimetrie-Messungen in humanem Plasma in Abwesenheit (schwarze Balken) oder Anwesenheit
von 1,25 (gestreifte Balken) und 10 pg/ml (weiBe Balken) der DNA-Aptamere 15mer-Thrombin und 44mer-Protein C
durchgefuhrt. Die Gerinnungszeit von humanem Plasma allein wurde als 100% definiert. Die Daten repréasentieren
Mittelwerte £ SEM (n=3; *p<0,05; 1,25 pg/ml oder 10 pg/ml vs. Kontrolle).
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4.1.6 Interaktion von Plattchenfaktor 4 (PF4) und Nukleinsduren

Zusatzlich zu der Bindung von Nukleinsauren an die Kontaktphasenproteine (Faktor XiIl,
Faktor XI, Prékallikrein, Kininogen) konnten durch unsere Arbeitsgruppe auch Zytokine®®,
Plasminogen-Aktivator-Inhibitor-1 ~ (PAI-1)'*® sowie andere basische Proteine als

Nukleinsaure-bindende Proteine identifiziert werden.

In der vorliegenden Arbeit wurde das Chemokin Plattchenfaktor 4 (PF4) als weiterer
Bindungspartner fir RNA und DNA identifiziert.

Bindungsstudien mit biotinylierter RNA zeigten eine spezifische Wechselwirkung mit PF4, die
durch die Zugabe von unmarkierter zellularer RNA bzw. DNA, dem artifiziellen RNA-
Analogon poly I:C sowie Heparin kompetitiert wurde (Abbildung 18A). Dieser Versuch wurde
durchgefuhrt von Dr. Silvia Fischer, welche die Daten freundlicherweise zur Verfiigung
stellte. Da es sich bei zellularer RNA um ein Gemisch verschiedener RNA-Molekile mit
unterschiedlicher Molmasse handelte, konnten aus den Bindungsversuchen Kkeine
Dissoziationskonstanten berechnet werden. Weitere Versuche zeigten, dass die Auto-
Aktivierung von Prakallikrein vermittelt durch 1 pg/ml totale zellulare DNA bzw. RNA
(Abbildung 18B) sowie durch das DNA-Oligonukleotid 21mer-H1 (Abbildung 18C)
konzentrationsabhé&ngig durch die Zugabe von PF4 gehemmt werden konnte. Die Analyse
der Bindung biotinylierter DNA-Oligonukleotide an PF4 lieferte vergleichbare
Dissoziationskonstanten fir alle getesteten Konstrukte (Abbildung 18D). Es ergaben sich fur
21mer-H1 Kp=2,81pM (¢ 0,49), fur2lmer-H3 Kp=1,96 pM (£ 0,23) und fir 21mer-L
Kp=3,31 uM (+ 0,36) (Abbildung 18E).
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Abbildung 18: Interaktion von Plattchenfaktor 4 mit Nukleinsauren

(A) 96-Well-Platten wurden mit 10 pg/ml PF4 beschichtet und mit steigenden Konzentrationen biotinylierter RNA (schwarze
Kreise) inkubiert. Dies wurde zusétzlich in Anwesenheit von 300 pg/ml unmarkierter RNA (griine Linie mit Quadraten),
unmarkierter DNA (schwarze Dreiecke), poly I:C (unterbrochene Linie, offene schwarze Dreiecke), Heparin (rote Linie mit
Rauten) und BSA (offene Kreise) durchgefiihrt. Die Abbildung zeigt Mittelwerte + SEM eines reprasentativen von drei
unabhéngigen Experimenten. Die Auto-Aktivierung von Prékallikrein wurde in der Anwesenheit steigender Konzentrationen
von PF4 sowie (B) 1 pg/ml zellularer DNA (schwarze Linie mit Dreiecken) oder RNA (grine Linie mit Quadraten) bzw. (C)
1 pg/ml des DNA-Oligonukleotids 21mer-H1 (geschlossene Kreise) gemessen. Die Daten reprasentieren Mittelwerte + SEM
von drei unabhéngigen Experimenten. (D) 96-Well-Platten wurden mit 10 pg/ml PF4 beschichtet und mit steigenden
Konzentrationen der biotinylierten DNA-Oligonukleotide 21mer-H1 (geschlossene Kreise, unterbrochene Linie), 21mer-H3
(offene Dreiecke) und 21mer-L (geschlossene Quadrate) inkubiert. Die Abbildung zeigt Mittelwerte + SEM eines
reprasentativen von drei unabh&ngigen Experimenten. (E) Disszoziationskonstanten der Bindung verschiedener DNA-
Oligonukleotide an PF4. Die Daten reprasentieren Mittelwerte + SEM (n=3).
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4.2 Expression von RNasel unter inflammatorischen Bedingungen

Extrazellulare Nukleinsauren, insbesondere RNA, induzieren einen proinflammatorischen
und prokoagulatorischen Phanotyp am Endothel, indem sie zum einen VEGF-abhangig zu
einer Permeabilititserh6hung und der Exozytose vaso-aktiver Substanzen aus dem Endothel
fuhren, zum anderen aber auch selbst als prokoagulatorischer Kofaktor den intrinsischen
Gerinnungsweg aktivieren®. Dementsprechend kénnten Ribonukleasen, welche die

Degradierung von RNA katalysieren, regulatorisch in diese Prozesse eingreifen.

4.2.1 Einfluss von proinflammatorischen Substanzen auf die RNase 1-
Expression in HUVEC

2010 ergaben Studien unserer Arbeitsgruppe, dass humane, aus Nabelschnurvenen isolierte
primare Endothelzellen (HUVEC) unter den getesteten Endothelzellen die starkste
Expression und Sekretion von RNase 1 zeigen. HUVEC sezernieren RNase 1 nicht nur
konstitutiv, sondern speichern auch geringe Mengen dieses Enzyms in den Weibel-Palade-
Granula, deren Exozytose durch proinflammatorische Stimulanzien wie Thrombin, VEGF,
RNA oder Vasopressin induziert werden kann. Dies fuhrt zu einem kurzfristen Anstieg der
RNase Aktivitat im Zellkulturmedium oder, bei Anwendung des oben genannten Agonisten
Vasopressin, auch in der Zirkulation der Maus®°.

In der vorliegenden Arbeit sollte der Einfluss von proinflammatorischen Stimuli auf die
Expression und Sekretion von RNase 1 auf Gen- und Proteinebene analysiert werden.
Hierzu wurden HUVEC 24 h mit verschiedenen Konzentrationen an Tumornekrosefaktor a
(TNFa), Thrombin sowie Lipopolysacchariden (LPS) stimuliert und die mRNA-Expression
von RNase 1 und RNase Inhibitor durch quantitative PCR ermittelt. Wahrend LPS keinen
Einfluss auf die Expression beider Proteine hatte, fuhrte eine 24-stiindige Stimulation mit
TNFa in konzentrationsabhangiger Weise zu einer signifikanten Abnahme der mRNA-
Expression von RNase 1 um 70% und durch 2,5 U/ml Thrombin um 50%. Im Gegensatz
dazu konnte die Expression von RNase Inhibitor lediglich durch 0,75 U/ml Thrombin
zweifach erhdht werden (Abbildung 19).

Eine signifikante Herunterregulation von RNase 1 wurde bei einer TNFa-Konzentration von
10 ng/ml sowie bei einer Thrombin-Konzentration von 2,5 U/ml erreicht, sodass diese

Konzentrationen fur alle weiteren Versuche verwendet wurden.
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Abbildung 19: Genexpression von RNase 1 und RNase Inhibitor in HUVEC nach konzentrationsabhangiger Stimulation mit
TNFa, Thrombin und LPS fir 24 Stunden

Die Genexpression von RNase 1 und RNase Inhibitor in HUVEC wurde mittels quantitativer Real-time-PCR nach 24-stiindiger
Stimulation mit steigenden Konzentrationen von (A) TNFa, (B) Thrombin und (C) LPS ermittelt. Die Daten wurden normalisiert zu den
Expressionsraten der GAPDH mRNA und ausgedriickt als das Verhéltnis der Expression des Zielgens zu GAPDH. Die Expressionsrate

in unbehandelten Zellen wurde als 1 definiert. Die Daten reprasentieren Mittelwerte + SEM (n=3, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001).

Zeitabhangige Stimulationen von HUVEC sollten Aufschluss Uber die Kinetik der durch
TNFa- und Thrombin-vermittelten Verminderung der RNase 1 mRNA-Expession geben.
Wahrend durch Thrombin bereits nach 8 h Stimulation eine signifikante Veranderung der
Expression von RNase 1 detektierbar war, wurde dies durch TNFa-induzierte Prozesse erst
nach 24 h erreicht. Beide Stimulanzien hatten in den verwendeten Konzentrationen keinen

Einfluss auf die Expression von RNase Inhibitor (Abbildung 20).
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Abbildung 20: Genexpression von RNase 1 und RNase Inhibitor nach zeitabhangiger Stimulation von HUVEC mit TNFa oder
Thrombin

Die Genexpression von RNase 1 und RNase Inhibitor in HUVEC wurde mittels quantitativer Real-time-PCR nach zeitabhangiger
Stimulation mit (A) 10 ng/ml TNFa oder (B) 2,5 U/ml Thrombin ermittelt. Die Daten wurden normalisiert zu den Expressionsraten der
GAPDH mRNA und ausgedriickt als das Verhaltnis der Expression des Zielgens zu GAPDH. Die Expressionsrate in unbehandelten

Zellen wurde als 1 definiert. Die Daten reprasentieren Mittelwerte + SEM (n=4, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001).

Um den Einfluss von TNFa und Thrombin auf die Expression von RNase 1 und RNase
Inhibitor auf Proteinebene zu analysieren, wurden HUVEC 24 h mit TNFa bzw. Thrombin
stimuliert und Lysate sowie Uberstande fir Western Blot Analysen, RNase Aktivitatstests
und Zymographien verwendet.

Die Western Blot Analyse bestétigte die bereits mehrfach gezeigte Sekretion von RNase 1 in
verschiedenen glykosylierten Isoformen durch HUVEC,; diese entsprachen den drei

Proteinbanden zwischen 17 und 26 kDa®%?%,

In den Lysaten der Zellen konnte kein
RNase 1-Signal detektiert werden. Wéahrend die Stimulation der Zellen mit Thrombin nur
einen minimalen Einfluss auf die RNase 1-Expression zeigte, verminderte TNFa die
Sekretion von RNase 1 auf ca. 30% des Kontrollwerts. Des Weiteren wurde durch beide
Stimulationen weder die Expression von RNase Inhibitor im Zelllysat noch dessen Sekretion
in den Zelliberstand beeinflusst (Abbildung 21A). LPS hatte keinen Einfluss auf die

Sekretion von RNase 1 (Abbildung 21B).
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Abbildung 21: Proteinexpression und Sekretion von RNase 1 in HUVEC nach 24-stundiger Stimulation mit TNFa,
Thrombin und LPS

(A) Nach 24-stundiger Behandlung mit (1) Serum-freiem Medium, (2) 10 ng/ml TNFa oder (3) 2,5 U/ml Thrombin wurden Lysate
sowie konzentrierte Zelliberstande mittels Western Blot analysiert, wobei Priméarantikdrper gegen RNase 1, RNase Inhibitor und
B-Aktin verwendet wurden. (B) Nach 24-stiindiger Behandlung mit (1) Serum-freiem Medium, (2) 250 ng/ml LPS oder (3)
500 ng/ml LPS wurden Lysate und konzentrierte Zelliiberstdnde mittels Western Blot analysiert, wobei Priméarantikdrper gegen

RNase 1 und B-Aktin verwendet wurden. Die Abbildungen zeigen ein repréasentatives von drei unabhéngigen Experimenten.

Eine 24-stindige Behandlung mit verschiedenen Konzentrationen an TNFa verminderte die
RNase-Aktivitat in den Uberstanden von HUVEC signifikant um bis zu 70%, wahrend die
Stimulation der Zellen mit Thrombin zu keiner signifikanten Anderung der RNase-Aktivitat
fuhrte (Abbildung 22A). Eine In-Gel-Zymographie, welche die Detektion von RNasen in
Polyacrylamidgelen durch den Verdau des Substrats Poly:C ermdglichte, bestatigte die oben
beschriebenen Ergebnisse. Wahrend in den Lysaten keine messbare RNase-Aktivitat
vorhanden war, wurden in den Uberstanden der unbehandelten HUVEC, wie im Western
Blot (Abbildung 21), drei RNase-Banden zwischen 17 und 26 kDa detektiert. Deren Intensitat
war nach 24-stindiger Behandlung mit TNFa deutlich geringer. Im Gegensatz dazu
beeinflusste die Stimulation mit Thrombin die Bandenintensitat nicht (Abbildung 22B).
Zusétzlich zeigten die Uberstande von TNFa- aber nicht von Thrombin-behandelten HUVEC
einen signifikant erhohten RNA-Gehalt in ihren Uberstanden (Abbildung 22C und D).

Die hier prasentierten Ergebnisse zeigen, dass die proinflammatorischen Substanzen TNFa
und Thrombin die Expression, Sekretion und Aktivitdt von RNase 1 auf Gen- und
Proteinebene verminderten. Da hierbei die durch TNFa vermittelten Effekte im Vergleich zu
Thrombin deutlich starker waren, fokussierten sich nachfolgende Experimente auf die Rolle
von TNFa als negativer Regulator von RNase 1 sowie die Analyse des involvierten

Signaltransduktionsweges.
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Abbildung 22: RNase-Aktivitat und RNA-Gehalt in HUVEC-Uberstianden nach 24-stiindiger Stimulation mit TNFa und
Thrombin

(A) Die RNase-Aktivitat im Uberstand von HUVEC wurde nach 24 h Stimulation mit Serum-freiem Medium oder steigenden
Konzentration von TNFa oder Thrombin mittels eines Aktivitatstests detektiert. Die Daten reprasentieren Mittelwerte +/- SEM
(n24, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001). (B) Zymogpraphie von Lysaten und Uberstdnden nach 24-stiindiger Stimulation mit
(1) Serum-freiem Medium, (2) 10 ng/ml TNFa bzw. (3) 2,5 U/ml Thrombin. Gezeigt ist ein reprasentatives von drei
unabhéangigen Experimenten. Der RNA-Gehalt in den Zelltiberstdnden wurde nach 24-stiindiger Stimulation von HUVEC mit (C)
10 ng/ml TNFa und (D) 2,5 U/ml Thrombin bestimmt. Die Daten reprasentieren Mittelwerte +/- SEM (n=3, *p<0,05).

4.2.2 Analyse des TNFa-Signalweges

Zur mechanistischen Analyse des Signaltransduktionsweges, der zur TNFa-abhangigen
Absenkung der RNase 1-Expression fihrte, wurde zundchst die Rolle des
Transkriptionsfaktors NFkB untersucht. Die Bindung von TNFa an die TNF-Rezeptoren
TNFR1 und TNFR2 fuhrt zur Aktivierung verschiedener intrazellularer Signalwege, wobei der
prominenteste Signalweg iiber den Transkriptionsfaktor NFxB lauft (siehe 1.3.3)!*%1%172 Um
nachzuweisen, dass die TNFa-vermittelte Verminderung der RNase 1-Expression NFkB-
abhangig ist, wurde die Aktivierung von NFkB durch den Inhibitor BAY 11-7082 blockiert, der

spezifisch die Phosphorylierung von IxB und damit auch die nachfolgende Aktivierung von
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NFxB und dessen Translokation in den Zellkern verhinderte’”*. HUVEC wurden fiir 4 h mit
10 uM BAY 11-7082 vorinkubiert, anschlieBend 24 h mit TNFa behandelt und die Proben
anschlieend auf Proteinebene untersucht. Die TNFa-abhangige Verminderung der
RNase 1-Expression konnte durch Zugabe des Inhibitors BAY 11-7082 nicht kompensiert
werden, was fur einen NFxB-unabhangigen Signalweg spricht. Die Inhibierung der durch
TNFa in  NFkB-abhangiger Weise vermittelten Hochregulation des intrazellularen

2102711 pestatigte  die

Adhasionsmolekils 1  (ICAM-1, intracellular adhesion protein 1)
Funktionalitat des Inhibitors (Abbildung 23). Diese Ergebnisse deuten auf einen von NFxB

unabhangigen Regulationsmechanismus der RNase 1 hin.
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Abbildung 23: Proteinexpression und Sekretion von RNase 1 nach Stimulation von HUVEC mit TNFa und BAY11-7082

HUVEC wurden 2 h mit Serum-freiem Medium gehungert und 4 h mit 10 uM BAY11-7082 wie angegeben vorinkubiert. Nach
Zugabe von 10 ng/ml TNFa wurden die Zellen 24 h inkubiert und Lysate und konzentrierte Uberstande mittels Western Blot
analysiert. Es wurden Primarantikorper gegen ICAM-1, RNase 1 und [-Aktin verwendet. Die Abbildung zeigt ein

reprasentatives von drei unabhéngigen Experimenten.

In mehreren Studien konnte bereits gezeigt werden, dass TNFa die Genexpression
verschiedener Proteine durch Modifikationen des Acetylierungssmusters von Histonen
beeinflusst?’*?"3. Die Verwendung von Trichostatin A (TSA), das Histondeacetylasen (HDAC)
der Klasse | und Il inhibierte, ermdglichte es zu untersuchen, ob die Expression der RNase 1

von einem verdnderten Acetylierungsstatus der Zellen abhangig ist.
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Zur Inhibierung der HDACs erfolgte eine 4-stiindige Vorinkubation der HUVEC mit
verschiedenen Konzentrationen TSA, gefolgt von einer 24-stiindigen Stimulation mit TNFa
und anschlieBender Western Blot Analyse von Lysaten und Uberstanden. Wahrend die
Sekretion von RNase 1 durch TNFa-Behandlung auf ca. 30% des Kontrollwertes vermindert
wurde, erhohte die Vorinkubation der Zellen mit TSA die Menge der in den Uberstand
sezernierten RNase 1 konzentrationsabhéngig. TSA allein hatte keinen Einfluss auf die
RNase 1-Expression, allerdings verstarkte es die durch TNFa induzierte Freisetzung von
ICAM-1 in den Zellkulturtiberstand (Abbildung 24).

Die Daten lieRen die Schlussfolgerung zu, dass die Expression von RNase 1 Uber eine
Veranderung des Acetylierungsmusters gesteuert wurde. Da diese Art der Genregulation von
auReren Stimuli abhangig ist, sollte die Herunterregulation von RNase 1 nach Entfernen des

TNFa-Stimulus wieder hergestellt werden.
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Abbildung 24: Proteinexpression und Sekretion von RNase 1 nach Stimulation von HUVEC mit TNFa und
Trichostatin A (TSA)

HUVEC wurden 2 h mit Serum-freiem Medium gehungert, 4 h mit 0,5 pM bzw. 1 pM TSA vorinkubiert und anschlieBend mit
10 ng/ml TNFa fir 24stimuliert. Es erfolgte eine Western Blot Analyse von Lysaten und konzentrierten Uberstanden, wobei
Primarantikérper gegen ICAM-1, RNase 1 und B-Aktin verwendet wurden. Die Abbildung zeigt ein reprasentatives von drei

unabhéngigen Experimenten.

Dazu erfolgten nach 24-stindiger Inkubation von HUVEC mit Serum-freiem Medium im
Vergleich zu 10 ng/ml TNFa ein Mediumwechsel und eine zeitabhangige Inkubation in

Serum-freiem, unbehandeltem Medium. Durch Analysen auf mRNA- und Proteinebene
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wurde die zeitabhangige Wiederherstellung der RNase 1-Expression detektiert. Die
Expressionsrate von RNase 1 lag 8 h nach Entfernen des TNFa-Stimulus signifikant Uber
dem Ausgangswert und nach 24 h wieder auf Ausgangsniveau (Abbildung 25). Diese
Ergebnisse bestatigten die Abh&ngigkeit der Expressionsverminderung von RNase 1 von

einem aufleren Stimulus.

Neben der Analyse des involvierten Signalweges, stand die Beteiligung der daraus
resultierenden Verminderung der RNase 1-Expression an TNFa-abhangigen Prozessen, wie
Permeabilitatsveranderungen des Endothels, im Fokus weiterfiihrender Experimente.
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Abbildung 25: Expression und Sekretion von RNase 1 nach Depletion des TNFa-Stimulus

Nach 24-stindiger Stimulation von HUVEC mit Serum-freien Medium oder 10 ng/ml TNFa erfolgte eine zeitabhangige
Inkubation in Serum-freiem Medium. (A) Die Zellen wurden zeitabhangig nach dem Mediumwechsel geerntet und die
Genexpression von RNase 1 mittels quantitativer Real-time PCR ermittelt. Die Daten wurden normalisiert zu den
Expressionsraten der GAPDH mRNA und ausgedriickt als Verhéltnis der Expression von RNase 1 zu GAPDH. Die Daten
reprasentieren Mittelwerte + SEM (n23, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001). (B) Die Zellen wurden 24 h nach dem Mediumwechsel
geerntet und die Proteinexpression von RNase 1 und B-Aktin in Lysaten und konzentrierten Uberstanden mittels Western Blot

analysiert. Die Abbildung zeigt ein reprasentatives von drei unabhéngigen Experimenten.
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4.2.3 Einfluss von RNase 1 auf Zell-Zell-Kontakte

Die Erhohung der zellularen Permeabilitdt ist ein bekannter Effekt von TNFa auf
Endothelzellen, welcher auch mit einer veré&nderten Expression und Verteilung von
VE-Cadherin verbunden ist?*. Um zu analysieren, ob die TNFa-abhangige
Hyperpermeabilitdt in Endothelzellen mit der Herunterregulation von RNase 1 Korreliert,

wurde die Expression von RNase 1 mittels siRNA in HUVEC vermindert.

Zur Etablierung dieser Methode wurden HUVEC mit steigenden Konzentrationen einer
gegen RNase 1 gerichteten siRNA sowie einer siRNA-Kontrolle, gerichtet gegen GAPDH,
transfiziert und die Effizienz nach 24 h mittels semi-quantitativer PCR nachgewiesen, wobei
die mRNA-Expression von RNase 1 auf etwa 30%, bezogen auf die Kontrolle, sank
(Abbildung 26A). Die Transfektion mit einer siRNA gegen GAPDH zeigte keinen Einfluss auf

die RNase 1-Expression, wohingegen die Expression des Zielgens GAPDH reduziert wurde.
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Abbildung 26: siRNA-vermittelte Herunterregulation der RNase 1-Expression in HUVEC

HUVEC wurden mit steigenden Konzentrationen an siRNA gegen RNase 1 bzw. GAPDH transfiziert und die Effizienz mittels
(A) semi-quantitativer PCR und (B) RNase-Aktivitatstest nachgewiesen. (C) Der RNA-Gehalt in den Uberstanden von
transfizierten HUVEC wurde bestimmt. Die Daten zeigen Mittelwerte + SD eines reprasentativen von zwei unabhangigen

Experimenten.
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RNase Aktivitatstests der Zellkulturiibersténde transfizierter Zellen bestatigten die Effizienz
der Methode auf Proteinebene, da nur in den mit SiRNA gegen RNase 1 transfizierten Zellen
eine Abnahme der RNase Aktivitat beobachtet wurde, wahrend die verminderte Expression
von GAPDH keinen Einfluss auf die RNase Aktivitat hatte (Abbildung 26B). Zusatzlich war
der RNA-Gehalt in den Uberstanden der mit siRNA gegen RNase 1 transfizierten Zellen
erhoht, was mit der verminderten RNase 1-Expression und der damit verbundenen
reduzierten Enzymaktivitdt korrelierte (siehe Abbildung 26C). Basierend auf diesen
Ergebnissen wurden alle weiteren Versuche mit einer siRNA-Konzentration von 50 nM

durchgefihrt.
A
Kontrolle TNFa
VE-Cadherin
B
Kontrolle siRNA RNase1
RNase1
VE-Cadherin

Abbildung 27: Fluoreszenzfarbung von HUVEC

(A) HUVEC wurden auf 8-Well Objekttragern ausgesat, 24 h mit Serum-freiem Medium (Kontrolle) oder 10 ng/ml TNFa
behandelt und eine Immunfluoreszenzfarbung mit Antikérpern gegen VE-Cadherin (rot) durchgefihrt und mit 40-facher
VergroRerung analysiert. (B) HUVEC wurden auf 8-Well Objekttrager ausgeséat und mit sSiRNA gegen RNase 1 transfiziert.
Nach 48 h wurde eine Immunfluoreszenzfarbung mit Antikdrpern gegen RNase 1 (rot) und VE-Cadherin (rot) durchgefihrt und
mit 63-facher VergroRerung analysiert. Die Aufnahmen entsprechen einem représentativen Versuch von drei unabhéangig
durchgefuhrten Experimenten.
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Der Einsatz indirekter Fluoreszenzmikroskopie erméglichte eine Analyse der VE-Cadherin-
Verteilung zum einen in TNFa-behandelten HUVEC, zum anderen in HUVEC, deren

RNase 1-Expression mittels siRNA auf ein Minimum reduziert wurde.

Die Stimulation von HUVEC mit TNFa beeinflusste die Verteilung von VE-Cadherin in
bekannter Weise. Wahrend die Zell-Zell-Kontakte in den unbehandelten HUVEC intakt waren
und die Zellen kompakt verbanden, war die Intensitdt des VE-Cadherin-Signals in den mit
TNFa-behandelten Zellen deutlich abgeschwacht und wies aulRerdem deutliche
Unterbrechungen auf, die auf eine erhthte Permeabilitat hinwiesen (Abbildung 27A). Eine
Analyse der siRNA-transfizierten HUVEC mit fluoreszenzmikroskopischen Methoden
bestatigte die Reduktion der RNase 1-Expression durch ein deutlich vermindertes
Fluoreszenzsignal im Zytoplasma. Gleichzeitig korrelierte die Herunterregulation von
RNase 1 mit einem verminderten Signal fir VE-Cadherin und einer diffuseren Farbung der
Zell-Zellkontakte (Abbildung 27B). Eine vorlaufige Western Blot-Analyse der Zelllysate von
HUVEC, nach Transfektion mit sSiRNA gegen RNase 1 bzw. nach 24-stiindiger Simulation mit
10 ng/ml TNFa, bestatigte, dass die Proteinexpression von VE-Cadherin nicht verandert
wurde, sondern die diffusere Immunfluoreszenzfarbung in den behandelten Zellen auf einer
Umverteilung des VE-Cadherins beruht (Abbildung 28).

Diese Analysen lieferten erste Hinweise, dass die TNFa-vermittelte Herunterregulation der

RNase 1-Expression an einer Umverteilung von VE-Cadherin beteiligt war.
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Abbildung 28: VE-Cadherin-Expression in HUVEC

HUVEC wurden mit 50 nM siRNA gegen RNase 1 transfiziert bzw. 24 h mit 10 ng/ml TNFa stimuliert und die Lysate mittels
Western Blot analysiert, wobei Priméarantikérper gegen VE-Cadherin und B-Aktin verwendet wurden. Die Abbildung zeigt

vorlaufige Ergebnisse, da das Experiment bisher nur einmal durchgefiihrt werden konnte.
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5 Diskussion

5.1 Die prokoagulatorische Aktivitat von Oligonukleotiden in

Abhangigkeit zu ihrer Sekundarstruktur

Seit der ersten Beschreibung im Jahr 1871% wurden die Funktionen von Nukleinsauren
intensiv untersucht. Hierbei konnte DNA als Speicher der genetischen Information im
Nukleus identifiziert werden, wahrend die instabilere RNA intrazellular die Ubersetzung der
genetischen Information in eine Aminoséuresequenz und damit in ein Protein vermittelt®” und

in Form von kleinen, nicht-kodierenden RNAs die Proteinsynthese reguliert®®®.

Dass DNA und RNA nicht nur intrazellulare sondern auch extrazellulare Aktivitaten besitzen,
wurde durch verschiedene Studien gezeigt. So wurden erhohte Konzentrationen
verschiedener DNAs, RNAs sowie RNA-Lipid-Komplexe im Plasma von Tumorpatienten und
Patienten mit Autoimmunerkrankungen beschrieben’"8.

Unsere Gruppe identifizierte 2007 extrazellulare RNA, freigesetzt durch Zellruptur und
vaskulare  Verletzungen, als Kofaktoren zur  Aktivierung des intrinsischen
Gerinnungssystems®. Nachfolgende Studien von Oehmcke et al. erweiterten diese
Ergebnisse durch die Beobachtung, dass die Serinproteasen des intrinsischen
Gerinnungsweges durch die von Neutrophilen in der Gegenwart pathogener
Mikroorganismen gebildeten DNA-Netze, den NETSs, aktiviert werden®. Somit besitzen
sowohl extrazellulare DNA wie auch RNA prokoagulatorische Aktivitaten. Allerdings wurde
bislang nicht untersucht, inwieweit diese Aktivitaten von bestimmten Strukturmerkmalen wie

Sequenz oder Sekundarstruktur der Substanzen abhangig sind.

5.1.1 Analyse der prokoagulatorischen Aktivitat verschiedener
synthetischer DNA- und RNA-Oligonukleotide

In der hier vorliegenden Arbeit wurden die Stabilitdt sowie die prokoagulatorische Aktivitat
verschiedener DNA- und RNA-Oligonukleotide in Abh&ngigkeit ihrer Struktur untersucht.
Dafur wurden zwei 21mer-Oligonukleotide mit verschiedenen Sekundarstrukturen (linear
ohne stabile Sekundéarstruktur sowie eine Haarnadel-Struktur) und ein langeres, komplexer
strukturiertes 45mer-Oligonukleotid jeweils in Form von RNA und DNA verwendet (Abbildung
12).
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Korrelierend mit vorangegangenen Studien, in denen DNAs unabhéangig von ihrer Struktur
bis zu zwei Stunden in Plasma nachweisbar waren®”, wurden die DNA-Oligonukleotide nicht
degradiert. Im Gegensatz dazu erfolgte die Hydrolyse der verwendeten RNA-Oligonukleotide

241,246

durch die im Plasma zirkulierenden RNasen in Abhangigkeit ihrer Sekundarstruktur,

sodass nur das RNA-Oligonukleotid 21mer-H1, welches eine stabile Haarnadelstruktur
aufweist, nach finf-mindtiger Inkubation noch detektierbar war.

A: Einfluss auf die Gerinnungszeit von Plasma

vV VeV
v

schwach mittel stark

RNA

B: Auto-Aktivierung von Prakallikrein

DNA v @ \ 4 v.
RNA ® A 4

schwach mittel stark

Abbildung 29: Vergleich der prokoagulatorischen Eigenschaften der verwendeten synthetischen Nukleinsaure-
oligonukleotide

Dargestellt ist ein direkter Vergleich der Einflisse der verwendeten DNA- und RNA-Oligonukleotide auf (A) die Gerinnungszeit
von humanem Plasma und (B) die Autoaktivierung von Prékallikrein im isolierten System: 21mer-L (griines Quadrat), 21mer-H1

(oranges Dreieck), 21mer-H2 (blaues Dreieck), 21mer-H3 (graues Dreieck), 45mer (lila Sechseck).

Die prokoagulatorischen Aktivitaten der verwendeten 21mer-Oligonukleotide waren von ihrer
Sekundarstruktur  abhéngig, sodass fir Haarnadel-formende Strukturen starke
prokoagulatorische Aktivitaten detektiert wurden wahrend Strukturen ohne stabile
Sekundarstruktur, unabhdngig von ihrer Stabilitat im Plasma, inaktiv waren. Im direkten
Vergleich erbrachte dabei das DNA-Oligonukleotid 21mer-H1 die hdchste spezifische
Kofaktoraktivitdt.  Vergleiche verschiedener Haarnadel-Strukturen bestétigten  die
koagulatorischen Kofaktoraktivitdten dieser Substanzen (Abbildung 29). Die verminderte

prokoagulatorische Aktivitdt von multimeren Haarnadel-Strukturen kann madglicherweise auf

Seite | 86



Diskussion

eine  verminderte  Zuganglichkeit der fur die  Proteinbindung relevanten

Nukleinsauresequenzen zurtickgefuhrt werden.

Die prokoagulatorischen Eigenschaften der verwendeten 45mer-Oligonukleotide korrelierten
mit ihrer Stabilitat im Plasma. Wahrend das DNA-Oligonukleotid die Gerinnungszeit von
humanem Plasma verkirzte, zeigte das RNA-Oligonkleotid aufgrund seiner raschen
Degradierung keine Aktivitat.

5.1.2 Bindungsaffinitaten verschiedener synthetischer DNA-

Oligonukleotide zu Proteinen des intrinsischen Gerinnungsweges

Bereits 2007 identifizierte unsere Gruppe die Serinproteasen des intrinischen
Gerinnungsweges (PK, FXIl, FXI) sowie deren nicht-enzymatischen Kofaktor HK als
Nukleinsaure-bindende Proteine®. Um die Interaktion zwischen den verschiedenen
Oligonukleotiden und den Proteinen des intrinsischen Gerinnungswegs zu analysieren,
wurden Bindungsexperimente durchgefuhrt. Diese zeigten, dass die 21mer-DNA-H1-Struktur
spezifisch mit HK interagierte, wahrend die anderen getesteten Substanzen keine bzw. nur
geringe Bindungsaffinitaten fur HK, PK, FXI oder FXII zeigten.

Diese Daten implizieren, dass die prokoagulatorische Aktivitat der Haarnadel-enthaltenden
Nukleinsduren durch die spezifische Bindung an HK vermittelt wird. Diese Interaktion
positioniert die Nukleinsauren in unmittelbarer Nahe der Serinproteasen des intrinsischen
Gerinnungsweges und kdnnte so deren Autoaktivierung unterstitzen. Zusatzlich kdnnte das
bei diesen Reaktionen wahrend der Spaltung von HK freigesetzte Peptid BK durch
Interaktion mit den entsprechenden Rezeptoren einen proinflammatorischen Phanotyp,
verbunden mit einer Hyperpermeabilitit des Endothels und einem erhdhten Risiko zur

Ausbildung von Odemen, induzieren (Abbildung 30).

Dies erweitert die bisherigen Kenntnisse der Interaktion von Nukleinsduren mit
Gerinnungsproteinen, da bislang alle Experimente mit zellularer RNA bzw. DNA durchgefihrt
und die gezeigten Wechselwirkungen lediglich auf Ladungs- und gré3enabhangige Effekte
zuriickgefuhrt wurden. Die hier vorliegenden, neuen Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass
insbesondere Haarnadel-formende Strukturen prokoagulatorische Funktionen vermitteln.
Solche Strukturen sind auch in den natirlich vorkommenden RNA-Makromolekilen
(ribosomaler RNA, transfer-RNA und messenger-RNA) vorhanden, welche aus dem
Zytoplasma geschadigter Zellen freigesetzt werden. Aufgrund der Anwesenheit von RNasen

in humanem Plasma ist die Halbwertszeit freier RNA-Molekile wahrscheinlich zu kurz, um
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systemische Auswirkungen zu haben. Lokal werden allerdings ausreichend hohe
Konzentrationen erreicht, um an der Verletzungsstelle physiologische Prozesse zu

vermitteln.

Intrinsischer Aktivierung des

Gerinnungsweg m— Komplementsystems
Nukleinsdure l
Z o
J % Thrombusbildung

“ 0 . Verletzung g B 0 \ 0

Abbildung 30: Haarnadel-Strukturen vermitteln die prokoagulatorische Aktivitat von Nukleinsauren

Nukleinsauren mit stabiler Haarnadel-Struktur binden an den im vaskularen System zirkulierenden Komplex aus Prékallikrein (PK) und
hochmolekularem Kininogen (HK), was zu einer auto-katalytischen Spaltung und der damit verbundenen Aktivierung von Prakallikrein
zu Kallikrein (K) sowie der Freisetzung des Peptids Bradykinin aus Kininogen fiihrt. Kallikrein vermittelt Gber den intrinsischen
Gerinnungsweg die kaskadenartige Aktivierung weiterer zymogener Vorstufen von Gerinnungsproteinen, was in der Bildung eines
stabilen Thrombus resultiert. Sowohl die Freisetzung von Bradykinin als auch die Faktor Xll-abhangige Aktivierung des

Komplementsystems kdénnen inflammatorische Prozesse initiieren.

276

Die bereits einleitend beschriebene Identifizierung verschiedener RNAs“” in humanem

678 \welche offenbar vor einer

Plasma unter normalen wie auch pathologischen Bedingungen
Degradierung durch RNasen geschutzt sind, festigt die Hypothese, dass extrazellulare RNAs
durch verschiedene Mechanismen stabilisiert werden. Dies kodnnte in vivo durch den

Transport in Mikropartikeln (siehe 5.3) oder die Bindung an Proteine, wie die unter 5.2
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genauer diskutierte Wechselwirkung zwischen Nukleinsauren und PF4, erreicht werden.
Dadurch wuirden auch langfristige physiologische Aktivitditen von extrazellularer RNA
ermoglicht. In vivo bestétigte die signifikante Verminderung der Thrombusbildung durch eine
Vorbehandlung von Mausen mit RNase 1, aber nicht mit DNase, die Beteiligung von RNA an
diesem Prozess. Die Beteiligung von endogener extrazellularer DNA wurde, auch aufgrund

der Lokalisation im Nukleus und der Assoziation mit Histonen, als gering eingeschatzt®>%,

Diese Einschatzung wurde durch Studien von Oehmcke et al. aus dem Jahr 2009 erweitert*.
Hierbei wurde erstmals die Bindung und Aktivierung der Serinproteasen des intrinsischen
Gerinnungsweges durch die von Neutrophilen in der Gegenwart pathogener
Mikroorganismen gebildeten NETs beschrieben. Extrazellulare DNA vermittelt somit unter
inflammatorischen Bedingungen die Aktivierung des intrinsischen Gerinnungssystems. Die
involvierten Serinproteasen sind neben koagulatorischen auch in inflammatorische Prozesse
(Aktivierung des Komplementsystems, Freisetzung von BK aus HK) involviert, die zu einer
Amplifikation der angeborenen Immunantwort filhren kdénnen und somit einen wichtigen

Aspekt des korpereigenen Abwehrsystems gegeniiber Mikroorganismen darstellen.

Bei den durch Neutrophile freigesetzten NETs handelt es sich um chromosomale DNA, die
u.a. mit Histonen, mit neutrophiler Elastase und Cathepsin G assoziiert ist?’”?"°. Diese DNA-
Protein-Strukturen enthalten auch Haarnadel-bildende Strukturen, die als Bindemotive fir

Gerinnungsproteine dienen und somit deren Aktivierung vermitteln kénnten.

5.1.3 Analyse der prokoagulatorischen Aktivitat verschiedener

Nukleins&ureaptamere

Synthetische Nukleinsauren in Form von DNA- und RNA-Oligonukleotiden, sogenannte
Aptamere, finden in neuerer Zeit verstarkt klinische Anwendung, sodass auch deren
prokoagulatorische Aktivitdt untersucht wurde. Aptamere sind kurze DNA- oder RNA-
Molekile mit einer Lange von 30-40 Nukleotiden, welche hochspezifisch an Proteine binden
und dadurch deren Funktion beeinflussen kdnnen. Der therapeutische Nutzen dieser
Substanzen wird aufgrund geringer immunogener und toxischer Nebenwirkungen als sehr

.52 und den Nachweis

hoch eingeschéatzt. Bezugnehmend auf die Studie von Kannemeier et a
der prokoagulatorischen Aktivitat von extrazellularen Nukleinsduren, wurde das Potential
prothrombotischer Nebenwirkungen durch Aptamere erstmals 2010 von Paul et al.
analysiert'™. Es konnte gezeigt werden, dass eine DNA-Aptamer-Bibliothek (bestehend aus

DNA-Oligonukleotiden mit verschiedenen Sequenzen bzw. Sekundarstrukturen) zur Auto-
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Aktivierung von Prakallikrein und FXIl und daraus resultierend zur Bildung von Thrombin
fuhrte. Allerdings wurde in dieser Studie nicht genauer eingegrenzt, ob alle verwendeten
DNA-Strukturen diese Aktivitdt vermitteln und ob funktionelle, bereits gut charakterisierte
Aptamere die gleichen Effekte zeigen.

Aufgrund der bereits beschriebenen prokoagulatorischen Aktivitat von DNA-Oligomeren
wurden in der hier vorliegenden Arbeit die Effekte von zwei verschiedenen DNA-Aptameren
auf die Autoaktivierung von PK sowie auf die Gerinnungszeit von humanem Plasma
analysiert. Beide Aptamere wurden urspringlich zur Inhibierung von Gerinnungsproteinen
synthetisiert: Wahrend das Thrombin-Aptamer Uber die Blockierung von Thrombin (und
damit der Gerinnselbildung) antithrombotische Eigenschaften aufweist, greift das Protein C
Aptamer in regulatorische Mechanismen des Gerinnungsprozesses ein und verhindert die
APC-abhéngige Inhibierung der Thrombinproduktion. Es trdgt somit zur Stabilisierung des

Thrombus bei®2¢°,

Beide Aptamere wurden in der hier vorliegenden Arbeit als effiziente Kofaktoren fir die Auto-
Aktivierung von Prakallikrein identifiziert, wobei hierbei unter Beachtung der
vorangegangenen Ergebnisse zum einen die Quadruplex-Struktur des Thrombin-Aptamers
sowie die Haarnadel-Strukturen des Protein C-Aptamers als aktivierende Elemente in
Betracht gezogen werden sollten. Zusatzlich verkirzte das Protein C-Aptamer in den hier
vorgenommen Messungen die Gerinnungszeit in humanem Plasma, sodass eine direkte
prothrombotische Aktivitat angenommen werden muss. Das Thrombin-inhibierende Aptamer
verhinderte in humanem Plasma effizient die Thrombin- und damit auch die
Gerinnselbildung, sodass die durch dieses Aptamer vermittelte Aktivierung des intrinsischen
Systems nicht zu thrombotischen Nebenwirkungen fihren konnte. Allerdings sollten weitere
Studien klaren, ob das wahrend der Spaltung von HK gebildete BK inflammatorische

Prozesse fordert.

Bei den hier verwendeten Aptameren handelte es sich um unmodifizierte DNA-Sequenzen.
Die als Therapeutika entwickelten Aptamere tragen allerdings in der Regel verschiedene
Modifikationen, welche ihre Stabilitat im Plasma erhdhen. Weiterfihrende Studien sollten
klaren, ob diese Modifikationen die hier identifizierten, prokoagulatorischen Eigenschaften

von Aptameren beeinflussen.

Zusammengefasst liefern die Ergebnisse dieser Arbeit neue Einblicke in die Nukleinsaure-

Protein-Interaktion. Erstmals wurden Haarnadel-Strukturen als Bindedomanen in kurzen
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Oligonukleotiden identifiziert, welche die Bindung an HK und damit verbunden die

Aktivierung des intrinsischen Gerinnungsweges vermitteln.

5.2 Regulation der prokoagulatorischen Aktivitat von

Nukleinsauren durch basische Proteine

In der vorliegenden Arbeit wurde PF4 als neues regulatorisches Protein identifiziert, das die
prokoagulatorische Funktion von natirlichen wie auch synthetischen Nukleinsduren
neutralisiert. PF4 ist ein positiv geladenes Chemokin, das bei der Aktivierung von
Thrombozyten aus deren a-Granula freigesetzt wird, an Heparansulfate auf der Oberflache
von Endothelzellen bindet und durch stark negative Molekule, wie z. B. Heparin, von diesen

Proteoglykanen geldst wird*?®.

Frihere Studien zeigten bereits eine PF4-abhangige
Inhibierung der Aktivierung von FXII durch Ellagsédure, Kaolin oder Glas**. In Anbetracht
dieser starken Wechselwirkungen mit negativ geladenen Substanzen wurde die
Wechselwirkung von PF4 mit Nukleinsduren sowie der Einfluss des basischen Proteins auf

den intrinsischen Gerinnungsweg untersucht.

PF4 konnte als starkes Nukleinsdure-bindendes Protein identifiziert werden, welches nicht
nur mit zellularer RNA oder DNA, sondern auch mit den lediglich 21 Nukleotiden
umfassenden Oligonukleotiden interagierte und dadurch das prokoagulatorische Potential
aller getesteten Nukleinsduren konzentrationsabhangig reduzierte. Unveroffentlichte
Ergebnisse unserer Kooperationspartner der Universitat Greifswald bestatigten, dass die
Bindung von Nukleinsduren an PF4 &hnliche Konformationsdnderungen des Proteins

induzierte, wie die Bindung von Heparin (Miriam Jaax).

Die in den Experimenten verwendeten PF4-Konzentrationen entsprechen physiologischen
Werten, da unmittelbar nach der Thrombozytenaktivierung eine lokale Konzentration von
etwa 5 pg/ml PF4 erreicht werden kann'?®. PF4 kontrolliert somit lokal die Aktivierung der
Gerinnungskaskade durch extrazellulare Nukleinsduren indem es die Auto-Aktivierung der

Kontaktphasenproteine verhindert bzw. reduziert (Abbildung 31).
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Intrinsischer

=3 Gerinnungsweg

Abbildung 31: Regulation der prokoagulatorischen Aktivitat von Nukleinsauren durch Plattchenfaktor 4

Nukleinsauren vermitteln als effektive Kofaktoren zusammen mit hochmolekularem Kininogen (HK) die Auto-Aktivierung der
Serinprotease Prakallikrein (PK) zu Kallikrein (K) des intrinsischen Gerinnungssystems. Dadurch kommt es zu einer
kaskadenartigen Aktivierung weiterer zymogener Vorstufen von Gerinnungsproteinen, was in der Bildung eines stabilen Thrombus
resultiert. Der aus den a-Granula aktivierter Thrombozyten freigesetzte Plattchenfaktor 4 (PF4) bindet extrazellulare Nukleinséuren

und neutralisiert so deren prokoagulatorische Effekte.

5.3 Regulation des RNA/RNase-Systems: Einfluss von

proinflammatorischen Mediatoren auf die RNase 1-Expression

RNasen erfillen, mdglicherweise als effiziente Gegenspieler der verschiedenen durch
extrazellulare RNA initiierten pathophysiologischen Reaktionen im Gefal3ssystem, wichtige
protektive Aufgaben. Fur acht der dreizehn bekannten Mitglieder der RNase A-Superfamilie

wurden, auf3erhalb der urspriinglich fir RNasen postulierten Funktion (Degradierung von mit

188

der Nahrung aufgenommener Nukleinsauren), antibakterielle’®® und antivirale Wirkungen'®®

186 187

sowie neurotoxische™ und angiogene™" Effekte nachgewiesen.

Aufgrund der von unserer Gruppe veroffentlichten Beobachtungen, dass extrazellulare RNA
im vaskuldren System (a) die Proteasen des intrinsischen Gerinnungssystems aktiviert®?, (b)

VEGF-abhangig zu einer Hyperpermeabilitat des Endothels fiihrt?®

und (c) vergleichbar mit
anderen proinflammatorischen Mediatoren die Exozytose der endothelialen Weibel-Palade-
Granula induziert®®, war fiir die hier vorliegende Arbeit insbesondere die Regulation der im
vaskularen System exprimierten RNase 1 von Interesse. Da HUVEC die bislang starkste
Expression und Sekretion von RNase 1 in vitro zeigten®®, wurden diese Priméarzellen als

Modellsystem verwendet.
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5.3.1 Einfluss proinflammatorischer Substanzen auf die Expression und

Sekretion von RNase 1 und Ribonuklease Inhibitor

Wahrend die Stimulation von HUVEC mit LPS keine Auswirkungen auf die Expression von
RNase 1 oder deren Inhibitor besal3, bewirkten langfristige Stimulationen mit TNFa und
Thrombin eine signifikante Herunterregulation von RNase 1 auf mRNA- bzw. mit TNFa
zusatzlich auch auf Proteinebene. Dies wurde durch eine verminderte RNase-Aktivitat im
Zellkulturmedium der behandelten Zellen bestatigt. Unsere Arbeitsgruppe wies bereits nach,
dass Thrombin, aber auch extrazellulare RNA, als proinflammatorische Faktoren innerhalb
von 10 min die Freisetzung von RNase 1 aus den Weibel-Palade-Granula induzierte®,

20 Dieser Prozess fiihrte zu einer

wahrend TNFa keine Degranulierung stimulierte
signifikanten Erhéhung der extrazellularen RNase-Konzentration und erméglichte dadurch

einen schnellen Verdau physiologisch aktiver, extrazellularer RNA®,

Zusammengenommen mit den hier vorliegenden Daten spricht dies fir eine duale Rolle von
RNase 1 in inflammatorischen Prozessen: (1) Die erhthte RNase 1-Konzentration unter
akut-inflammatorischen Bedingungen vermittelt einen schnellen Verdau proinflammatorischer
RNA wéahrend (2) unter chronisch-inflammatorischen Bedingungen die RNase 1-Expression

signifikant vermindert ist.

Noch unveroffentlichte Beobachtungen von Dr. Silvia Fischer aus unserer Gruppe liefern
erste Hinweise, wie beide Mechanismen miteinander verknipft sein kénnten. So konnte
gezeigt werden, dass nach kurzzeitiger Stimulation mit RNA signifikante Mengen TNFa aus
Monozyten freigesetzt werden. Weitere Studien sollen bestétigen, dass der aus Monozyten

freigesetzte TNFa langfristig die Expression von RNase 1 im Endothel vermindern kann.

5.3.2 Einfluss einer verminderten Expression von RNase 1 auf die

Integritat von Zell-Zell-Verbindungen

Da unter physiologischen Bedingungen die Wahrscheinlichkeit einer 24-stlindigen
Stimulation mit Thrombin aufgrund dessen schneller Bindung und Inaktivierung durch
Antithrombin und Thrombomodulin zur Unterbindung unkontrollierter Gerinnungsprozesse

sehr gering ist**

, lag der weitere Fokus dieser Arbeit auf den durch TNFa-vermittelten
Mechanismen. Im Gegensatz zu Thrombin kann TNFa wahrend chronisch-inflammatorischer
Erkrankungen wie z.B. rheumatoider Arthritis langfristig im vaskularen System nachgewiesen
werden®®. TNFa wirkt hierbei stark permeabilitatserhdéhend, was auch von einer veranderten

Lokalisation von VE-Cadherin in den adherens junctions begleitet wird*’*. In der hier
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vorliegenden Arbeit konnte eine vergleichbare, verdnderte VE-Cadherin-Verteilung in den
adherens junctions auch in Zellen mit einer durch siRNA-Transfektion verminderten
RNase 1-Expression anhand fluoreszenzmikroskopischer Methoden beobachtet werden.
Gleichzeitig wurde eine erhdhte Konzentration an extrazellularer RNA im Kulturiberstand
dieser transfizierten Zellen gemessen, vergleichbar mit der erhéhten extrazellularen RNA-
Konzentration nach TNFa-Behandlung.

Es ist bekannt, dass TNFa®®’, wie auch Thrombin®®, die Freisetzung von Mikropartikeln,
induziert, die zytoplasmatische Bestandteile und Nukleinsduren wie z. B. rRNA und mRNA
transportieren kénnen’?*?%_ Sollte die so verpackte RNA vor dem Verdau plasmatischer
RNasen geschutzt sein, kdonnte sie langfristige und auch systemische Effekte vermitteln.
Zusatzlich konnte die TNFa-abhéngige Verminderung der RNase 1-Expression die
Akkumulation von freier, nicht mit Mikropartikeln assoziierter, extrazellularer RNA
unterstitzen. Dies konnte im vaskularen System bei chronisch-inflammatorischen
Situationen (1) die Hyperpermeabilitait VEGF-abhangig verstarken oder stabilisieren®, (2)
eine weitere Freisetzung von TNFa aus Monozyten induzieren (unveréffentlichte Ergebnisse,
Dr. Silvia Fischer) sowie (3) durch die Aktivierung des intrinsischen Systems mit zu dem fir

inflammatorische Situationen typischen prokoagulatorischen Phanotyp beitragen.

5.3.3 Analyse der an der RNase 1-Expression beteiligten

Signaltransduktionswege

Bislang wurde der prokoagulatorische Phanotyp, welcher bei Entzindungsreaktionen auftritt,
beschrieben als Folge der durch Zytokine wie TNFa induzierten Expression von TF, der
Inhibierung des APC-Signalweges und der Fibrinolyse* sowie einer verminderten
Expression des regulatorisch wirkenden TM*’. Die Herunterregulation von TM lief allerdings
im Vergleich zu der hier gezeigten Verminderung der RNase 1-Expression deutlich schneller
(innerhalb weniger Stunden) ab®®®. Mechanistisch wurde die TM-Expression durch die
Bindung des Kofaktors p300 an Transkriptionsfaktoren der Ets-Familie NFkB-abhéngig
inhibiert®®”?%, Analysen des Signalweges, der zur Verminderung der RNase 1-Expression
fuhrte, schlossen eine NFkB-abhéngige Regulation allerdings aus und implizierten vielmehr
einen durch Acetylierungen gesteuerten Mechanismus, da eine Inhibierung der im Zellkern
lokalisierten Histon-Deacetylasen (HDAC) der Klassen | und Il durch Trichostatin A (TSA) die

RNase 1-Expression wieder herstellte.
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HDACs und ihre Gegenspieler, die Histon-Acetyltransferasen (HAT), vermitteln post-
translationale Modifikationen durch das Entfernen bzw. Transferieren von Acetylresten an
e-Aminogruppen von Lysinen entsprechender Proteine und verandern so deren
Nettoladung®®. Die ersten Proteine, bei denen diese Modifikationen identifiziert wurden,
waren Histone, wobei eine Acetylierung durch HATs die Affinitat dieser Proteine fur DNA
senkte und die Bildung von transkriptionell aktivem Euchromatin forderte. Die Deacetylierung
durch HDACs verstarkte dagegen die DNA-Histon-Wechselwirkung und damit die
Chromatindichte und inhibierte die Transkription®®®. Mittlerweile sind mehr als 1700 weitere
Proteine bekannt, die durch Acetylierungen modifiziert werden®®°.

Kawabata et al. (2010) beobachteten eine erhéhte Expression und Aktivitdt von HDACL1 in
Rheumatoider Arthritis (RA)?**, einer chronisch-inflammatorischen Erkrankung der Gelenke,
die durch in das Synovialgewebe infiltrierende Immunzellen und deren vermehrte Sekretion
inflammatorischer Zytokine wie TNFa, Interleukin-1, Interleukin-6 und Interleukin-8 ausgel&st
wird®!. Hierbei korrelierte die Expression von HDAC1 mit dem TNFa-Spiegel in der
Synovialfliissigkeit der betroffenen Gelenke von Patienten®”. Eine nachfolgende Studie
beschrieb die Absenkung der HDACL1-Expression in RA-Patienten, welche mit TNFa-
Blockern behandelt wurden®®?, was die Moglichkeit einer Beeinflussung der HDAC-
Expression durch TNFa erhartete. In der hier vorliegenden Arbeit konnte eine Verminderung
der RNase 1-Expression von HUVEC durch TNFa mit der Aktivitat von HDACs korreliert
werden. Des Weiteren stellte eine Eliminierung des TNFa-Stimulus die Expression von
RNase 1 innerhalb von 24 h wieder her, was flr einen langsamen, eventuell von einer

Proteinneusynthese abhangigen Mechanismus sprach.

Zusammenfassend geben die Ergebnisse dieser Arbeit neue Einblicke in die Regulation der
RNase 1 im vaskuldren System und beschreiben eine mogliche duale Rolle von RNase 1 in
inflammatorischen  Prozessen. Unter akut-inflammatorischen Bedingungen flihrten
Substanzen wie Thrombin oder extrazellulare RNA zu einer rapiden Konzentrationserh6hung
von RNase 1 durch die Degranulierung der Weibel-Palade-Granula und stellten so einen
unmittelbaren Verdau von proinflammatorisch-wirkender RNA sicher®®. Chronisch-
inflammatorische Situationen mit hoher TNFa—Konzentration inhibierten dagegen die
Expression von RNase 1, wodurch wahrscheinlich die Akkumulation extrazellularer RNA
induziert und der Ablauf inflammatorischer Prozesse stimuliert wurde. Zusétzlich konnte
erstmals gezeigt werden, dass die Regulation der RNase 1-Expression durch TNFa in einer
NFxB-unabhéngigen und reversiblen Weise durch die Aktivitit von HDACs erfolgte

(Abbildung 32). Dies fuhrte zu der Schlussfolgerung, dass die Herunterregulation von
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RNase 1 im vaskularen System fur den Verlauf chronisch-inflammatorischer Erkrankungen
essentiell sein konnte. Weiterfiihrende Studien sollten (a) die RNase 1-Konzentration im Blut
von Patienten mit chronisch-inflammatorischen Erkrankungen wie RA analysieren, (b) die
RNase 1-Aktivitat in der Synovialflissigkeit sowie die Expression in entsprechendem
Gewebe auf eine Korrelation mit HDAC untersuchen und (c) die Promotorregion von
RNase 1 auf Bindestellen fiir Acetylierungs-abhéngige Transkriptionsfaktoren in silico und in

vitro analysieren.

TNFa TNFa

Nukleus Nukleus

\ RMase 1- RMase 1-

ww Expression Expression

Abbildung 32: Mechanismus der TNFa-vermittelten Verminderung der RNase 1-Expression in HUVEC

(A) TNFa inhibiert in NFkB-unabhangiger Weise die Expression von RNase 1 in HUVEC. (B) Die Inhibierung von HDACs (Typ |
und Il) mittels Trichostatin A fihrt zur Widerherstellung der RNase 1-Expression. Dies wird vermutlich durch die damit

verbundene Erhaltung der Histon (H)-Acetylierungen (blaue Kreise) erreicht.
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°C Grad Celsius

] Mikro

3D 3-dimensional

ADP Adenosindiphosphat

ANOVA Varianzanalyse (analysis of variance)

APC aktiviertes Protein C

AT-III Antithrombin-III

APS Ammoniumpersulfat

ATP Adenosintriphosphat

BK Bradykinin

bp Basenpaare

BSA bovines Serumalbumin

bzw. beziehungsweise

ca. circa

Ca Calcium

cDNA komplementéare DNA (complementary DNA)

CO, Kohlendioxid

Ct Cycle-Threshold

Cu Kupfer

d.h. das heifl3t

DAPI 4',6-Diamidin-2-phenylindol

DD Death-Domain

ddH,0O bidestilliertes Wasser

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsaure

DNase Desoxyribonuklease

dNTP Desoxyribonucleosidtriposphat

EDTA Ethylendiamintetraacetat

EPCR endothelialen Protein C Rezeptor (endothelial Protein C
receptor)

et al. et alteri (und andere)

FAD Fas-assoziiertes-Protein-mit-DD
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FCS Fetales Kalberserum (Fetal calf serum)
Fll Faktor Il

FIX Faktor IX

FIXa aktivierter FIX

FSAP Faktor VlI-aktivierende Protease

FV Faktor V

Fva aktivierter FV

FVii Faktor VII

FVlla aktivierter Faktor VII

FVII Faktor VIII

FVilla aktivierter FVIII

FX Faktor X

FXa aktivierter Faktor X

FXI Faktor XI

FXla aktivierter Faktor X

FXII Faktor XII

FXlla aktivierter Faktor XlI

FX11 Faktor XIII

g Gramm oder Erdbeschleunigung
GAPDH Glycerinaldehyd-3-phospaht-dehydrogenase
GP Glykoprotein

h Stunde

HBS Hepes buffered saline

HBSS Hank’s balanced salt solution

HCI Salzsaure

HDAC Histondeacetylase

HAT Histonacetlytransferase

HIT Heparin-induzierte Thrombozytopenie
HIV Humanes Immundefizienz-Virus

HK Hochmolekulares Kininogen (high molecular weight kininogen)
HRP Meerrettichperoxidase (horseradish peroxidase)
HUVEC Human umbilical vein endothelial cells
ICAM-1 Intrazellulares Adhasionsmolekil 1
IgG Immunglobulin G
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kb Kilobasen

kDa Kilodalton

I Liter

LDH Lactatdehydrogenase

LPS Lipopolysaccharid

m milli

M Molar (Mol pro Liter)

MAP Mitogen-aktiviertes Protein (mitogen activated protein)

MEM Modified Eagle’s Medium

MF Multiplikationsfaktor

min Minute

mol Mole (6,023 x 10% Teilchen)

MRNA messenger RNA

n nano oder Anzahl

NAD* oxidierte Form von Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid

NADH reduzierte Form von Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid

NET neutrophil extracellular trap

NFkB Nuklearer Faktor kB

nm Nanometer

oD optische Dichte

PAGE Polyacrylamidgelelektrophorese

PAR Protease-aktivierter Rezeptor (protease-activated-receptor)

PBS Phosphate buffered saline

PCR Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction)

PF4 Plattchenfaktor 4

pH negativer dekadischer Logarithmus der Protonenkonzentration
einer Losung

PK Prakallikrein

PMSF Phenylmethansulfonylfluorid

Poly C Polyribocytidylsaure

Poly I:C Polyribocytidyl-Polyriboinosinsaure

Poly:U Polyribouracylsaure

polyP Polyphosphat

PTT Thromboplastinzeit
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gPCR Quantitative Polymerasekettenreaktion

RI RNase Inhibitor

RIP-1 Rezeptor-interagierendes-Protein-1

RIPA Radio-Immunoprecipitation Assay

RNA Ribonukleinsaure

RNase Ribonuklease

rpm Umdrehungen pro Minute (Revolutions per minute)

rRNA ribosomale RNA

RT Raumtemperatur

SDS Natriumdodecylsulfat (sodium dodecyl sulfalte)

Sec Sekunde

SELEX Systematic evolution of ligands by exponential enrichment

SiRNA small interfering RNA

TACE TNFa -konvertierendes-Enzym

TAE Tris EDTA Acetat

TBE Tris-Borat-EDTA

TBS Tris buffered saline

TBS-T Tris buffered saline with tween

TEMED Tetramethylethylendiamin

TF Tissue factor (Thromboplastin)

TFPI Tissue factor pathway inhibitor (Thromboplastin-Inhibitor)

™ Thrombomodulin

TMB 3,3',5,5 -tetramethylbenzidine

TNF-R TNF-Rezeptoren

TNFa Tumornekrosefaktor alpha

t-PA gewebespezifischer Plasminogenaktivator (tissue-type
plasminogen activator)

TRAD TNFR1-assiziierten-DD-Proteins

TRAF TNFR-assoziierte-Faktoren

Tris Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

TSA Trichostatin A

u.a. unter anderem

uv ultraviolett

viv Volumen pro Volumen
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VE-Cadherin Vaskular-endotheliales Cadherin

VEGF vaskular-endothelialer Wachstumsfaktor (Vascular endothelial
growth factor)

VEGF-R VEGF-Rezeptor

Vol. Volumen

VWF von-Willebrand-Faktor

wiv Gewicht pro Volumen

Xg Vielfaches der Erdbeschleunigung

z.B. zum Beispiel

Zn Zink
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