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Einleitung

1 Einleitung

Reaktive Sauerstoffspezies (ROS) sind eine Gruppe von Molekilen, die
molekularen Sauerstoff und seine Derivate in allen aeroben Zellen umfaldt. Eine
UberméaRige Produktion von ROS, die das Mald der endogenen antioxidativen Me-
chanismen ubersteigt, wird mit Prozessen in Zusammenhang gebracht, im Verlauf
derer biologische Makromolekile wie DNA, Proteine, Kohlenhydrate und Lipide
oxidiert werden. Dieser Zustand wird als oxidativer Strel3 bezeichnet.

ROS sind an einer Vielzahl physiologischer, aber auch pathophysiologi-
scher Prozesse beteiligt (Babior 2000, Barnes 1990, Berk 1999, de Groot 1994,
Hensley, Robinson, et al. 2000). Es h&ufen sich Hinweise darauf, dafl3 oxidativer
Strel3 eine wichtige Rolle in der Pathogenese vieler kardiovaskularer Erkrankun-
gen spielt, dazu gehoren Hypercholesterinamie, Arteriosklerose, Bluthochdruck,
Diabetes und Herzinsuffizienz (Cai & Harrison 2000).

Als Quellen von ROS im Organismus kommen verschiedene Ereignisse in
Frage, beispielsweise die mitochondriale oxidative Phosphorylierung (Chance,
Sies, et al. 1979), ionisierende Strahlung (Skov 1984), Verstoffwechselung exoge-
ner Komponenten und pathologische metabolische Prozesse (Shackelford, Kauf-
mann, et al. 2000).

Die Bildung von ROS wird beispielsweise in Blutgefaf3en und dem Myokard
in Reaktion auf Verletzungen erhéht (Berk 1999, Bolli 1988, Dart & Sanders 1988,
Das, Engelman, et al. 1999, de Groot 1994, Ferrari, Agnoletti, et al. 1998, Goldha-
ber & Weiss 1992, Hensley, Robinson, et al. 2000, Rao & Berk 1992). Eine wichti-
ge Rolle spielen ROS in der Frihform der Arteriosklerose und der endothelialen
Dysfunktion (Cai & Harrison 2000). AuBerdem besteht ein Zusammenhang zwi-
schen der Bildung von ROS und Entzindungsreaktionen und viralen Infektionen
(Barnes 1990, Israel & Gougerot-Pocidalo 1997, Speir, Shibutani, et al. 1996).

ROS konnen direkte zellulare Schadigungen verursachen (Halliwell & Aru-
oma 1991, Masutani 2000, Mello Filho & Meneghini 1985), die Mitose stimulieren
(Berk 1999, Greene, Velarde, et al. 2000, Li, Dietz, et al. 1997, Rao & Berk 1992),
als intrazellulare Signalmolekile fungieren (Dreher & Junod 1995, Finkel 1998,
Finkel 1999, Finkel 2000, Kojda & Harrison 1999) oder aber auch vasoprotektives
Stickstoffmonoxid (NO") abfangen (Cai & Harrison 2000, Ferrari, Agnoletti, et al.
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1998, Gutteridge & Halliwell 1990, Harrison 1997, Jaeschke 1995, Kojda & Harri-
son 1999, Patel, Moellering, et al. 2000). Sie werden in der Zelle durch enzymat-
sche Prozesse gebildet oder entstehen aus weiteren Reaktionen von ROS mit an-

deren Molekiilen in der Zelle.

1.1 Eigenschaften reaktiver Sauerstoffspezies

Viele ROS besitzen ungepaarte Elektronen und sind daher freie Radikale.
Dazu gehoren Molekile wie das Superoxid-Anion (O."), das Hydroxyl-Radikal
(OH), Stickstoffmonoxid (NO®) und Lipid-Radikale.

Andere ROS wie H»0;, Peroxynitrit (ONOO’) und hypochlorische Saure
(HOCI) sind selbst keine freien Radikale, haben aber oxidierende Effekte, die zum
oxidativen Stress beitragen. Die zellulare Produktion eines Typs von ROS kann
durch verschiedene Radikal-Kettenreaktionen zur Produktion anderer ROS fiuihren
(Cai & Harrison 2000).

1.1.1 Das Hydroxylradikal

Wie bereits erwahnt besitzen freie Radikale ein oder mehrere ungepaarte
Elektronen. Viele freie Radikale sind hochreaktiv und ziehen Wasserstoffatome
von anderen Molekilen ab oder brechen Doppelbindungen auf. Das reaktivste
dieser Radikale ist das Hydroxylradikal (OH"), welches in biologischen Systemen
durch sog. Fenton-Reaktionen von HO, mit Eisen-oder Kupferionen entsteht (Du-
ell, Lengfelder, et al. 1995, Stadtman 1990):

H,0, + Fe** = OH' + OH + Fe**

Das Metallion kann dann durch eine der in biologischen Systemen vorhan-
denen reduzierenden Substanzen wie z.B. Ascorbinsaure (Higson, Kohen, et al.
1988) reduziert werden und dann mit einem weiteren H,O»-Molekul reagieren und

so ein weiteres OH’-Molekil produzieren.
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H,O, diffundiert als apolares Molekul leicht in die Zelle (Dreher & Junod
1995) und kann dort mit zellularen Molekilen reagieren.

Das hochreaktive OH'-Radikal dagegen kann die Cytoplasmamembran
wahrscheinlich nicht passieren, daher kénnen viele seiner Effekte entweder durch
intrazellulare OH’-Produktion oder Oxidation von Membrankomponenten bedingt
sein (Dreher & Junod 1995).

1.1.2 Das Superoxidradikal

Das Superoxidradikal Q" kann, obwohl es ein polares Molekdl ist, wahr-
scheinlich Membanen passieren, dies wurde an synthetischen Membranen gezeigt
(Gomes, Cuccovia, et al. 1993). So kdonnte es von auf3en in die Zelle gelangen, es
wird jedoch durch verschiedene Prozesse auch innerhalb der Zelle produziert. Es
ist selbst nur wenig reaktiv und agiert hauptséchlich als Reduktionsmittel (Dreher
& Junod 1995). Daher wird oxidativer Stref3, der von O, -generierenden Systemen
herrtihrt, vermutlich durch andere ROS verursacht, deren Entstehung das Vorhan-
densein von Q" erfordert. Dazu gehdren wie oben beschrieben HO,, mittelbar
also auch OH’, sowie reaktive Stickstoffspezies.

Reaktive Stickstoffspezies entstehen beispielsweise durch die Reaktion von
NO’ mit O,™, eine davon ist Peroxynitrit (Pryor & Squadrito 1995):

NO™ + O, % ONOO
So wird nicht nur vasoprotektives NO® abgefangen, sondern Peroxynitrit re-

agiert auch weiter zu einem Agens, welches nitrosierende Eigenschaften besitzt

und beispielsweise Tyrosinreste nitrosieren kann.
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1.2 ROS-produzierende Enzyme

Einige Enzyme in der Zelle sind verantwortlich fiir die Bildung von ROS, da-
zu gehdren neben einigen anderen die NADH/NADPH-Oxidase, die Xanthin-

Oxidase und die Stickstoffmonoxid-Synthase.

1.2.1 Die NADH/NADPH-Oxidase

Die NADH/NADPH-Oxidase ist ein membrangebundenes Enzym, welches

die Bildung von O, aus molekularem Sauerstoff (O2) und NADPH katalysiert:

2 O2+ NADPH —» 2 O;" + NADPH" + H*

In glatten Gefalmuskelzellen wird die NADPH-Oxidase beispielsweise
durch Thrombin (Holland, Meyer, et al. 1998), platelet-derived growth factor
(PDGF) (Marumo, Schini-Kerth, et al. 1997), Tumornekrosefaktor-a (De Keulena-
er, Alexander, et al. 1998) und den Vasokonstriktor Angiotensin Il aktiviert (Baas &
Berk 1995, Griendling, Minieri, et al. 1994, Zafari, Ushio-Fukai, et al. 1998) und so
vaskulare Hypertrophie induziert.

Die spezifische biologische Rolle des durch die NADPH-Oxidase gebildeten
O," ist noch unklar, aber es wird vermutet, dal es intrazellulare Signalwege auf
verschiedene Arten beeinflussen kann. Es wurde z.B. gezeigt, dal3 die p42/p44
Mitogen-aktivierte Proteinkinase (MAPK) durch O, aktiviert werden kann (Baas &
Berk 1995). Das Hormon Bradykinin beispielsweise vermag dies Uber die Produk-
tion intrazellularer ROS und erhdht so auch die Expression von c-fos mRNA in
VSMC, ein Prozel3, der durch Hemmung der NADPH-Oxidase verhindert werden
kann (Greene, Velarde, et al. 2000).
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1.2.2 Die Xanthinoxidase

Die Xanthinoxidase ist ein molybdan- und eisenhaltiges Flavoprotein, wel-
ches in der Zelle fir den oxidativen Abbau von Hypoxanthin (Franceschi, Graham,
et al. 1990, Jornot & Junod 1989, Jornot, Petersen, et al. 1991, Masumoto, Tasa-
ka, et al. 1990) zu Xanthin, und von Xanthin (Geeraerts, Ronveaux-Dupal, et al.
1991, Hirosumi, Ouchi, et al. 1988, Maki, Berezesky, et al. 1992) zu Urat verant-
wortlich ist. Als Oxidationsmittel fir diese beiden Reaktionen dient molekularer
Sauerstoff, er wird zu HO, reduziert. Diese Reaktion verlauft priméar tber die Ent-
stehung von O, welches dann spontan oder enzymatisch katalysiert zu H,O,
dismutiert.

Studien haben gezeigt, dalR frihe Stadien der experimentellen, durch a-
nahrungsbedingte Hypercholesterindmie hervorgerufenen Arteriosklerose mit ei-
nem erhohten O,"-Spiegel einhergehen. Dieses O, wurde vermutlich von der
Xanthinoxidase produziert, da unter diesen experimentellen Bedingungen die O,"-
Produktion durch Oxypurinol, einen Inhibitor der Xanthinoxidase-vermittelten G-
Produktion, normalisiert werden konnte (Ohara, Peterson, et al. 1993). In hyper-
cholesterindmischen Patienten konnte durch die Gabe von Oxypurinol die vermin-

derte Vasodilatation verbessert werden (Cardillo, Kilcoyne, et al. 1997).

1.2.3 Die Stickstoffmonoxid-Synthase

Die Stickstoffmonoxid-Synthase (NO-Synthase, NOS) (Marletta 1994) kata-
lysiert die Produktion von Stickstoffmonoxid (NO") aus L-Arginin, Sauerstoff (O5)
und NADPH:

L-Arginin + O, + NADPH —» NO" + Citrullin + NADP*

Allgemein gibt es zwei Typen der NOS, konstitutive und induzierbare. Die
konstitutiven Formen sind Enzyme mit schwacher Aktivitat, die geringe Mengen
NO" als Signalmolekile produzieren (Murad 1994), sie finden sich hauptsachlich

im vaskularen Endothel (eNOS) und dem zentralnervésen System. Die induzierba-
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re Form ist ein Enzym mit hoher Aktivitdt, welches beispielsweise von entspre-
chend stimulierten Phagozyten produziert wird (Hevel, White, et al. 1991).

Die NO-Synthase ist ein komplexes System, welches FAD, FMN, Ham und
Tetrahydrobiopterin (BH,) enthélt.

Das Enzym bendtigt BH;, um Elektronen auf ein Stickstoffatom von L-
Arginin zu Ubertragen, wodurch NO® entsteht. In Abwesenheit von L-Arginin oder
BH, kann beispielsweise die eNOS O,” und H,O; produzieren. Dieses Phanomen
wird als NOS-Entkopplung bezeichnet (Heinzel, John, et al. 1992, Pou, Pou, et al.
1992, Vasquez-Vivar, Kalyanaraman, et al. 1998).

Die Mechanismen, durch die die eNOS in vivo entkoppelt werden kann,
sind bisher unklar. Neuere Studien lassen vermuten, dal3 Peroxynitrit (ONOO),
das Produkt der Reaktion von NO® und O,", BH, oxidieren und so als Substrat fir
die eNOS unbrauchbar machen kann, wodurch eine Entkopplung herbeigefiihrt
werden konnte (Cai & Harrison 2000, Bech-Laursen, Somers, et al. 2000).

Diese Entkopplung kann durch mindestens drei Mechanismen zu oxidati-
vem Stress und endothelialer Dysfunktion fihren: Zum Einen kann die enzymat-
sche NO’-Produktion generell vermindert sein, so daf} die Radikale, die normaler-
weise mit NO® reagieren wirden, andere zellulare Ziele angreifen kénnten. Zum
Zweiten kann das Enzym mit der Produktion von O,” beginnen und so zum oxida-
tiven Strel3 beitragen. Zuletzt ist es wahrscheinlich, dal3 die eNOS teilweise ent-
koppelt wird, so daR sowohl O, als auch NO® gleichzeitig produziert werden. Unter
diesen Umstanden wirde die eNOS ein Peroxynitrit-generierendes System dar-

stellen und so den oxidativen Strel} verstarken (Cai & Harrison 2000).

1.3 Scavenger-Enzyme

Die Zelle besitzt auch Systeme, die die Schadigung zellularer Komponenten
durch ROS verhindern sollen, indem sie sie abfangen, d.h. als Scavenger dienen.
Dazu gehdren die Superoxiddismutase, die Katalase und die Glutathionperoxida-
se.
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1.3.1 Die Superoxiddismutase

Die Superoxiddismutase (SOD) ist ein Enzym, dessen Aufgabe es ist, intra-

zellulares O,™ zu H,O, und O, umzusetzen:

20,7 +2 H O, + HO

Diese Reaktion nennt sich Dismutation, da das Substrat O," mit sich selbst
reagiert und so ein oxidiertes Produkt (hier &) und ein reduziertes Produkt (hier
H,0O,) entstehen.

Die Aufgabe der SOD ist es, die intrazellulare Konzentration von O, niedrig
zu halten, ohne die SOD wurde die Dismutationsreaktion zwar ebenfalls spontan
ablaufen, jedoch muRte daftr die Konzentration an freien Q" -Molekilen deutlich
hoher sein. Im Endeffekt ist also die intrazellulare O,"-Konzentration durch die
enzymkatalysierte Dismutation geringer als nur durch die Spontanreaktion (Babior
2000).

1.3.2 Die Katalase

Die Katalase ist vornehmlich in den Peroxisomen lokalisiert und katalysiert
dort die Oxidation verschiedener Substrate mit Hilfe des von anderen Enzymen
gebildeten HO,. Sammelt sich zuviel H,O, in der Zelle an katalysiert das Enzym
wie die SOD eine Dismutationsreaktion, im deren Verlauf das reaktionsfreudige
H,O, zu Wasser und molekularen Sauerstoff umgesetzt wird (Alberts, Bray, et al.
1995):

2 H,O,» 2 H,0 + O,
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1.3.3 Die Glutathionperoxidase

Die Glutathionperoxidase (Gpx) spielt eine wichtige Rolle beim Schutz der
Zelle gegen Oxidantien und bei der Entgiftung. Sie ist ein selenhaltiges Enzym,
welches Peroxide reduziert und dazu Glutathion (GSH) als Reduktionsmittel be-
nutzt (Stryer 1991). Dieses wird dabei in eine oxidierte Form Uberfuhrt, in der zwel

Tripeptide Uber eine Disulfidbriicke verbunden sind:

GSH R-O-OH— GSGG +H,0 + ROH

1.4 Wirkungen reaktiver Sauerstoffspezies

Eine Besonderheit der Reaktionen von freien Radikalen mit anderen
Molekilen ist, dall das Reaktionsprodukt wieder ein freies Radikal ist,
beispielsweise:

=C-H+OH—» =C"+H0

So kann eine Vielzahl neuer reaktiver Reaktionsprodukte mit einem unge-
paarten Elektron an Kohlenstoff, Sauerstoff, Stickstoff oder Schwefel entstehen,
von denen viele wiederum sehr reaktionsfreudig sind. So entsteht eine Kettenreak-
tion von Ereignissen, und sowohl OH" selbst als auch reaktive sekundare Radikale
kénnen Schaden an wichtigen biologischen Molekilen verursachen. Eine solche
Kettenreaktion kommt erst zum Erliegen, wenn ein freies Radikal auf ein weiteres
Molekdl mit einem ungepaarten Elektron trifft und mit diesem reagiert (Babior
2000), wie z.B.:

=C'+'C=E»=C-C=
So wurden fir OH" beispielsweise DNA-schadigende Wirkungen wie

Strangbrtiche gezeigt (Duell, Lengfelder, et al. 1995, Halliwell & Aruoma 1991,
Mello Filho & Meneghini 1985, Min, Nishida, et al. 1999).
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Reaktionen von Radikalen mit mehrfach ungesattigten Fettsauren in Zell-
membranen  konnen in Fettsdure-Peroxyl-Radikalen resultieren, die wiederum
benachbarte Fettsaureketten angreifen kénnen. Endprodukte solcher Lipidperoxi-
dationsprozesse konnen beispielsweise zytotoxische und mutagene Eigenschaf-
ten besitzen (Herbst, Toborek, et al. 1999). AuRerdem koénnen andere zellulare
Komponenten wie Proteine oder Nukleinsduren geschadigt werden, was eine ge-
nerelle Dysfunktion oder sogar das Absterben der Zelle bedeuten konnte (Bolli
1988, Dart & Sanders 1988, Duell, Lengfelder, et al. 1995, Ferrari, Agnoletti, et al.
1998, Goldhaber & Weiss 1992, Gutteridge & Halliwell 1990, Halliwell & Aruoma
1991, Kloner, Przyklenk, et al. 1989, Min, Nishida, et al. 1999, Richard, Murry, et
al. 1990).

In verschiedenen Zelltypen haben ROS bestimmt Aufgaben, in Neutrophilen
und Phagozyten dienen sie beispielsweise dazu, eindringende Mikroorganismen
abzuwehren (Babior, Kipnes, et al. 1973, Babior 2000, Klebanoff & Pincus 1971).
Dabei wird zunachst O,” durch die NADH/NADPH-Oxidase produziert, welches
hauptsachlich in einer Dismutationsreaktion H,O, bildet. Dieses wird in der Folge
entweder zu hypochlorischer Saure (HOCI), OH" oder ONOO™ umgesetzt. Diese
reaktiven Oxidantien kénnen jedoch auch eine Schadigung benachbarter Gewebe
verursachen (Babior, Kipnes, et al. 1973, Barnes 1990) und so eine Rolle in der
Pathogenese vieler Erkrankungen spielen.

Neben diesen Wirkungen von ROS haufen sich die Hinweise darauf, daf}
sie in geringen Konzentrationen auch als Signalmolekile wichtige Aufgaben erfll-
len (Finkel 1998, Gamaley & Klyubin 1999, Lander 1997). So wird die Produktion
von O, beispielsweise durch Mitogene wie PDGF oder Angiotensin Il Gber eine
Aktivierung der NADH/NADPH-Oxidase erhoht (Griendling, Minieri, et al. 1994,
Griendling, Sorescu, et al. 2000, Marumo, Schini-Kerth, et al. 1997, Zafari, Ushio-
Fukai, et al. 1998), was O, eine Rolle bei der Induktion der zellularen Proliferation
zuweisen konnte.

O," selbst produziert verschiedene second messenger, die typisch fur Mito-
gene sind (Baas & Berk 1995, Berk 1999, Cheng, Shih, et al. 1999, Conrad, Mill-
horn, et al. 2000, Rao & Berk 1992, Robinson, Stewart, et al. 1999, Zafari, Ushio-
Fukai, et al. 1998). Dabei scheinen z.B. Kalzium und cAMP eine Rolle zu spielen,

so wurde z.B. gezeigt, dal ROS Einflu3 auf den intrazellularen Kalziumspiegel
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nehmen (Dreher & Junod 1995, Franceschi, Graham, et al. 1990, Maki, Bere-
zesky, et al. 1992, Masumoto, Tasaka, et al. 1990, Orie, Zidek, et al. 1999, Suzuki,
Forman, et al. 1997, Zafari, Ushio-Fukai, et al. 1998).

Im Gegensatz dazu sind die Daten zur Rolle von OH’ im Zusammenhang
mit zellularer Proliferation widerspriichlich. So wurden OH" sowohl hypertrophe als
auch apoptotische Effekte z.B. in VSMC zugeschrieben (Griendling & Harrison
1999, Li, Dietz, et al. 1997, Li, Dietz, et al. 1997, Li, Maasch, et al. 1999).

1.5 ROS im vaskularen System: Endotheliale Dysfunktion und

Arteriosklerose

1.5.1 Endotheliale Dysfunktion

Die Bezeichnung ,endotheliale Dysfunktion“ bezog sich bisher auf mehrere
pathologische Zustande, die veranderte antikoagulative und anti-entztindliche
Eigenschaften des Endothels, eine gestorte Kontrolle vaskularen Wachstums und
eine Dysregulation des vaskularen Remodeling mit einschlo3 (Gimbrone 1995).
Oft bezieht sich die Bezeichnung jedoch auf eine Stdrung der Endothel-
abhangigen Vasorelaxation, die durch einen Verlust der Bioaktivitat von NO in der
Gefallwand verursacht wird. Mehrere Studien am Menschen haben gezeigt, daf3
traditionelle Risikofaktoren fir die Arteriosklerose wie Bluthochdruck, Hypercho-
lesterindmie, Diabetes und Rauchen ebenfalls zur endothelialen Dysfunktion pra-
disponieren (Cai & Harrison 2000).

Eine Verringerung der Bioverfiigbarkeit von NO® kann beispielsweise durch
einen beschleunigten NO’-Abbau durch ROS zustande kommen (Harrison 1997).
Unter physiologischen Bedingungen minimieren endogene antioxidative Mecha-
nismen diese Interaktionen und erhalten so ein Gleichgewicht zwischen Q™ und
NO® aufrecht, in verschiedenen Erkrankungen ist dieses Gleichgewicht jedoch ge-

stort.
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In hypercholesterinamischen Kaninchen wurde beispielsweise eine gestorte
Vasorelaxation bei erhéhter NO™-Produktion gemessen. Durch Applikation von
SOD konnte gezeigt werden, dalR die verringerte Bioverfiigbarkeit von NO® durch
eine ehdhte Produktion von Q" hervorgerufen wurde (Minor, Myers, et al. 1990,
Mugge, Elwell, et al. 1991).

Eine veranderte Endothel-abhangige Vasorelaxation konnte in Tiermodellen
verschiedener Erkrankungen mit einer erhdhten NO'-Zersetzung durch ROS in
Ver-bindung gebracht werden, dazu gehéren Bluthochdruck, Diabetes, Zigaretten-
rauch und Herzinsuffizienz (Durante, Sen, et al. 1988, Lockette, Otsuka, et al.
1986, Oyama, Kawasaki, et al. 1986, Winquist, Bunting, et al. 1984). Durch Gabe
antioxidativer Vitamine konnte auf3erdem eine Verbesserung der Vasorelaxation
erreicht werden (Levine, Frei, et al. 1996, Solzbach, Hornig, et al. 1997, Ting, Ti-
mimi, et al. 1996).

Neben O,” kdnnen auch Lipidradikale mit NO® reagieren (O'Donnell, Chum-
ley, et al. 1997), beispielsweise kann oxidiertes low densitiy lipoprotein (oxLDL) im
Gegensatz zu nativem LDL in isolierten Gefal3en die Endothelabhangige Vasore-
laxation verhindern (Tanner, Noll, et al. 1991). Kurzlich wurde gezeigt, daf3 auch
OH’ mit NO’ reagieren und so dessen Bioverfiigbarkeit einschranken kann (Pieper,
Langenstroer, et al. 1997).

Die endotheliale Dysfunktion kann letztendlich zu Verletzungen der Gefal3-

wand fihren und so die Arteriosklerose begunstigen.

1.5.2 Arteriosklerose

Die Arteriosklerose ist ein Sammelbegriff fir die Verdickung und Verhartung
der Arterienwand und wird durch eine Ansammlung von Lipiden wnd fibrotischen
Komponenten in diesen Gefalien charakterisiert (Isselbacher, Braunwald, et al.
1995, Lusis 2000).

Eine Theorie zur Entstehung der Arteriosklerose ist die ,Reaktion auf eine
Schadigung®, die mit vielen experimentellen Beweisen Ubereinstimmt. Danach
sind die die innere Gefallwand auskleidenden Endothelzellen wiederholten oder

kontinuierlichen Angriffen auf ihre Integritéat ausgesetzt, die letztendlich zu Verlet-
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zungen und einem Funktionsverlust der Zellen fuhren, so daf’ sie nicht mehr als
Permeabilitdtsbarriere dienen konnen. Zu diesen Verletzungen des Endothels ge-
héren z.B. metabolische Schéadigungen wie durch eine Hypercholesterindmie, o-
der mechanische Belastungen wie sie bei Bluthochdruck auftreten.

Durch die geschadigte Endothelzellschicht kénnen dann Plasmabestandtei-
le in das darunterliegende Gewebe eindringen, welches aus glatten Gefalimuskel-
zellen (VSMC) besteht. Auferdem lagern sich an diesen L&sionen Mono- und
Thrombozyten an, die Monozyten konnen sich zu Makrophagen entwickeln und
Entziindungsreaktionen auslosen, und Thrombozyten und Makrophagen setzen
eine Vielzahl von sekretorischen Produkten frei, einschliel3lich Wachstumsfaktoren
und Zytokinen.

Dies kann die Proliferation der VSMC an der Verletzungsstelle stimulieren,
die proliferierenden VSMC konnen uberdies eine Matrix aus Bindegewebe bilden
und Lipide einlagern. Die aus Monozyten entwickelten Makrophagen nehmen e-
benfalls Lipide auf und werden zu sog ,Schaumzellen* die mit der Zeit absterben
und ihren lipidreichen Inhalt ins Innere der Lasion abgeben. So entsteht ein arteri-
osklerotischer Plaque mit einer sog. ,fibrous cap® mit einem lipidreichen nekroti-
schen Inneren (,necrotic core”). Dabei hat sich gezeigt, da? natives LDL nicht
schnell genug von Makrophagen aufgenommen werden kann, dal3 sie sich zu
Schaumzellen entwickeln kdnnen, sondern dald das LDL modifiziert wird. Die wich-
tigste Modifikation fur die frihe Entstehung von Lasionen ist dabei die Oxidation
von LDL durch oxidative Abfallprodukte vaskularer Zellen (Lusis 2000).

Mehrere Risikofaktoren wie auch Bluthochdruck oder verschiedene Hormo-
ne kénnen zu einer Ausbildung solcher fibrotischen Lasionen fuhren, dazu gehort
auch Angiotensin Il, welches direkt das Wachstum von VSMC und die Produktion
extrazellularer Matrix stimulieren kann (Griendling, Minieri, et al. 1994, Lusis
2000).

Die arteriosklerotischen Plaques werden immer komplexer und kdnnen
schlie8lich zur Ausbildung eines Thrombus fihren, die im allgemeinen mit einer
Plaqueruptur einhergeht (Lusis 2000).

Fur die Pathogenese der Arteriosklerose ist das Wachstum von VSMC und
die Plaqueinstabilitat von entscheidender Bedeutung, daher stehen die Proliferati-
on und der Arrest zellularen Wachstums in den verschiedenen Stadien der Arte-

riosklerose im Mittelpunkt des wissenschaftlichen Interesses.
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1.6 Fragestellung und Ziel der Arbeit

Wie bereits erwahnt Glben ROS ihre Wirkungen nicht nur tGber das Abfangen
von NO' und oxidative Prozesse an Biomolekilen aus, sondern sie haben auch
einen Einflul3 auf die Mobilisierung verschiedener second messenger und kénnen
auRerdem selbst als Signalmolekdile in der Zelle wirken.

ROS beeinflussen Wachstum und Apoptose in verschiedenen Zelltypen,
beispielsweise auch glatten GefalBmukelzellen (VSMC) (Irani 2000, Kunsch &
Medford 1999, Suzuki & Ford 1999). O;” kann in glatten GefaBmuskelzellen
Wachstum erzeugen, die zellularen Wirkungen von OH® sind noch weitgehend wn-
geklart. Das durch ROS induzierte Wachstum von VSMC spielt eine wichtige Rolle
bei der Pathogenese der Arteriosklerose und Restenose.

Daruber hinaus kdnnen ROS auch Einflu3 auf die zellulare Genexpression
nehmen, eine solche Wirkung auf die Genexpression durch ROS wurde bereits
mehrfach beschrieben (Allen & Tresini 2000). Ein Zusammenhang zur Proliferation
von VSMC oder zur Arteriosklerose konnte jedoch bisher nicht gezeigt werden.

Um Gene zu identifizieren, deren Expression in VSMC durch ROS veran-
dert wird, wurde eine Methode des gene hunting angewandt, um moglicherweise
ROS-sensitive Gene identifizieren zu konnen, deren veranderte Expression Hin-
weise auf physiologische oder pathophysiologische zellulare Prozesse im Zu-
sammenhang mit ROS bedeuten kénnten. Eine Methode, die geeignet ist, solche
Veranderungen in der Genexpression von Zellen oder Geweben als Reaktion auf
veranderte Bedingungen oder aufRere Stimulantien umfassend zu untersuchen, ist
das Differential Display von mRNA (Kap. 2.2.3).

1.6.1 Experimentelle Aufgaben

¢ Differential Display von mRNA aus mit ROS behandelten kultivierten
VSMC. Zunachst wurde nur die Wirkung von OH" auf VSMC untersucht. Als

OH'-erzeugendes System wurde eine Kombination von HO, und Fe**NTA
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gewahlt, die als potenter Erzeuger von OH’ gilt (Dreher & Junod 1995, Ino-
ue & Kawanishi 1987, Min, Nishida, et al. 1999).

Untersuchungen zur Proliferation von VSMC unter dem Einflu@ von OH’
oder O,", sowie Untersuchungen zum Einflul der im Differential Display

identifizierten Gene auf die Proliferation von VSMC.

Untersuchungen zur Wirkung von ROS auf die Expression wichtiger Zell-
zykluskomponenten und zur Aufgabe der im Differential Display identifizier-

ten Gene bei der Vermittlung dieser Wirkung.
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2 Materialien und Methoden

2.1 Materialien
2.1.1 Chemikalien

Acrylamide > 99,9%, Bio-Rad Laboratories, Miinchen, Deutschland

Agarose ultrapure Electrophoresis Grade, Gibco BRL Life Technologies, Karlsruhe, Deutschland
Ampicillin (D [- ]- a- Aminobenzylpenicillin), Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland
Ammonium Persulfate (APS), SERVA Feinbiochemica GmbH & Co, Heidelberg, Deutschland
Bacto® Tryptone, DIFCO Laboratories, Augsburg, Deutschland

Bacto® Yeast Extract, DIFCO Laboratories, Augsburg

Borséaure, E. Merck, Darmstadt, Deutschland

Bromphenolblau, E. Merck, Darmstadt

Chloroform, E. Merck, Darmstadt

Denhard’s Solution, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

Diethylpyrocarbonat, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

Dithiothreitol (DTT), Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

Dodecylsulfate — Na-Salt, 2x cryst., SERVA Feinbiochemica GmbH & Co, Heidelberg
Eisessig, E. Merck, Darmstadt

Ethanol, E. Merck, Darmstadt

Ethidiumbromid, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

Ethylenediaminetetraacetic Acid (EDTA), Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

FeCls, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

Fetal Calf Serum, Gibco BRL Life Technologies, Karlsruhe

Formaldehyd 37%, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

Formamid, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

Ficoll® 400, Pharmacia Biotech GmbH, Freiburg, Deutschland

Glukose, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

Glycerol, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

Glycin, SERVA Feinbiochemica GmbH & Co, Heidelberg

H,O, 30%, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

Morpholinopropane sulfonic acid (MOPS), SERVA Feinbiochemica GmbH & Co, Heidelberg
Natriumhydroxyd-Platzchen, E. Merck, Darmstadt

Nitrilotriacetic Acid (NTA), Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

N,N'-Methylene Bisacrylamid, SERVA Feinbiochemica GmbH & Co, Heidelberg

N, N, N, N' — Tetramethylethylendiamin (TEMED), SERVA Feinbiochemica GmbH & Co, Heidelberg
NuSieve® GTG® Agarose (Low Melting Point), FMC BioProducts, Rockland, USA
pegqGOLD dNTP-Mix, 10 mM, PeqLab, Erlangen, Deutschland

peqGOLD RNAPure, PeqgLab, Erlangen

Phenol:Chloroform:Isoamylalkohol 25:24:1, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Purin (7H-imidazo[4,5-d]pyrimidine), Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

SDS (Sodiumdodecylsulfate), Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

Salmon Testes DNA (10,4mg/ml), Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

Sodium Acetate, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

Trispuffer (Tris (hydroxymethyl)-amino-methan), 99%-+, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Urea Electrophoresis Reagent, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Xanthinoxidase, 0,5U/ml, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

X-Gal (5-Brom-4-chlor-3-indolyl-R-D-galactopyranosid), PeglLab, Erlangen
Xylene-Cyanol FF, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

2-Propanol (Isopropanol), Carl Roth GmbH + Ko, Karlsruhe, Deutschland
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2.1.2 Haufig verwendete Puffer

Wenn nicht anders angegeben, beziehen sich die Mengenangaben der Puffer-

bestandteile auf ein Endvolumen von 1000 ml.

20x MOPS-Puffer (pH 7,0): 83,6 g MOPS
33,2 ml 3M Na-Acetat
40 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0)

RNA-Gel-Ladepuffer: 50% Glyzerin
1 mM EDTA
0,25% Bromphenolblau
0,25 % Xylene Cyanol FF

50X TAE-Puffer: 242 g Trispuffer
57,1 ml Eisesseig
100 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0)

DNA-Gel-Ladepuffer Typ Il 0,25% Bromphenolblau
0,25% Xylene Cyanole FF
15% Ficoll

Acrylamid-Stamml&sung fur Differential Display : 238 g Acrylamid
12,5 g N,N’-Methylene Bisacrylamid
ad 1000 ml 8,3 M Urea

10x TBE-Puffer: 1,34 M Tris/HCL pH 8,8
0,44 M Borséaure
25 mM EDTA

Differential Display Gel-Ladepuffer: 0,2% Bromphenolblau
0,2% Xylene Cyanol FF
10 mM EDTA
20% Glyzerin

6% denaturierendes Polyacrylamid- 10 ml 10x TBE
Sequenziergel fur (Differential Display): 24 ml Acrylamid-Stammldsung
ad 100 ml 8,3 M Urea
30 Wl TEMED
1000 pl APS

Prahybridisierungslésung: 50% Formamid
6x SSC
0,5% SDS
5x Denhard’s Solution
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Hybridisierungslésung:

STEPuffer:

20x SSC (standard saline citrate):

Protein-Lysepuffer:

PBS (phosphate buffered saline)

SDS-PAGE Elektrophoresepuffer (pH 8,3)

SDS-PAGE 2x Probenpuffer

Semi-Dry-Blot Anodenldsung 1

Semi-Dry-Blot Anodenldsung 2

Semi-Dry-Blot Kathodenldsung

50% Formamid
6x SSC
0,5% SDS

0,1 M NaCl
10 mM Tris-HCI (pH 8,0)
1mM EDTA

3 M NaCl
0,3 M Nas-Citrat

100mM TRIS pH6,8
4% SDS

20% Glycerol
0,ImM PMSF
1ug/ml leupeptin
1pg/ml aprotinin

137 mM NaCl
2,7 mM KCI

8,1 mM NazHPO4
1,5 mM KH:PO4

25 mM Tris-Acetat
250 mM Glycin
0,1% w/v SDS

100 mM Tris (pH 6,8)

200 mM DTT

4% wlv SDS

0,2% w/v Bromphenolblau
20% v/v Glyzerin

300 mM Tris
0,01% Na-Azid
20% Methanol

25 mM Tris
0,01% Na-Azid
20% Methanol

40 mM 6-Aminohexansaure
0,01% SDS

0,01% Azid

20% Methanol
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2.1.3 Filter und Membranen

Hybond™-N Nylon Membrane, Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg, Deutschland
Whatman 3MM, Schleicher & Schuell, Dassel, Deutschland
Hybond™ Nitrocellulosemembran, Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg, Deutschland

2.1.4 Radiochemikalien

a -[**P]-dCTP, 10uCi/ul

a -[**P]-dATP, 10uCi/ul

ICN Biomedicals, Eschwege, Deutschland

2.1.5 Molekularbiologische Kits

Cell Death Detection ELISAP-YS — Systems, Roche Molecular Biochemicals, Mannheim, Deutschland
Cell Proliferation ELISA, Roche Molecular Biochemicals, Mannheim, Deutschland

Enhanced Chemiluminscence (ECL) Kit, Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg, Deutschland
E.Z.N.A. Plasmid Miniprep Kit, PegLab, Erlangen, Deutschland

One Shot™ Kit incl. INFaF’ Competent Cells, Invitrogen BV, Groningen, Niederlande

Prime-It Il Random-Primer Kit, Stratagene GmbH, Heidelberg, Deutschland

RNAimage mRNA Differential Display Systems, GenHunter Corporation, Nashville, USA
TA-Cloning Kit, Invitrogen BV, Groningen, Niederlande

2.1.6 Restriktionsendonucleasen, Polymerasen und DNA-modifizierende

Enzyme

AmpliTaq DNA Polymerase 5U/ul, Perkin ElImer Applied Biosystems GmbH, Langen, Deutschland

DNase I, RNase-free, 10U/ul, Roche Molecular Biochemicals, Mannheim, Deutschland

EcoRl, Eco RV, Hind Ill, Not I, Sac |, Xho 1, 10 U/ul, Roche Molecular Biochemicals, Mannheim, Deutschland
MMLV Reverse Transcriptase, 200U/ul, Gibco BRL Life Technologies, Karlsruhe, Deutschland
Recombinant RNasin® Ribonuclease Inhibitor, Promega GmbH, Heidelberg, Deutschland

RedTaq DNA Polymerase, 1U/ul, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland

T4 DNA Ligase 1000U/ml, Roche Molecular Biochemicals, Mannheim, Deutschland

2.1.7 DNA-Langenstandards und Protein-Molekulargewichts-Standards

DNA Molecular Weight Marker X, 250 pg/ml, Roche Molecular Biochemicals, Mannheim, Deutschland

DNA Molecular Weight Marker XIV (100bp ladder) 250 pg/ml, Roche Molecular Biochemicals, Mannheim, Deutschland
peqGOLD 100 bp DNA-Leiter Plus, 0.5 mg DNA/ml, PeqLab, Erlangen, Deutschland

Prestained SDS-PAGE Standard High Range und Low Range, Bio-Rad Laboratories, Miinchen, Deutschland

2.1.8 Oligonukleotide

Primer fur spezifische PCRs wurden von der Firma MWG Biotech (Ebersberg) be-
zogen. Die Differential Display-Primer waren in den RNAimage-Kits (GenHunter
Corp.) enthalten. Im Anhang sind solche Primer aufgefuhrt, mit denen die differen-

tielle Expression spater verworfener Klone Gberpruft wurde.
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Primer flr die reverse Transkription:

p(dNg)-Oligonucleotid-Primer  (Roche  Molecular

Deutschland)

Differential Display-Primer:

HT1,-G:

HT11-A:

HT1,-C:

H-AP57:
H-AP58:
H-AP59:
H-AP60:
H-AP61:
H-AP62:
H-AP63:
H-AP64:
H-AP65:
H-AP66:
H-AP67:
H-AP68:
H-AP69:
H-AP70:
H-AP71:
H-AP72:

S-AAGCTTTTTTTTTTITG-3
5-AAGCTTTTTTTTTTTA-3
S-AAGCTTTTTTTTTTTC-3

5-AAGCTTGTTGGTA-3’
5’-AAGCTTAACTGAG-3
5-AAGCTTCTAGCAT-3’
5'-AAGCTTTCGAATC-3’
5'-AAGCTTAGTTGCT-3’
5-AAGCTTGCAAGTT-3’
5’-AAGCTTTTATCCG-3’
5-AAGCTTCATATGC-3’
5’-AAGCTTCAAGACC-3’
5-AAGCTTGCCTTTA-3’
S'-AAGCTTTATTTAT-3’
5-AAGCTTCTTTGGT-3’
5'-AAGCTTAATAACG-3’
S5'-AAGCTTTCATATG-3’
5'-AAGCTTGTAGTAA-3’
5’-AAGCTTTCAAAGA-3’

Weitere PCR-Primer

Id3-Sense:

Id3-Antisense:

Id3 full length Sense:
Id3 full length Antisense:

GKLF Sense:

GKLF Antisense:
GKLF full length Sense:

5'-CGACATGAACCACTGCTACTC-3'
5'-GGTCAGTGGCAAAAACTCCTC-3'
5'-CTCCAACCTCCAACATGAAGG-3
5’-GTTCAAAAATGGTTTATTATGCAAAATGTT-3’
5'-CAACGACCTCCTGGACCTAGA-3'
5-TTCCTCGGGACTCAGTGTAGG-3'
5'-ATGAGGCAGCCACCTGGCGA-3’
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GKLF full length Antisense: 5-TTAAAAGTGCCTCTTCATGTGTAAGG-3’
GAPDH Sense: 5'-ACCACAGTCCATGCCATCAC-3'
GAPDH Antisense: 5-TCCACCACCCTGTTGCTGTA-3'

2.1.9 Vektoren

pCR™II| Amp', Kana', lacZ’, f1 ori, ColE1 ori, Psps, Pr7 (Invitrogen BV, Groningen, Niederlande)
pcDNA 3 Amp', Neo', SV40 ori, Psvao, Powv, Psps, Pr7, BGH pA, SV40 pA (Invitrogen BV, Groningen, Niederlande)

2.1.10 Bakterienstamme

Fir alle Transformationen zur Vermehrung von Plasmid-DNA wurden Colibakte-
rien des Stammes INFaF’ (Invitrogen BV, Groningen, Niederlande) verwendet.

2.1.11 Antikorper

Folgende mono- und polyklonale Antiseren wurden in dieser Arbeit verwendet:

GKLF (M-19 goat polyclonal IgG, sc-1905)

1d3 (C-20 rabbit polyclonal IgG, sc-490)

p53 (Pab 240 mouse monoclonal IgG, sc-99)

p27 (-8 mouse monoclonal 1gG, sc-1641)

Rb (M-153 rabbit polyclonal 1gG, sc-7905) Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA, USA

p21 (mouse mixed monoclonal IgG, #05-345), Upstate Biotechnology, Biomol Hamburg, Deutschland
Peroxidase-gekoppelte anti-Kaninchen, anti-Maus und anti-Ziege 1gG, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

2.1.12 Kulturmedien

Zellkultur:

Optimem [, Gibco BRL Life Technologies, Karlsruhe
Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM), Gibco BRL Life Technologies, Karlsruhe
Fetal Calf Serum (FCS), Gibco BRL Life Technologies, Karlsruhe
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Bakterienkultur:

2x YT Medium (11): 16 g Bacto Tryptone
10 g Bacto Yest Extract
5 g NaCl

SOC Medium (1I): 20 g Bacto Tryptone
5 g Bacto Yeast Extract
0,5 g NaCl
20 ml sterile 1 M Glukoseltsung

(Zugabe nach dem Autoklavieren)

2.1.13 Gerate und Zubehor

Beckmann DU® 640 Spectrophotometer, Beckmann Instruments GmbH, Miinchen, Deutschland

Hybaid Mini Oven, MWG Biotech, Ebersberg, Deutschland

Inkubatoren:

. Innova Incubator Shaker, New Brunswick Scientific Co., Inc., Edison, New Jersey, USA

e Heraeus kelvitron®T, Heraeus Instruments, Hanau, Deutschland

. Heraeus Hera Cell, Heraeus Instruments, Hanau, Deutschland

IKA® Combimac RCH Magnetriihrer, Jahnke und Kunkel iiber Carl Roth GmbH + Ko, Karlsruhe, Deutschland
Kuvetten fur die Elektroporation, Promega, Heidelberg, Deutschland

Power Pac 3000, Bio-Rad Laboratories, Miinchen, Deutschland

Perkin EImer DNA Thermal Cycler 480, Perkin Elmer Applied Biosystems GmbH, Langen, Deutschland

Sony Video Graphic Printer UP-860 CE, Sony, Deutschland

UVP ImageStore 7500, UVP White/UV Transilluminator, Ultra Violet Products, CA, USA

UV-Stratalinker 1800, Stratagene GmbH, Heidelberg, Deutschland

Zentrifugen:

. Eppendorf Centrifuge 5415 C, Geratebau Eppendorf GmbH, Engelsdorf, Deutschland

* Sigma 1 K15, Sigma Laborzentrifugen, Osterode am Harz, Deutschland
Autoradiographie-Expositionskassetten und Verstarkerfolien, Appligene Oncor, Heidelberg, Deutschland
Reaktionsgefale:

* GeneAmp Reaction Tubes, Perkin EImer Applied Biosystems GmbH, Langen, Deutschland

* 0,5ml ReaktionsgefaRe diinnwandig, 0,5, 1,5 und 2 ml ReaktionsgeféRe, Eppendorf, Deutschland
Hyperfilm ™-MP High Performance autoradiography film, Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
NucTrap® Probe Purification Columns, Stratagene GmbH, Heidelberg, Deutschland

Pipettenspitzen:

. 10, 100, 1000ul, Sarstedt Nimbrecht, Deutschland

. Filtertips FX 0010 E, FX 0100, SLG, Gauting, Deutschland

Gelelektrophorese- und Blotsysteme:

*  Mini SubCell, Wide Mini SubCell, SubCell Elektrophoresesysteme, Bio-Rad Laboratories, Miinchen
. Modell S2 Sequenzierungs-Gelelektrophorese-System, Gibco BRL Life Technologies GmbH, Karlsruhe
. Hoefer SE 600 Eletrophorese-System, Amersham-Pharmacia Biotech, Freiburg

. Hoefer TE 70 SemiPhor Semi Dry Blotsystem, Amersham-Pharmacia Biotech, Freiburg
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2.1.14 Software
Uber das Internet wurde auf folgende Programme zugegriffen:
BlastX und BlastN: http://Awww.ncbi.nlm.nih.gov/cgi-bin/BLAST

2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

Glatte GefalBmuskelzellen wurden aus der thorakalen Aorta der Ratte
(Sprague-Dawley, 6-10 Wochen alte mannliche Tiere, Charles River Wega GmbH,
Sulzfeld, Deutschland) durch enzymatische Dispersion isoliert und Gber mehrere
Passagen kultiviert. Die Kultivierung erfolgte in einer 5% CO, Atmosphare bei 37°C
in Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM), versetzt mit 100U/ml Penicillin,
100ug/ml Streptomycin, 1% nicht-essentiellen Aminoséuren (100x) und 10% fetalem
Kalberserum. Alle folgenden Experimente wurden mit Zellen der Passagen 515
durchgefuhrt. Zur Untersuchung der ROS-Effekte wurden die einschichtig konfluen-
ten Zellen zunéchst fur 12-24h durch Serumentzug wachstumsarretiert. Die Stimula-
tion erfolgte entweder mit einer Kombination von 10*M H,O, und 10°M Fe**NTA
(10mM FeCl;, 20mM nitrilotriacetic acid) zur OH'-Erzeugung oder mit 10™*M Purin
(7H-imidazo[4,5-d]pyrimidine, X) und 1.6 x 10U Xanthinoxidase (XO) zur Q" -
Erzeugung.

H,0,, Fe**NTA und das durch X/XO produzierte O, kdnnen ungehindert in
die Zelle diffundieren und so intrazellular ihre Wirkungen entfalten (Djeha & Brock
1992, Dreher & Junod 1995, Gomes, Cuccovia, et al. 1993, Olakanmi, Stokes, et al.
1994, Richardson & Baker 1991).
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2.2.2 Isolation von Gesamt-RNA

Zur Isolation der RNA aus kultivierten VSMC wurde peqGOLD RNAPure
verwendet. Nach dem Absaugen des Kulturmediums wurde 1ml RNAPure auf jede
Kulturschale (6 bzw. 10 cm Durchmesser) gegeben, der Zellrasen abgeschabt und
das Gemisch in einem 1,5ml Eppendorf-Gefald aufgenommen. Die Trennung der
Nukleinsaure- und der Proteinfraktion wurde durch Zugabe von je 300ul Chloro-
form und Mischen durch Vortexen, gefolgt einem Zentrifugationsschritt fir 20min
bei 15,000rpm und 4°C in einer Eppendorf Tischzentrifuge erreicht. Die obere
waRrige Phase wurde in ein frisches Eppendorf-Gefald tberfuhrt, die RNA durch
Zugabe eines Volumens 2-Propanol préazipitiert und durch Zentrifugation pelletiert.
Nach einem Waschschritt mit 70% vol/vol Ethanol wurde das Pellet luftgetrocknet
und in RNase-freiem ddH,O aufgenommen. Fiur das Differential Display wurden
Aliquots der Gesamt-RNA fur 1h bei 37°C mit DNase | behandelt, um Kontamina-
tionen mit genomischer DNA auszuschliel3en. AnschlieBend wurde eine Phe-
nol:Chloroform-Extraktion durchgefuhrt. Die RNA-Menge wurde photometrisch
durch UV-Absorption bestimmt und die Qualitat durch Elektrophorese von je 1ug
RNA aus jeder Probe auf einem 1,2% Agarose / 0,67% Formaldehydgel in 1X
MOPS-Puffer (Kap. 2.1.2) durch Farbung mit Ethidiumbromid Uberprift

2.2.3 Differential Display von mRNA

Hohere Organismen verflgen in ihrem Erbgut Uber ca. 100.000 Gene, von
denen jedoch nur ein geringer Prozentsatz exprimiert wird. So wird in jeder Zelle
neben solchen Genen, deren Expression fir die grundlegenden Stoffwechselpro-
zesse notwendig ist, auch ein Satz von Genen exprimiert, der die Besonderheiten
des betreffenden Zelltyps bzw. Gewebes ausmacht. Im Verlauf der Differenzierung
werden so immer wieder Gene aktiviert und reprimiert, bis in der vollstandig diffe-
renzierten Zelle ein bestimmter Anteil ruhender und aktiver Gene vorhanden ist.
Werden nun Gene durch verénderte auf3ere Bedingungen aktiviert oder reprimiert,
so wird die Zelle einen — unter Umsténden pathophysiologisch bedeutenden - ver-

anderten Phanotyp zeigen.
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Die Methode des Differential Display von mRNA (Liang & Pardee 1992)
wurde entwickelt, um Veranderungen in der Genexpression von Zellen oder Ge-
weben als Reaktion auf auflere Reize oder im Verlauf pathologischer Prozesse
aufspuren zu koénnen. Dazu wird die Gesamt-RNA aus den zu vergleichenden Zel-
len oder Geweben isoliert und mit Hilfe spezieller Oligo-(dT)-Primer (hier: HT11-M
Primer, M entspr. A, C oder G) in cDNA umgeschrieben. In einer anschlielRenden
PCR mit niedriger Stringenz werden diese cDNA-Molekile unter Verwendung
desselben Oligo-(dT)-Primers und verschiedener kurzer arbitrary Primer amplifi-
ziert und dabei radioaktiv markiert. Die so erhaltenen Pools an PCR-Produkten
werden auf einem Polyacrylamid-Sequenziergel elektrophoretisch separiert, und
nach Autoradiographie konnen die entstandenen Bandenmuster direkt verglichen
werden. Jede Bande entspricht einem Teil aus dem 3’-Ende einer mRNA und so
deutet beispielsweise eine fehlende Bande auf eine fehlende mRNA in der betref-
fenden Probe hin. Die in der Vergleichsprobe vorhandene Bande kann dann aus
dem Gel ausgeschnitten und die darin enthaltene cDNA eluiert, kloniert und weiter
charakterisiert werden. Nach Identifizierung der zugehdrigen mRNAs und Proteine
oder Enzyme lassen sich dann Rickschlisse auf die Vorgange in den untersuch-

ten Zellen oder Geweben ziehen (Abb. 2.1).
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Probe A Probe B
mMRNA-Pool mRNA-Pool
GAAAAAAAAAAA-A, GAAAAAAAAAAA-A,
CAAAAAAAAAAA-An CAAAAAAAAAAA-A
UAAAAAAAAAAA-AA UAAAAAAAAAAA-A,
|. Reverse Transkription S-AAGCTTTTTTTTTTTG-3
(H-T11G)
CAAAAAAAAAAA-A,
< GTTTTTTTTTTTCGAA
Il. PCR Amplifikation
5'-AAGCTTGATTGCC-3' (H-AP 1)
PCR 5-AAGCTTTTTTTTTTTG-3' (H-T11G)
a[>**P]dATP
AAGCTTGATTGCC >
GTTTTTTTTTTTCGAA
AAGCTTGATTGCC
GTTTTTTTTTTTCGAA
lll. Polyacrylamidgel l
A B
—>—

_<_

Abb. 2.1: Schema des Differential Display am Beispiel der Primerkombination
H-T11G und H-AP 1.
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Das Differential Display wurde unter Verwendung des RNAimage mRNA
Differential Display Systems nach der Anleitung des Herstellers durchgefihrt. 2 pg
gereinigte und mit DNase | behandelte Gesamt-RNA aus ROS-behandelten und
unbehandelten Kontrollzellen wurden mit Hilfe eines der drei im Kit enthaltenen H-
T11-M-Primer (Kap. 2.1.8) revers transkribiert und cDNA entsprechend 200ng ein-
gesetzter RNA in der Differential Display PCR amplifiziert. Als PCR-Primer dienten
neben dem in der reversen Transkription verwendeten HTi;-M-Primer einer der
elf im Kit enthaltenen arbitrary Primer. Die radioaktive Markierung der PCR-
Produkte wurde durch Zugabe von 2uCi a-[>**P]dATP pro PCR-Reaktion erreicht,
die Amplifikation erfolgte durch 1U AmpliTag DNA Polymerase in 40 Zyklen von
30s bei 94°C, 2min bei 40°C und 30s bei 72°C, gefolgt von 5min bei 72°C. Die
PCR-Produkte wurde auf einem denaturierenden 6% Polyacrylamidgel in 1X TBE-
Puffer (Kap. 2.1.2) elektrophoretisch aufgetrennt und durch Autoradiographie auf

einem Rontgenfilm sichtbar gemacht.

2.2.4 Bandenelution und Reamplifikation

Im Differential Display reproduzierbar differentiell exprimierte Banden wur-
den aus dem Gel ausgeschnitten, in einem Eppendorf-Gefal3 mit 100ul ddH,O
versetzt und die cDNA durch Inkubation fir 15min bei 95°C aus dem Gel eluiert.
Gelreste wurden durch Zentrifugation pelletiert und der Uberstand in ein fisches
Eppendorf-Gefal3 Uberfihrt. Die cDNA wurde durch Zugabe von absolutem Etha-
nol und Inkubation auf Trockeneis fur 30min prazipitiert und anschlieend durch
Zentrifugation fir 30min bei 15.000rpm und 4°C in einer Eppendorf Tischzentrifu-
ge pelletiert. Das Pellet wurde mit 85% vol/vol Ethanol gewaschen, getrocknet und
in ddH,O aufgenommen.

Die Reamplifikation der gereinigten cDNA erfolgte unter Verwendung der-
selben Primerkombination und PCR-Bedingungen wie in der Differential Display
PCR. Die reamplifizierten cDNA-Fragmente wurden anschliel3end entweder direkt
mit Hilfe des entsprechenden Arbitrary Primers sequenziert oder nach Klonierung

in den pCR™II-Vektor via TA-Klonierung .
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2.2.5 Northern Blot und Herstellung radioaktiv markierter cDNA-Sonden

15ug Gesamt-RNA aus ROS-behandelten und unbehandelten Kontrollzel-
len wurden auf einem 1.2% Agarose / 0.67% Formaldehydgel in 1X MOPS-Puffer
(Kap. 2.1.2) elektrophoretisch aufgetrennt, durch Kapillarblot auf eine Hbond N
Nylon Membran Uberfiihrt und durch UV-Bestrahlung mit der Membran kreuzver-
netzt. PCR-Fragmente von 897nt (Id3) und 1456nt (GKLF) Lange wurden in einer
random-prime labeling Reaktion durch Einbau von a-[*?P]-dCTP unter Verwen-
dung des Prime-i® Il Random Primer Labeling Kits radioaktiv markiert.

Die Membranen wurden in Prahybridisierungslosung (Kap. 2.1.2) und
100pg/ml Lachsperma DNA fur mindestens 30min bei 42°C prahybridisiert. Die
Hybridisierung mit den radioaktiv markierten Sonden erfolgte fir mindestens 6
Stunden in Hybridisierungslésung und 100pg/ml Lachsperma DNA bei 42°C. An-
schlieBend wurden die Membranen zweimal mit 2X SSC bei Raumtemperatur und
zwei- bis viermal mit 2X SSC / 0,1% SDS bei 50-65°C gewaschen, in Folie einge-
schweildt und die radioaktiv markierten Banden durch Autoradiographie sichtbar

gemacht.

2.2.6 Semiquantitative RT-PCR

2ug Gesamt-RNA  wurden unter Verwendung von 100pmol p(dNe)-
Oligonucleotid-Primer und 200 U MMLV Reverse Transcriptase revers transkri-
biert. Die Reaktion erfolgte im bereitgestellten 5X First Strand Buffer, komplettiert
mit 200nmol DTT, 10nmol dATP, dCTP, dGTP und dTTP und 10U RNasin in -
nem Gesamtvolumen von 20ul. 1ul jeder Reaktion wurde fir den Nachweis von
Id3 und GKLF in der PCR mit 50pmol der entsprechenden Primer fir die Amplifi-
kation eines 352nt-Fragmentes von 1d3 (Primer: 1d3 Sense und Antisense) bzw.
eines 691nt Fragmentes von GKLF (Primer. GKLF Sense und Antisense) verwen-
det. Die Reaktion erfolgte in RedTag PCR Puffer (10mM Tris-HCI, pH8,3, 50mM
KCl, 1,1mM MgClL , 0,01% Gelatine), versetzt mit 10nmol der vier dNTPs und
1.25U of Red Taq DNA Polymerase in einem Gesamtvolumen von 50pl. Dieselben
cDNA-Proben wurden aur Amplifikation eines 452nt-Fragmentes der Glyzerinalde-
hyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (Primer. GAPDH Sense und Antisense) verwen-
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det, um zu Uberprifen, ob gleiche Mengen RNA revers transkribiert wurden. Die
PCR erfolgte nach @nem Denaturierungsschritt von 5min bei 95°C in 25 Zyklen
(GAPDH: 23 Zyklen) von 30s bei 95°C, 45s bei 57°C (1d3) bzw. 60°C (GKLF und
GAPDH) und 45s bei 72°C, gefolgt von 10min bei 72°C.

2.2.7 Western Blot

ROS-behandelte und unbehandelte Kontrollzellen wurden nach Absaugen
des Kulturmediums zweimal mit eiskaltem PBS gewaschen, in 1ml eiskaltem Ly-
sepuffer (Kap. 2.1.2) aufgenommen, fur 5min auf 95°C erhitzt und bis zur weiteren
Verwendung bei —20°C gelagert. 40ug-Aliquots des Lysats wurden auf einem
0,1% SDS / 10% Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt und die Proteine
in einer Semi-Dry Blotkammer auf eine Nitrocellulosemembran dberfiihrt. Die
Blotmembranen wurden anschlieend mit Ponceau-Rot angefarbt, um den
gleichméRigen Transfer der Proteine zu uberprifen. Die Inkubation mit den ent-
sprechenden Primarantikdrpern erfolgte jeweils Gber Nacht bei 4°C. Verwendet
wurden folgende Antikorper: p53 (Pab 240 mouse monoclonal 1gG) 1:300 ver-
dinnt, p27 (F-8 mouse monoclonal IgG) 1:300 verdunnt, p21 (mouse mixed mo-
noclonal 1gG) 1:600 verdunnt, Rb (M-153 rabbit polyclonal) 1:100 verdunnt, Id3 (C-
20 rabbit polyclonal) 1:100 verdunnt, GKLF (M-19 goat polyclonal IgG) 1:300 ver-
dinnt. Der Nachweis der Antikdrperbindung erfolgte durch Inkubation mit dem p-
weils geeigneten Peroxidase-gekoppelten Sekundarantikdrper (1:20.000 - 80.000
verdunnt) fir 1h bei Raumtemperatur und dem Enhanced Chemiluminscence

(ECL) Kit und anschlie3ender Autoradiographie.

2.2.8 Klonierungen

TA-Klonierung

Alle PCR-Produkte wurden zunéchst Uber TA-Klonierung in den Vektor

pPCR™II nach den Angaben des Herstellers kloniert (Kap. 2.1.5).
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Herstellung von Expressionsvektor-Konstrukten

cDNAs von 1d3 und GKLF in voller Lange wurden durch PCR-Amplifikation
revers transkribierter RNA aus VSMC unter Verwendung der Primer GKLF full
length Sense und Antisense, 1d3 full length Sense und Antisense hergestellt
(Kap.2.1.8). Die PCR-Produkte wurden durch Elektrophorese auf einem 1% Aga-
rose-Ethidiumbromidgel in 1XTAE-Puffer Uberprift und durch TA-Klonierung in
den pCR™I|I-Vektor (Kap. 2.1.9) eingebracht. Die Orientierung des Inserts wurde
durch Sequenzierung ermittelt.

Mit geeigneten Restriktionsendonukleasen wurden die vollstandigen Inserts
in Sense- und Antisense-Orientierung aus dem Vektor pCR™II herausgeschnitten
und in die entsprechenden Stellen der multiple cloning site des Vektors pcDNA3
inseriert, um 1d3- bzw. GKLF-Sense und -Antisense-Konstrukte zu erhalten:

Id3 Sense: Bam HI und Eco RV

Id3 Antisense: Bam Hl und EcoR V
GKLF Sense: Not | und Xho |

GKLF Antisense: Hind Il und Not |

2.2.9 Transformation von E.coli

Fiar die Transformation von DNA in kompetente E.coli-Bakterien wurde der One

Shot™ Kit der Firma Invitrogen BV nach Angaben des Herstellers verwendet.

2.2.10 Plasmidisolation aus E.coli

Fur die Isolierung von Plasmiden aus E. coli wurde die Methode der Alkalischen
Lyse (Birnboim & Doly 1979) genutzt. Fur Isolierung reiner Plasmid-DNA wurde
der E.Z.N.A. Plasmid Miniprep Kit der Firma PeglLab nach Angaben der Hersteller

verwendet.
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2.2.11 Transiente Transfektion von VSMC durch Elektroporation

Fur die Elektroporation wurden einschichtig konfluente VSMC durch Zuga-
be von Trypsin von der Kulturschale geldst und durch Zentrifugation fir 5min bei
1000g pelletiert. Das Pellet wurde in 200ul Elektroporatonsmedium aufgenommen
und die Zellen mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer ausgezahlt. 10° Zellen pro
Ansatz wurden mit 20ug des entsprechenden Plasmids in vorgekuhlten Elektropo-
rationskuvetten fur 30min auf Eis inkubiert und anschlieend fir 30s im Wasser-
bad auf 37°C erwarmt. Die Elektroporation der Zellen erfolgte fir 16ms bei 0,3keV
und 500uF. Nach einer weiteren Inkubation flir 30min bei Raumtemperatur wurden

die Zellen auf Kulturschalen oder Mikrotiterplatten ausgesat.

2.2.12 Bestimmung der Proliferationsrate und Zellzdhlung

Die Proliferation von VSMC wurde mit Hilfe des Cell Proliferation ELISA
(Roche Molecular Biochemicals) durch den Nachweis von BrdU-Inkorporation in
neusynthetisierte DNA bestimmt. Dazu wurden VSMC in einer Zahl von 10* Zellen
pro Well auf einer Mikrotiterplatte ausgesat. Nach 12h wurden die Zellen 48h
durch Serumentzug wachstumsarretiert. Bei Stimulation mit ROS erfolgte diese fur
12h. BrdU wurde in einer Endkonzentration von 10uM hinzugegeben und die Zel-
len wiederum fur 12h inkubiert. Die Zellen wurden anschlielend fur 30min bei
Raumtemperatur mit Fixationslosung fixiert und mit 100ul Peroxidase-
gekoppeltem Anti-BrdU pro Well fir 90min inkubiert. Nach drei Waschschritten
mit der bereitgestellten Waschlésung wurde die Substratldsung fir die colorimetri-
sche Quantifizierung in einer Endkonzentration von 100pl/ml hinzugegeben, die
Farbreaktion erfolgte innerhalb 5-30min. Die Auswertung wurde mittels eines ELI-
SA-Readers vorgenommen.

Fir die Zellz&hlung wurden VSMC fur 24h durch Serumentzug wachstums-
arretiert, fur 12h mit ROS behandelt und durch Zugabe von Trypsin von der Kul-
turschale abgelost. Nach Pelletierung durch Zentrifugation wurden die Zellen in

Kulturmedium aufgenommen und in einer Neubauer-Zahlkammer ausgezahlt.
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2.2.13 Bestimmung der Apoptoserate

Die Apoptoserate von VSMC wurde mit Hilfe des Cell Death Detection E-
LISA™YS _ Systems (Roche Molecular Biochemicals) ermittelt. Das Testprinzip
beruht auf dem Nachweis von durch die apoptotische Fragmentierung der zellula-
ren DNA entstandenen Nucleosomen. Die kultivierten Zellen wurden durch Se-
rumentzug wachstumsarretiert und dann fir 24h mit ROS behandelt. Anschlie-
Rend wurden sie durch Abschaben von der Kulturschale geerntet, durch Zentrifu-
gation pelletiert und in 1ml DMEM gewaschen. Das Pellet wurde dann in 0,5ml
des bereitgestellten Inkubationspuffers aufgenommen und fur 30min bei 4°C inku-
biert. Nach Zentrifugation fur 10min bei 15.000rpm und 4°C in einer Eppendorf
Tischzentrifuge wurden 200ul des Uberstandes mit 1,8ml Inkubationspuffer ver-
dinnt und 100pl Probe pro Well in Anti-Histon-beschichteten Mikrotiterplatten ge-
geben. Nach 90min wurden die Wells dreimal mit Inkubationspuffer gewaschen
und 100pl/Well Peroxidase-gekoppelter Anti-DNA Antikdrper hinzugegeben und
fur weitere POmin inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit Inkubationspuffer er-
folgte die Zugabe der ABTS-Substratlosung fir die Peroxidase, und nach 10-
20min wurde der Gehalt an Nucleosomen durch photometrische Messung bei

492nm bestimmt.

2.2.14 Sequenzierungen

Alle Sequenzierungen wurden im Servicelabor des Zentrums fur Molekulare Medi-
zin KoIn (ZMMK) automatisiert durchgefuhrt.
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3 Ergebnisse

3.1 Differential Display von mRNA

Mit Hilfe des Differential Display von mRNA sollte die Wirkung des Hydro-
xylradikals auf die Genexpression in VSMC untersucht werden. Die Zellen wurden
dazu mit HO, und Fe*NTA fiir 0-4 Stunden stimuliert, die RNA isoliert und das
Differential Display durchgefihrt (Abb. 3.1). Bevor differentiell exprimierte Banden
weiter charakterisiert wurden, wurde die Reproduzierbarkeit der differentiellen Ex-
pression durch zweimalige Wiederholung der Differential Display PCR mit der
betreffenden Primerkombination dberprift. Durch Verwendung von 48 unter-
schiedlichen Kombinationen aus den im Kit enthaltenen drei HT;1M (Kap.2.1.8)
und 16 der arbitrary Primer (AP) konnten die cDNAs aus 25 reproduzierbar diffe-
rentiell exprimierten Banden isoliert und weiter charakterisiert werden. Die betref-
fenden cDNAs wurden ainachst aus dem Differential Display Gel ausgeschnitten,
eluiert und mit der entsprechenden Primerkombination in ein bis zwei PCRs
reamplifiziert, um mehr Material fUr weitere Analysen zu gewinnen. AnschlieRend
erfolgte die Sequenzierung, entweder direkt unter Verwendung des entsprechen-
den arbitrary Primers oder nach TA-Klonierung der PCR-Produkte aus der
Reamplifikation Uber Uberhangende Adenin-Reste in den pCR™II-Vektor. Anhand
der Sequenz wurde die Identitdt der Klone durch einen Datenbankabgleich mit
Hilfe des NCBFProgrammes BLAST geklart. Aul3erdem konnten so spezifische
PCR-Primer hergestellt werden, um semiquantitative RT-PCR-Experimente durch-
fihren und cDNA-Sonden fir Northern Blot-Experimente herstellen zu koénnen.
Anhand dieser Referenzmethoden wurden die differentiellen Expressionsmuster
der isolierten Klone nochmals Uberprdft.

Tab. 1 (Anhang) zeigt eine Ubersicht (ber die gesamten 25 isolierten
cDNAs, wn denen zwei auch in den nachfolgenden Kontrollexperimenten tatsach-
lich einer Regulation durch OH" unterlagen. Die Vorgehensweise zur Verifizierung
der differentiellen Expression und weiteren Charakterisierung der Klone wird im
Folgenden an diesen beiden exemplarisch dargestellt.

Mit der Primerkombination H-T1:G und AP63 wurde ein 258bp grolRes
cDNA-Fragment im Differential Display amplifiziert, das durch OH" nach 4h herab-
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reguliert (Abb. 3.1B, links). Ein weiteres differentiell exprimiertes cDNA-Fragment
wurde mit den Primern HT11G und AP59 amplifiziert. Diese 205bp grof3e cDNA
unterlag einer Heraufregulation durch das OH' -Radikal nach 4h (Abb. 3.1B,

rechts).
A

<
N <

2h
4 h

Kontrolle
30 min
Kontrolle
30 min

Abb. 3.1: A Ausschnitt aus dem Autoradiogramm eines Differential Display Gels,
RNA aus VSMC stimuliert mit 104 M H,O, und 10° M Fe*'NTA. B VergroRerte

Ausschnitte mit differentiell exprimierten cDNAs | und 1.
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Um die differentielle Expression dieser beiden cDNAs zu verifizieren, wur-
den beide zunéchst aus dem Differential Display Gel eluiert, reamplifiziert und die
entstandenen PCR-Produkte sequenziert.

Durch einen Datenbankabgleich der erhaltenen Sequenzen mit Hilfe des
NCBFProgramms BLAST (Kap. 2.1.14) konnten die isolierten cDNAs entspre-
chenden bekannten Sequenzen zugeordnet werden. cDNA | besal3 grof3e Homo-
logien zur ,Mouse telix-loop-helix protein (Id related) mMRNA®, das Genprodukt des
HLH462-Gens. Das Homolog in der Ratte ist das Inhibitor of DNA-binding Protein
(1d3).

cDNA 1l zeigte eine Homologie von 94% zur ,Rattus norvegicus FSH-
regulated protein mRNA®, dabei handelt es sich um ein Fragment aus der cDNA
fur den Gut-enriched Kruppel-like Factor (GKLF). Zu beiden Genen wurden spezi-
fische Primer hergestellt, die eine Uberpriifung des differentiellen Expressions-
musters anhand von semiquantitativen RT-PCR-Experimenten erméglichen sollten
(Kap. 2.1.8). Die Herabregulation der mRNA von Id3 und die Heraufregulation der
MRNA von GKLF konnte anhand dieser Versuche bestétigt werden (Abb. 3.2 A).
Die Darstellung ist reprasentativ fir mindestens drei unabhéangige Versuche.

Mit PCR-Primern, die eine Amplifizierung der cDNAs fir 1d3 und GKLF in
voller Lange ermdglichten, wurden auf3erdem Sonden fur Northern Blots herge-
stellt. Auch hier konnte die Regulation der beiden Gene durch OH" nachgewiesen
werden (Abb. 3.2 B). Die Id3-mRNA wurde sowohl im Northern-Blot als auch in
den RT-PCR-Experimenten nach 2h stark herabreguliert, die GKLF-mRNA dage-

gen wurde nach 2h stark heraufreguliert.
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d3 1d3
-— e <+
B8R X
GKLF -
28s
GAPDH
18s

1h
2h

4h
2h
4h

Q c

g e
o

c

S %)

X

Kontrolle
30 min

Abb. 3.2: Kontrollversuche zu Verifizierung der differentiellen Expression von 1d3
und GKLF. Links: Semiquantitative RT-PCR, Ethidiumbromidfarbung. Kontrolle:
GAPDH. Rechts: Northern Blot, Autoradiogramme. Kontrolle: Ethidiumbro-

midfarbung der 28 und 18S RNA.

Weitere differentiell exprimierte Klone konnten mit diesen Methoden nicht
identifiziert werden. Die ubrigen aus Differential Display Gelen ausgeschnittene
Banden wurden ebenfalls — gegebenenfalls nach vorheriger Subklonierung — se-
guenziert. Die differentielle Expression wurde auch hier mittels RT-PCR mehrfach
Uberpruft. Die verwendeten Primer kdnnen ebenso wie die Ergebnisse fur diese

Klone dem Anhang entnommen werden.
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Um zu zeigen, dal3 sich die Herauf- bzw. Herabregulation der mRNA in ei-
ner entsprechenden Regulation auf Proteinebene widerspiegelt, wurden Western
Blot Experimente durchgefihrt. Fir Id3 konnte eine entsprechende Herunterregu-
lation durch OH" bereits nach ca. 1h gezeigt werden (Abb. 3.3), der einzige kom-
merziell erhéltliche Antikorper gegen GKLF fihrte jedoch zu keinen zufriedenstel-

lenden Ergebnissen, da keine spezifische Bindung an GKLF erfolgte.

ld3

!
l

Kontrolle
30 min
1h

2h

4h

Abb. 3.3: Western Blot von 1d3 in VSMC nach Behandlung mit 10 M
H,O, und 10 M Fe*'NTA.

3.2 Wirkung von O,” auf die Expression der charakterisierten

Gene

Nachdem die differentielle Expression von 1d3 und GKLF anhand der be-
schriebenen Kontrollversuche zweifelsfrei nachgewiesen werden konnte, wurde
die Expression dieser beiden Gene in VSMC nach Stimulation mit einer weiteren
reaktiven Sauerstoffspezies untersucht, dazu wurden die Zellen mit einer Kombi-
nation aus Purin und dem Enzym Xanthinoxidase behandelt, um O," zu erzeugen.

Zunachst wurde die Wirkung von O," auf die mRNA-Expression von 1d3

und GKLF mit Hilfe der bereits beschriebenen semiquantitativen RT-PCR unter-
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sucht. Die mRNA von Id3 zeigt keine signifikante Regulation durch O,”, die mRNA
von GKLF wird nur leicht herabreguliert (Abb. 3.4).

GKLF
Id3
GAPDH
o
S g = c £
c E € E €
O n o £ £ < n o £ <
xIHMHNvHHmHNvI
H,0,/ Fe** NTA (OH") X | XO (02)

Abb. 3.4: Regulation von 1d3 und GKLF durch OH" und O,". Nachweis durch
RT-PCR und Ethidiumbromidfarbung. Als Kontrolle diente GAPDH.

Im Westernblot konnte fiir 1d3 jedoch eine deutliche Heraufregulation durch
02" bereits nach 30 min gezeigt werden, im Gegensatz zur Herabregulation durch

Behandlung von VSMC mit Hydroxylradikalen (Abb. 3.3, Abb. 3.5)
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Abb. 3.5: Western Blot von 1d3 in VSMC nach Behandlung mit
100 uM Purin und 1,6 107 U/ml Xanthinoxidase.

3.3 Untersuchungen zur Proliferation und Apoptose von VSMC

Bei 1d3 handelt es sich um einen negativen Regulator von basic helix-loop-
helix (bHLH) Transkriptionsfaktoren, es gehort selbst zur Familie der HLH-
Proteine, ihm fehlt jedoch die basische DNA-bindende Doméane. bHLH-
Transkriptionsfaktoren kénnen erst nach Dimerisierung in Homo- oder Heterodi-
meren an die DNA binden, Id3 sequestriert die Monomere und unterbindet so die
Auslosung der Transkription. Allgemein gilt I1d3 als positiver Regulator der Zellpro-
liferation und negativer Regulator der Differenzierung, aufRerdem konnte durch
eine Uberexpression Apoptose induziert werden (Loveys, Streiff, et al. 1996, Nor-
ton & Atherton 1998).

Der Gut-enriched Kruppel-like Factor GKLF (auch KLF4) wurde im Zusam-
menhang mit einem zellularen Wachstumsarrest isoliert und charakterisiert
(Shields, Christy, et al. 1996). Es handelt sich um ein Mitglied der Cys;His;-
Zinkfinger-Familie von Transkriptionsfaktoren. Eine Heraufregulation von GKLF

wurde mit einem Arrest zellularen Wachstums in Verbindung gebracht.
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Eine Herabregulation von 1d3 bzw. eine Heraufregulation von GKLF kénnte
also folglich bedeuten, dal’3 hier die Zellproliferation gehemmt wurde, in diesem
Falle durch die Wirkung von Hydroxylradikalen. Die Heraufregulation von Id3 im
Western Blot in Reaktion auf das Superoxydradikal konnte auRerdem eine Induk-
tion zellularen Wachstums bedeuten. Um diese Vermutung zu verifizieren, wurde
die Proliferation von VSMC unter dem Einflu3 von ROS untersucht. Da der Zelltei-
lung die Verdoppelung der nuklearen DNA vorausgeht, diente als Mal3 fur die Pro-
liferationsrate der Einbau von BrdU in die neusynthetisierte DNA.

Die in Mikrotiterplatten ausgesaten VSMC wurden nach Wachstumsarretie-
rung durch Serumentzug fir 12 Stunden mit OH’, O, oder HO, behandelt. Als
Positivkontrolle fur die Induktion der Proliferation diente eine Behandlung mit 10%
fetalem Kalberserum (FKS) fir 24 Stunden. Um mdglicherweise einen inhibieren-
den Effekt auf die Proliferation zeigen zu kdnnen, wurden die Zellen aul3erdem
parallel mit FKS und OH® stimuliert. Dazu wurden die Zellen zunéchst durch Se-
rumentzug wachstumsarretiert, dann erfolgte eine 12-stindige Vorstimulation mit
10% FKS gefolgt von einer 12-stiindigen Behandlung mit OH". So konnte ausge-
schlossen werden, dal3 der wachstumsarretierende Effekt von OH" lediglich auf
eine Schadigung der im FKS enthaltenen Wachstumsfaktoren zurtickzufiihren ist.

Die Darstellung der Ergebnisse reprasentiert eine Zusammenstellung aus
mindestens 3 unabhéngigen Versuchen (Abb. 3.6 A).

Durch FKS wurde wie erwartet eine signifikante Induktion der DNA-
Synthese erreicht. Bei Stimulation von VSMC mit FKS und OH’ zeigte sich eine
signifikant geringere DNA-Synthese als mit FKS allein. Eine Behandlung von
VSMC mit Hydroxylradikalen fuihrte also zu einer signifikanten Einschrankung des
FKS-induzierten Wachtums der Zellen. Die basale Proliferation der Zellen wird
durch OH" ebenfalls leicht verringert, wogegen Superoxid zu einer Induktion der
Proliferation fuhrt. Bei Stimulation der Zellen mit O, zeigte sich kein Effekt auf

die Proliferation.

Die Experimente zur Zellzahlung zeigen in der Tendenz dieselben Ergeb-
nisse wie die zur DNA-Synthese (Abb. 3.6 B). Die Zellen wurden hier ebenso be-
handelt wie zur Analyse der DNA-Synthese, um signifikante Unterschiede zu se-
hen, miufR3te evtl. Gber einen langeren Zeitraum als zum Nachweis erhohter DNA-

Synthese stimuliert werden.
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Abb. 3.6: Effekt von ROS auf die Proliferation von VSMC. A: Nachweis mit
BrdU-Labeling neusynthetisierter DNA, B: Zellzdhlung
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Um zu untersuchen, ob die verringerte DNA-Synthese durch OH’ durch eine
erhdhte Apoptose der Zellen zu erklaren ist, wurde die Apoptoserate als Folge der
ROS-Behandlung von VSMC bestimmt. Dazu wurden VSMC mit ROS stimuliert
und der Gehalt von Nucleosomen, welche durch die apoptotische DNA-
Fragmentierung entstehen, im Zell-Lysat durch eine Farbreaktion kestimmt (Kap.
2.2.13).

Die Versuche zeigten, daf} bei der in allen anderen Experimenten verwen-
deten ROS-Konzentration von 10°M Apoptose bei den beobachteten Effekten
keine Rolle zu spielen scheint (Abb. 3.7).

300 -

200 1

100 |

Apoptoserate
(% der Kontrolle)

Kontrolle
OH 10° M
OH® 10°M
OH" 10* M
0,"10°M
0,"10° M
0,"10*M

Abb. 3.7: Effekt von ROS auf die Apoptose von VSMC.

41



Ergebnisse

3.4 Untersuchung der Aufgaben von Id3 und GKLF in der Zelle

Die Expression von |d3 wurde durch die Wirkung von Hydroxylradikalen
verringert, die von GKLF erhoht. Gleichzeitig scheinen diese Radikale einen
Wachstumsarrest in diesen Zellen zu verursachen. Um einen moglichen Zusam-
menhang zwischen diesen Ereignissen zu zeigen, wurden 1d3 und GKLF in VSMC
Uber- bzw. unterexprimiert und die Auswirkungen dessen auf die Proliferation der
Zellen untersucht.

Dazu wurden die vollstandigen cDNAs von 1d3 und GKLF mittels PCR-
Amplifikation hergestellt und zunachst tber TA-Klonierung in den pCR™Il-Vektor
inseriert (Kap. 2.2.8). Die Orientierung der Inserts wurde Uber Sequenzierung be-
stimmt und die vollstandigen Sense- und Antisense-Fragmente mit geeigneten
Restriktions-endonukleasen aus dem Plasmid herausgeschnitten und in entspre-
chend geschnittene pcDNA3-Plasmide in Sense- und Antisense-Richtung einge-
bracht (s. Kap. 2.2.8 und Anhang). Durch Elektroporation wurden VSMC mit die-
sen Konstrukten transient transfiziert (Kap. 2.2.11), als Kontrolle diente dabei die
Transfektion mit leerem Vektor. Die erfolgreiche Uber- bzw. Unterexpression des
Proteins in der Zelle konnte fur 1d3 anhand von Western Blots gezeigt werden
(Abb. 3.8).

Id3

pcDNA3
[d3 S
Id3 AS

Abb. 3.8: Nachweis der erfolgreichen Uber- bzw. Unterex-
pression von Id3 in transient transfizierten VSMC (Western
Blot). pcDNA3: leerer Vektor, 1d3 S: 1d3-Sense, 1d3 AS: 1d3-
Antisense.
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Die so transfizierten VSMC wurden nun ebenfalls im Mikrotiterplatten aus-

gesat und die DNA-Synthese sowohl unter basalen Bedingungen als auch nach

Stimulation mit FKS und ROS quantifiziert (Abb. 3.9).
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Abb. 3.9: EinfluR der Uber- bzw. Unterexpression von Id3 und GKLF auf den Effekt
von ROS auf die DNA-Synthese in VSMC. pcDNA3: leerer Vektor, Id3/GKLF S:
Id3/GKLF-Sense, 1d3-/GKLF AS: Id3/GKLF-Antisense.

Bei der Unterexpression von 1d3 (Id3 AS) oder der Uberexpression von
GKLF (GKLF S) zeigte sich eine signifikant verringerte DNA-Synthese als Reakti-

on auf 10% FKS im Vergleich zu mit leerem Vektor transfizierten Kontrollzellen.
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Allgemein zeigten die mit Id3-Antisense und die mit GKLF-Sense transfizierten
Zellen eine deutlich verringerte DNA-Synthese im Vergleich zur Kontrolle. Auch
das durch ;" induzierte Wachstum wurde in diesen Zellen vollkommen aufgeho-
ben.

Die Uberexpression von 1d3 in VSMC (Id3 S) bewirkt einen signifikant ver-
ringerten Effekt von OH" auf die FKS-induzierte DNA-Synthese, ansonsten zeigen
sich keine signifikanten Unterschiede zur Kontrolle. Jedoch ist in der Tendenz eine
verstarkte DNA-Synthese nach Stimulation mit O,™ zu beobachten.

Die Unterexpression von GKLF (GKLF AS) dagegen hebt den wachstums-
arretierenden Effekt von OH" vollkommen auf, die Zellen zeigen selbst unter basa-
len Bedingungen, sowie nach Stimulation mit OH* oder O,” eine signifikant erhth-
te DNA-Syntheserate. Lediglich das durch FKS nduzierte Wachstum ist geringer

als in den Kontrollzellen, eventuell konnte hier Apoptose eine Rolle spielen.

3.5 Wirkung von ROS auf die Regulation Zellzyklus-assoziierter

Proteine

Da OH" in VSMC einen Wachstumsarrest, O;" dagegen Proliferation zu in-
duzieren scheint, wurde die Wirkung dieser ROS auf andere mit dem Zellzyklus
assoziierte Komponenten untersucht. Mit Hilfe von Western Blots wurde die Ex-
pression des Tumorsupressors p53 und der Zyklinkinase-Inhibitoren p21WAFYCip1
und p27¥P, sowie der Phosphorylierungszustand des Retinoblastoma-Proteins Rb
in Reaktion auf ROS zeitabhangig untersucht (Abb. 3.10, reprasentativ fur je 3
unterschiedliche Versuche).

OH’ bewirkte in diesen Versuchen eine schnelle Heraufregulation des Tu-
morsuppressors p53 und der Cdk-Inhibitoren p21WAFYCPL ynd p27KP. Das Reti-
noblastoma-Protein Rb, welches durch Stimulation der Zellen mit FKS eine
Phosphorylierung erfahrt (obere Bande), bleibt durch Behandlung mit OH’
unphosphoryliert und wandert so schneller durch das Gel (untere Bande).

Bei Behandlung der Zellen mit ;" zeigt sich dagegen eine Herabregulation
von p53 und p21WAFYCPL Rp wird unter O."-EinfluR ebenso wie durch FKS-

Behandlung hyperphosphoryliert. Im Gegensatz zur Regulation durch OH® scheint
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der Cdk-Inhibitor p27XP bei Stimulation mit Q" weitgehend unbeeinflult zu blei-
ben.

OH' OZ._
p27 e e B — - — il P e S 5 == = ==
=
52 LEEREBREE ---
0051 2 4 8 12 24h 0051 24 8 12 24h
- ' Rb-P
0y O c c ’:E n 0 .
Y < o
TN S X ¥ O
+ O FF
n 9
X 0
TN
L

Abb. 3.10: EinfluR von ROS auf die Expression von p21WAFYCP 5275 ynd p53
und die Phosphorylierung von Rb.

3.6 EinfluBvonld3und GKLF auf die Regulation Zellzyklus-asso-

Ziierter Proteine

Wie zuvor gezeigt wird sowohl die Expression von Id3 und GKLF als auch
die Expression von p53, p21WAFYCPL ynd p27¥P! und die Phosphorylierung von Rb
durch ROS, namentlich OH" und O,", gesteuert. Nun sollte gezeigt werden, ob 1d3
und GKLF diesen Komponenten des Zellzyklus nachgeordnet sind, oder ob sie
selbst an deren Regulation beteiligt sind. Dazu wurden in VSMC wie bereits be-
schrieben 1d3 und GKLF durch transiente Transfektion mit den entsprechenden
Konstrukten tberexprimiert bzw. inhibiert.

Die Inhibierung von 1d3 bewirkte wie die Uberexpression von GKLF eine
verstarkte Expression von p53, p21WAFYCPL ynd p27XP, und eine Hypophosphory-

lierung von Rb. Eine verstarkte Expression von Id3 oder verringerte Expression
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von GKLF dagegen zeigte den entgegengesetzten Effekt: p53, p21WAFYCPL ynd
p27XP wurden vermindert und Rb blieb unphosphoryliert (Abb. 3.11).
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Abb. 3.11: EinfluR der Uber- bzw. Unterexpression von Id3 und GKLF auf die Ex-
pression von p21WAFYCIPL 127KP ynd p53 und die Phosphorylierung von Rb, Wes-

tern Blots. pcDNAS3: leerer Vektor, Id3/GKLF S: I1d3/GKLF-Sense, 1d3-/GKLF AS:
|d3/GKLF-Antisense
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4 Diskussion

4.1 Differential Display

Mit Hilfe des Differential Display von mRNA sollte der Effekt reaktiver Sau-
erstoffspezies auf die Genexpression in glatten GefalRmuskelzellen untersucht
werden. Unter Anwendung von 48 verschiedenen Primerkombinationen konnten
25 im Differential Display-Gel zunéachst differentiell exprimierte cDNAs isoliert und
weiter charakterisiert werden.

Samtliche aus den Differential Display Gelen eluierten cDNAs wurden nach
der Reamplifikation zunachst sequenziert. War die Sequenzierung aussagekraftig,
wurden die zugehdrigen mRNAs durch einen Datenbankabgleich identifiziert, an-
dernfalls wurden die cDNAs zunéchst kloniert und anschlieRend sequenziert, um
dann die Synthetisierung spezifischer Primer fir semiquantitative RT-PCRs zu
ermoglichen. Diese RT-PCRs wurden fur alle Klone mit Total-RNA aus derselben
RNA-Praparation und mindestens drei weiteren unterschiedlichen Préaparationen
durchgefihrt. In diesen Versuchen konnte lediglich die differentielle Expression
zweier cDNAs bestétigt werden, alle anderen unterlagen keiner Regulation. Bei 12
cDNAs erbrachte der Datenbankabgleich in BLAST, dal3 es sich um mitochondria-
le Gene fur die 16S rRNA und die tRNAs fir Leucin und Valin handelte. Da diese
cDNA mit den unterschiedlichsten Primerkombinationen wiederholt isoliert wurde,
wurde angenommen, dal3 hier eventuell sogar eine bedeutsame Regulation vor-
liegen kdnnte. Einer dieser Klone wurde daher exemplarisch auf seine differentiel-
le Expression hin untersucht, diese konnte jedoch mit RT-PCR nicht bestatigt wer-
den (hier nicht gezeigt). Die Ergebnisse der Untersuchungen der Ubrigen Klone
koénnen der Tabelle im Anhang entnommen werden.

Die hohe Anzahl falsch positiver Klone stellt ein generelles Problem des Dif-
ferential Display dar (Liang & Pardee 1992, Poirier, Pyati, et al. 1997, Wadhwa,
Duncan, et al. 1996, Zhao, Ooi, et al. 1995), da aufgrund der niedrigen Stringenz
der Bedingungen in der Differential Display PCR bei einer Primer-Annealing-
Temperatur von nur 40°C Primer-Fehlpaarungen Bandenmuster erzeugen, die

nicht unbedingt reproduziert werden kdnnen. Daher mul3 eine grof3e Anzahl von
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Primerkombinationen auf die zu untersuchenden Proben angewandt werden, um
tatséchlich differentiell exprimierte Gene aufzufinden.
Bei den beiden durch die Behandlung glatter GefaBmuskelzellen mit OH’

tatsachlich differentiell exprimierten cDNAs handelte es sich um 1d3 und GKLF.

4.1.1 Inhibitor of DNA-Binding (Id3)

Beim “Inibitor of DNA-Binding” 1d3 handelt es sich um ein Protein mit helix-
loop-helix-Struktur, zwei a-Helices sind durch eine Schlaufe verbunden und bilden
so einen Winkel zueinander. Die Wirkung von Id3 (und anderen Id-Proteinen wie
Id1, 2 und 4) besteht darin, Transkriptionsfaktoren vom basic helix-loop-helix
(bHLH)-Typ an der DNA-Bindung zu hindern (Benezra, Davis, et al. 1990). Diese
Transkriptionsfaktoren, die wichtige Regulatoren der zelluldaren Entwicklung und
Differenzierung sind, verfigen uber eine N-terminal gelegene basische DNA-
bindende Doméane in ihrer bHLH-Doméne (Murre, McCaw, et al. 1989). Die DNA-
Bindung dieser Proteinfaktoren erfolgt nach Dimerisierung zu Homo- oder Hetero-
dimeren an eine Promotorregion, die als E-Box bezeichnet wird und die Consen-
sussequenz CANNTG besitzt (Blackwell & Weintraub 1990).

aktives Homodimer inaktives Heterodimer

DMNA \\

L A\ 4
Abb. 4.1: Wirkungsweise von Id-Proteinen (aus: Alberts, Bray, et.al.
1995)
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Im Unterschied zu solchen Transkriptionsfaktoren verfigt 1d3 nicht Gber
diese basische Region, sondern die entsprechende Helix ist verkirzt (Norton,
Deed, et al. 1998). Uber die Schlaufenregion sind die Id-Proteine gleichwohl im-
stande, mit bHLH-Transkriptionsfaktoren Heterodimere zu bilden (Langlands, Yin,
et al. 1997). Durch diese Dimerisierung ensteht jedoch keine funktionsfahige DNA-
bindende Domane, die Bindung und die Transkription der entsprechenden Gene

unterbleiben (Benezra, Davis, et al. 1990).

Zu den bHLH-Transkriptionsfaktoren, die mit Id-Proteinen dimerisieren kon-
nen, gehoren zum Enen die Klasse A E-Proteine (Produkte des E2A-Gens E12
und E47, E2-2 und HEB), an die eine starke Bindung durch Id1-3 gezeigt werden
konnte (Langlands, Yin, et al. 1997). Zum Anderen gehotren dazu gewebsspezifi-
sche Transkriptionsfaktoren (Klasse B), beispielsweise die myogenic regulatory
factors (MRFs: MyoD, myogenin, Myf-5 and MRF4/Myf-6), die die Myogenese
steuern oder Hamatopoietische Faktoren (Scl/Tall, Tal-2 und Lyl-1)(Bounpheng,
Melnikova, et al. 1999, Moldes, Lasnier, et al. 1997, Nogueira, Mitjavila-Garcia, et
al. 2000). Die Bindung an die MRFs scheint jedoch bedeutend schwacher zu sein,
ob die Id-Proteine mit den blutbildenden Faktoren dimerisieren ist strittig (Lang-
lands, Yin, et al. 1997, Nogueira, Mitjavila-Garcia, et al. 2000). Beispielsweise wird
aber eine E-Box im Muskel-Kreatinkinase Promotor von einem E-Protein/MyoD-
Komplex erkannt, der durch alle Id-Proteine aufgebrochen werden konnte (Lang-
lands, Yin, et al. 1997). Erst nach der Bindung an ein EProtein werden die Id-
Proteine in den Kern transloziert (Deed, Armitage, et al. 1996).

Neben ihrer Rolle als dominant negative Regulatoren von Transkriptonsfak-
toren wird den Id-Proteinen aber auch eine eigene transkriptonelle Aktivitat zuge-
schrieben (Bounpheng, Melnikova, et al. 1999).

Es konnte gezeigt werden, dal3 eine starke Expression von Id3 mit zellul&a-
rer Proliferation assoziiert ist (Christy, Sanders, et al. 1991), im Verlauf der Diffe-
renzierung von Zellen geht die Expression von Id3 dagegen zuriick (Moldes, Las-
nier, et al. 1997). Aul3erdem konnte durch eine vermehrte Expression von |d3 der
programmierte Zelltod in unterschiedlichen Zelltypen eingeleitet werden (Norton &
Atherton 1998).
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4.1.2 Gut-enriched Kruppel-like Factor (GKLF)

Der Gut-enriched Kriuppel-like Factor GKLF/KLF4 wurde im Zuammenhang
mit einem zellularen Wachstumsarrest isoliert. Er besitzt drei Tandem-Zinkfinger
vom Cys;,His,-Typ, die ihn als Mitglied der Krippel-Familie von Transkriptionsfak-
toren ausweisen (Shields, Christy, et al. 1996). Die Bezeichnung ,Kruppel“ stammt
von einem Segmentierungsgen aus Drosophila melanogaster (Schuh, Aicher, et
al. 1986), mit dem GKLF strukturelle Verwandtschaft besitzt. Die charakteristische
Zinkfinger-Struktur wird durch zwei antiparallele (-Faltblatter, gefolgt von einer a-
Helix gebildet (Abb. 4.2). Die meisten Zinkfinger-Transkriptionsfaktoren besitzen
mehrere Tandem-Wiederholungen dieses Motivs, wodurch eine Spezifitat der ein-
zelnen Faktoren fur bestimmte DNA-Sequenzen erreicht wird (Shields & Yang
1998).

(A 12

Abb. 4.1: Aufbau des Cys,His,-Typs des Zinkfinger-DNA-Bindungsmotivs
(aus: Alberts, Bray, et al. 1995).
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GKLF ist ein pleiotroper Transkriptionsfaktor, d.h. er besitzt aktivierende
und reprimierende Eigenschaften (Geiman, Ton-That, et al. 2000). DNA-
Sequenzen, die von GKLF erkannt werden sind z.B. das CACCC-Element des (%
Globin-Gens, an das auch EKLF bindet, sowie das basic transcription element
BTE aus dem Cytochrom P450lA1 CYP1A1l) -Promotor, welches mit SP1 und
verschiedenen &hnlichen Faktoren interagiert (Garrett-Sinha, Eberspaecher, et al.
1996, Shields & Yang 1998, Zhang, Shields, et al. 1998). Durch basenspezifische
Mutagenese konnte das Element 5'-C/,¢/nGG ;G /+-3' als Konsensussequenz fiir
die Bindung von GKLF bestimmt werden (Shields & Yang 1998).

Diese Kruppel-éhnlichen Proteine sind an diversen Aspekten eukaryonti-
scher Genregulation beteiligt, wie z.B. zellularer Proliferation und Differenzierung
(z.B. Egr-1 oder zif/268 (Christy, Lau, et al. 1988, Shields & Yang 1998, Sukhat-
me, Cao, et al. 1988), und der erythroid Krippel-Like factor EKLF (Miller & Bieker
1993)), allgemeiner Transkription (z.B. Spl (Kadonaga, Carner, et al. 1987)), On-
cogenese (z.B. das Wilms Tumor Gen WT1 (Call, Glaser, et al. 1990)) und Emb-
ryogenese (z.B. Krippel (Schuh, Aicher, et al. 1986) und Hunchback (Stanojevic,
Hoey, et al. 1989))

GKLF ist ausschlie3lich im Zellkern lokalisiert, eines der beiden nuclear lo-
calization signals (NLS) liegt selbst in der Zinkfinger-Domane (Shields & Yang
1997).

An kultivierten Fibroblasten wurde gezeigt, daf? die Expression von GKLF in
wachstumsarretierten Zellen am hoéchsten ist, am niedrigsten dagegen in Zellen im

exponentiellen Wachstumstadium (Shields, Christy, et al. 1996).

4.2 Der Effekt von ROS auf die Proliferation von VSMC

Es wurde gezeigt, da3 die Expression von 1d3 durch OH" herunterreguliert,
die Expression von GKLF jedoch erhoht wurde (Abb. 3.1, Kap. 3). Ein solcher
Zusammenhang der Regulation dieser beiden Gene mit einer Wirkung reaktiver

Sauerstoffspezies wurde bisher noch nicht gezeigt. Beide Gene werden wie be-
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reits erwahnt mit zellularer Proliferation bzw. einem Arrest zellularen Wachstums
in Verbindung gebracht (Norton & Atherton 1998, Shie, Chen, et al. 2000, Shields,
Christy, et al. 1996).

Dies legte die Vermutung nahe, dal3 OH’ nicht nur die Expression dieser
beiden Gene reguliert, sondern dal3 diese Regulation in Zusammenhang stehen
kénnte mit einer Beeinflussung des Proliferationsverhaltens von VSMC durch OH’
oder die Einleitung von Apoptose. Es wurde bereits gezeigt, dall ROS wie OH’,
02" und HO; EinfluB auf die Proliferation und auch die Apoptose in verschiedenen
Zelitypen nehmen (Greene, Velarde, et al. 2000, Griendling & Harrison 1999, Li,
Dietz, et al. 1997, Li, Dietz, et al. 1997, Li, Maasch, et al. 1999, Rao & Berk 1992).

Hier konnte ebenfalls gezeigt werden, dal? eine Behandlung glatter Gefal3-
muskelzellen mit OH" deren Proliferation zu hemmen vermag (Abb. 3.6, Kap. 3).
Gleichzeitig konnte in diesen Zellen ein verringerter Spiegel an I1d3-mRNA und ein
erhohter Spiegel an GKLF-mRNA nachgewiesen werden, bzw. der wachstumsar-
retierende Effekt konnte anstelle von OH" auch durch die transiente Transfektion
von VSMC mit GKLF-Sense- oder ld3-Antisense-Konstrukten herbeigefuhrt wer-
den (Abb. 3.9, Kap. 3). Dies deutet darauf hin, dal3 die Herabregulation von I1d3
und die Heraufregulation von GKLF ursachlich mit dem OH’-induzierten Arrest des
Wachstums in VSMC zusammenhangen, diese beiden Molekille also die Inhibie-

rung des Wachstums von VSMC durch OH" vermitteln kdnnten.

4.3 Der Effekt von ROS auf p53, p21VA™“Pt p274"1 und Rb

Weitere Aufklarung erbrachte die Untersuchung der Wirkung von ROS auf
die Expression von p53, p21WAFYCPL ynd p27XP! sowie den Phosphorylierungs-
zustand von Rb. Diese vier Faktoren sind eng mit der Kontrolle des Zellzyklus ver-
bunden (Agarwal, Taylor, et al. 1998, el-Deiry, Tokino, et al. 1993, el-Deiry 1998,
Harper, Adami, et al. 1993, Hartwell & Kastan 1994, Ko & Prives 1996, Levine
1997, Sherr & Roberts 1995).
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p53
Bei dem Tumorsuppressor p53 handelt es sich um einen Transkriptionsfaktor, der
die Expression von sechs oder sieben bekannten Genen verstarkt, die zumindest
teilweise die p53-abhangigen Funktionen in der Zelle ausfuhren: p21WAFYCIPL
MDM2, GADD45, Cyclin G, Bax und IGF-BP3 (Ko & Prives 1996, Levine 1997).

p53 ist in den meisten Zellen in geringen Mengen vorhanden und besitzt ei-
ne kurze Halbwertszeit im Rahmen von Minuten. Es wird allgemein angenommen,
dal3 eine Induktion durch post-transkriptionelle Mechanismen geschieht (Kastan,
Onyekwere, et al. 1991). Eine solche Induktion wird z.B. durch ionisierende oder
UV-Bestrahlung und DNA-Strangbriiche hervorgerufen (Nelson & Kastan 1994),
aullerdem wird eine generelle Stref3antwort durch p53 angenommen, beispiels-
weise durch Hypoxie, Hitze oder Serumentzug (Graeber, Peterson, et al. 1994,
Zhan, Carrier, et al. 1993).

1 WAF1/Cip1

p2
p21WAFLCIPL (alDeiry, Tokino, et al. 1993, Harper, Adami, et al. 1993, Xiong,
Zhang, et al. 1993) ist das am besten untersuchte p53-response Gen. Das codier-
te Protein bildet in normalen Zellen einen quaternaren Komplex mit Zyklinen,
Zyklin-abhangigen Kinasen (CDKs 1, 2 und 4) und dem proliferating cell nuclear
antigen PCNA (Xiong, Hannon, et al. 1993). In hohen Konzentrationen wirkt

p2 1 WAF1/Cip1

Phase des Zellzyklus eine Rolle spielen (Gu, Turck, et al. 1993, Harper, Adami, et

als potenter Inhibitor von CDKs, besonders denen, die in der G;-

al. 1993, Xiong, Zhang, et al. 1993). Nach Bestrahlung mit ionisierender oder UV-
Strahlung wird der p53-abhangige Gi-Arrest zumindest teilweise durch p21WAFYCiPL
vermittelt (Macleod, Sherry, et al. 1995, Michieli, Chedid, et al. 1994, Parker, E-
chele, et al. 1995).

p27Kipl

p27KP! besitzt zu p21VAFYCPL signifikante Homologien in der Aminosauresequenz
der N-terminalen Region, welche auch eine Inhibition von CDKs herbeifiihren
kann; eine Uberexpression von p27P! bewirkt so einen Gy-Arrest (Polyak, Lee, et

al. 1994). Der p27XPL.vermittelte Wachstumsarrest scheint jedoch nicht unbedingt
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p53-oder Rb-abhangig zu sein (Polyak, Lee, et al. 1994, Sherr & Roberts 1995,
Toyoshima & Hunter 1994). AuRerdem wurde beobachtet, daR der p27*'-Spiegel
unverandert blieb, obwohl die untersuchten Zellen die G-Phase verlie3en und in
den Zellzyklus eintraten (Toyoshima & Hunter 1994), was jedoch eventuell als An-
passung verschiedener etablierter Zell-Linien an die Kulturbedingungen gedeutet
werden kénnte (Sherr & Roberts 1995).

Substanzen, die den cAMP-Spiegel erh6hen oder selbst als cAMP-Analoga
wirken, kbénnen den Eintritt in die G;-Phase verhindern, ebenso wird der intrazellu-
lare Spiegel von p27K"‘Jl erhoht und mehr Molekile akkumulieren in Komplexen mit
Zyklin D1-Cdk4, wodurch die Phosphorylierung durch die CAK verhindert wird (Ka-
to, Matsuoka, et al. 1994, Polyak, Lee, et al. 1994).

Rb

Das Retinoblastoma Protein Rb bt die meisten, wenn nicht alle seine Effekte in
einem definierten Zeitfenster in den ersten beiden Dritteln der G;-Phase des Zell-
zyklus aus (Weinberg 1995). In den ersten Stunden der G-Phase liegt es in hy-
pophosphorylierter Form vor, gegen Ende der G-Phase liegt jedoch der grof3te
Teil in hyperphosphorylierter Form vor, die Uber den restlichen Zellzyklus auf-
rechterhalten wird. Rb verliert seine multiplen Phosphatgruppen erst nach
Abschlul3 der M-Phase (Weinberg 1995).

In der hypophosphorylierten Form ist Rb an den Transkriptionsfaktor E2F —
eigentlich eine Gruppe von mindestens funf eng verwandten Transkriptionsfakto-
ren — gebunden. Die Phosphorylierung — beispielsweise nach Stimulation mit M-
togenen — bewirkt, da3 E2F freigesetzt wird und die Transkription verschiedener
Zellzyklusgene aktivieren kann (Chellappan, Hiebert, et al. 1991).

Die Hyperphosphorylierung von Rb kann durch verschiedene Signale blo-
ckiert werden, bekannte physiologische Signale sind TGFR3, cAMP und Kontaktin-
hibition, dabei spielt auch der Cdk-Inhibitor p27¥! eine Rolle (Kato, Matsuoka, et
al. 1994, Polyak, Kato, et al. 1994).

Abbildung 4.3 zeigt einen Uberblick tiber die Funktion der beschriebenen Zellzyk-

lus-Komponenten.
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Glatte GefalBmuskelzellen wurden mit ROS behandelt, durch Stimulation
mit H,O, und Fe**NTA wurde OH" erzeugt, durch Behandlung mit X/XO wurde
02" erzeugt. Mit Hilfe von Westernblots wurde die Wirkung dieser ROS auf die
Expression von p53, p21WAFYCPL ynd p27P! sowie auf den Phosphorylierungs-
zustand von Rb untersucht (Abb. 3.10, Kap. 3).

OH" erhohte in diesen Versuchen die Expression von p53, p21WVAFYCPL ynd
p27XPL: die Phosphorylierung von Rb, die bei Stimulation mit FKS eintritt, wurde
durch die Zugabe von OH" verhindert.

Die Untersuchungen zur Proliferation und Apoptose in VSMC unter ROS-
EinfluR zeigten, dalR die DNA-Synthese von ROS durch OH" eingeschrankt wird
und Apoptose bei den verwendeten Konzentrationen von OH" keine Rolle spielt.

Der Vergleich dieser Ergebnisse mit den Untersuchungen zur Regulation
der Zellzyklus-Proteine unter OH’ -Einflul macht deutlich, daf3 es hier tatsachlich
zu einem Wachstumsarrest in VSMC durch OH" kommt. Dieser gezeigte Wachs-
tumsarrest scheint nach den vorliegenden Daten Uber eine Aktivierung von p53,
p21WAFCIPL ynd p27¥P zu geschehen, das Rb-Protein bleibt zudem unphosphory-
liert.

Der Zusammenhang der Regulation dieser Zellzyklusproteine und der Re-
gulation der durch Differential Display identifizierten Faktoren 1d3 und GKLF ist

bisher nur teilweise aufgeklart.

4.4 Die Rolle von Id3 und GKLF im OH-induzierten Wachstums-

arrest

441 GKLF

Fur GKLF laRt sich @n eindeutiger Zusammenhang zwischen der eigenen
und der Regulation der Zellzyklusproteine herstellen: Kirzlich wurde gezeigt, daf3
GKLF und p21WAFYCRL gleichzeitig in Reaktion auf Serumentzug und DNA-

Schadigung induziert werden. Die Heraufregulation der Expression von GKLF und
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1 WAFLCIPL \yar dabei p53-abhangig. Uberdies war GKLF in der Lage, an ein Sp1-

p2
ahnliches cis-Element im p21VAFYCPL_promotor zu binden, und die Expression
dieses Faktors zu aktivieren (Zhang, Geiman, et al. 2000). Die Heraufregulation
von p21WAFLVCPL qurch p53 geschah tber dasselbe cis-Element. Dabei erfolgte
ebenfalls eine direkte Protein-Protein-Interaktion zwischen GKLF und p53.

Da nach den vorliegenden Ergebnissen GKLF durch OH" heraufreguliert
und gleichzeitig die DNA-Synthese verhindert wird, liegt die Vermutung nahe, daf3
GKLF an der Vermittlung des durch OH’ induzierten Wachstumsarrests maf3geb-
lich beteiligt ist. Dies wird zusatzlich dadurch gestiitzt, daR eine Uberexpression
von GKLF allein bereits eine zellulare Proliferation auch nach Behandlung der
transfizierten VSMC mit Wachstumsfaktoren verhindert (Abb. 3.9 und Shields,
Christy, et al. 1996). AulRRerdem zeigt die Untersuchung der Expression von
p21WAFLCPL in GKLF-uiberexprimierenden Zellen ebenfalls eine verstérkte Expres-
sion von p21WAFYCIPL (Apb. 3.11).

Uberraschend war die Tatsache, daR in diesen Zellen auch p53, welches in
der Signalkaskade als uber GKLF stehend angesehen wird, ebenfalls verstarkt
exprimiert wurde. Es scheint hier also eine gegenseitige Regulation dieser beiden
Faktoren vorzuliegen.

p27¥P wird in GKLF-uberexprimierenden VSMC ebenfalls heraufreguliert
und konnte also ebenfalls eine Rolle in der Vermittlung des Wachstumsarrests
durch OH" spielen. Diese Heraufregulation koénnte dadurch bedingt sein, daf3
GKLF auch positiv auf die Regulation von p53 wirkte. Da beobachtet wurde, dai3
p27XP! auch unabhangig von einer Induktion von p53 heraufreguliert werden kann
(Polyak, Lee, et al. 1994, Sherr & Roberts 1995, Toyoshima & Hunter 1994) kénn-
te diese Heraufregulation aber auch direkt, ohne Einbeziehung von p53 erfolgen.

Da durch die Heraufregulation der Cdk-Inhibitoren das Rb-Protein nicht
mehr phosphoryliert werden kann, wird E2F nicht freigesetzt und es kommt nicht
zum Eintritt in die SPhase (vgl. Abb.4.1). Diese ausbleibende Phosphorylierung
konnte  ebenfalls sowohl durch Stimulation von VSMC mit OH" als auch durch

Uberexpression von GKLF erreicht werden (Abb. 3.10, 3.11).

Neben dem Zusammenhang zwischen GKLF und der Kontrolle des Wachs-
tums in VSMC koénnte auf3erdem eine Beziehung zur Apoptose bestehen. Neben

p21WAFLCIPL \wurde ein weiteres Zielgen fiir GKLF identifiziert: Es konnte eine Sup-
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pression des CYPIA1-Promotors durch GKLF gezeigt werden (Zhang, Shields, et
al. 1998), die Uber das BTE in diesem Promotor vermittelt wird. Der CYPIAL-
Promotor ist fur die Transkription des Cytochrom P450 1A verantwortlich, und es
konnte gezeigt werden, da3 Cytochrom P-450 reaktive Metaboliten erzeugt, die
Apoptose verursachen konnen (Haouzi, Lekehal, et al. 2000) und eine Akkumula-
tion von Cytochrom P450 1A mit Apoptose nach cytotoxischer Stimulantien ein-
hergeht (Cantrell, Joy-Schlezinger, et al. 1998).

Zusammenfassend lalt sich die Hypothese aufstellen, dald GKLF nicht nur
einen Wachstumsstop in VSMC nach Stimulation mit OH" vermittelt, sondern even-
tuell gleichzeitig auch daran beteiligt ist, da® die Einleitung der Apoptose verhin-

dert wird.

Es ist bekannt, daR OH’-Radikale eine DNA-Schadigung durch Strangbri-
che verursachen kénnen, besonders auch, wenn sie durch H,O, und Fe**NTA
erzeugt wurden (Duell, Lengfelder, et al. 1995, Halliwell & Aruoma 1991, Inoue &
Kawanishi 1987, Mello Filho & Meneghini 1985, Min, Nishida, et al. 1999).

Die Zelle reagiert bei einer Schadigung der Erbsubstanz mit einem Schutz-
mechanismus, der die Weitergabe geschadigten Genoms an Tochterzellen ver-
hindern soll. Dieser Schutzmechanismus ist eng mit dem Tumorsuppressor p53
verknupft, welcher entweder die Apoptose einleitet oder einen Wachstumsstop
vermittelt, um eine Reparatur der geschadigten DNA zu ermdglichen (Agarwal,
Taylor, et al. 1998, Chen, Ko, et al. 1996, Kastan, Onyekwere, et al. 1991, Ko &
Prives 1996, Nelson & Kastan 1994, Zhan, Carrier, et al. 1993).

Wie genau die DNA-Schadigung von p53 wahrgenommen wird, ist bisher
noch unklar, fest steht, daf? daraufhin die Proteinmenge von p53 erhoht wird. Dies
geschieht oft Uber die Verlangerung der Halbwertszeit (Maltzman & Czyzyk 1984),
kann aber auch Uber eine Erh6hung der Translations-Initiationsrate geschehen
(Mosner, Mummenbrauer, et al. 1995). Andererseits konnte auch eine transkripti-
onelle Aktivierung gezeigt werden, und zwar durch p53 selbst, ohne dal3 eine d-
rekte Interaktion von p53 mit seinem Promotor nachgewiesen werden konnte (Def-
fie, Wu, et al. 1993). Diese Heraufregulation geschieht tber ein NF-KappaB —
Bindungselement, der Promotor verfugt aber auch Gber ein GKLF-
Konsensuselement und eine Spl-Bindungsstelle (s. Anhang), Uber die eine

transkriptionelle Regulation von p53 erfolgen kdnnte.
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AulRRerdem konnte auch eine Regulation der p53-Proteinmenge lber die U-
biquitin-abh&ngige Degradation gezeigt werden (Maki & Howley 1997), diese wur-
de durch UV- und ionisierende Bestrahlung beeintrachtigt: p53 verlor seine Ubiqui-
tinierung, wodurch eine Stabilisierung des p53-Proteins erreicht wurde. lonisieren-
de und UV-Strahlung verursachen auch eine DNA-Schadigung und OH'-
Produktion (Skov 1984), so kann hier ein Zusammenhang zwischen der Stabilisie-
rung von p53 und der OH'-Produktion gesehen werden. Da eine direkte Protein-
Protein-Interaktion von p53 und GKLF gezeigt werden konnte (Zhang, Geiman, et
al. 2000), konnte der Verlust der Ubiquitinierung beispielsweise durch eine Mas-

kierung des entsprechenden Signals geschehen (Kornitzer & Ciechanover 2000).

442 1d3

Der dominant negative Regulator von bHLH-Transkriptionsfaktoren 1d3
wurde in den beschriebenen Versuchen durch OH" stark herabreguliert (Abb. 3.1,
3.2). Generell wurde flur diesen Faktor eine Forderung der Proliferation und Hem-
mung der Differenzierung in verschiedenen Zelltypen beschrieben, auf3erdem
steht eine Uberexpression von 1d3 im Zusammenhang mit der Einleitung des pro-
grammierten Zelltods (Norton & Atherton 1998). Die beobachtete Herabregulation
von 1d3 durch OH" korreliert mit dem beobachteten Wachstumsstop, die transiente
Transfektion von VSMC mit einem Id3-Antisense-Konstrukt induziert selbst eine
verringerte DNA-Synthese (Abb. 3.9) und stiitzt somit die Vermutung, dal3 dieser
Faktor ebenfalls mafRgeblich an der Vermittlung des OH’ -induzierten Wachstums-
arrests beteiligt ist.

Die Expression von p53 und der Cdk-Inhibitoren p21"WAFYCPL ynd p27KPt in
diesen ld3-Antisense-transfizierten VSMC verhélt sich ebenso, wie in GKLF-
Sense transfizierten VSMC: alle werden verstarkt exprimiert.

Fir einen der Faktoren kann ein Zusammenhang zu Id3 hergeleitet werden:
Die Expression des Cdk-Inhibitors p21WAFYCPL  kann durch den bHLH-
Transkriptionsfaktor E2A induziert werden, im Muskel verursacht das bHLH-
Protein MyoD terminalen Wachstumsarrest Uber eine Aufregulation von
p21WAFLCPL (pyri Avantaggiati, et al. 1997). Der Promotor des p21WAFYCPLGens

besitzt acht E-Boxen, von denen drei fur die Bindung von E2A essentiell sind. Au-
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Rerdem konnte durch Uberexpression von E47 ein Wachstumsarrest induziert
werden, der durch Uberexpression von Id1l verhindert werden konnte (Prabhu,
Ignatova, et al. 1997). Obwohl diese Untersuchungen in diesem Fall nur fur 1d1
durchgefuhrt wurden, wurde bereits gezeigt, dal3 1d3 ebenfalls an die E-Proteine
oder MyoD bindet (Deed, Jasiok, et al. 1998, Langlands, Yin, et al. 1997, Loveys,
Streiff, et al. 1996).

Eine Herabregulation von Id3 wirde folglich bedeuten, dal3 E-Proteine wie
E2A und E47 bzw. gewebsspezifische Transkriptionsfaktoren wie MyoD nicht lan-
ger in inaktiven Heterodimeren mit 1d3 sequestriert blieben, sondern dal3 sie frei-
gesetzt wirden und die Expression von p21WAFYCPL aktivieren konnten. Dieser
Gedanke wird dadurch gestutzt, daf3 auch eine p53-unabhangige Aktivierung von
p21WAFLCIPL yiermutet wird (Macleod, Sherry, et al. 1995, Sheikh, Li, et al. 1994).
So konnte die Herabregulation von Id3 ein weiteres Bindeglied zwischen der Wir-
kung von OH" und der Arretierung des Wachstums in VSMC darstellen.

Interessant ist auch die Tatsache, dal3 der Id3-Promotor auch utber poten-
tielle Bindungsstellen fur GKLF verfugt, an drei Stellen des humanen Id3-
Promotors konnte die Konsensussequenz fur die Bindung von GKLF (Shields &
Yang 1998) gefunden werden, auf3erdem findet sich eine Spl-Bindungsstelle (s.
Anhang und Yeh & Lim 2000). Dies konnte bedeuten, dall GKLF selbst an der
Herunterregulation von 1d3 beteiligt sein konnte. Um diese Vermutung zu verifizie-
ren, mufdte der Id3-Promotor kloniert und einem Reportergen vorgeschaltet wer-

den.

Der Zusammenhang zwischen einer Uberexpression von 1d3 und der Induk-
tion von Apoptose konnte ebenfalls gezeigt werden, dabei wurde die Apoptose auf
einem p53-unabhéangigen Weg vermittelt und konnte durch Uberexpression von
Bcl2, BCIXL oder E47 verhindert werden (Norton & Atherton 1998). AulRerdem
konnte 1d3 den Eintritt von Fibroblasten unter Serumentzug in die S-Phase bewir-
ken. Die Herabregulation von 1d3 konnte demnach ebenfalls einen Weg zur Ver-

hinderung der Apoptose bei gleichzeitigem Wachstumsarrest darstellen.

Auffallig bei der Regulation der 1d3-mRNA und des Proteins durch OH" ist,
daR das Protein ebenso schnell herabreguliert wird wie die mRNA. Ahnliches gilt
fir die Regulation durch O," (s. auch nachster Abschnitt): Wahrend die mRNA
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zumindest bei Untersuchungen mittels RT-PCR keiner Regulation zu unterliegen
scheint (Abb. 3.4), wird das Protein bereits nach 30 min stark heraufreguliert (Abb.
3.5).

So kénnte reben der Regulation der Transkription des 1d3-Gens durch OH’
auch die Regulation des Protein-Turnovers eine Rolle bei der ROS-vermittelten
Signaltransduktion durch 1d3 spielen.

Zusammenfassend la3t sich sagen, dafd nach den vorliegenden Ergebnis-
sen eine DNA-Schadigung durch OH® stattgefunden haben kénnte, und daR3 die
Zelle durch Aktivierung der p53-Maschinerie und der Cdk-Inhibitoren p21WVAFV/CiPL
und p27¥P! die Replikation unterdriickt, um genomische Instabilitat 21 vermeiden.
Dabei scheint GKLF ebenfalls eine Rolle zu spielen. Gleichzeitig wird auch die
Apoptose verhindert, evtl. auch durch die Herabregulation der Cytochrom P-450
Expression durch GKLF und die Herabregulation von Id3. Diese Mechanismen
kénnten der Zelle eine Reparatur ihrer DNA anstelle des Absterbens durch Apop-

tose ermoglichen.

4.5 Die Rollevon Id3und GKLFim O, -induzierten Zellwachstum

Bei der Untersuchung der ROS-Wirkung auf glatte Gefal3muskelzellen mit
Hilfe des Differential Display wurde zunéchst nur der Einflul von OH" betrachtet.
Die dabei charakterisierten mMRNAs und dazugehdrigen Gene 1d3 und GKLF, s0-
wie die Proliferation und Apoptose von VSMC wurden aber auch im Zusammen-
hang mit der Wirkung von O," untersucht.

Die Wirkung von O, auf die Expression von Id3 und GKLF ist anders als
die von OH’ : Die mRNA-Spiegel der beiden Gene blieben in den hier durchgefiihr-
ten Versuchen weitgehend unbeeinflu3t (Abb. 3.4), fur 1d3 lie? sich dennoch eine
Heraufregulation auf der Proteinebene nachweisen (Abb. 3.5). Hier konnte ein
posttrankriptioneller Mechanismus oder aber auch eine Beeinflussung des Protein-

turnovers stattfinden.
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Es wurde gezeigt, dal3 1d3 ein sehr kurzlebiges Protein ist und (wie auch
Id1 und 2) uber den Ubiquitin-Proteasom-Weg degradiert wird (Bounpheng, D-
mas, et al. 1999), die Regulation der Proteinmenge konnte also auch Uber diesen
Weg geschehen. Ist Id3 z.B. an E47 gebunden, wird der Ubiquitin-abhdngige Ab-
bau signifikant reduziert (Bounpheng, Dimas, et al. 1999). Aulerdem wurde eine
ZyklinA- und ECdk2-abhangige Phosphorylierung von 1d3 nachgewiesen, die die
Bindungseigenschaften an andere bHLH-Proteine veréandert (Deed, Hara, et al.
1997). In unphosphorylierter Form konnte Id3 beispielsweise zwar E12-
Homodimere, nicht aber E12-MyoD-Heterodimere aufbrechen. In phosphorylierter
Form konnte jedoch auch ein solches Heterodimer aufgebrochen werden. In die-
sem Fall stiinde also eine erhdhte Anzahl von Dimerisierungspartnern fir 1d3 zur
Verfigung, was den Ubiquitin-abhangigen Abbau erschweren wirde. So kdnnte
0, in einer positiven Rickkopplung die Erhéhung der Id3-Proteinmenge bei
gleichbleibender Transkriptionsrate bewirken.

Im Gegensatz zu OH" bewirkt O," in subapoptotischen Konzentrationen
(Abb. 3.7) keine Inhibierung, sondern eine Induktion der zellularen Proliferation
(Abb. 3.6), diese Wachstum-stimulierende Wirkung der Superoxidradikals wurde
bereits zuvor beobachtet (Baas & Berk 1995, Berk 1999, Conrad, Millhorn, et al.
2000, Griendling & Harrison 1999, Rao & Berk 1992). In Id3-unterexprimierenden
oder GKLF-Uberexprimierenden Zellen ist das durch O, -induzierte Wachstum
aufgehoben, 1d3-Uberexprimierende oder GKLF unterexprimierenden Zellen zei-
gen ein verstarktes Wachstum als Reaktion auf Q™ (Abb. 3.9). Die basale und
durch FKS-induzierte Proliferation blieben durch eine Uberexpression von 1d3
weitgehend unbeeinfluf3t.

Eventuell nimmt Q™ also Uber eine Heraufregulation von 1d3 — evtl. durch
Stabilisierung des Proteins — und eine Herabregulation von GKLF (die hier aber

nicht direkt gezeigt werden konnte) Einfluf3 auf die Proliferation von VSMC.

Einen Uberblick tiber nach den hier durchgefiihrten Versuchen mdgliche,
durch ROS-induzierte Vorgénge zeigt Abb. 4.4.
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Abb. 4.4: Ubersicht Giber mogliche Wirkungen von ROS auf Id3, GKLF und

Proteine des Zellzyklus.
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5 Zusammenfassung

Reaktive Sauerstoffspezies spielen eine wichtige Rolle in der Pathogenese von

endothelialer Dysfunktion und Arteriosklerose. Ihre Wirkungen in der Zelle sind

vielfaltig, die Mechanismen jedoch weitgehend ungeklart. Die beschriebenen Ex-

perimente erbrachten folgende Ergebnisse:

Das Hydroxylradikal OH® induziert in VSMC einen Wachstumsarrest, Superoxid
(O27) dagegen Proliferation.

Mit Hilfe des Differential Display von mRNA konnten in glatten Gefal3muskel-
zellen zwei Gene charakterisiert werden, deren Expression ROS-sensitiv ist:
Die Expression des Inhibitor of DNA-binding Proteins 1d3 wird durch OH" ver-
ringert, die des Gut-enriched Kriippellike Factors GKLF aktiviert. O,” dagegen
erhoht die Expression von I1d3.

Experimente in transient transfizierten VSMC haben gezeigt, dal3 die Herunter-
regulation von 1d3 und die Heraufregulation von GKLF fir den OH-induzierten
Wachstumsarrest verantwortlich sind. Eine verstarkte Expression von Id3 ist
Uberdies mit der Induktion des Wachstums durch O, assoziiert.

OH" bewirkt eine Heraufregulation des Tumorsuppressors p53, der CKls
p21WAFLCPL nd p27KPL sowie eine Hypophosphorylierung von Rb. Dieser -
fekt kann ebenfalls durch eine Uberexpression von GKLF oder die Verhinde-
rung der Expression von Id3 erreicht werden.

O, zieht eine verminderte Expression von p53, p21WVAFYCPL ynd p274P! und
eine Hyperphosphorylierung von Rb nach sich, das Gleiche bewirkt die Unter-

expression von GKLF oder die Uberexpression von Id3.

ROS induzieren differentielle Effekte auf das Wachstum wn VSMC. Die im Diffe-

rential Display identifizierten Gene 1d3 und GKLF sind daran Uber eine Regulation
von p53, p21WAFCPL 557KiPL ynd Rb beteiligt.

Dabei konnte der Grund fur den OH’-induzierten Wachstumsarrest in einer DNA-

Schéadigung liegen, die untersuchten Proteine wirden dann einen Wachstumsar-

rest bei gleichzeitiger Unterdriickung der Apoptose vermitteln, um eine Reparatur

der DNA zu ermdglichen.
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Anhang

Ubersicht tGiber die Differential Display-Klone

Aufgefihrt sind die Klone, die in der Reamplifikation wiedergewonnen werden

konnten, die Bezeichnung ergibt sich aus der verwendeten Primerkombination:
A59.3 bedeutet z.B. Primerkombination H-T1;A und AP 59, Klon Nr. 3.

Bezeichnung
(GroRRe)

Ergebnis Sequenzierung

Differentielle Expression

A59.4 (255 bp) unbekannt nein (RT-PCR)

A59.5 (249 bp) 16 S rRNA, tRNA Leu, Val nein (RT-PCR)
(Accession V00681)

C59.1 (557 bp) Unbekannt nein (RT-PCR)

C59.2 (449 bp)

94% von 423 bp Homologie

zu: Ribonucleoprotein F

nein (RT-PCR)

C59.4 (180 bp) 16 S rRNA, tRNA Leu, Val siehe A59.5
C59.5 (159 bp) 16 S rRNA, tRNA Leu, Val siehe A59.5
A60.1 (190 bp) 16 S rRNA, tRNA Leu, Val siehe A59.5
G60.1 (333 bp) 16 S rRNA, tRNA Leu, Val siehe A59.5

G60.2 (331 bp) Unbekannt nein (RT-PCR)
A63.1 (242 bp) HSP 70 (Accession S83268) |unklar

G63.1 (270 bp) Unbekannt nein (RT-PCR)
G63.2 (258 bp) Id3 (Accession M60523) ja

(RT-PCR, Northern Blot)

A64.1 (193 bp)

Unbekannt

nein (RT-PCR)

AG6.3 (218 bp)

91% von 178 bp Homologie
zur Arachidonate-8S-
lipoxygenase (Accession
Y14696)

nein (RT-PCR)

C66.1 (194 bp)

FSH-regulated Protein (Ac-
cession L26292) (GKLF)

ja (RT-PCR, Northern
Blot)
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A69.1 (318 bp)

Unbekannt

nein (RT-PCR)

A69.2 (200 bp),
entspr. G69.3

Unbekannt

nein (RT-PCR)

C69.1 (362 bp)

16 S rRNA, tRNA Leu, Val

siehe A59.5

C69.2 (211 bp)

16 S rRNA, tRNA Leu, Val

siehe A59.5

C69.3 (207 bp)

16 S rRNA, tRNA Leu, Val

siehe A59.5

C69.4 (180 bp)

16 S rRNA, tRNA Leu, Val

siehe A59.5

C69.6 (162 bp)

16 S rRNA, tRNA Leu, Val

siehe A59.5

G69.1 (463 bp)

16 S rRNA, tRNA Leu, Val

siehe A59.5

G69.2 (526 bp)

16 S rRNA, tRNA Leu, Val

siehe A59.5

G69.3 (196 bp),
entspr. A69.2

Unbekannt

siehe A69.2
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Weitere Oligonukleotide

Die folgenden Oligonukleotid-Primer wurden zur Uberpriifung der differentiellen
Expression weiterer im Differential Display isolierter Klone in der RT-PCR verwen-
det:

A59.45’ 5’-ATATCAGACGTAAGAGACATG-3’
A59.4 3 5'-CCAGGTTTATTTCATACAATG-3’
A59.55 5’-GCCTGCCCAGTGACTAAAGTT-3’
A59.5 3 5'-GGGTCTTCTCGTCTTATTGGG-3’
C59.15 5’-AGAGATTAGCCTCTCTGCCTC-3’
C59.13 5'-CCCAGAAGTAAAAGTGCTGCC-3
RNPF5  5-CATGATGGGGTCGCAGGTGTT-3’
RNPF3  5-TCATCCTATCCAGGCCTGCCT-3’
HSP705 5-GTGGCCTTCACCGACACCGAG-3
HSP703 5-CGCCGTGGCCTTCACCTCGAA-3’
G63.15 5’-GCCTGAAACATAGTACTACAG-3’
G63.13 S-TTTTATGATCATGGTCAGACC-3’
A64.15’ 5'-GCAGTTTGTGTGCATGTAAAT-3’
A64.13 S-TCTTTATTGAACCAGGAGAAG-3’
A66.3 5’ 5'-TGGCAAAGAGGTTAAGAGCAC-3’
A66.3 3’ 5-TGTATGTAAACACACTGTCGC-3’
Lipox 5’ 5'-CCTGTGTGACATATAGAACTC-3’
Lipox 3’ 5'-TGGACAAATTCCTGTGTTCCT-3
C66.15’ 5'-ACAAATGTGGGTGTCTATATT-3’
C66.1 3’ 5'-GTGGGATTCAGAGCATATTTC-3’
A69.2 5’ 5'-CCTGGGGTTGACAAGCGAGTC-3’
A69.2 3’ 5'-GATAGCAGTTGGAGAGATTTCAGTC-3
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Plasmidkarten der Konstrukte fur die transiente Transfektion

34_417
1

51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851
901
951
1001
1051

Hind 111

. Seq LENGTH:
GNGTGANACC
AGTGTGCTGG
GIGGTCCGAC
GGT GCCCGGT
AATTTCCACC
GITGAGTTCGC
CACAGCCTGC
GACCTTCTTC
TGGCATGACGC
CTGGCAGGAA
GGAAGAGGCA
GACTCAATTG
GGAAGTCTTG
CGCTNNAAGT
ACGGGNCTCT
CNCTTGITAA
TTGGGGCECTT
TTGGGTGTAC
ANNNTACAAA
TTTAAGCTTT
TNCCCGGGTC
NGGGGCTTTN

1072 Mon,
CANGCTTGGT
AATTCGCCTT
CTGGAAAAGG
GIGITTTGCGG
CACAGCCGTC
AGGTGTGCCT
ATAGTCACAA
CCCTCTTTGG
TCTTGATAAT
AGGAGGGTAG
GGCCNNGGTG
TAAGGGGTAG
TGTGITGGGEC
GGGGCCTNTA
TGCTTAAATT
GGGGCGCCCA
TTCTTTTTNG
TTCNTTTNTC
ACTTTGGCCC
TCTTTTGGGEC
NNCAGGGAAC
CCONTTTTTTT

Insert: GKLF antisense

1452 bp

Plasmid: pcDNA3

20. Mar
ACCGAGCTCG
TTAAAAGTGC
CCCTGTCGCA
TAGTGCCTGG
CCAGTCACAG
TGAGATGAGA
GTGTGGGTGG
CTTGGGCTCC
GGAGAGAGGG
CTGGGCCCCG
ACAGTCCCTG
TCTGGTGGGG
CTNTGGCCGT
GGGACCGGCT
TTNGNGCACA
CCTACCCACC
CTAAACCACC
CAAGGNGGTG
CANTTNANTC
NGNAAATTTT
CTTNNTNNCC
CT

81

2000

11: 24 Uhr

GATCCCTAGT
CTCTTCATGT
CTTCTGGCAC
TCAGITCATC
TGGTAAGGTT
ACTCTTCGTA
CTGITCTTTT
TCTGGCAGGC
GACTTGCGAC
GATGGGGATG
CTGTTCAGCA
GAAGCTTGCC
TGNTGANCCT
TAACCGTGCC
TACGCCNGGC
AAGGGNTGGC
TGGNTGAACC
CCTCAANAAG
CCCCNCNNCC
ATTTCNTGGG
CCTTAAANCC

Noft |

CHECK: 5888
AACGGCCGCC
GIAAGGCAAG
TGAAAGGGCC
TGAGCGGGECG
TCTCGCCTGT
TAGGTTTTCC
CCGGAGCCAA
AGGATCCCGG
TGCATCTGGT
GAATCCTGGG
ATTTCCTCNG
CGCCCCANGG
GGGGTCCNAG
ANGAACGGCGA
NGGNCCCACC
CTGGCCCGTC
CNAAAGGGGN
ACCCCTTTTN
TTTNTCNGGC
TTCCCAAAAT
NCCCCCCTAN



11_452
1
51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851
901
951
1001

. Seq

TTGANNCCCT
GIGTGCTGGA
TGGATATNTG
ATGGCTGTCA
CCCGGCGGGA
GITGGCGAGA
CGCCCCTACG
AGCTGGTGCA
CCGAGGAGTT
GCTATCCCCA
GCTTTATCCT
NCACCTTGCA
GCGCTGCGEEC
TGCCGCCACC
TNAACCGTTG
CTTGCCGGECC
CAAATATNNC
CAAATNTTTT
TNTCNNGATT
TNAAAGGGAA
TGGGCCCCNC

LENGTH:

Insert: GKLF sense

1032 Die,
NGCTTGGTAC
ATTCTGCAGA
CAGAATTCGG
GCGACGCTCT
AGGGAGAAGA
GGAACTCTCT
ACCTGGCGEC
GCTTGCAGCA
CAACGATCTC
CCANGAATCG
TCGICTTNCC
GCTTCAGCTA
AACACAGGTG
TTCCACNGGT
AAGCCCCCTT
CCGGANNTTG
CTTTNATNCC
TTTCTTNAAA
TCCCNCAAGC
AAGCCCNNTT
CTNNCAANAG

6.

1452 bp

Jun 2000
CGAGCTCGGA
TATCCATCAC
CTTATGAGGC
GCTCCCGTCC
CACTGCGTCC
CACATGAAGC
GACGGTGGCC
GTAACAACCC
CTGGACCTAG
GTGGCCGCCA
CAGCTAGCAG
TCCGATCCGG
GGAGGCCTTC
CCTCTTTCAA
NGGGGCGGNT
GGANCCCCAN
GCCNAANNTN
GGNCNTTNTT
CCCNTTNNGG
ACCGGTTANC
GTGGGECCece

82

Plasmid: pcDNA3

9: 50 Uhr
TCCACTAGTA
ACTGGCGGCC
AGCCACCTGG
TTCTCCACGT
AGCAGGTGCC
GACTTCCCCC
ACAGACCTGG
GGCCCTACCC
ACTTTATCCT
CCGTGACCAC
CGGCCCTNCC
GCCGGGGGETG
CTNTACNANC
NCCTGGGCNG
TTCGTNGGCC
TTATTAACAT
GNCGGGGCCT
TTTTAANNAC
GTCAATTCAA
CCNAACCCTG
CT

CHECK: 3670

ACGGCCGCCA
GCCAGTGTGA
CGAGICTGAC
TCGCGTCCCG
CCGACTAACC
ACTTCCCGGC
AAAGT GGT GG
CGGAGGGAGA
TTCCAACTTC
CTCGGCGTCA
AGCGCGCCCT
ACCCGGNCGT
CGAATAATTN
GACCTTCAAA
TTNANCCTTT
TTCCGTTCAC
TGNATGGGNC
CCCCTNGGTT
NTNNTTATGC
TTTGGTANTT

Anhang



26_364. Seq

1

51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851
901
1001
1051
1101
1151
1201
1251
1301

NNNCCAAGCT
CTGGAATTCG
TATAAAAAGT
AAAAAAAAGG
GCAACAGAGC
TTGGCAGTGT
ACACCCCATT
GGGGACAGAG
CTTCAGGCCA
TCGAGGCATG
CATCCATGCC
GGTCCCAAGC
GACCGGGTCA
GGAGTGAGCT
AGGCGCGEEC
ACGCTGCAGG
GCACCAGITN
CTAAGTGGCT
AGGGTACGTT
CATTGGEGEECG
AACTCNTGAC
TNCTTACCGCG
GGGTNTTNTT
TNNNNNGGGG
AACNGGGEEGET
TCCAATANGG

LENGTH:

Insert: Id3 antisense

912 bp

Plasmid: pcDNA3

1315 Mon,
TGGTACCGAG
GCTTGTTCAA
TTAATATACA
TACAAAAGCT
TTTTCTCCAA
GIGCAGGGCA
TTCGGAAAAA
TGACGTTGCC
CCCAAGITCA
AGI TCAGGGT
CCTCAGGCTT
GGAACGGECG
GITGGCAAAAA
CAGCTGICTG
TCTGCCAGAA
ATTTNCACCT
CCGCAGGCGC
TCTCCGCCGA
CCGACAGGCA
TCAGCATGCN
ACCTTACTGN
AGGGCCTGGN
TTGGGEGGEEEN
TTNNTTNGGG
NCCCNCCTCC
TTTTT

22. Nov 1999

CTCGGATCCC
AAATGGTTTA
TCACATGGIT
ATATACTCTA
GGAAACCAGA
GCCACTCGTG
AGCCAGICTT
CAGCTGCTGA
GICCTTCGCT
AAATGAAGAG
CCGGCTGGAG
CCAGCACCTG
CTCCTCTTGT
GATCGGGAGA
CCGTTGAAGG
GGCTAACCTG
NAGTAGCAGN
CGGGCTNTTA
GCCACCCGCT
TTTAANGGCC
CCTTTATNCA
TGGCCTTTNT
GGGNANACAG
ANANCTTGGG
TCCCCTNCCC

83

12: 11 Unr

TAGIAACGGC
TTATGCAAAA
ACAGAAAGTC
TTATAGAGIT
AGACCAGCTC
TACCCCCCAC
TTTAAGACTT
CCAGCGAGTG
CTCGGGECTCC
GGCTGTGGCA
AGAGGGTCCC
CGTTCGGGAG
CCTTGGAGAT
TGCGGACCAT
TCGAGGATGT
AGTGCCCNGC
GGTTCATGNC
CCCCNGCCTG
TNTACAAGCC
TTTNTTTGNG
CCNTTGTNGT
AAAANNATGC
GGGGNGGGNA
TTNGGGTCCC
CITTTTTTTT

CHECK: 6663
CGCCAGTIGTG
TGTTAACTTT
ACCTTCCTGT
CATAATCAGG
TTATGCTGCC
ACCCTTCTCG
GAGTCAGGGT
CTAGCTAGCT
AGGTCCAGCC
AGATCGAACT
AGAGTCCCAG
GI'GCCAGGAC
CACAAGTTCC
CCGGGGGTNC
AGTCTCTGAC
GGGACTTCCG
GI'CCAAGANG
CGCAATGGCT
GCCCCCCGEC
CNCNTAAGCA
GCCCTCCCGC
NCTTTCNGGN
ANNAACCNTT
CCCTNGNCTT
TTCNTNNNNT

Anhang



23_404. Seq

1
51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851
901
951

NCCAACGCTTG
TGGAATTCGG
CGGCTGCTAC
CGCGAGGCCG
GACGACATGA
CCCGCGEEEEC
ACTACATCCT
CCGGATGGTC
TGTGATCTCC
GCACCTCCCG
CTCTGGGACC
GATCTTGCCA
TGGACCTGGA
CTAGCTAGCA
TNCCCCACCC
TTTTTCCCGN
GGGGGGGTAA
TCAAAANGGT
TTCNCTTTTG
TGNAAAACTT

LENGTH:

992 Mt,

GTACCGAGCT
CTTCTCCAAC
GAGGCGGTGT
GGGTAAGAGC
ACCACTCGCTA
ACTCAGCTTA
NGACCTTCAA
CCGCATCTCCC
AAGGACAAGA
AACGCAGGTG
CTCTCTCCAG
CAGCCCTCTT
GCCCGAGAGC
ACTTCNCTTG
TTGAACTTCA
AAAAAAT GGG
CCACCGAAGT
CAATCTNTTA
GGAAAAAAAA
CTTNTTTAAA

23. Feb 2000

CGGATCCACT
CTCCAACATG
GCTGCCTGTC
CCGTCGECGG
CTCGCGCCTG
GCCAGGT GGG
GIGGITCTGG
GATCCAGACA
GGAGITTTTG
CTGGCECCCG
CCGGAAGCCT
CATTTTACCC
GAAGGACTGA
GICAANAAGC
AAGGTNTTTN
GGNTTNCCCN
NGGGCTTGNT
AANGAAACCT
ANCCTTCTGG
TTAAGAANNG

84

11: 57 Uhr

Insert: Id3 sense
912 bp

Plasmid: pcDNA3

AGTAACGGCC
AAGGCCCTGA
GGAACGTAGC
AGGAGCCGCT
CGGGAACTGG
AATCCTGCAG
CAGAGCCCGC
GCTGAGCTCA
CCACTGACCC
TTCCGCTTGCG
GAGGGGCATG
TGAACTCATG
ACTTGGGTGG
TTGGGCCAAC
AAAAAAGNAC
NAATAAAAGG
CCNTTNCAAC
TGGGGTCTAT
TTTGGNCCNN
TCTTTTTNGG

CHECK: 1835

GCCAGTGITGC
GCCCCGTGCG
CTAGCCATTG
TAGCCTCTTG
TGCCGGGAGT
CGTGICATAG
GCCTGGACCC
CTCCGGAACT
GGTCGTCCTG
GACCCTGGGA
GATGAGCTTN
CCTTNGAGGC
CCTTGAANAG
GICACTTNTG
TTGGGECTTTT
GGTTNTTGGG
CACAACTTGC
TCTTGGGGTT
TTGATTTTAT
NC

Anhang
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Sequenz des humanen Id3-Promotors

LOCUS HS1D3HLH 2481 bp DNA PRI 21- APR- 1995
DEFI NI TION H. sapiens 1d3 gene for HLH type transcription factor
ACCESSI ON  X73428

VERSI ON X73428.1 d:313212
KEYWORDS early response gene; transcriptional factor
SOURCE human

ORGANI SM Honp sapi ens
Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Eu-

tel eost om ;
Mammal i a; Eutheria; Primates; Catarrhini; Hom nidae; Hono.
REFERENCE 1 (bases 1 to 2481)
AUTHORS Deed, R W, Hirose, T., Mtchell,E. L., Santibanez-Koref, MF. and
Norton, J. D.
TI TLE Structural organisation and chronbsomal mappi ng of the human
Id-3
gene
JOURNAL Gene 151 (1-2), 309-314 (1994)
MEDLI NE 95129881
REFERENCE 2 (bases 1 to 2481)
AUTHORS  Deed, R
TI TLE Di rect Subm ssion
JOURNAL Submitted (18-JUN-1993) R Deed, Paterson Institute for Cancer
Research, Dept of Gene Regul ation, Christie Hospital NHS Trust,
W | nsl ow Road, Manchester, MO0 9BX, UK
FEATURES Location/Qualifiers
sour ce 1..2481
/ or gani sm=" Hono sapi ens”
/db_xref="taxon: 9606"
/ chr omosome="1"
/ map="1936. 1"
/clone="cos 5 Hind Ill fragment”
/cell type="I|ynphocytes”
/tissue_type="peripheral bl ood"
/clone_lib="pcos2enbl "

/germine
variation 584
/ note="g/ a pol ynor phi snt
TATA si gnal 636. . 640
exon 665..1038
/ number =1
/ evi dence=experi ment al
gene join(739..1038, 1146..1205)
/ gene="1d3"
CDS join(739..1038, 1146..1205)
/ gene="1d3"

/codon_start=1

[ evi dence=experi nent a

/ protein_id="CAA51827. 1"
/db_xref="G:313213"

[ db_xr ef =" SW SS- PROT: Q02535"

/transl ati on=" MKALSPVRGCYEAVCCL SERSLAI ARCRGKGPAAEEPLSLLDDM
NHCYSRLREL VPGVPRGTQLSQVEI LQRVI DYI LDLQVVLAEPAPGPPDG-

PHLPI QTA
ELAPELVI SNDKRSFCH"
i ntron 1039.. 1145
/ gene="1d3"
/ nunber =1
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exon

intro

exon

m sc_

n

feature

pol yA si gna

BASE COUNT
ORIGI N

1

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

Fett gedru

521 a

agctttcttc
ctcctecttce
t caccgcaat
ggaggt caga
gaaaaat ctt
ttatgcctcg
ggaagct caa
gagtgatttt
tcattctttg
ttgcaattta
ttttgaataa
gcgcgegttg
ct ggact cac
tgctgect gt
gaggagccgc
gt acccggag
gactacattc
ccccaccttce
at gct gcggg
at cagacagc
act gact cgg
ttaaacggca
ggaaact gag
agtcagtttc
gccgaggt ct
at aggagct g
cgcaacgt cc
tat caggctg
cccgect cgg
agaacgcagg
cggacggcag
t ggagact aa
agct agct ct
aaggtctttt
cggcggcaga
act ct at aat
aat gcgat gt
aacacttgtg
t ggccgaat t
aaact gcctg
gtccattgag
aaccagagac

ckt:

1146..1219
/ nunber =2

/ evi dence=experi ment al

1220..1739
/ nunmber =2
1740. . 2190
/ nunber =3

/ evi dence=experi nent a

/note="inmedi ate early notif"

2123..2129
2173..2178
662 c

ttttccctgt
tgcaatctca
taattttttt
cgaacagcaa
tcgcttaaaa
cggagctgtg
agat ct gggg
taaatccttg
aat ccgcggce
agcgggct gt
agaggcgt gc
caggt cact g
t ccccagceat
cggaacgcag
t gagct t gct
t cccgagagg
t cgacct gca
ccat ccaggt
accct cggag
cgagct cgcet
ccgtgtcctg
agt cct ggag
gccagagagg
cat gt gat gt
ggcaagt aga
tcttcggcag
gcctgtggtc
gaggt acaga
cacgct cggc
tgct ggcgece
ggat gggccc
acct ggt gct
ggccaccagc
cagagcgt gg
gctggtcttce
agagt at at a
at at t aaact
t at at gat ga
ttgggagcett
gtt gagaggg
ggat gggt gc

699 g

tgct caaat a
gcgcct ageg
tccctct ggt
at t ggggaac
aaaacggggg
gct cgaacca
t gct gccagg
ct ggcggaga
t ccgeggt ct
gaacgcccag
cttccaggca
t agcggact t
gaaggcgcet g
tctggccatc
ggacgacat g
cact cagctt
ggtagtcct g
aagcct cgaa
ctcccgattg
ccggaacttg
acacct ccag
ttggcagacg
gacaagt gac
gcatttaagc
cat ggt ccga
cccectccca
tttggcgcca
ccaagtttcc
ggaaact gac
cgttctgect
caacttcgcc
caggagcgaa
t gggcgacgt
aggt gt ggaa
tggtctcett
ggttttgtac
ttttataaaa
cacccgtctc
t gggaaagt g
gat ggggt gg
agagaaaagt

t ggt gcaagce t

Konsensussequenzen f Ur

86

599 t

aatagtgttc
aaatctgttt
cacaagat aa
aaggcggcac
gt ggggggag
gtgttggcta
aaaaagcaaa
ggcccgectc
t cggegt cag
ggccggcegag
ggct ct at aa
cttttggttt
agcccggt gc
gcccggggec
aaccact gct
agccaggt gg
gccgagccag
gt cgggacag
cctcgegt aa
tcatctccaa
gt gagt at ct
ttttgaaaaa
ttgcccat gg
cttaatgcgc
ct aaat acaa
gct agt gt ca
act gggt ggg
tccct ggege
tgctccttgg
gggaccccgg
ctgcccactt
ggact gt gaa
caccctgctc
ggagtggctg
ggagaaaggt
cttttttaca
gttaacattt
cat t aagt ac
aacttgctta
agagagaagg
tctggctctg

GKLF- Bi ndung
Spl- Bi ndungsstell e an 585

tttgctcaaa
tcttcattgt
ttcctgacgce
taattcctta
cttctttgct
aggcggact g
ttctggaagt
tccceggt at
accagccgga
ggcagggcecg
gt gaccgcceg
tctttctcett
gcggctgcet a
gagggaaggg
act cccgcect
aaat cct aca
cccct ggacce
ggct gaacac
ctcttccectce
cgacaaaagg
cctctcttgg
ttgccactca
ttgcat caaa
ctggcectge
gtctttctgt
attccaagt a
ggcagcgt gg
cggccagt ct
tcttctttcc
gaacctctcc
gacttcacca
cttgtggcct
ccaccccacc
ct ct ccaaac
tctgttgecce
ggaaggt gac
t gcat aat aa
t aat gat gct
ttctacgaga
gttcatgatg
cctcattatt

an 377,

Anhang

ccecectttec
aacct cagct
cagt gagt ct
caagttcctt
gtt cagggat
gcaggggcag
taatggtttt
cagcgcttcc
ggaagcct gt
aggcgggcca
cggcgagcegt
t ggggcacct
cgaggcggt g
cccggcagct
gcgggaact g
gcgegt catc
ccct gat ggc
ccaggcaagg
ttttcctcta
agcttttgec
agagggaggt
ctcggtttag
t gaat ggcag
ctccgcagtg
tccatgttagt
ggaggggt ag
ggggcggagt
gcggacggcc
tcccececgece
t gccggaagc
aat cccttcc
gaagagccag
cccaagttct
t at gccaagg
tgatttatga
tttctgtaac
acgattttta
ttctcgcaca
gggaaat gaa
ggagt ct cat
t cagagat ga

612 und 741
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Sequenz des murinen p53-Promotors

LOCUS AF287146 1929 bp DNA ROD 01- AUG- 2000
DEFI NI TITON Mus mnuscul us p53 tumpr suppressor gene, pronoter and exon 1
ACCESSI ON  AF287146
VERSI ON AF287146.1 Gl :9624489
KEYWORDS
SOURCE house mouse
ORGANI SM Mus nuscul us
Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleo-
stom ; Mammal i a; Eutheria; Rodentia; Sciurognathi; Muridae; Mirinae; Mis.
REFERENCE 1 (bases 1 to 1929)
AUTHORS Rei sman, D., Eaton, E., Doudican,N. and McMI1in, D
TI TLE Cl oi ni ng of nurine p53 upstream sequences reveal s additiona
positive transcriptional regulatory el enents
JOURNAL Unpubl i shed
REFERENCE 2 (bases 1 to 1929)
AUTHORS Rei sman, D. and Doudi can, N
TI TLE Di rect Subm ssion
JOURNAL Submitted (13-JUL-2000) Biological Sciences, University of

Sout hCarol i na, 401 CLS, Colunbia, SC 29208, USA
Location/ Qualifiers

FEATURES

source

mRNA

exon

BASE COUNT

ORI G N

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621

443 a

ttctcctgac
aaacatcttg
agaggt acag
gt ggct agct
tttttctccg
t ccggagct a
agaggt cggg
ttcccaggga
ct aaagcaat
agggcttctt
cgattccgag
t cct agaggt
cgccccctac
ggcgcat aat
tcaggtttcc
cgccct ccct
t acaaggcat
ggttgctgtg
aggaaatt aa
ct at gaaaag
ccgt gt t ggt
gccagecttg
gct ggat agg
attctttcca
attttgccct
aacat ct cag
cacggaagga

cgggggttgce

1..1929

/ or gani sm=" Mus rnuscul us”
[ strai n="C57/BL"

/db_xref="taxon: 10090"

/ chronmpbsonme="11"

1584..>1799

/ product =" p53 tunor suppressor”

1584..1799
/ nunber =1
528 ¢

t ccaact cgg
ctcctggatc
agtccccctg
ggggttggtc
ct ggggaacc
agagt cgctc
caagt ctcgc
t gct cagaga
caccagggaa
gt ct cgcggg
cgggaaggcg
ttctgggagt
cgtcccctgg
ttctacagtt
tttctcccca
tcattcattc
t gggaaaaaa
caat t aaagg
acacggt ggt
cctttctaaa
tcatccct gt
gct acaaaga
aaagagcaca
ctctttatac
cacagctcta
cgagaat cct
cttgccctta

tgggattggg

482 g

ggagat t cgt
ccaggact ca
tt gaagctcc
at caccaccg
tt ggggt acc
ctccgacgtt
t gagccggcet
ccggagt ccg
cgagt gt cca
agt cgggcca
ggaaggaacg
tgtagtctga
gggt aat t ct
tttgcccctce
tctctcceccce
gacatttatt
at agcaat gt
ct gt gaaaac
gcgat accaa
gtgacatttt
actt ggaagg
ctctgtctta
gagct cagaa
ttgacacaga
tatcttagac
gact ct gcaa
cttgttatgg
actttcccct

87

476 t

ttcttctccg
act cacgt gg
t gggacacaa
cat ggcggag
ggagct gggc
ttcattctgt
accagct gcc
ctttcctctt
aagccaaggc
ccttccgata
actttgccta
act ct gggcc
t aaagcgcct
ttgact at ct
cttcttgttc
at caagttct
tttctagttc
agtctttaca
gt at ct cgga
agct aat gag
cct aaagcag
aaaat ccaaa
cagtggcggt
ggcaggagcc
gacttttcac
gt cccecgect
cgact at cca
cccacgt get

gggaagact c
aagt att aaa
ccaagct agc
gcaccggttc
ccaggt cagg
agagt aagcc
gaggct agag
ccggaaaat g
ct agggt cgc

ggctctccgg
cacct caagc

tt ggcgaaaa
atcctccctg
tgttttgaat
ctctctttcc
tactgcctaa
ttaatctcca
gagagt gat a
gaacacgtta
gggaaaaaga
gaagacgccg
aagat ggct a
ccacttacga
ctccgaatcg
aaagcgttcc
ccaatttctt
gctttgtgec
caccct ggct

gcat gttcag
ttctactccc
cacgggat ct
aaagtctgta
agggaggcta
cccggaaggc
tgcattaccg
t aagccgaac
t agcgccgcece
catcctcctc
gct ggagaat
ct acacggag
gcct gcagag
cccggt aacc
ctttctcccce
cccaggact a
taaagttttc
aggact gt ac
gatt gagat a
act t aggggc
cgaat t ccag
tgactatcta
t aaaaactta
gtttccaccc
t gct gagggce
gccct caacc
aggagt ctcg
aaagtt ct gt



Anhang

1681 agcttcagtt cattgggacc atcctggctg taggtagcga ctacagttag ggggcaccta
1741 gcattcaggc cctcatcctc ctccttccca gcagggtgtc acgcttctcc gaagact ggg
1801 taagtaattg atgagcgtga cgagacctct cggtcactgg ctctctccgt ttgcatccat
1861 aaaactagag aaaaccgtgg gggccggggg taaaacagtg gggggactca gcgcgacgaa

1921 gat gggcgg

Fett gedruckt: Konsensussequenz fir CKLF-Bi ndung an 787

Spl- Bi ndungsstell e an 617

Accession-Nummern in BLAST

Mouse helix-loop-helix protein (Id related) mMRNA Accession ID M60523
Rat mRNA for Id3 protein, complete cds. Accession ID D10864
Rattus norvegicus FSH-regulated protein mRNA Accession ID L26292

Rattus norvegicus Gut-enriched Krippel-like Factor mMRNA  Accession ID U20344
H.sapiens Id3 gene for HLH type transcription factor Accession ID X73428
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Erklarung:

Ich versichere, dal3 ich die von mir vorgelegte Dissertation selbstandig angefertigt,
die benutzten Quellen und Hilfsmittel vollstandig angegeben wnd die Stellen der
Arbeit - einschlie3lich Tabellen, Karten und Abbildungen -, die anderen Werken im
Wortlaut oder dem Sinn nach enthommen sind, in jedem Einzelfall als Entlehnung
kenntlich gemacht habe; daf} diese Dissertation noch keiner anderen Fakultat oder
Universitat zur Prifung vorgelegen hat; dal3 sie - abgesehen von unten angege-
benen Teilpublikationen - noch nicht veroffentlicht worden ist sowie, dal3 ich eine
solche Veroffentlichung vor Abschlu? des Promotionsverfahrens nicht vornehmen
werde. Die Bestimmungen dieser Promotionsordnung sind mir bekannt. Die von

mir vorgelegte Dissertation ist von Frau Prof. S. Korsching betreut worden.

Teilpublikationen:

S. Baudler, H. Welzel, G. Nickenig
Einfluss von freien Radikalen auf die Expression von Inhibitor of DNA-
binding(ID)-Proteinen in glatten Muskelzellen. (2000)
66. Jahrestagung der Deutschen Gesellschaft fur Kardiologie, Mannheim, Ge-
fal3e, experimentell, P579

S. Baudler, H. Welzel, M. Bohm, G. Nickenig
Effect of reactive oxygen species on the expression of the mRNAs of “Inhibitor
of DNA-binding 3" (Id3) and “Gut-enriched Kruppellike Faktor" (GKLF), and
growth of vascular smooth muscle cells. (2000)
XXl ESC Annual Congress, Amsterdam, Growth factors and proliferation: cell
signalling and transcription factors in atherosclerosis, P3485

G. Nickenig, S. Baudler, H. Welzel, M. Boehm
Identification of Two Novel Redox-Sensitive Genes in Vascular Smooth Muscle
Cells: The Inhibitor of DNA-Binding 3 (1d3) And The Gut-Enriched Krippel-Like
Factor (GKLF)
Circ 2000, Suppl 102(18), p.II-18
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Wirkungen reaktiver Sauerstoffspezies: Charakterisierung zweier ROS-

sensitiver Gene und ihre Rolle bei der Kontrolle des zellularen Wachstums

Zusammenfassung:

Reaktive Sauerstoffspezies (ROS) wie Superoxid (O,"), Wasserstoffperoxid und
das Hydroxylradikal (OH") spielen eine wichtige Rolle in der Pathogenese von en-
dothelialer Dysfunktion und Arteriosklerose. Die hier beschriebenen Versuche zei-
gen, daR Q" in kultivierten glatten Gefalimuskelzellen (VSMC) als Mitogen wirkt,
wogegen OH® zu einem Wachstumsarrest fuhrt. Durch Differential Display von
MRNA wurden zwei Gene charakterisiert, die durch ROS differentiell reguliert
werden. Der Transkriptionsfaktor Gut-enriched Krippel-like Factor GKLF wird
durch OH’, aber nicht durch G~ heraufreguliert. Der dominant negative Regulator
von helix-loop-helix Transkriptionsfaktoren Id3 (Inhibitor of DNA-binding 3) wird
durch Q" induziert und durch OH" herabreguliert. Eine Uberexpression von GKLF
oder Inhibierung von 1d3 fiihren zu Wachstumsarrest und verhindern die serumin-
duzierte Proliferation. Die Uberexpression von 1d3 oder Inhibierung von GKLF ver-
ringern den wachstumshemmenden Effekt von OH' und erhdhen die Mitogenitat
von Q. Diese Effekte von Id3 und GKLF werden durch eine Modulation von p53,

p21 WAFLCIPL no7KiPl ynd des Retinoblastom-Genproduktes Rb vermittelt.
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Effects of Reactive Oxygen Species: Characterization of Two ROS-Sensitive

Genes and their Implication in The Control of Cellular Growth

Abstract:

Reactive oxygen species such as superoxide (O,™), hydrogen peroxide and hydroxyl
radicals (OH") have been implemented in the pathogenesis of endothelial
dysfunction and atherosclerosis.

The present results show that Q™ acts as mitogen for cultured vascular smooth
muscle cells (VSMC), whereas OH" causes growth arrest of VSMC. Differential Dis-
play analysis led to the identification of two genes which are differentially regulated
by O,” and OH'. The transcription factor Gut-enriched Kriippel-like Factor (GKLF) is
induced by OH" and not by O,”. The dominant negative regulator of helix-loop-helix
transcription factors 1d3 (Inhibitor of DNA-binding) is induced by Q" and down-
regulated by OH’. Overexpression of GKLF or inhibiton of Id3 lead to growth arrest
and abrogate serum-induced cell proliferation. Overexpression of 1d3 or inhibition of
GKLF diminish the growth-inhibiting effects of OH" and increase the mitogenicity of
O,". GKLF and 1d3 effects are mediated through modulation of p53, p21WAFLCIPL

p27"" and the retinoblastoma gene product Rb.
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