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01) Einleitung 1

1. Einleitung

1.1 Zellen unter dem Einfluss mechanischer Stimulation
Leben steht sténdig unter dem Einfluss von Ereignissen auf3erhalb seiner selbst. So
beeinflussen biologische, chemische aber auch physikalische Vorgidnge fortwéh-
rend den Organismus, der auf diese sich wandelnden Gegebenheiten addquat rea-
gieren muss. Dies kann von sozialen Reaktionen wie Flucht oder Kampf, iiber Or-
ganfunktionen wie Steigerung des Herzschlages bis hin zu zelluldren Antworten
wie der Regulation verschiedener Gene reichen.
Eine besondere EinflussgroBe, der alle Lebewesen unterliegen, ist mechanische
Kraft. Von der Gravitation bis zum Impuls, sie alle wirken direkt auf Organismen,
Organe, Gewebe, Zellen und Makromolekiile ein. Da das Leben ohne fliissige
Phase undenkbar wire, kommt der durch Fliissigkeitsstrom erzeugten Scherkraft,
dem Scherstress, eine besondere Rolle zu.

1.1.1 Mechanische Einfliisse auf lebende Zellen
Grundlage allen Lebens ist die Plasmamembran der Zelle. Sie besteht aus einer
Doppelschicht aus amphiphilen Lipiden, die eine hohe laterale Mobilitit aufwei-
sen und somit unter physiologischen Bedingungen die Fluiditdt der Plasma-
membran gewihrleisten (Drenckhahn, 2003). Unter Scherstress kann es sowohl zu
einer vorilibergehende ZerreiBung der duBeren Lipidschicht durch unterschiedlich
schnelle Flussgeschwindigkeiten der amphiphilen Lipide kommen (Simons et al.,
1997) als auch zu einer ,,aerodynamischen Formanpassung der Membran durch
Ausgleich von Unebenheiten, was den Scherstressgradienten zu reduzieren ver-
mag (Barbee et al., 1994).
An der Plasmamembran ist das Zytoskelett verankert, dass durch sein kortikales
Netz die Lipiddoppelschicht stiitzt und durch seine Struktur der Zellmembran E-
lastitizdt gewéhrt. Eine Degradation des Zytoskeletts resultiert in einer Zerstorung
der Plasmamembran durch kleinste Scherkréfte (Moiiandas et al., 1994).
Das Zytoskelett setzt sich aus Mikrofilamenten (Aktin- und Myosinfilamente),
Mikrotubuli und Intermedidrfilamenten zusammen, die verschieden in der Zelle
angeordnet sind. Die elastischen Aktinfilamente bestehen aus einer Aktin-

Doppelhelix, die in Biindeln, zweidimensionalen Matten oder dreidimensionalen
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Gelen vorliegen kdnnen. Obwohl sie im gesamten Zytosol der Zelle vorkommen,
finden sich Aktinfilamente besonders hiufig unter der kortikalen Plasmamembran,
wo sie ein kraftiges Netzwerk ausbilden. Mikrotubuli hingegen sind lange Hohlzy-
linder aus polymerisierten Tubulin-Molekiilen. Sie sind sehr viel steifer als die
Aktinfilamente und reichen vom zellkernnahe gelegenen Centrosom in die Peri-
pherie der Zelle. Intermedidrfilamente sind seilartige Polymere aus verschiedenen
Molekiilen. Thnen wird die Aufgabe der passiven Stabilisation einer Zelle zuge-
schrieben, da sie oftmals quer durch das Zytoplasma verschiedene Zell-Zell-
Kontakte miteinander verbinden (Alberts et al., 1994).

Die Molekiile des Zytoskeletts nehmen Kréfte auf, die auf die Plasmamembran
wirken, tragen sie ins Innere der Zelle und geben sie als Elastizitit wieder an die
Plasmamembran und die Umgebung ab. Zudem wird ihnen eine entscheidende
Rolle als Mechanosensor zugeschrieben. So sollen mit dem Zytoskelett verbunde-
ne Proteinkinasen, Interaktionen zwischen Zytoskelett und Integrinen oder direkte
Einfliisse des Zytoskeletts auf den Zellkern die Reaktionen der Zellen auf mecha-
nische Krifte auBerhalb der Zelle vermitteln (Ali et al., 2002).

In der Plasmamembran der Zelle sind verschiedene Makromolekiile eingebettet.
Zu den durch die Membran reichenden gehoren Ionenkanile, von denen manche
direkt auf mechanische Stimulation hin aktiviert werden. Dabei gibt es zwei Mo-
delle fiir die Aktivierung dieser Ionenkandle: Das eine geht von einem direkten
Einwirken der gedehnten Plasmamembran auf integrale Membranmolekiile aus,
die andere schligt die Ubertragung der mechanischen Krifte durch Molekiile der
Extrazellularmatrix oder des Zytoskeletts vor, die die schwachen Verformungen
der Plasmamembran per Hebelwirkung verstiarken sollen (Hamill et al., 2001). So
konnte gezeigt werden, dass mechanisch gesteuerte Ionenkanéle der Stereozilien
von Haarzellen des Innenohrs ihre Féhigkeit zur Mechanotransduktion verlieren,
wenn ihre Verbindung zu extrazelluliren fadenformigen Strukturen (tip links)
durch Ca""'-Chelatoren zerstért wurde. Nach Riickbildung der Kontakte bildete
sich die Fahigkeit zur Mechanotransduktion wieder zuriick (Ziiao et al., 1996).
Einer der wichtigsten Effekte der Mechanotransduktion ist der Ca" -Einstrom in
Zellen, wie er durch mechanische Stimulation fiir Fibroblasten, Cardiomyozyten,

glatte Muskelzellen, Endothelzellen, Epithelzellen, Haarzellen und Neurone ge-
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zeigt werden konnte (Hamill et al., 2001). Eine Veridnderung der intrazelluldren
Ca'""-Konzentration fiihrt zu verschiedensten zelluldren Prozessen wie Wachstum,
Differenzierung, Kontraktion, Zellwanderung oder Apoptose, indem Ca™ viele
Signaltransduktionswege anstoft.
Zudem kann es unter Scherstress zu einer verdnderten Genexpression kommen,
die direkt auf die mechanische Krafteinwirkung auf die Zelle zuriickzufiihren ist.
So konnte Resnick 1993 ein Scherstress-responsives Element (SSRE) im Promo-
tor der PDGF-B-Kette identifizieren, das fiir die Mechanosensitivitit des Promo-
tors unerldsslich ist (Resnick et al., 1993). An dieses sechs Basenpaare lange Ele-
ment bindet der nukledre Transkriptionsfaktor NFK-B, fiir den gezeigt wurde, dass
er unter Scherstress-Einwirkung in den Zellkern wandert, nachdem er durch die
IkB-Kinase IKK von dem ihn blockierenden Protein Ik-B befreit wurde (Zandi et
al., 1997). Die Signalwege, die von der mechanischen Kraft der Zelloberfldche zur
Kinase IKK fiihren sind bisher nicht bekannt, es konnte aber gezeigt werden, dass
die IKK von der Proteinkinase C (PK-C) aktiviert werden kann (Alberts et al.,
1994). Inwieweit durch Scherstress stimulierte G-Proteine eine Rolle bei der Akti-
vierung der PK-C spielen (Gudi et al., 1996), muss noch genauer geklédrt werden.
1.1.2 Endothelzellen unter mechanischer Krafteinwirkung
Endothelzellen sind in besonderer Weise mechanischer Krafteinwirkung ausge-
setzt. So iibt der systemische Blutdruck eine vertikale Kraft auf die Zellen aus, die
im arteriellen System unter physiologischen Bedingungen im Mittel 100 mmHg
liegt, im vendsen System aber nur 0 - 20 mmHg betrdgt. Zusétzlich erzeugt das
vorbeistromende Blut eine tangential auf die Zellen einwirkende Scherkraft aus,
die im arteriellen System durchschnittlich einen laminaren Scherstress von 12
dyn/cm? erzeugt, an GefaBBverzweigungen aber auch 30 dyn/cm? erreichen kann
(Davies, 1995).
Endothelzellen dndern unter Scherstress ihre Gestalt (Abb. 2.1.1). Sie werden
langlich und richten sich in Flussrichtung aus, ohne dabei geschidigt zu werden
(Levesque et al., 1989). Die Expression der 16slichen Stickoxidsynthase (NOS)
wird heraufgefahren, so dass vermehrt NO von der Endothelzelle gebildet wird,

das zu einer Vasodilatation fiihrt. Im Gegensatz dazu bewirkt das ebenfalls ver-
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mehrt exprimierte Endothelin-1 (ET-1) eine starke Vasokonstriktion. (Uematsu et
al., 1995).
Die Promotoren von NOS und Endothelin-1 enthalten wie der Promotor der
PDGF-B-Kette das von Resnick erstmals beschriebene Scherstress-responsive E-
lement (SSRE), das aus den sechs Basen GAGACC besteht (Resnik et al., 1993).
Dieses Promotorelement konnte ebenfalls fiir den Wachstumsfaktor TGF-3, ET-1,
Thrombomodulin, den Plasminogenaktivator t-PA und das kardiale natriuretische
Peptid, CNP, nachgewiesen werden (Sumpio et al., 1997).
Als moglicher Signaltransduktionsweg wurde von Chien (Chien, 1998) eine De-
tektion der Scherkraft {iber Integrine wie av3 vorgeschlagen, die iiber die Kinase
in den fokalen Adhisionskontakten (FAK und c-Src) JNK und IKK aktivieren
konnen. Die IkB-Kinase IKK degradiert IkB, was zur Freisetzung von NFK-B
fiihrt, der in den Zellkern verlagert wird (Zandi et al., 1997). Dort kann NFK-B an
das SSRE binden, was zur Transkriptionsinduktion und damit zur gesteigerten
Expression der Genprodukte fiihrt (Khachigian et al., 1995).
Dagegen konnte gezeigt werden, dass Adrenomedullin, dessen Promotor ebenfalls
das SSRE enthilt, bei einsetzendem Scherstress in Abhéngigkeit der Stirke und
Dauer herabreguliert wird (Shinoki et al., 1998).

1.1.3 Reaktion des Knochens auf mechanische Krifte
Die Knochenform dndert sich schnell unter dem Einfluss mechanischer Beanspru-
chung. Dabei nimmt die Knochenmatrix den Hauptteil der mechanischen Kraft auf
und wird von Osteoklasten und —blasten umgebaut (Martin et al., 1989).
Die Deformierung des Knochens wirkt als Druck- und Zugspannung, Torsions-
spannung und als Schubspannung auf die Knochenmatrix und -zellen (Drenck-
hahn, 2003). Durch die wissrige Fiillung der Knochenarchitektur erzeugen me-
chanische Krifte einen Fliissigkeitsstrom, der als Scherstress auf die Knochenzel-
len einwirkt (Turner et al., 1994).
Als Mechanorezeptor werden die Osteozyten angenommen und obwohl der Me-
chanosensor dieser Zellen noch nicht eindeutig zu identifizieren war, werden

transmembrane Ionenkanile (Gracia-Anoveroes et al., 1997), Bestandteile des Zy-
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toskeletts (Tanaka-Kamioka et al., 1998) oder ein Ca"-Einstrom (Hung et al.,
1996) vorgeschlagen.
Eine wichtige Rolle bei der Regulation verschiedener Gene scheint das Scher-
stress-responsive Element (SSRE) zu spielen. Es wurde nicht nur in den in Kno-
chen unter mechanischer Stimulation hochregulierten Genen von iNOS, cox-2 und
OPN gefunden, sondern auch im Promotor des c-fos-Gens (Nomura et al., 2000).
Das Produkt des c-fos-Gens verbindet sich mit dem des c-JUN-Gens zum
Transkriptionsfaktor AP-1, der die Transkription unzédhliger Gene aktiviert.

1.1.4 Reaktion der Muskelzellen auf mechanische Kréfte
In Muskelzellen fiihrt mechanischer Stress zu einer Aktivierung verschiedenster
Proteinkinasen wie Raf-1 und der MAP-Kinase. Dies wiederum fiihrt u. a. zu einer
gesteigerten Produktion vasoaktiver Peptide wie Ang Il und ET-1, die die Muskel-
zellen zur Hypertrophie bringen (Sadoshima et al., 1993). Auch wenn bei Muskel-
zellen der definitive Mechanosensor nicht gefunden wurde, konnte gezeigt wer-
den, dass unter vielen mechanosensitiven Ionenkanidlen der Na'-H'-Austauscher
eine entscheidende Rolle spielt. Er ist direkt mit dem Signalweg der MAP-Kinase
verbunden und induziert unter mechanischer Beanspruchung eine Hypertrophie
der Myozyten iiber den oben beschriebenen Weg (Yamazaki et al., 1998).

1.1.5 Reaktion des Urothels auf mechanische Kréfte
Auch das Transitionalepithel der harnableitenden Wege ist mechanischer Kraft-
einwirkung ausgesetzt. Dabei steht die Dehnungskraft, Druck und durch den Urin
erzeugte Scherkraft im Vordergrund. Diese Kraft wirkt auf Zellen, die durch dicht
organisierte Zonulae occludentes miteinander verbunden sind und bei Dehnung
von einer kubischen in eine lang gestreckte Form tlibergehen (Drenckhahn, 2003).
Bei dieser Transformierung bauen die Deckzellen des Urothels dehnungsabhingig
Vesikel mit transmembranen Uroplakin-Molekiilen in ihre Zellmembran ein, die
zuvor im Zytoplasma in elektronenmikroskopisch dichten, diskoiden Vesikeln
vorlagen (Apodaca, 2001).
Dehnungsstress flihrt in Urothelzellen zu einer Expressionssteigerung verschiede-
ner Gene wie iNOS, IL-6 oder OPN (Coplen et al., 1995). Diese Gene besitzen in
thren Promotoren Bindungsstellen fiir den Transkriptionsfaktor AP-1, ein Kom-

plex der Produkte des c-fos- und c-JUN-Gens. Das ¢c-JUN-Gen wird von JNK ak-
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tiviert, fiir das gezeigt werden konnte, dass es in mechanisch stimulierten Urothel-
zellen tiber eine Unterdriickung des Proteins IB1/JIP-1 kréftig hochreguliert wird
(Tawadros et al., 2002). In den Promotoren der iNOS- und OPN-Gene findet sich
aber auch das SSRE (Nomura et al., 2000), dessen Rolle im Urothel noch nicht
untersucht wurde.

1.2 Biologie von PDGF

1.2.1 Vorkommen von PDGF
Der ,,Platelet-derived growth factor* (PDGF) wurde 1974 als Bestandteil des
Vollblutserums gefunden, der in zellfrei gewonnenem Blutserum fehlt (Ross et al.,
1974). Obwohl in der Folgezeit PDGF vor allem aus den a-Granula der Blutplatt-
chen aufgereinigt wurde (Antoniades et al., 1979), da es dort die hochsten Kon-
zentrationen erreicht, haben Untersuchungen gezeigt, dass PDGF von einer Viel-
zahl an Zelltypen synthetisiert werden kann. Neben Gefassendothelzellen (Dicor-
leto et al., 1983), Zytothrophoblasten der Plazenta (Goustin et al., 1985),
Makrophagen (Shimokado et al., 1985), Fibroblasten (Paulsson et al., 1987) und
Megakaryozyten des Knochenmarks (Gladwin et al., 1990) produzieren vor allem
glatten Muskelzellen (Seifert et al. 1984) das Protein, dessen Wirkung weit iiber
die des reinen Wachstumsfaktor hinausgeht.

1.2.2 Funktion von PDGF
PDGF kommt nahezu ubiquitdr im menschlichen Korper vor und spielt eine ent-
scheidende Rolle bei Wachstums- und Differenzierungsschritten, kontinuierlicher
epithelialer Zellerneuerung und besonders in der Wundheilung.
In Versuchen mit PDGF-defizienten Miausen war beispielsweise die Nieren-
Entwicklung durch Fehlen des Mesangiums ebenso wie die Angiogenese schwer
gestort. Es wurde eine extrem erweiterte Aorta beobachtet und das Herz der Méau-
se war vergrofert und stark trabekuliert (Leveen et al., 1994). Die Alveolen der
Lungen reiften nicht aus, so dass die Miuse mit Emphysemen zur Welt kamen,
und es traten Fehlbildungen des Schidels auf (Bostrom et al., 1996).
Im adulten Gefallsystem sorgt PDGF durch Induktion der NO-Bildung in Endo-
thelzellen fiir eine Relaxation der Media-Myozyten der Gefa3e und damit fiir eine
Senkung des Blutdrucks (Cunningham et al. 1992). AuBlerdem kontrolliert der
Plattchen-Wachstumsfaktor die Thrombozyten-Aggregation. Nach dem Muster
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einer autokrinen Riickkopplungs-Schleife wird das PDGF aus den a-Granula der
Thrombozyten freigesetzt, wenn diese durch Thrombin zur Verklumpung gebracht
werden (Bryckaert et al., 1989).
Die chemotaktische und mitogene Potenz des PDGF wird bei der Wundheilung
offenbar: Das Wundsekret zerstorten Bindegewebes enthilt relativ hohe PDGF-
Konzentrationen (Soma et al., 1992), wihrend die Zellen des geschddigten Gebiets
eine hohe Expression des PDGF-Rezeptors bieten (Antoniades et al., 1991). Der
Wachstumsfaktor lockt parakrin nicht nur neutrophile Granulozyten und
Makrophagen zum Abbau von Zelldetritus, Fibroblasten und glatte Muskelzellen
zur Restrukturierung des Wundgebiets an, sondern sorgt durch seine mitogene
Wirkung auch fiir die Vermehrung und Aktivitétssteigerung dieser Zelltypen
(Heldin et al., 1996). Mit PDGF behandelte Wunden zeigten in Studien eine Zu-
nahme an Granulationsgewebe, das reich an Extrazellularmatrix-produzierenden
Fibroblasten war und das eine beschleunigte Reepithelialisierung und Neovaskula-
risierung aufwies (Pierce et al., 1991).

1.2.3 Pathologie der unkontrollierten PDGF-Expression
PDGF gehort zur Familie der Proto-Onkogene. So ist die Vorstufe der PDGF-B-
Kette identisch mit dem v-sis-Onkogen des SSV-Virus, das Zellen mit PDGF-
Rezeptor in die autokrine Transformation treibt. In Versuchstieren konnten so
Fibrosarkome, Gliome und Fibropapillome induziert werden. In vielen menschli-
chen Tumorspezies wurde die Expression von PDGF und seinem Rezeptor nach-
gewiesen. Es ist aber bis heute unklar, ob der Wachstumsfaktor eine entscheidende
Rolle in der Initiation oder nur in der Promotion einer Neoplasie spielt. (Heldin et
al., 1999).
In der Niere fiihrt eine Uberexpression des Wachstumsfaktors zur Proliferation der
Mesangiumzellen, die verstdrkt Kollagen synthetisieren. Dies kann zu einer Nie-
renfibrose fithren, fiir die der Zusammenhang zur PDGF-Uberexpression bei der
IgA-Nephritis, der membranoproliferativen Glomerulonephritis und der Nephritis
bei systemischem Lupus erythematodes gezeigt werden konnte (Abboud et al.,
1995).
Das erbliche Hermansky-Pudlak-Syndrom zeichnet sich durch eine entstehende

Lungenfibrose aus. Dabei konnte in Bronchiallavagen erkrankter wie asymptoma-
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tischer Patienten eine deutlich erhohte Konzentration von PDGF nachgewiesen
werden, die pathogenetisch wirksam ist (Harmon et al., 1994). Eine Uberexpressi-
on von PDGF wurde ebenfalls fiir andere Arten der Lungenfibrose nachgewiesen,
wie bei der Bronchiolitis obliterans, Sarkoidose, Asbestose, Histiozytose X, obli-
terierender Bronchiolitis nach Lungentransplantation und pulmonaler Hypertensi-
on.
Wihrend eine basale Expression des PDGF in Endothelien des Gesunden physio-
logisch ist, ist sie in Gebieten der fibroproliferativen Entziindungsreaktion der Ge-
faBwand deutlich angehoben. Dieser fiir die Arteriosklerose charaktristische Pro-
zess legt die pathogene Rolle des Wachstumsfaktors fiir die ,,Volkskrankheit™ na-
he (Aldons, 2000). So konnte gezeigt werden, dass in arteriosklerotischen Plaques
mit erhohter PDGF-Expression der Wachstumsfaktor glatte Muskelzellen der Me-
dia chemotaktisch in die Intima des Gefédles lockt und dort die Umwandlung der
Myozyten in Matrixmolekiile-produzierende Myofibroblasten propagiert (Pompili
et al., 1995). Die so erfolgende Organisation des arteriosklerotischen Plaques
konnte bei Kaninchen mit extrem erhohten Cholesterin-Werten durch eine Immu-
nisation gegen PDGF verhindert werden (Rutherford et al., 1997).

1.2.4 PDGF-Gene und deren Regulation am Beispiel des PDGF-B-Gens
Die Gene fiir die A- bzw. B-Kette des PDGF befinden sich auf den Chromosomen
7 und 22. Sie besitzen sieben Exons, wobei die Exons 4 und 5 die Information fiir
das endgiiltige Protein tragen. Die Polypeptid-Produkte der anderen Exons werden
wihrend der Prozessierung der PDGF-Vorstufen abgespalten (Bonthron et al.,
1988).
Die Synthese von PDGF wird durch Stimuli wie Thrombin, Gewebsverletzung,
Sauerstoffmangel, Zytokine oder mechanische Stimulation der Zellen gesteigert.
Obwohl die meisten Zelltypen A- und B-Kette zu gleichen Teilen produzieren, ist
die Expressionskontrolle der einzelnen Ketten unabhidngig von einander (Dirks et
al, 1996).
Der Promotor der PDGF-B-Kette besitzt eine ,,Sis proximal element (SPE) ge-
nannte regulatorische Einheit, die mit einem CACCC-Motiv die Transkriptions-
faktoren Spl und Sp3 bindet (Liang et al., 1996). Eine Bindungsstelle fiir

Transkriptionsfaktoren der AP-1- und Ets-Familien wurden im Promotor genauso
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ausgemacht (Khachigian et al., 1994) wie Transkriptionsverstirker im ersten
Intron des PDGF-B-Gens (Franklin et al., 1991).
Endothelzellen produzieren unter Scherstress verstirkt PDGF-mRNA (Hsie et al.,
1992). Dafiir soll ein im Promotor gelegenes Element verantwortlich sein, das von
NFk-B aktiviert wird (Khachigian et al., 1995). Das cis-aktive Element besitzt ei-
ne Linge von 12 bp, wobei seine Kernregion nur 6 bp lang ist (ctctcaGAGACC).
Diese Basenabfolge wurde aufgrund ihrer unter Stromungsbelastung vermittelten
Promotorinduktion als ,,shear stress responsive element” (SSRE) bezeichnet (Res-
nick et al., 1993). Das SSRE findet sich neben dem PDGF-Promotor auch in den
Regulationsstrukturen der Gene fiir t-PA, TGF- und NOSII, die ebenfalls unter
Scherstress hochreguliert werden.
Bis heute im Dunkeln verbleiben die Mechanismen zur Hemmung der Transkrip-
tion der B-Kette, wobei gewisse trans-aktive Elemente diskutiert werden (Leveen
et al., 1993). Zur Steuerung der Translation besitzt die 3,5 kb lange mRNA des
PDGF-B-Monomers eine ca. 1 kb lange 5’-untranslatierbare Sequenz, die durch
ihre Struktur als starker Translationsinhibitor agiert.

1.2.5 Struktur von PDGF
Die Familie der PDGF-Isoformen besteht aus kationischen Homo- und Heterodi-
meren (Abb. 1.2.1 b) aus A- und B-Ketten, die {iber Disulfidbriicken miteinander
verbunden sind. Die Ketten sind um die 100 Aminoséduren lang, wobei die A-Kette
ein Molekulargewicht von 14 000 besitzt und die B-Kette eines von 17 000. Beide
Ketten weisen zu 60% Homologie auf, wobei die Cysteinreste fiir die Disulfidbrii-
cken innerhalb und zwischen den einzelnen Ketten an der selben Stelle der Pri-
marstruktur konserviert sind (Hanui et al., 1994).
1992 wurde die Struktur des PDGF mit Hilfe der Rontgen-Strukturanalyse in einer
Aufldsung von 3,0 A aufgeklirt (Oefner et al., 1992). Die A-Kette (Abb. 1.2.1 ¢)
wird von drei antiparallelen Paaren aus [3-Faltblattern mit drei intramolekularen
Disulfidbriicken gebildet, wahrend die B-Kette (Abb. 1.2.1 a) aus vier Paaren an-
tiparalleler [3-Faltblitter besteht, die durch drei intramolekulare Disulfidbriicken

stabilisiert sind.
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Abb. 1.2.1: PDGF: Untereinheiten und Dimer-Struktur

Humanes PDGF ist ein kationisches Glykoprotein von 30 kD. Das Heterodimer [b] besteht aus
einer A-Kette [C] und einer B-Kette [a], die iiber Disulfidbriicken kovalent verbunden sind. Die
A-Kette und B-Kette zeigen einen hohen Verwandtschaftsgrad.

Quelle: National Centre for Biotechnology Information. Bethesda/U.S.A. nach Oefner et al. 1992
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Wihrend sich beim Schwein PDGF-Homodimere aus B-Ketten finden (Waterfield
et al., 1983) und menschliche Osteosarkomzellen ein AA-Homodimer produzieren
(Heldin et al., 1984), ist das physiologisch beim Menschen gefundene PDGF ein
Heterodimer aus A- und B-Kette (Antoniades, 1981). Die beiden Isoformen fiigen
sich in einer entgegengesetzten Art eng zusammen, so dass das entstandene Hete-
rodimer ein geringeres Molekulargewicht von 30 kD besitzt als die beiden unter-
schiedlichen Monomere zusammen (A-Kette 14 kD, B-Kette 17 kD). Die dreidi-
mensionale Struktur des PDGF &dhnelt einem Knoten, der von den Cystinresten ge-
formt wird. Sie dhnelt damit der Form des VEGF (,,vascular endothelial cell
growth factor), des TGF-B (,transforming growth factor 3) und des neuralen
Wachstumsfaktor NGF (Murray-Rust et al., 1993).

1.2.6 PDGF-Rezeptor
Der PDGF-Rezeptor besteht aus zwei strukturell verwandten Tyrosin-Kinase-
Rezeptor-Proteinen (Abb. 1.2.2). Die glykosilierten a- und B-Rezeptoren haben
ein Molekulargewicht von 170 000 bzw. 180 000 und bestehen aus einer extrazel-
ludren Immunglobulin-Einheit und einer zytosolischen Tyrosinkinase (Matsui et
al., 1989). Die drei duBleren Immunglobulin-Doménen binden das PDGF-Dimer,
die vierte interagiert bei der Dimerisation der Rezeptor-Proteine mit ihrem Partner
der Gegenseite (Yu et al., 1994).
Das menschliche PDGF-AB-Dimer bindet sowohl an das aa-Rezeptor-Homomer
als auch an das af3-Heteromer allerdings nicht an das B-Rezeptor-Dimer. Durch
die durch die PDGF-Bindung erzeugte Dimerisation des Rezeptors wird die intra-
zelluldre Domédne durch gegenseitige Phosphorylierung der Untereinheiten akti-
viert (Kanakaraj et al., 1991).

1.2.7 Zellulédre Effekte von aktiviertem PDGF-Rezeptor
Die Autophosphorylierung des PDGF-Rezeptor-Dimers schafft eine Bindungsstel-
le fiir Signalproteine mit SH2-Untereinheiten. Da dieses Motiv weit verbreitet ist,
bindet eine grole Anzahl an Signalproteinen an den PDGF-Rezeptor (Abb. 1.2.2).
Molekiile wie die PI 3-Kinase, die PLC-y, die Tyrosinkinasen der Src-Familie, die
Tyrosinphosphatase SHP-2 oder das GAP des Ras-Wegs sind selbst Enzyme wéh-

rend Proteine der STAT-Familie Transkriptionsfaktoren sind, die nach ihrer
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Phosphorylierung und anschlieBenden Dimerisierung in den Zellkern wandern und
die Expression bestimmter Gene steuern (Heldin et al., 1999).
So werden etliche intrazelluldre Signalwege angeworfen, die zu den unterschied-

lichsten zelluldren Reaktionen fithren konnen.

Abb. 1.2.2: Signaltransduktionsproteine, die mit ihren SH2-Doménen an den
autophospholylierten PDGF-Rezeptor binden und ihre nachfol-
genden Signalwege

POGF-AB Aktiviert die Ser/Thr-Kinase
. p70, Akt/PKB, JNK/SAPK,
- PI 3-Kinase —

Proteine der PKC- und Rho-
: Familie

Erhoht die intrazellulire Ca'™-
. o PLC-y —  Konzentration und setzt DAG
frei, das die PKC aktiviert

y o Src - 77?
,-. Dephosphoryliert auto-
‘ \. - SHP-2 - phosphorylierte ~ Rezeptoren
und bindet Grb2/Sos
PN GAP N Deaktiviert Ras

Bindet an Promotor-Regionen

And Stat3 - bestimmter Gene
- Shc N Bindet Grb/Sos

Grb2 Bildet einen Komplex mit Sos,
« - der Ras aktiviert
- Grb7 - 27?

Nck Aktiviert die Ser/Thr-Kinasen
« - PAK und NIK

PDGF-uf-Rezaplor crk Aktiviert den Kernaustausch-

« - faktor C3G

Modifiziert nach Heldin et al., 1999

1.2.8 Deaktivierung des PDGF-Rezeptors
Der PDGF-Rezeptor ist nicht gleichméBig iiber die Zellmembran verteilt. Beson-
ders stark ist sein Vorkommen in Caveolae und Membraneinstiilpungen, die an-
schlieBend endozytiert werden (Liu et al., 1996). Das PDGF 16st sich in den Endo-
somen vom Rezeptor, der entweder zuriick in die Zellmembran gelangt oder bei

Fusion der Endosomen mit Lysosomen degradiert wird. Da die Ausstattung einer
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Zelle mit PDGF-Rezeptoren Einfluss auf die mitogene Wirkung des PDGF hat,
wird der Abbau des Rezeptors iiber eine in seiner cytosolischen Doméne enthalte-
nen Kinase-Aktivitit ebenso wie durch die zytosolische PI 3-Kinase gesteuert
(Sorkin et al., 1991).

1.3 Das Reporterprotein EGFP
Die Klonierung des ,,green fluorescent protein“-Wildtyps (wGFP) aus der Meduse
Aequorea victoria (Abb. 1.3.1 a) und die folgende Expression in verschiedenen
Zellsystemen gab der Forschung ein kréftiges Werkzeug zur Hand. Mit dem griin-
fluoreszierenden Protein (GFP) konnten aussagekriftige Reportersysteme zur
Gen-expression und Lokalisation von Proteinen etabliert werden. Dabei besitzt das
GFP den groBen Vorteil, dass das emittierte Lichtsignal in lebenden Zellen detek-
tiert werden kann, was eine Beobachtung einer Kinetik in Echtzeit gestattet (Zim-
mer M, 2002).
In den letzten Jahren wurden immer mehr Verbesserungen an dem Protein vorge-
nommen, die die limitierten Einsatzmdglichkeiten des w«GFP ausweiteten. Eines
dieser Derivate ist das ,,enhanced green fluorescent protein“ (EGFP), das heller
und stabiler ist. EGFP hat im Vergleich zum Wildtyp-Protein ein einziges, in den
Rot-Bereich verschobenes Anregungsmaximum (Abb. 1.3.2) und eine um den
Faktor 35 kréftigere Fluoreszenz (Haas J et al., 1996).
Um eine best mogliche Expression des EGFP-Gens in Sduger-Zellen zu erreichen,
wurden in der codierenden Basensequenz mehr als 190 stille Mutationen vorge-
nommen, die das Codon-Muster der Meduse Aeqorea victoria dem der Sauger an-
passte (Haas J et al., 1996; Tsien RY, 1998). Unter Kontrolle diverser Promotoren
wird das EGFP-Gen transkribiert und ribosmal translatiert. Es verbleibt cytoso-
lisch und ist sehr unempfindlich gegeniiber Quench-Agenzien, Ausbleichen und
Proteolyse (Zimmer M, 2002).
Die molekulare Struktur des GFP wurde 1996 mit einer Aufldsung von 1.9 A auf-
geklart (Yang F et al., 1996). Das Protein besitzt die Form eines Zylinders, der
von 11 B-Faltblattern gebildet wird (Abb. 1.3.1 e und f). Im Innern des Zylinders
findet sich eine a-Helix, die das Chromophor trigt (Abb. 1.3.1 ¢ und d). Kurze he-
likale Segmente schlieBen den Zylinder an der Ober- und Unterseite ab (Abb.
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Abb. 1.3.1: EGFP: Vorkommen und Struktur

Aeqguorea victoria

a) Meduse Aequorea victoria. Das Tier produziert das native GFP in seinen Lichtorganen.

b) Chromophor des EGFP aus einem Phenolring, verbunden {iber eine CH-Gruppe mit einem
Imidazol-Ring. R, steht fiir den Peptidrest der Positionen 1 bis 64, R, fiir den der Position ab 67.
¢) und d) Tertidrstruktur des EGFP: Blick von oben und unten in die Dosenstruktur. Das Chro-
mophor sitzt mittig in der runden Form und wird von umgebenden B-Faltbléttern geschiitzt.

e) und f) Tertidrstruktur des EGFP: Blick von den Seiten auf die zylinderartige dreidimensionale
Struktur des EGFP, die von -Faltblittern gebildet und von a-Helices geschlossen wird.

Onelle: National Centre for Biotechnoloov Information. Bethesda/l].S_A_ nach van Thor 2002
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1.3.1 e und f). Dieses Motiv mit [3-Faltblattern an der AuBenseite und einer mitti-

gen O-Helix war bis dato noch nicht beobachtet worden und erhielt den Namen

,,-can®

Die dosenartige Struktur des GFP mit dem mittigen Chromophor erklért auch des-
sen Unempfindlichkeit gegeniiber klassischen Quench-Agenzien wie Acrylamid
und molekularem Sauerstoff (Rao et al, 1980). Die fast abgeschlossene, kompakte
dreidimensionale Struktur ist auch selbst sehr widerstandsfahig gegeniiber Verdau
durch Proteasen wie Trypsin, Chymotrypsin, Elastase, Proteinase K, Papain,
Pankreatin und Pronase (Bokman und Ward, 1981)

Das Chromophor des GFP ist ein cyclisches Tripeptid, das in der Primérstruktur
vorhanden ist und im Innern der ,,-can“ aus raumlich nahe zueinander liegenden
Aminosaureresten gebildet wird (Cody CW et al., 1993). Es entsteht durch die
Bildung eines aromatischen Ringsystems aus Tyrgs mit der Reduktion seiner Cqy-
Cp-Bindung zusammen mit einer Ringbildung des benachbarten Glycing;- und Se-
rings-Rests (Yang F et al., 1996). Das fertige Chromophor besteht aus einem Phe-
nolring, der liber eine CH-Gruppe mit einem Imidazol-Ring verbunden ist (Abb.
1.3.1b).

Die Bildung des Chromophors ist abhingig von molekularem Sauerstoff, der an
die Tyrosings-Seitenkette angreift (Heim et al., 1994) und erfolgt spontan
posttranslational (Inouye S, Tsuji FI, 1994).

Die Aktivierung des GFP ist nicht substrat- oder enzymabhingig (Heim R et al.,
1994). Das Protein ist ein klassisches sekunddres Photoprotein bioluminiszenter
mariner Organismen (Phillips GN Jr, 1997). Schon 1962 wurden zwei lichtemittie-
rende Proteine aus den Lichtorganen von Aequorea victoria extrahiert. Aufgrund
seiner Herkunft wurde das bei Zugabe von Ca’™" blau leuchtende Protein (Peak bei
460 nm) Aequorin getauft, das andere aufgrund seiner Fluoreszenseigenschaft bei
Anregung mit blauem Licht (Extinktionsmaximum bei 470 nm) green fluorescent
protein, kurz GFP (Shimomura et al., 1962). Die Anregung des Aequorins durch
Ca'" gestattet es der Meduse, die Lichtproduktion zu kontrollieren. Durch Ener-

gietransfer in Form von Photonen auf das GFP wird das Emissionsspektrum von
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460 auf 509 nm weiter in den Rotbereich verschoben, der der Meduse eine hohere
Reichweite im Ozean bietet (Zimmer M, 2002).

AuBler der Anregung des GFP durch blaues Licht, wie in natura durch das Aequo-
rin, erfolgen keine weiteren katalytischen Prozesse, eine Substratumsetzung oder
Kofaktoren werden nicht benétigt. Dies priadestiniert das Protein zur Expression
zu Forschungszwecken in anderen Organismen (Phillips GN Jr, 1997).

Durch Mutationen an der chromophoren Gruppe des GFP wurde das Protein im-
mer mehr den labortechnischen Anspriichen angepasst. So fiihrte ein Austausch
des Serings durch Threonin gleichzeitig zu einer erhohten Photostabilitét, zu einer
Verschiebung des Anregungsspektrums auf 488 nm, zu einer vierfach beschleu-
nigte Chromophorbildung und zu einem Anstieg der Fluoreszenzaktivitit um ein
Vielfaches. Nachdem der Codon-Gebrauch noch dem menschlichen angepasst
wurde, war das EGFP geschaffen. (Heim et al., 1995).

Weitere Mutationen verschoben das Extinktions- wie das Emissions-Spektrum des
Proteins (Abb. 1.3.2), wobei sich herausstellte, dass die Aminosdure Glycing; fiir
die Chromophorbildung unerlésslich ist (Cormack et al., 1996). Mittlerweile ste-
hen der Forschung fluoreszierende Proteine der Farben Griin, Gelb, Blau, Cyan
und Rot zur Verfligung (Patterson G., 2001), die einen weitergehenden Einsatz
wie zum Beispiel Doppelfluoreszenz-Mikroskopie, Fluoreszenzenergietransfer

(FRET) oder Photobleich-Methoden zulassen (Yang TT, 1998).

Abb. 1.3.2: Anregungs- und Emissionsspektrum des EGFP im Vergleich zu
anderen fluoreszierenden Proteinen

Anregungsspektrum Emizsionsspekirum

EYFF

. ENFP

redative Intansitar
redativie Indensias

- =

.'n.'.'r:llnnla-lgn I:I'|I';'|_| e ":":.'nll;zrl;ng-lr.- II'I‘I';'II x
Das Emissions-Spektrum des EGFP zeichnet sich dadurch aus, dass es bei Anregung mit Licht
einer Wellenldnge von 488 nm (Anregungsoptimum) ein sehr enges Emissionsspektrum bietet
(Emissionsmaximum bei 507 nm). Damit kann man sehr viele Hintergrundhellichkeit durch
entsprechende Filter eliminieren. Modifiziert nach Patterson et al. 2001
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1.4 Zielsetzung der Arbeit
Das Ziel der Arbeit war es, ein Reporterproteinsystem auf Basis des griinfluores-
zierenden Proteins dazu zu nutzen, die Expressionskinetik des PDGF-Promotors
daraufhin zu untersuchen, ob die Zellen der Ziellinie ECV304 auf Scherstress mit
einer Erh6hung der Expression reagieren.
Dazu sollte fiir einen Messplatz eine Auswertungsmethode gefunden werden, die
in Datenerfassung und Arithmetik dazu geeignet ist, unter Scherstress-Einfluss
sich bewegende Zellen zu erfassen und angemessen auszuwerten.
Weiterhin sollte der Einfluss verschiedener Scherstress-Raten auf die Steigerung
der iiber den PDGF-Promotor gesteuerten EGFP-Expression in ECV304-Zellen
untersucht werden.
Zur Funktioncharakterisierung des Scherstress-responsiven Elements (SSRE) im
PDGF-Promotor wurden SSRE-defiziente Promotor-Konstrukte vermessen und
mit einem nativen CMV-Promotoren und einem CMV-Promotor mit inseriertem
SSRE verglichen.
Anhand der ermittelten Expressionskinetiken des vom PDGF-Promotor abhéngi-
gen EGFP sollte der Einfluss verschiedener Reagenzien getestet werden, die an
bestimmten Stellen in bekannte Signaltransduktionskaskaden eingreifen oder die

Proteinbiosynthese beeinflussen.
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2. Material

2.1 Zelllinie ECV304
1990 wurde die Zelllinie ECV304 von einem japanischen Labor (Takahashi et al.,
Tokyo) in die Forschung eingefiihrt und in zahlreichen Untersuchungen auf
Grundlage der Morphologie, Cytochemie und genetischer Analysen als Endothel-
Zelllinie bestétigt (Takahashi, 1992).
Sie diente seitdem als Grundlage fiir mehrere hundert Verdffentlichungen, die
vom Verhalten endothelialer Zell-Zell-Kontakte wihrend der Apoptose (Kee,
1999), iiber die endotheliale Stimulation der Gerinnungskaskade (Maderna, 1999)
bis hin zu Berichten iiber die Potenz der Zellen zur Angiogenese (Hughes, 1996)
reichen.
Schon seit 1996 wurden Unterschiede zwischen ECV304 und anderen HUVEC-
Linien bemerkt. So exprimieren ECV304-Zellen keinen von-Willebrand-Faktor
(Hughes, 1996), dafiir aber die epithelialen Zytoskelettmarker Cytokeratin 6, 8,
10, 17, 18 und 19 (Hughes, 1996). AuBerdem wurde von Howl et al. 1998 der
Calcitonin-Rezeptor auf den Zellen nachgewiesen.
Spitestens als 1999 die European Collection of Animal Cell Cultures (ECACC)
aufgrund genetischer Untersuchungen Ahnlichkeiten zwischen der Zelllinie
ECV304 und einer Harnblasen-Carcinom-Zelllinie zeigte, kamen Zweifel auf, ob
es sich bei der Zelllinie ECV304 tatsdchlich um endotheliales Material handelt
(Brown, 2000).

2.1.1 Beschreibung des Herstellers der Zelllinie ECV304
Dr. K. Takahashi, Tokio, beschrieb die von ihm gewonnene Zelllinie ECV304 in
einem 1990 erschienenen Artikel als spontan transformierte EndothelZelllinie aus
der Nabelschnurvene (HUVEC) eines 1984 geborenen japanischen Jungen. Die
durch Transformation immortalisierten Zellen zeichneten sich durch eine hohe
Proliferationsrate ohne Zugabe spezifischer Wachstumsfaktoren aus. In BALB/c
nu/nu Méusen seien die Zellen tumorgen und wiesen in Kultur eine fiir Endothel-

zellen typische kopfsteinpflasterartige Morphologie auf.
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2.1.2 Beschreibung der DSMZ der Zelllinie ECV304
Die Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ, Braun-
schweig) beschreibt die Zelllinie ECV304 mittlerweile als Zellen eines humanen
Harnblasen-Carcinoms und als Derivat der Zelllinie T-24. Diese Abkunft sei ein-
deutig durch ein DNA-Fingerprintig gezeigt.

Das immunologische Profil der Zelllinie ECV304 sieht folgendermal3en aus:

Cytokeratin +

Desmin -
von Willebrand-Faktor | -
GFAP -

Neurofilament -

Vimentin +

Die Beschreibung der weiteren Eigenschaften der Zelllinie stimmt mit der des
Herstellers tiberein.
2.1.3 Beschreibung der DSMZ der Zelllinie T24

Die Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ, Braun-
schweig) beschreibt die Zelllinie T-24 als eine 1970 von Prof. W. A. Schulz (Diis-
seldorf) etablierte Zelllinie eines Transitionalzell-Carzinoms, Grad III einer 81-
jéhrigen Frau. Es sind epitheloide, adherente Zellen, die in Kopfsteinpflaster-
artigen Monolayern wachsen. T-24 besitzt einen hohen basalen Umsatz an NO
und ist in Wachstum und Proteinbiosynthese unabhiangig von Plasmafaktoren.

Das immunologische Profil der Zelllinie T-24 sieht folgendermallen aus:

Cytokeratin +

Desmin -

von Willebrand-Faktor | -
GFAP -

Neurofilament -

Vimentin +
2.1.4 Morphologische Beschreibung der Zelllinie ECV304
Die fir diese Arbeit verwendeten Zellen der Zelllinie ECV304 besitzen in Ruhe

unter Kulturbedingungen eine kopfsteinpflasterartige Morphologie mit gleichmé-
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Big polygonalen Formen(Abb. 2.1.1a). Der einzelne Zellkern liegt mittig und zeigt
kraftige Nukleoli (Pfeil).

Unter Scherstress verlieren die Zellen ihre gleichmiflige Form und werden mehr
langlich(Abb. 2.2.1b). Sie erhalten schlanke Ausziehungen (Pfeil), behalten aber
ihren Zellkern mit den kréftigen Nucleoli mittig.

Abb. 2.1.1: ECV304. Morphologie in Ruhe und unter Scherstress

Wachstumsmuster in Ruhe Wachstumsmuster unter Scherstress

a) In Ruhe besitzt der Monolayer eine Kopfsteinpflaster-artige Morphologie mit nur wenigen
langlich ausgezogenen Zellen. Die Nucleoli (Pfeil) des Zellkerns sind kriftig ausgebildet.
b) Unter Scherstress werden die Zellen mehr ldnglich und nur noch wenige behalten ihre

gleichméBig polygonale Form bei. Die Zellen erhalten schlanke Ausziehungen (Pfeil).

2.1.5 ECV304: Endothel oder Urothel?
Nachdem die DSMZ schon 1999 die Kreuz-Kontamination humaner Tumor-
Zelllinien beschrieben hat und die ,.epithelialen” Eigenschaften der ECV304-
Zellen als weitreichende Verunreinigung angesehen hat (MacLeod et al., 1999),
zeigten Brown et al. 2000 die starke Ahnlichkeit der ,endothelialen* Zelllinie
ECV304 und der epithelialen Zelllinie T-24 auf (Brown et al., 2000). Ein DNA-
Fingerprinting zeigte die genetische Identitdt der beiden Zelllinien, die auch den
selben Subtyp des Nukleotid-Rezeptors P2Y, P2Y, exprimieren. Verschiedenste
Pharmaka erzielten den selben Effekt auf den cAMP-Gehalt beider Zellarten und
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UTP induzierte bei ECV304-Zellen wie auch bei T-24 nicht die fiir Endothelzellen
typische Steigerung der Produktion von Prostaglandin I,. Durch diese Ergebnisse
kamen Brown et al. zu dem Ergebnis, dass ECV304 ein Derivat der Zelllinie T-24
ist und somit nicht als Endothelmodell geeignet.
Moderater urteilt Suda (Suda et al., 2001), die zwar den identischen Genotyp der
Blasen-Ca-Linie und der Zelllinie ECV304 betont, gleichzeitig aber darauf hin-
weist, dass die Zelllinien sich enorm in Wachstumsverhalten, Cytoarchitektur, der
Anordnung ihrer Tight junctions, dem elektrischen Membranwiderstand und eini-
gen Enzymaktivititen unterscheiden. Suda et al. konnten sogar von Willebrand-
Faktor in ECV304-Zellen nachweisen und zeigen, dass sie wie Endothelzellen
low-density lipoprotein aufnehmen. Zudem weisen ECV304-Zellen zwar den Epi-
thel-Marker Cytokeratin 18 auf, wohingegen T-24-Zellen hauptsdchlich Cytokera-
tin 8 exprimieren. Von Suda et al. wird ECV304 weiterhin als geeignetes Modell
fiir Endothelzellen angesehen.
Als Antwort ist der Artikel von Drexel et al. anzusehen (Drexel et al., 2002). Mit
Verweis auf den Genotyp, fehlende Endothelmarker, positiven Epithelmarkern
und dem klaren Nachweis der Verunreinigung der Herstellerquelle kommt fiir ihn
die Zelllinie ECV304 auf keinen Fall als Endothelmodell in Frage.
Zum Abschluss dieser Diskussion sollte nochmals darauf hingewiesen werden,
dass die Zelllinie ECV304 eine immortalisierte Linie ist, die damit nicht das phy-
siologische Genexpessionsmuster einer nativen Zelllinie aufweist, egal ob sie nun
endothelialen oder epithelialen Ursprungs sein mag.
Deshalb sollte man sie als das ansehen, was sie ist: eine immortalisierte Zelllinie
unklaren Ursprungs mit gewissen endothelialen Eigenschaften, die in dieser Arbeit
als stabiles Modellsystem zur Untersuchung der Expressionsregulation eines ein-
gebrachten Promotor-Konstrukts genutzt wurde.

2.2 Stabiltransfizierte ECV304-Zellklone
Die Klonkonstrukte der Zelllinie ECV304 wurden von Frau Karin Schwarz im
Rahmen ihrer Doktorarbeit am Anatomischen Institut der Universitdt Wiirzburg
erstellt und mir freundlicherweise zur Verfiigung gestellt.
Der PDGF-Promotor wurde mittels PCR aus dem Genom amplifiziert und in den

Polylinker des pBlueskript-Plasmids (pKS, EcoRV geschnitten) kloniert. Nach
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Umklonierung in einen eukaryontischen Expressionsvektor (iiber HindIIl und
Kpnl) wurde durch Restriktionsverdau zum einen ein Expressionskonstrukt mit in-
taktem PDGF-Promotor und EGFP erstellt, zum anderen wurde das Scherstress-
responsive Element (SSRE) selektiv aus dem PDGF-Promotor herausgeschnitten.
Als Kontrollvektor wurde aus dem eukaryontischen Expressionsvektor der PDGF-
Promotor entfernt, so dass die Expression von EGFP hier unter die Kontrolle des
im Vektor enthaltenen CMV-Promotors gestellt wurde. Dieser besitzt nachweis-
lich kein Scherstress-responsives Element oder eine diesem verwandte Struktur.
Um die Wirkung des SSRE auszutesten, wurde in ein weiteres Plasmid das Scher-
stresselement mittels In vitro-Mutagenese in den CMV-Promotor kloniert

2.2.1 ECV304-Zellklon mit Konstrukt 1,3 kb-PDGF-EGFP
Stabil transfizierter Zellklon, der das EGFP unter Kontrolle des vollstindigen

PDGF-Promotors exprimiert.

Abb. 2.2.1: Genkarte des Konstrukts 1,3 kb-PDGF-EGFP

PDGEF-Promotor EGFP
e A
- ~ a
I [ [ 1 R
Hincll Meol SSRE

Im PDGF-Promotor mit den Schnittstellen Hincll und Ncol befindet sich das scherstress-
responsible Element kurz vor dem fiir EGFP codierenden DNA-Abschnitt.

2.2.2 ECV304-Zellklon mit Konstrukt 1,3 kb-PDGF-[ASSRE]-EGFP
Stabil transfizierter Zellklon, der das EGFP unter Kontrolle des PDGF-Promotors

exprimiert, in dem das SSRE deletiert ist.

Abb. 2.2.2: Genkarte des Konstrukts 1,3 kb-PDGF-[ASSRE]-EGFP

PDGF-Promotor EGFP
A A
Y Y 'd Y
B [ w1 [
Hincll Ncol NASSRE

Aus dem PDGF-Promotor mit den Schnittstellen HincIl und Ncol wurde das scherstress-
responsible Element deletiert. Nach dem Promotor folgt der fiir EGFP codierende Abschnitt.
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2.2.3 ECV304-Zellklon mit Konstrukt CMV-EGFP-ECV
Stabil transfizierter Zellklon, der das EGFP unter der Kontrolle des CMYV als Kon-

trollkonstrukt exprimiert.

Abb. 2.2.3: Genkarte des Konstrukts CMV-EGFP

CMV-Promotor EGFP

. M,
~ W i T

Zu Kontrollzwecken wurde vor den fiir EGFP codierender Genabschnitt der CMV-Promotor
gesetzt, der kein scherstress-responsibles Element besitzt.

2.2.4 ECV304-Zellklon mit Konstrukt CMV-[SSRE;,s]-EGFP-ECV
Stabil transfizierter Zellklon, der das EGFP unter Kontrolle des CMV-Promotors

exprimiert, der das SSRE als Insertion tragt.

AbDb. 2.2.4: Genkarte des Konstrukts CMV-[SSRE,s]-EGFP

CMV-Promolor EGFP
e A
— ~ "
[ I D
SSRE

Um die Wirkung des scherstress-responsiblen Elements zu testen, wurde es vor den fiir EGFP
codierenden DNA-Abschnitt in den CMV-Promotor kloniert.

2.3 Medium fur die Kultivierung von Zellen
Fiir die Kultivierung der Zelllinie ECV304 wird das Standardmedium M199 (mit
Earle-Salzen, ohne L-Glutamin, ohne Natriumhydrogencarbonat) der Firma GIB-
CO BRL verwendet. Die fertige Pulvermischung wird in 51 H,0 (Ampuwa) gelost,
mit 11g Natriumcarbonat und L-Glutamin (f.c. 2 mM) versetzt und sterilfiltriert.
Vor Gebrauch wird 10% fetales Kélberserum zugesetzt
2.4 Puffer und Losungen
PBS, phosphatgepufferte Kochsalzlésung pH 7,3:
137,00 mM NaCl
2,68 mM KCl
6,50 mM Na,HPO,4
1,5 mM KH,PO4
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2.5 Chemikalien

Ampuwa

Calphostin C
Cheleyrtrin
Cycloheximid
Ethanol

FCS

Gelatine

Glutamin 220 mM
Glutaraldehyd
Medium 199
Penicillin 50 U/ml
Phorbolester
Silikongel Baysilone-Paste, mittelviskds
Streptomycin 50 U/ml
Trypsin 0,05% in PBS

2.6 Gerate

Analysenwaage

ARGUS-50 Image Processor
Autoklav

Computer mit Monitor
Filterwechsler Lambda 10-2
Fluoreszenslampe VXHC 75/100 W
Flusskammer

Heizwasserbad
ICCD-Photonenkamera C 2400
Image Intensifier

Mikroskop Invers Axiovert 135 TV
Monitor M-433

Pipettus

Rollenpumpe BV-GES

Fresenius
Sigma
Sigma
Sigma
Apotheke
Biochrom
Sigma
Biochrom
Roth
GIBCO BRL
GIBCO BRL
Sigma

Bayer
GIBCO BRL

Serva

Sartorius
Hamamatsu
Tecnomara

Vobis

Sutter Instruement Company

Zeiss
Institutswerkstatt
GFL
Hamamatsu
Hamamatsu
Zeiss

Sony
Eppendorf

Istatec

24
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Zentrifuge 5471R

2.7 Software
ARGUS-50 Control Program
ARGUS-50/Ca
Filter Exchanger Program
Microsoft Editor 5.1
Microsoft Exel 2000
Microsoft PhotoDrawV?2
Microsoft Word 2000

2.8 Sonstiges Material
Aluminiumfolie
Automatikpipetten
Bechergléser 10, 50, 500 ml
Bluecap 25 ml
Bluecap 50 ml
Einweghandschuhe
Gewebekulturflasche Tos
Gewebekulturflasche T7s
Glaspipetten
Parafilm
Petrischale 1 30 mm
Petrischale L1 80 mm
Platikpipettenspitzen
Rheogléaser rund, [J 26 mm

Schlauchverbindungen

Eppendorf

Hamamtsu
Hamamatsu
Hamamatsu
Microsoft
Microsoft
Microsoft
Microsoft

Hartenstein
Eppendorf
Hartenstein
Greiner
Greiner
Baxter
Greiner
Greiner
Hartenstein
American National
Greiner
Greiner
Eppendorf
Hartenstein

Hartenstein
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3. Methoden
3.1 Zellkultur

Die Zellen der Zelllinie ECV304 wachsen adhédrent am Boden ungelatinierter Po-
lypropylen-Kulturflaschen. Die kopfsteinpflasterartigen Zellen sind robust und
verdoppeln nach einer Passage ihre Anzahl ca. alle 36 Stunden, so dass sie nach
drei bis vier Tagen nach Passage wieder Konfluenz erreichen. Die imortalisierten
Zellen konnen mehrfach passagiert werden, eignen sich zur Kryokonservierung
und werden zu Versuchszwecken auf so genannte Rheo-Gldschen ausgesit.

3.1.1 Ndhrmedium fiir die Zelllinie ECV304
Fiir die Kultivierung der Zelllinie ECV304 dient das Standardmedium M199 (mit
Earle Salzen) der Firma GIBCO BRL. Die fertige Pulvermischung wird in H,O
(Ampuwa) gelost, mit Hilfe von NaHCO; gepuffert und mit L-Glutamin (f.c.
2mM) versetzt. Nach Sterilfiltration kann das so erzeugte Medium bei 4° C bis zu
drei Monate gelagert werden. Vor Gebrauch wird das Medium mit 10% fetalem
Kilberserum (FCS) und einer in PBS geldsten Antibiotika-Mischung aus Penicil-
lin und Streptomycin (f.c. 100U/ml) supplementiert und ist anschlieBend bei 4° C
bis zu einem Monat haltbar.

3.1.2 ECV304-Standardkultur
Die Zelllinie ECV304 wird adhérent in Kulturflaschen der Grofie T,s bzw. T75 mit
dem unter 3.1.1 beschriebenen Medium bei 37°C in einer Atmosphére von 5%
CO; kultiviert. Jeden zweiten Tag sollten die Zellen unter dem Phasenkontrast-
mikroskop auf Morphologie und Konfluenzgrad untersucht werden. Bei Umschlag
des Phenolrot-Indikators des Kulturmediums, zumindest aber alle zwei Tage muss
das Medium gewechselt werden.
Bei einem Konfluenzgrad von ca. 90% werden die Zellen in einem Verhéltnis 1:5
bis 1:10 geteilt und in neue Kulturflaschen gegeben, kryokonserviert oder zu Ver-
suchen auf Rheo-Glédschen ausgesit.

3.1.3 Passagieren der Zelllinie ECV304
Friihestens nach vier, spitestens nach sieben Tagen nach erfolgter Aussaat sind die
Zellen wiederum fiir ein erneutes Passagieren bereit. Dabei sollte eine Konfluenz

von ca. 90 % erreicht sein.
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Zur Vorbereitung der Losung der Zellen aus den Kulturflaschen werden diese zu-
erst zweimal mit PBS gespiilt und anschliefend fiir drei Minuten mit PBS/0,1%
EDTA iiberschichtet. Die PBS/0,1% EDTA-Losung wird abgezogen und die Zel-
len werden fiir weiter zwei bis drei Minuten im Brutschrank einer Trypsinlosung
(0,05% Trypsin, 0,02% EDTA) ausgesetzt. Sobald sich die Zellen mechanisch
vom Grund der Kulturflasche 16sen lassen, wird die Trypsinlosung durch Zugabe
von Kulturmedium abgesittigt. Die Zellsuspension kann nun in weitere Kulturfla-
schen oder auf Rheo-Gldschen gegeben werden oder der Kryokonservierung die-
nen. Bei erneuter Aussaat wird nach 24 Stunden das Kulturmedium gewechselt,
anschliefend wird der iibliche Zwei-Tages-Rhythmus wieder eingenommen.
3.1.4 Kryokonservierung von Zellen
Um die Versuchsbedingungen moglichst zu standardisieren, sollten zwischen den
Zellen, die fiir die einzelnen Versuche iiber einen lingeren Zeitraum verwendet
werden, moglichst wenige Passagen liegen, da somit der Wechsel von Zelleigen-
schaften vermieden werden kann. Da in gefrorenem Zustand fast alle Stoffwech-
selaktivitdten einer Zelle stagnieren, ist dies eine gute Moglichkeit, Zellen gleicher
Passagezahl {iber einen ldngeren Zeitraum zu konservieren. Um die fiir eine Zelle
todlichen Effekte des Einfrierens abzumildern, muss der Kryolosung der Gefrier-
schutz DMSO zugegeben werden. Da DMSO bei Raumtemperatur allerdings
selbst zelltoxisch ist, miissen alle Arbeitsschritte, bei denen die Chemikalie mit
Zellen in Beriihrung kommt, im Eisbad vorgenommen werden.
3.1.4.1 Einfrieren

Daher ist zuerst eine Losung von 750 pl aus M199, 10% FCS und 20 % DMSO in
ein Kryorohrchen vorzugeben und ins Eisbad zu stellen. AnschlieBend werden wie
unter 3.1.3 beschrieben die Zellen einer T,s-Kulturflasche abgelost und die Zell-
suspension bei 900g fiir sechs Minuten abzentrifugiert. Der Uberstand wird
verworfen und die sedimentierten Zellen werden mit 750 pl eiskaltem Medium
M199/10%FCS resuspendiert. Die kalte Zellsuspension wird in das vorbereitete
Kryor6hrchen gegeben und iiber Nacht bei -80° C eingefroren. Nach 24 Stunden
kann das Kryordhrchen in fliissigen Stickstoff zur Dauerlagerung tiberfiihrt wer-

den.
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3.1.4.2 Auftauen
Da DMSO bei Raumtemperatur zelltoxisch ist, sollte das Auftauen und die Ent-
fernung des DMSO von den Zellen moglichst schnell erfolgen. Daher ist unter der
Arbeitsbank ein steriles Polypropylenrohrchen bereitzustellen, das mit 20 ml
warmem Kulturmedium gefiillt ist. AnschlieBend wird das Kryoréhrchen im Was-
serbad bei 37° C leicht angetaut, so dass sich die gefrorene Zellsuspension 16sen
lasst. Diese wird sofort in das warme Kulturmedium {iberfiihrt und im Polypropy-
lenrdhrchen sechs Minuten bei 900 g abzentrifugiert. Der Uberstand mit dem
DMSO wird verworfen, das Zellsediment mit 4 ml warmen Kulturmediums re-
suspendiert und auf die bereitgestellte Tos-Kulturflasche ausgesét. Die Zellen wer-
den iiber Nacht im Brutschrank inkubiert und am néchsten Tag mit frischem Kul-
turmedium versorgt.

3.1.5 Gelatinieren von Rheo-Glaschen
Um die Zellen fiir Scherstress-Versuche nutzen zu konnen, miissen sie auf so ge-
nannte Rheo-Gldschen ausgesidt werden. Damit das stromende Medium der Versu-
che die Zellen nicht von dieser Glasoberfliache spiilt, muss man den Zellen eine
extrazellulire Matrix simulieren, die aus einer Gelatinebeschichtung der Rheo-
Gléaschen besteht.
Die Gelatine, gewonnenes Kollagen der Schweinehaut, wird zu 0,5% in H,O Am-
puwa geldst und anschlieend fiir eine Stunde bei 100° C autoklaviert. Ebenso
werden die gereinigten Rheo-Gldschen in H;O (Ampuwa) autoklaviert.
Die sterilen Rheo-Glidschen werden unter der Arbeitsbank in eine sterile Petrischa-
le gegeben, mehrfach mit dH,O gespiilt und anschlieBend mit der Gelatinelésung
fiir eine Stunde iliberschichtet. Die Gelatine wird abgezogen und durch eine 2%
Glutaraldehyd-Losung in PBS ersetzt, die die Proteine in der folgenden halben
Stunde quervernetzt. Nach Entfernen der Glutaraldehyd-Losung werden die be-
schichteten Rheo-Glédschen dreimal fiir zehn Minuten mit PBS gespiilt. Anschlie-
Bend werden die Rheo-Gldschen mit PBS iiberschichtet und mit einer in PBS ge-
l6sten Antibiotika-Mischung aus Penicillin und Streptomycin (f.c. 100U/ml)
supplementiert. Die mit Parafilm verschlossene Petrischale ist nun bei 4° C mehre-
re Wochen steril lagerbar. Vor Verwendung der beschichteten Rheo-Gldschen

sollten diese zweimal kréftig mit PBS gespiilt werden.
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3.1.6 Erstellung von Mischkulturen
Wie unter 3.3 ausgefiihrt wird, ist es fiir die Scherstress-Versuche sinnvoll, auf
den Rheo-Glédschen einzelne transfizierte Zellen in einem Zellverband von kon-
fluenten, nicht-transfizierten Zellen liegen zu haben. Da es dabei wichtig ist, dass
sich die transfizierten Zellen moglichst in einem gewissen Abstand zu einander
befinden, hat sich ein Mischungsverhéltnis zwischen transfizierten und nicht-
transfizierten Zellen von 1:30 bewdhrt. Da alle verwendeten Zelllinien unter-
schiedliche Wachstumsgeschwindigkeiten aufweisen, ist es nicht moglich, die
Mischkulturen als Dauerkultur zu fiihren. Daher erfolgt die Aussaat einer Misch-
kultur direkt zu Versuchszwecken auf Rheo-Gléschen.
Je eine T,s-Kulturflasche der nicht-transfizierten und der transfizierten Zellen wird
wie unter 3.1.3 beschrieben abtrypsiniert und mit Medium versetzt, so dass sich je
12 ml Zellsuspension in den Kulturflaschen befinden. 2 ml Zellsuspension der
transfizierten Zellen werden in ein steriles Polypropylenrdhrchen mit 8 ml Kul-
turmedium gegeben, so dass man 10 ml Zellsuspension erhdlt. Nach kréftigem
Mischen werden aus diesem Rohrchen 2 ml Zellsuspension entnommen und in die
Kulturflasche mit den nicht-transfizierten Zellen gegeben. Die so erhaltenen 14 ml
Mischsuspension werden auf sieben gelatinierte Rheo-Gldschen in kleine
Petrischalen gegeben. Jedes Rheo-Gldaschen erhdlt noch 1 ml Kulturmedium
hisitPhicischalen mit den Rheo-Gldschen werden anschlieBend 24 Stunden im
Brutschrank inkubiert, bevor das Medium gewechselt wird. Nach zwei, spitestens
drei Tagen erreichen die Zellen Konfluenz und kénnen zu Versuchen herangezo-
gen werden.

3.2 Messplatz

3.2.1 Struktur des Messplatzes
Die Zellen der Zelllinie ECV304 sind wie unter 2.2.1 — 4 beschrieben mit ver-
schiedenen Reportergen-Assays auf Grundlage des fluoreszierenden Proteins
EGFP aus Aequorea victoria ausgestattet, das im Genom der Zellen hinter ver-
schiedene Promotoren geschaltet ist.
Wie Hsie et al. schon 1992 zeigten und Resnik et al. 1993 spezifizierten, reagiert
der PDGF-Promotor auf Scherstress mit einer Erh6hung der Expression hinter ihm

gelegener DNA. Da sich in den hier verwendeten Zellen ein EGFP-Konstrukt an
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dieser Stelle befindet, sollte untersucht werden ob es bei unterschiedlichen Scher-
stressraten zu einer gesteigerten Expression des EGFP kommt. Die Expressions-
anderungen des fluoreszierenden Proteins konnen hierbei an den lebenden Zellen
an einer Helligkeitsdnderung detektiert werden.

Um die zu vermessenden Zellen Stromungskriften auszusetzen, miissen diese in
eine Flusskammer gegeben werden, die nach dem Prinzip von Koslow (Koslow et
al., 1986) modifiziert wurde. Die Kammer wird von warmem Medium durchflos-
sen, dessen Flussgeschwindigkeit anhand einer Pumpe so reguliert werden kann,
dass die erwiinschte Scherkraft erzeugt wird. Die Stromungsstirke ist proportional
der Hohe und Breite des durchflossenen Raums und abhédngig von der Viskositét
des stromenden Mediums. Bei herkommlichem Kulturmedium geht man von einer
Viskositdt von 1 aus.

Somit ergeben sich fiir Scherkraft und Flussgeschwindigkeit die in einander um-
wandelbaren Formeln

[ ] ° 2.
T:Q24’u bzw. Q:—T 207w
2b"ew 3u

Wobei T = Scherkraft [dyn/cm” = g/(cmes?)]

b = halbe Hohe des durchflossenen Raums [cm]

w = Breite der Stromungsbahn [cm]

M = Viskositit des Stromungsmediums [g/(100ecmes)]

Q = Flussrate [cm’/s = ml/s]
Die Zellen werden mit einem Fluoreszenzmikroskop (Zeiss) beobachtet, das sie
mit Licht der Wellenléinge 480 nm anregt und Licht der Wellenldnge 510 nm de-
tektiert, was dem Anregungs- und Fluoreszenzspektrum von EGFP entspricht. Das
entstehende Bild wird von einer hochsensitiven ICCD-Kamera abgegriffen, die in
der Lage ist, einzelne Photonen zu detektieren. Die gemessenen Signale werden in
einem Image-Prozessor der Firma Hamamatsu verstirkt, digitalisiert und sowohl
zur optischen Darstellung auf einen Bildschirm gegeben als auch als Datensatz in
einen angeschlossenen Computer. Die so entstandenen Daten stehen nun zur Ver-

arbeitung wie unter 3.3. beschrieben zur Verfiigung.
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Abb. 3.2.1: Struktur des Messplatzes

Computer Monitor
Image-
Processor
Kamera-
Steuerung ICCD-

I _ Kamera

Filter- ?
Steuerung

Mikroskop

'
Flusskammer
Mediumreservoir | .
im Wasserbad FAUMEE

Uber die Pumpe flieBt warmes Kulturmedium aus dem Mediumreservoir im Wasserbad durch
die Flusskammer. Das Mikroskop sendet Licht der Wellenlédnge 480 nm durch die zu messenden
Zellen und detektiert fluoreszierendes Licht der Wellenldnge 510 nm. Das entstandene Bild wird
von der ICCD-Kamera abgegriffen, die wie das Filterrad des Mikroskops tiber ein zwischenge-
schaltetes Modul vom Computer aus gesteuert wird. Die Kamera sendet ihre Daten in den
Image-Processor, der sie optisch auf dem Monitor darstellt und als Datensatz in den Computer
gibt.

Schwarze Pfeile: Steuerung. Gelbe Pfeile: Daten. Blaue Pfeile: Licht. Rote Pfeile: Medium.

3.2.2. Flusskammer
Die Basis der Flusskammer bildet eine Edelstahlplatte, in die zwei Vertiefungen
fiir Rheo-Glédschen eingelassen sind. Diese Vertiefungen sind so gearbeitet, dass
die Rheo-Gladschen mit Silikonpaste so in die Grundplatte eingepasst werden kon-
nen, dass der Ubergang zwischen Metall und Glas véllig plan ist, so dass es zu

keiner Verwirbelung des Mediumstroms kommt. Eine Silikonmatte der Dicke
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0,0175 cm dient als Abstandshalter zur abschlieBenden Glasplatte, die mit zwei
Metallschienen an die Grundplatte angeschraubt wird (Abb. 3.3.2 und 3.3.3).

ADbb. 3.2.2: Flusskammer Einzelkomponenten
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Die Grundplatte [a)] besitzt einen Anlaufstutzen links und einen Ablaufstutzen rechts. In die bei-
den Vertiefungen der Edelstahlplatte werden mit Silikonpaste zwei Rheo-Gldschen [b)]eingesetzt,
wobei im Normalfall nur das rechte mit Zellen bewachsen ist. Die Silikonmatte [c)] dient als Ab-
standshalter und sorgt mit ihrer sich weitenden Form fiir laminare Stromungsverhiltnisse. Die
Kammer wird mit einer Glasplatte [e)] verschlossen, die mit zwei Metallschienen [d)] an dig]
Grundplatte angeschraubt wird. Im so entstehenden Raum flie3t das Kulturmedium von links nach|
rechts tiber die Zellen.

Das in einem Wasserbad auf 39° C erwiarmte Kulturmedium wird tiber einen Sili-
konschlauch und einen Anlaufstutzen von der Pumpe in die Flusskammer geleitet,
so dass es mit 37° C die Zellen erreicht. Durch die sich weitende Form der Sili-

konmatte und einen Anlaufweg von 8,3 cm erreicht das Medium als laminare
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Stromung die Zellen und verldsst die Kammer durch einen Ablaufstutzen nach der
Zellpassage. Durch einen weiteren Silikonschlauch ist der Ablauf mit dem Medi-
umreservoir im Wasserbad verbunden, so dass es nach Wiedererwdrmung einem
weiteren Kreislauf zur Verfligung steht. Der pH-Wert des Kulturmediums wird

durch das im Medium enthaltene Puffersystem konstant bei pH 7,4 gehalten.

Abb. 3.3.3: Schnitt durch die Flusskammer

j-’.ullku]mrnmdium\ / Cilasplatte
I.r;_.__,..-ﬁﬂlkunm:mu Zellen
/1] I"_"I \
Grundplatte / Rheoglischen
Anlaufstutzen Ablaufstutzen

Das Zellkulturmedium wird von links nach rechts iiber den Anlaufstutzen in die Flusskammer
gepumpt, stromt tiber die Zellen und flief3t iiber den Ablaufstutzen wieder ab. Sonstige Beschrei-
bung siche Text.

3.2.3 Datenerfassung

Die Flusskammer mit den zu messenden Zellen ist in einem inversen Mikroskop
(Zeiss) mit Fluoreszenzeinheit eingespannt. In regelméfBigen Abstinden werden
die Zellen mit einem Licht der Wellenldnge 480 nm angeregt und die dem Mikro-
skop nachgeschaltete ICCD-Kamera erreicht das gefilterte Fluoreszensbild der
Wellenldnge 510 nm. Die Steuerung des Filters und der Kamera iibernimmt wih-
rend des Versuchs das Computer-Programm ARGUS-CA der Firma Hamamatsu.

Vor dem Versuch werden im Gesichtsfeld der Kamera Zellen eingestellt, die mog-
lichst einzeln in bestimmtem Abstand zueinander liegen und eine gleichméBige
Fluoreszenzintensitdt aufweisen. Da bei der Berechnung der Lichtintensitdtsent-
wicklung storende Hintergrundaktivititen herausgerechnet werden und die Verin-
derungen als relativer Prozess betrachtet werden, hat das Mal} der Verstarkung der
Kamera keinen Einfluss auf das Messergebnis. Trotzdem sollte es moglichst bei
allen Versuchen in einem mittleren Bereich gehalten werden, so dass es nicht zu
Lichtintensititen kommt, die liber oder unter dem Auflésungsvermogen der Ka-

mera liegen.
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Da das Gesichtsfeld eines Mikroskops nie vollig gleichméBig ausgeleuchtet wer-
den kann, muss vor Versuchsbeginn eine Messung dieser Ausleuchtung erfolgen.
Die gewonnenen Daten werden vor der Auswertung zu einer so genannten sha-
ding-correction verwendet, die rechnerisch die inhomogene Ausleuchtung des Ge-
sichtsfeld ausgleicht.
Die von der Kamera erfassten Bilder stehen nun dem Computer-Programm AR-
GUS-CA der Firma Hamamatsu zur weiteren Auswertung zur Verfiigung.

3.3 Arithmetische Auswertung

3.3.1 Generierung von Intensititswerten und -bildern, Gesamt- und Durchschnittsinten-
sitdtswerten
Das quadratische Gesichtsfeld der Photonenkamera wird iiber den ARGUS-50-
Image-Prozessor (Hamamatsu) in den Computer eingelesen. Beim verwendeten
Objektiv mit der StandardvergroBerung von 20x und der Optik der Photonenkame-
ra besitzt das Gesichtsfeld eine Seitenldnge von ca. 260 pum. Mit Hilfe des AR-
GUS-CA-Programms (Hamamatsu) kann die Helligkeit des Gesichtsfelds be-
stimmt werden.
Dazu unterteilt das Programm das Gesichtsfeld in 500 mal 500 kleine Felder, also
250 000 so genannte Pixel. Fiir jeden Pixel wird eine Lichtintensitdtsbestimmung
durchgefiihrt und der erhaltene Wert wird als Photonendquivalenzwert zwischen 1
und 255 angegeben. Optisch werden die Photonendquivalenzwerte durch eine
Farbabstufung von blau tiber griin und gelb hin zu rot codiert (Abb. 3.3.1a).
Die Gesamtintensititsbestimmung eines Feldes erfolgt durch Addition sdamtlicher
Photonenédquivalenzwerte aller Pixel des Feldes. So kann ein groes dunkles Feld
den selben Gesamtintensitdtswert wie ein kleines helles Feld erhalten (Abb.
3.3.1b).
Die Durchschnittsintensitét eines Feldes wird durch die Division der Gesamtinten-
sitdt durch die Pixelanzahl des Feldes berechnet. So kann ein dunkles Feld mit ei-
nem kleinen hellen Fleck dieselbe Durchschnittsintensitit wie ein Feld gleichma-
Biger Helligkeit erhalten (Abb. 3.3.1¢). Diese beiden Fille zeigen die Hiirden, die
bei einer validen Auswertung von Lichtintensitdten fluoreszierender Zellen be-

dacht werden miissen.
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Abb. 3.3.1: Farbcodierung von Intensititswerten und Generierung von Ge-
samt- und Durchschnittsintensitdtswerten

@) Farbcodierung der Intensititswerte
(Photoneniquivalenzwerte)

Das Gesichtsfeld der Photonenkamera
wird horizontal wie vertikal in je 500
Bereiche untergliedert, so dass die
Lichtintensitdtsbestimmung fiir 250
000 Pixel erfolgt. Jedem Pixel wird ein
Zahlenwert gemil seiner gemessenen
Lichtintensitit aus dem Bereich 1 bis
255 zugeordnet. Optisch werden die
Zahlenwerte als Farbspektrum von blau
(dunkel) iiber griin und gelb zu rot
(hell) wiedergegeben.

D) Gesamtintensititswertbestimmung
zweier unterschiedlich belegter Felder

Das griine Feld wurde um eine intensiv
leuchtende Zelle gelegt, das rote in ein
Gebiet ohne besondere Aktivitdt. Fiir
beide Felder wurde annéhernd dieselbe
Gesamtintensitit errechnet, obwohl das
rote Feld zehnmal groBer ist als das
griine.

C) Durchschnittsintensititsbestimmung
zweier unterschiedlich belegter Felder

Das griine Feld wurde in eine dunkle
Region gelegt, in der es eine hell auf-
leuchtende Zelle gibt. Es besitzt diesel-
be Grofle wie das rote Feld, das in ein
Gebiet gleichmiBiger Hintergrundakti-
vitdt positioniert wurde. Fiir beide Fel-
der errechnet sich dieselbe Durch-
schnittsintensitat.
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3.3.2 Zellwanderung
Bei den erfolgten Versuchen wurden die Zellen einem an ihnen voriiberstromen-
dem Medium ausgesetzt, das einen Scherstress von bis zu 30 dyn/cm’ erzeugte.
Damit die Zellen nicht abfallen, wurde die Glasoberfldche der Rheo-Glidschen ge-
latiniert. Trotzdem bewegen sich Zellen, die unter Kulturbedingungen diesen
Scherkriften ausgesetzt sind, wihrend eines Versuchs von vier Stunden um bis zu

eine Zelllange (Abb. 3.3.2).

Abb. 3.3.2: Wanderung von mit 30 dyn/cm? fiir 4 Stunden gescherten Zellen

Durchlichtbild und Fluoreszensintensi- Durchlichtbild und Fluoreszensintensi-
tatsbild zu Beginn des Versuchs titsbild nach 4 h bei 30 dyn/cm’

Die Abbildungen zeigen die Durchlichtaufnahmen und die dazugehdrigen Aufnahmen der Fluo-
reszensintensitdt von Zellen der Linie 1,3kb-PDGF-EGFP-ECV304 zu Beginn und am Ende
eines vierstiindigen Scherstressversuchs mit 30 dyn/cm’.

Man achte auf die Wanderbewegung sowohl in horizontaler wie in vertikaler Richtung bei hori-
zontalem Mediumfluss von links nach rechts.




03) Methoden 37

Diese Wanderungsbewegung stellt fiir die Detektion der Anderung der Lichtinten-
sitdten ein weiteres Problem dar. Denn ein Auswertungsfeld kann in eine kon-
fluente Population transfizierter Zellen nur willkiirlich gelegt werden, ohne beste-
hende Zellgrenzen zu achten. Da die einzelnen Zellen aber eine unterschiedliche
Expression an EGFP besitzen und damit unterschiedliche Grundhelligkeiten, fiihrt
schon die Bewegung der am Rand des Auswertungsfelds liegenden Zellen zu einer

Anderung der Gesamtintensitit des Feldes (Abb. 3.3.3).

Abb. 3.3.3: Einfluss der Zellwanderung auf die Gesamtintensitiit eines be-
stimmten Auswertungsfeldes

Zellverteilung zu Beginn Zellverteilung am Ende eines
eines Versuchs: Versuchs:

52|75
N\

3
6
1

S|
1
1
113146

Summe des roten Feldes: 33 Summe des roten Feldes: 41

In ein Feld mit unterschiedlicher Intensitétsverteilung wird ein bestimmtes Auswertungsfeld
gelegt. Die ,,Zellen” bewegen sich von links oben nach rechts unten. Der jeweilige Intensitéts-
wert bleibt gleich, es dndert sich lediglich die Position der ,,Zellen“. Durch unterschiedliche
Belegung des Auswertungsfelds steigt die errechnete Gesamtintensitit des Auswertungsfelds
vom 33 auf 41, was einem Anstieg um 25% entspricht.

3.3.3 CELL-TRACKING-Methode
Um das durch die Zellwanderung erzeugte Artefakt auszuschlieBen, miissen ein-
zelne transfizierte Zellen vor einem moglicht stummen Hintergrund beobachtet
werden. Um eine einzeln liegende transfizierte Zelle muss ein Auswertungsfenster
gesetzt werden, das zu jedem Zeitpunkt der Messung grof3er als der von der Zelle

iiberwanderte Raum ist, ohne dass eine andere transfizierte Zelle in das Fenster

hineinwandert (Abb. 3.3.4).
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Abb. 3.3.4: Setzen von Auswertungsfenstern

1. 8Bhour

1.5hour | 2« Bhour

,

- T T
. 4 . Bholir p 3. Shouir L 4 . Bhour

Fluoreszensintensititsbild eines Scherstressversuchs iiber vier Stunden bei 30 dyn/cm’. Das
grilne Auswertungsfeld ist wie im Text beschrieben korrekt gelegt, in das rote Feld wandern
andere Zellen ein, so dass es nicht auszuwerten ist.

Dazu miissen transfizierte Zellen so im Gesichtsfeld platziert werden, dass sie
nicht in allzu groBBe Néhe einer anderen transfizierten Zelle liegen. Um trotzdem
die physiologischen Bedingungen eines Monolayers zu gewihrleisten, werden die
transfizierten Zellen mit nicht-transfizierten Zellen gemeinsam so auf Rheo-
Glaschen ausgesdt wie unter 3.1.6 beschrieben.

Nun wird die Gesamtintensitdt des Auswertungsfensters wie unter 3.3.1 erldutert
fiir jeden Zeitpunkt der Messung bestimmt.

Um das unter 3.3.1 beschriebene Problem des durch unterschiedliche Hintergrund-

intensitdt erzeugten Artefakts auszuschalten, muss ein errechneter Wert fiir die
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Hintergrundintensitit vom erhaltenen Wert der Gesamtintensitit abgezogen wer-
den. Zur Bestimmung der Hintergrundintensitdt wird ein zweites Auswertungsfeld
bestimmter Gro3e nahe dem ersten Feld gesetzt, wobei darauf zu achten ist, dass

wihrend des Versuchs durch das zweite Feld keine transfizierte Zelle gezogen ist.
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Abb. 3.3.5:

Entwicklung der Gesamtintensitit eines Auswertungsfeldes ohne

und mit Hintergrundkorrektur

Korrigiertes

Rot:  Beobachtungsfeld

Hintergrund- Rot:  Beobachtungsfeld Hintergrund- Rot:  Beobachtungsfeld
feld mit mit ,,Zelle‘ links oben mit feld mit mit ,,Zelle® rechts unten
Durchschnitts- | Hintergrundrauschen zu Durchschnitts- | mit Hintergrundrauschen
intensitét 1 Beginn des Versuchs intensitét 1 am Ende des Versuchs
Gesamtintensitét: Gesamtintensitét:
=24 2 =36

Korrigiertes

Rot:  Beobachtungsfeld

Hintergrund- mit ,,Zelle“ links oben Hintergrund- mit ,,Zelle” rechts unten
feld mit ohne Hintergrundrau- feld mit ohne Hintergrundrau-
Durchschnitts- | schen zu Beginn des Durchschnitts- | schen am Ende des Ver-
intensitét 0 Versuchs intensitédt 0 suchs
Gesamtintensitét: Gesamtintensitét:
2=8 2=20

Schematische Darstellung der Handhabung des durch Hintergrundaktivitit erzeugten Artefakts.
Im oberen Beispiel betrdgt die Hintergrundintensitdt durchschnittlich 1 und tiberlagert das ge-
samte Auswertungsfenster (rot) und damit auch die zu beobachtende Zelle (gelb). Der Gesamtin-
tensitdtswert des Auswertungsfensters betrdgt zu Beginn des Versuchs 24, zu Ende des Versuchs
36. Rechnerisch ergibt sich ein Intensititsanstieg auf 150%.

Im unteren Beispiel zeigt sich dieselbe Situation wie im oberen, nur dass hier das Auswertungs-
feld um den Wert der Hintergrundintensitét von 1 pro Pixel, also 16 fiir das ganze Auswertungs-
feld bereinigt wurde. Es ergibt sich ein Anstieg der Gesamtintensitit des Auswertungsfeldes von
8 auf 20, also auf 250%.

Das rote Auswertungsfeld ist so gelegt, dass sich die ,,Zelle® (gelb) wihrend des gesamten Ver-
suchs in diesem befindet, das griine Hintergrundfeld wird von keiner Zelle durchzogen.

Fiir dieses Feld wird die Durchschnittsintensitét zu jedem Zeitpunkt der Messung
gebildet und mit der Pixelzahl des Auswertungsfeldes der transfizierten Zelle mul-

tipliziert. Der so erhaltene Wert stellt die Hintergrundsintensitit des Auswertungs-
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fensters dar und muss vom Wert der Gesamtintensitit zu jedem Zeitpunkt der
Messung subtrahiert werden (Abb. 3.3.5).
Die so erhaltenen korrigierten Gesamtintensitéten stellen die Basis fiir die nun fol-
gende Verhéltnisrechnung dar.

3.3.4 EXEL-Matrizen
Das Computerprogramm AGRUS-CA der Firma Hamamatsu liefert fiir die vom
Versuchsleiter gesetzten Fenster Werte auf Basis folgender Rechenoperationen:

> Pixelintensitat
D, =—™ und G, = Y Pixelintensitat

nH 1-n;

wobei Dy = durchschnittlicher Intensitétswert der Hintergrundfelds

ny = Zahl der Pixelfelder des Hintergrundfelds

G, = Gesamtintensitit des Zellfelds

nz = Zahl der Pixelfelder des Zellfelds
Fiir die folgenden Rechenoperationen wurde eine EXEL-Matrize entwickelt, mit
der die einzelnen Versuche schneller ausgewertet konnen. Die Matrizen vereini-
gen folgende Rechenoperationen:

GH, =D, *n, GH, =Gesamthintergrundintensitat des Zellfelds

kG, =G, -GH, kG, =korrigierte Gesamthintergrundintensitat des Zellfelds
Diese Rechnung wird fiir die Auswertungsfelder fiir jeden Zeitpunkt t; bis tyx der

Messung durchgefiihrt. AnschlieBend wird das Verhiltnis der korrigierten Ge-
samthintergrundintensitdten zu der des Zeitpunkts t; gebildet:

kG L - .
R, :Fm R,, = Relativintensitat zum Zeitpunkt t,
Zt1

Diese Rechnung wird fiir alle Auswertungsfenster eines Gesichtsfelds durchge-
fithrt. AnschlieBend wird mit den erhaltenen Relativintensititen fiir jeden Zeit-
punkt der Mittelwert gebildet. Mit Hilfe des unter 3.3.5 beschriebenen Rangkore-
lationstests werden die einzelnen Zahlenscharen auf Signifikanz getestet.

Mehrere sich nicht signifikant unterscheidende Versuche werden nun zu einem
Gesamtmittelwert zusammengetfasst, anhand dessen die einzelnen Versuche unter-

einander auf Signifikanz getestet werden. Bei positivem Ergebnis kann der erhal-
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tene Gesamtrelativmittelwert der Zeitpunkte t; bis ty nun als Graph aufgetragen
werden.
Da das Endergebnis eine relative Aussage darstellt, kann es mit Messungen ande-
rer Scherkraft oder Kulturmedium-Modifikationen verglichen werden.

3.3.5 Fehlerrechnung
Um die einzelnen Versuche auf innere Konsistenz zu priifen wird anhand eines
Rangkorrelationstest jede Ergebniskurve auf signifikanten Unterschied zum Ver-
suchsmittelwert getestet. Dabei gilt p = 0,05 als Ausschlusskriterium.
Erweist sich ein Versuch als konsistent, wird sein Mittelwert mit Mittelwerten
weiterer konsistenter Versuche zu einem Gesamtmittelwert zusammengefasst.
Anhand des Rangkorrelationstest wird ermittelt, ob die einzelnen unabhéngigen
Versuche eine in der Tendenz abweichende Reaktion der Zellen auf den Scher-
stress zeigen. Ist dies nicht der Fall, kann der Gesamtmittelwert als valide angese-
hen und mit anderen Gesamtmittelwerten verglichen werden.
Um die Signifikanz der Unterschiede einzelner Gesamtmittelwerte zu zeigen,
wurde auf diese auch der Rangkorrelationstest mit Ausschlusswert p = 0,05 ange-
wendet.
Beim Rangkorrelationstest wird darauf geachtet, wie oft sich zwei zu vergleichen-
de Kurven in ithrem Verlauf schneiden. Anhand der Schnittanzahl und der Mess-
punkt-Anzahl kann das Signifikanzniveau einem Tabellenwerk entnommen wer-
den. Da alle Versuche 25 Messpunkte besitzen, gelten folgende Werte (Abb.
3.3.6):

Abb. 3.3.6: Berechnung des Signifikanzniveaus

2.980e®  7.748¢7 | 9.715¢°® | 7.826e>  4,552¢*  2,038¢7

Bei einer Anzahl von 25 Messpunkten gilt bei der Anzahl an Uberschneidungen der einzelnen
Kurven in der oberen Zeile das entsprechende Signifikanzniveau der unteren Zeile. Die Grenze
zwischen signifikant (griin unterlegt) und nicht-signifikant (rot unterlegt) wurde mit p = 0,05
festgesetzt.
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4. Ergebnisse

4.1 Funktionalitatstest des PDGF-Promotors und des Messplatzes
Zur Funktionalitdtstestung der verwendeten Promotor-Konstrukte und des Mess-
platzes soll im Folgenden die Induktion der EGFP-Produktion durch Phorbolester
am Messplatz gezeigt werden. Der Anstieg der EGFP-Produktion auf den Scher-
stressstimulus wurde bereits qualitativ mit Hilfe eines Western-Blots durch Frau
Dr. K. Schwarz in ihrer Dissertation gezeigt.
Zellen der mit dem Konstrukt 1,3 kb-PDGF-EGFP stabil transfizierte Zelllinie
ECV304 wurden fiir vier Stunden in der oben beschriebenen Apparatur bei 0,5
dyn/cm? in Kulturmedium inkubiert, dem Phorbolester (100 ng/ml) zugegeben
wurde. Zu Beginn und zum Ende des Versuchs wurde ein Fluoreszensbild aufge-
nommen, das nach der oben beschriebenen Methode ausgewertet wurde. Der Ver-
such wurde mehrfach wiederholt und die unabhéngigen Versuche zu einem Ge-

samtmittelwert vereint.

Abb. 4.1.1: Reaktion des Konstrukts 1,3 kb-PDGF-EGFP auf Phorbolester-
stimulation

300%

250% - l

200%

150%

100%

Lichtintensitatsverhaltnis

50% +

0%
Zeit in min
Mittelwerte des Lichtintensitdtsverhéltnis von 24 Zellmessungen des ECV304-Konstrukts 1,3

kb-PDGF-EGFP unter Phorbolesterstimulation (f.c. 100 ng/ml) bei 0,5 dyn/cm?. Die Fehlerbal-
ken reprasentieren den Standardfehler des Mittelwerts.
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Die Messung zeigt eine deutliche Zunahme des EGFP-Gehalts der mit Phorbo-
lester stimulierten Zellen nach vier Stunden (Abb. 4.1.1).

4.2 Einfluss der Scherstress-Starke auf den durch PDGF-Promotorkonstrukte
kontrollierten Reportergengehalt (EGFP)

4.2.1 Messung des Konstrukts 1,3 kb-PDGF-EGFP bei 0,5 dyn/cm2
In diesem Versuch wurden die ECV304-Zellen mit dem Konstrukt 1,3 kb-PDGF-
EGFP fiir vier Stunden einem minimalen Scherstress von 0,5 dyn/cm? ausgesetzt.
Dieser Wert ist der kleinstmogliche, der mit der oben beschriebenen Apparatur er-
zeugt werden kann, so dass es immer noch zu einem Mediumaustausch in der
Flusskammer kommt, die Zellen mit frischen Néhrstoffen versorgt werden und die
Temperatur der Kammer gehalten wird.
Die Werte der erhaltenen Kurve undulieren um die Grundlichtintensitit, von der er
sich nicht signifikant unterscheidet (p = 0,8). Es kommt also zu keiner Zunahme

der Lichtintensitdt (Abb. 4.2.1).

ADbb. 4.2.1: Gesamtmittelwertskurve des Lichtintensititsverhiltnisses des
Konstrukts 1,3 kb-PDGF-EGFP bei 0,5 dyn/cm’

1,3 kb PDGF-EGFP 0,5 dyn/cm?

150%

140% +

130%

120% +

110%

100% <W

90%

Lichtintensitatsverhaltnis

80%

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240
Zeit in min

[ =+=13 kb PDGF-EGFP 0,5 dynicr? |

Mittelwertskurve des Lichtintensitétsverhiltnis von 67 Zellmessungen des ECV304-Konstrukts
1,3 kb-PDGF-EGFP bei 0,5 dyn/cm®. Die Fehlerbalken reprisentieren den Standardfehler des
Mittelwerts
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4.2.2 Messung des Konstrukts 1,3 kb-PDGF-EGFP bei 12 dyn/cm’

Im folgenden Versuch wurde die Scherkraft auf 12 dyn/cm? erhoht und die Zellen
mit dem Promotor-Vollkonstrukt ebenfalls iiber vier Stunden beobachtet (Abb.
4.2.2).

Die Werte der erhaltenen Kurve zeigen einen initialen Abfall der Lichtintensitit,
der sich nach 40 min wieder ausgeglichen hat. Anschlieend steigt die Kurve wei-
terhin gleichméBig auf einen Wert von 118% an, der sich damit deutlich vom Aus-
gangswert unterscheidet (p = 0,007).

Der PDGF-Promotor reagiert somit auf Scherstress mit einer gesteigerten Expres-

sion des nachgeschalteten Gens.

Abb. 4.2.2: Gesamtmittelwertskurve des Lichtintensititsverhiltnisses des
Konstrukts 1,3 kb-PDGF-EGFP bei 12 dyn/cm2

150%

140% +

130% +

120% T

110% —1

100% ¢

Lichtintensitatsverhéaltnis

90%
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0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240
Zeit in min

‘ =13 kb PDGF-EGFP 12 dyn/crm? \

Mittelwertskurve des Lichtintensitdtsverhéltnis von 76 Zellmessungen des ECV304-Konstrukts
1,3 kb-PDGF-EGFP bei 12 dyn/cm”. Die Fehlerbalken reprisentieren den Standardfehler des
Mittelwerts.

4.2.3 Messung des Konstrukts 1,3 kb-PDGF-EGFP bei 30 dyn/cm’
Steigert man den Scherstress auf 30 dyn/cm? und beobachtet die Entwicklung des
Lichtintensitiatsverhéltnisses der Zellen ECV304 mit dem PDGF-Vollkonstrukt,

tritt eine schnelle initiale Zunahme der Lichtintensitit auf. Dieser schnelle Anstieg
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wurde in allen der 42 durchgefiihrten Zellmessungen beobachtet. Die Zellen pro-
duzieren iiber die vier Stunden weiterhin steigend EGFP, so dass die Lichtintensi-
tat gleichméBig auf den Wert von 142% steigt, der sich signifikant (p = 0,001)

vom Ausgangswert unterscheidet.

ADbDb. 4.2.3: Gesamtmittelwertskurve des Lichtintensititsverhdltnisses des
Konstrukts 1,3 kb-PDGF-EGFP bei 30 dyn/cm?
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Mittelwertskurve des Lichtintensititsverhdltnis von 42 Zellmessungen des ECV304-Konstrukts
1,3 kb-PDGF-EGFP bei 30 dyn/cm’. Die Fehlerbalken reprisentieren den Standardfehler des
Mittelwerts.

4.2.4 Vergleich der Reaktionen des Konstrukts 1,3 kb-PDGF-EGFP auf Scherstressra-
ten von 0,5, 12 und 30 dyn/cm2
Vergleicht man die bei 0,5, 12 und 30 dyn/cm? erhaltenen Kurven miteinander
(Abb. 4.2.4), erkennt man, dass die Zellen entsprechend der gesteigerten Scher-
stresswerte einen gesteigerten EGFP-Gehalt liefern. Wéhrend bei 0,5 dyn/cm? ein
Undulieren um den Ausgangswert zu sehen ist, steigt die Kurve des 12 dyn/cm?-
Versuchs nach einem anfinglichen Abfall deutlich an und endet schlieBlich bei
118% (p = 0,007).
Das Lichtintensititsverhéltnis des Versuchs bei 30 dyn/cm? steigert sich nach ei-

nem initialen schnellen Anstieg kontinuierlich auf 142 % (p = 0,001). Alle Kurven
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liegen bis auf die Uberschneidungspunkte auBerhalb des Standardfehler des Mit-
telwerts der anderen Kurven und unterscheiden sich im Verlauf signifikant von-
einander (p <0,01).

Aus diesen Experimenten kann geschlossen werden, dass der intakte PDGF-
Promotor auf Scherstress anspricht und der unterschiedlichen Scherstress-Starke

entsprechend unterschiedlich stark das ihm nachfolgende Gen exprimiert.

Abb. 4.2.4: Gesamtmittelwertskurve des Lichtintensititsverhiltnisses des

Konstrukts 1,3 kb-PDGF-EGFP bei 0,5, 12 und 30 dyn/cm®
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Mittelwertskurve des Lichtintensitdtsverhéltnis von Zellmessungen des ECV304-Konstrukts 1,3
kb-PDGF-EGFP bei 0,5, 12 und 30 dyn/cmz. Die Fehlerbalken repriasentieren den Standardfehler
des Mittelwerts.

4.3 Einfluss des Scherstress-responsive Elements (SSRE) auf die durch Scherstress

induzierte Reportergenexpression

Um die Bedeutung des erstmals von Resnick et al. 1993 beschriebenen Scher-
stress-responsiven Elements (SSRE) zu testen, wurden verschiedene Zellklone
vermessen, deren Reporterprotein-Konstrukte im Promotor SSRE-defizient sind,

oder in deren von Natur aus SSRE-lose Promotoren das SSRE inseriert wurde.
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4.3.1 Messung des Konstrukts 1,3 kb PDGF-[ASSRE]-EGFP bei 12 dyn/cm?
Aus dem PDGF-Promotor des Konstrukts wurde das SSRE {iber eine PCR ent-
fernt. Die Zellen produzieren eine basale Menge an EGFP, die allerdings wéhrend
des vier Stunden wihrenden Versuch bei 12 dyn/cm? praktisch nicht ansteigt
(Abb. 4.3.1). Die erhaltene Kurve unterscheidet sich signifikant (p = 0,02) von der
Kurve des Vollkonstrukts bei 12 dyn/cm?, dessen Anstieg des Lichtintensitétsver-

héltnisses im Vergleich deutlich zu sehen ist.

Abb. 4.3.1: Gesamtmittelwertskurve des Lichtintensititsverhiltnisses des
Konstrukts 1,3 kb PDGF-[ASSRE]-EGFP bei 12 dyn/cm2 im Ver-
gleich zum intakten Promotorkonstrukt
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Mittelwertskurve des Lichtintensitdtsverhéltnis von 50 Zellmessungen des ECV304-Konstrukts
1,3 kb PDGF-[ASSRE]-EGFP bei 12 dyn/cm’. Als Vergleich ist die Kurve des intakten Kon-
strukts angegeben. Die Fehlerbalken repriasentieren den Standardfehler des Mittelwerts.

4.3.2 Messung des Konstrukts 1,3 kb PDGF-[ASSRE]-EGFP bei 30 dyn/cm?
Aus dem PDGF-Promotor des Konstrukts wurde das SSRE deletiert. Die Zellen
produzieren eine basale Menge an EGFP, die allerdings wéhrend des vier Stunden
wihrenden Versuch bei 30 dyn/cm? um den Grundwert unduliert (p = 0,8) und nur

leicht ansteigt (Abb. 4.3.2). Die erhaltene Kurve unterscheidet sich signifikant (p
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= 0,001) von der Kurve des Vollkonstrukts bei 30 dyn/cm?, dessen Anstieg des

Lichtintensitdtsverhédltnisses im Vergleich sehr deutlich zu sehen ist.

AbDb. 4.3.2: Gesamtmittelwertskurve des Lichtintensititsverhiltnisses des
Konstrukts 1,3 kb PDGF-[ASSRE]-EGEP bei 30 dyn/cm? im Ver-
gleich zum intakten Promotorkonstrukt
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Mittelwertskurve des Lichtintensitdtsverhéltnis von 59 Zellmessungen des ECV304-Konstrukts
1,3 kb PDGF-[ASSRE]-EGFP bei 30 dyn/cmz. Als Vergleich ist die Kurve des intakten Kon-
strukts angegeben. Die Fehlerbalken repriasentieren den Standardfehler des Mittelwerts.

4.3.3 Messung des Konstrukts CMV-EGFP bei 30 dyn/cm?
Bei diesem Versuch wurde das EGFP unter die Expressionskontrolle des CMV-
Promotors gestellt, der keine dem SSRE dhnliche Promotorstruktur enthélt. Die
Zellen produzieren eine basale Menge an EGFP, die allerdings wéhrend des vier
Stunden wihrenden Versuchs bei 30 dyn/cm? zwar um den Grundwert unduliert (p
= 0,1) aber praktisch nicht ansteigt (Abb. 4.3.3). Die erhaltene Kurve unterschei-
det sich signifikant (p = 0,001) von der Kurve des Promotorkonstrukts 1,3 kb
PDGF-EGFP bei 30 dyn/cm?, dessen Anstieg des Lichtintensititsverhdltnisses im

Vergleich sehr deutlich zu sehen ist.
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ADbDb. 4.3.3: Gesamtmittelwertskurve des Lichtintensititsverhdltnisses des
Konstrukts CMV-EGFP bei 30 dyn/cm?
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Mittelwertskurve des Lichtintensititsverhdltnis von 16 Zellmessungen des ECV304-Konstrukts
CMV-EGFP bei 30 dyn/cm’. Als Vergleich ist der Graph des PDGF-Vollkonstrukts bei 30
dyn/cm? aufgetragen. Die Fehlerbalken reprasentieren den Standardfehler des Mittelwerts.

4.3.4 Messung des Konstrukts CMV-[SSRE;,s]-EGFP bei 30 dyn/cm*
Bei diesem Versuch wurde das EGFP unter die Expressionskontrolle des CMV-
Promotors gestellt, dem das SSRE inseriert wurde. Die Zellen produzieren eine
basale Menge an EGFP, die wihrend des vier Stunden wihrenden Versuch bei 30
dyn/cm? deutlich ansteigt (Abb. 4.3.3). Die erhaltene Kurve unterscheidet sich al-
lerdings signifikant (p = 0,001) von der Kurve des Promotorkonstrukts 1,3 kb
PDGF-EGFP bei 30 dyn/cm?, dessen Anstieg des Lichtintensitdtsverhdltnisses im

Vergleich zu sehen ist.
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Abb. 4.3.4: Gesamtmittelwertskurve des Lichtintensititsverhiltnisses des
Konstrukts CMV-SSRE;,s]-EGFP bei 30 dyn/cm2
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Mittelwertskurve des Lichtintensititsverhdltnis von 19 Zellmessungen des ECV304-Konstrukts
CMV-[SSRE;,s]-EGFP bei 30 dyn/cmz. Als Vergleich ist der Graph des PDGF-Vollkonstrukts
bei 30 dyn/cm? aufgetragen. Die Fehlerbalken reprisentieren den Standardfehler des Mittelwerts.

4.3.5 Vergleich der Responsivitit der Konstrukte CMV-EGFP und CMV-[SSRE;]-
EGFP mit den Konstrukten 1,3 kb PDGF-EGFP und 1,3 kb PDGF-[ASSRE]-

EGEP bei 30 dyn/cm’

Betrachtet man die erhaltenen Kurven der verschiedenen Promotorkonstrukte, so
erkennt man, dass die Kurvenverldufe der Konstrukte 1,3 kb PDGF-[ASSRE]-
EGFP und CMV-EGFP nicht signifikant verschieden sind. Die beiden Kurven der

Konstrukte ohne SSRE nehmen fast denselben Verlauf und steigern ihre Lichtin-

tensitit praktisch nicht (Abb. 4.3.5). Sie liegen weit unter der vom Vollkonstrukt

1,3 kb PDGF-EGFP erreichten Lichtintensitit, zu dessen Kurvenverlauf sie signi-

fikant unterschiedlich sind (p = 0,001).

Zwischen dem Vollkonstrukt und denen ohne SSRE liegt der Kurvenverlauf des
CMV-Promotorkonstrukts mit inseriertem SSRE. Das Konstrukt CMV-[SSRE;;]-
EGFP unterscheidet sich sowohl signifikant vom Vollkonstrukt (p = 0,001) als

auch von den SSRE-defizienten Konstrukten (p = 0,02).




04) Ergebnisse 51

Damit kann gezeigt werden, dass das SSRE fiir die Scherstress-vermittelte Induk-
tion des PDGF-Promotors unerldsslich ist und gleichzeitig alleine in der Lage, ei-

nem Promotor Scherstressresponsivitit zu verleithen.

Abb. 4.3.3: Gesamtmittelwertskurve des Lichtintensititsverhéltnisses der
Konstrukte CMV-EGFP und CMV-EGFP-[SSRE;,s] und der Konstrukte
1,3 kb EGFP-PDGF und 1,3 kb EGFP-PDGF-[ASSRE] bei 30 dyn/cm?
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Mittelwertskurve des Lichtintensititsverhiltnis der Konstrukte CMV-EGFP und CMV-[SSRE;]-
EGFP und der Konstrukte 1,3 kb PDGF-EGFP und 1,3 kb PDGF-[ASSRE]-EGFP bei 30 dyn/cm’.

Die Fehlerbalken représentieren den Standardfehler des Mittelwerts.

4.4 Pharmakologische Beeinflussung der durch Scherstress induzierten Reporter-
genexpression
In den folgenden Versuchen wurde der Einfluss verschiedener Chemikalien auf
die Expression des PDGF-Vollkonstrukts untersucht.
Phorbolester steigert die Transkriptionsrate des PDGF-Promotors, indem er an ein
nahe der TATA-Box gelegenes ,,sis-proximal-element™ (SPE) bindet, das essen-
tiell fiir die Reaktion mit Phorbolester ist (Jin et al., 1993).

Die Proteinkinase C wurde mit Chelerythrin und Calphostin C gehemmt.
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Chelerythrin ist ein pflanzliches Alkaloid aus dem Schoéllkraut, das die Substrat-
Stelle in der katalytischen Doméne der PKC blockiert. Die Hemmung ist damit
unabhingig von anderen Co-Faktoren wie DAG oder Ca’ (Malek et al., 1996).
Calphostin C ist eine Pilzsubstanz, die an kompetitiven DAG- und Phorbolester-
Bindungsstellen in der regulatorischen Domine von PK C bindet.
Das Antibiotikum Cycloheximid ist ein Hemmer der Proteinsynthese, der in Euka-
ryonten direkt an die ribosomale mRNA-Translokase bindet und damit die Funkti-
on der Ribosomen hemmt.

4.4.1 Induktion des PDGF-Promotors durch Phorbolester
Zellen mit dem Konstrukt 1,3 kb-PDGF-EGFP wurden fiir vier Stunden in der
Flusskammer bei 0,5 dyn/cm? mit Medium durchstromt, dem Phorbolester PMA

(100 ng/ml) zugegeben wurde.

Abb. 4.4.1: Gesamtmittelwertskurve des Lichtintensititsverhéltnisses des Kon-
strukts 1,3 kb-PDGF-EGFP bei 0,5 dyn/cm2 unter Phorbolester
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Mittelwertskurve des Lichtintensitdtsverhéltnis von 24 Zellmessungen des ECV304-Konstrukts
1,3 kb-PDGF-EGFP bei 0,5 dyn/cm” unter Cycloheximid (10pg/ml). Als Vergleich ist die Kurve
des intakten PDGF-Konstrukts bei 0,5 dyn/cm? ohne Phorbolester angegeben. Die Fehlerbalken
reprasentieren den Standardfehler des Mittelwerts.
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Die erhaltene Kurve zeigt eine schnelle initiale Zunahme der Lichtintensitét, die
sich iiber die gesamten vier Stunden aufrechterhélt. Die Kurve unterscheidet sich
signifikant (p = 0,001) von der Kurve des PDGF-Vollkonstrukts bei 0,5 dyn/cm?
ohne Phorbolester-Stimulation.
4.4.2 Hemmung der Proteinkinase C durch Chelerythrin

Zellen der mit dem Konstrukt 1,3 kb-PDGF-EGFP stabil transfizierten Zelllinie
ECV304 wurden fiir vier Stunden in der oben beschriebenen Apparatur bei 12
dyn/cm? in Medium inkubiert, dem Chelerythrin (1 pM) zugegeben wurde.

Abb. 4.4.2: Gesamtmittelwertskurve des Lichtintensitiatsverhiltnisses des Kon-
strukts 1,3 kb-PDGF-EGFP bei 12 dyn/cm” unter Chelerythrin
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Mittelwertskurve des Lichtintensititsverhdltnis von 19 Zellmessungen des ECV304-Konstrukts
1,3 kb-PDGF-EGFP bei 12 dyn/cm® unter Chelerythrin (f. c. 1uM). Als Vergleich ist die Kurve
des intakten PDGF-Konstrukts angegeben. Die Fehlerbalken représentieren den Standardfehler
des Mittelwerts.

Die Lichtintensitit der Zellen steigt nach einem initialen Abfall an und erreicht ei-
nen Wert von 150% nach vier Stunden (Abb. 4.4.2). Dabei unterscheidet sich die
Kurve nach drei Stunden von dem der Messung derselben Zellen bei 12 dyn/cm?
ohne Chelerythrin. Die Zellen unter Chelerythrin erreichen eine um 30% stirkere

Lichtintensitit als die nicht behandelten Zellen.
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4.4.3 Hemmung der Proteinkinase C durch Calphostin C
Zellen der mit dem Konstrukt 1,3 kb-PDGF-EGFP stabil transfizierten Zelllinie
ECV304 wurden fiir vier Stunden in der oben beschriebenen Apparatur bei 12
dyn/cm? in Kulturmedium inkubiert, dem Calphostin C (100 nM) zugegeben wur-
de.
Hemmt man die Proteinkinase C der Zellen mit Calphostin C bei 12 dyn/cm?, so
erhdlt man eine Kurve, der liber vier Stunden gleichméBig auf 260% des Aus-

gangswerts ansteigt (Abb. 4.4.3).

Abb. 4.4.3: Gesamtmittelwertskurve des Lichtintensititsverhiltnisses des Kon-
strukts 1,3 kb-PDGF-EGFP bei 12 dyn/cm’” unter Calphostin C
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Mittelwertskurve des Lichtintensitdtsverhéltnis von 17 Zellmessungen des ECV304-Konstrukts
1,3 kb-PDGF-EGFP bei 12 dyn/cm?” unter Calphostin C (f. c. 100nM). Als Vergleich ist die Kurve
des intakten PDGF-Konstrukts angegeben. Die Fehlerbalken repriasentieren den Standardfehler
des Mittelwerts.

Die Kurve unterscheidet sich signifikant (p = 0,001) von der des Vollkonstrukts
bei 12 dyn/cm? ohne Calphostin C-Zugabe, die nur einen Spitzenwert von 118%
erreicht.

Aus diesen Versuchen kann geschlossen werden, dass die Hemmung der Protein-
kinase C zu einer erhohten scherstressabhingigen Expression der unter der Kon-

trolle des PDGF-Promotors stehenden Gene fiihrt.
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4.4.4 Hemmung der Proteinsynthese durch Cycloheximid
Zellen der mit dem Konstrukt 1,3 kb-PDGF-EGFP stabil transfizierten Zelllinie
ECV304 wurden fiir zwei Stunden in der oben beschriebenen Apparatur bei 30
dyn/cm? in Kulturmedium inkubiert, dem Cycloheximid (f.c. 10 pg/ml) zugegeben

wurde.

AbDb. 4.4.4: Gesamtmittelwertskurve des Lichtintensititsverhiltnisses des Kon
strukts 1,3 kb-PDGF-EGFP bei 30 dyn/cm” unter Cycloheximid

230%

220%

210%

200%

190%

180%

170%

160%

150%

140%

Lichtintensitatsverhaltnis

T T T
.
130% = &L L L
T T L B
1 T e T T < L
120% - L “ e
110% +— =
T
100% T = T+ T T T T T T 4
+ $ T n L I + + L i
90% L
80% ‘ ‘ . . . ' ' ' ' ' '
0 10 20 30 40 50 60 70 80 % 100 110 120
Zeit in min
‘ 1,3kb-PDGF-EGFP 30 dyn/cm? + CHX 1,3kb-PDGF-EGFP 30 dyn/cm?2 - CHX ‘

Mittelwertskurve des Lichtintensititsverhdltnis von 58 Zellmessungen des ECV304-Konstrukts
1,3 kb-PDGF-EGFP bei 30 dyn/cm” unter Cycloheximid ( 10ug/ml). Als Vergleich ist der Graph
des intakten PDGF-Konstrukts angegeben. Die Fehlerbalken repriasentieren den Standardfehler
des Mittelwerts.

Bei Hemmung der Proteinsynthese der Zellen steigt die Lichtintensitdt der Zellen
wie erwartet nicht. Die Lichtintensitét der Zellen pendelt leicht um den Grund-
wert, dndert sich aber kaum (Abb. 4.4.4).

Der bei der Messung der Zellen bei 30 dyn/cm? ohne Cycloheximid beobachtete
schnelle initiale Anstieg der Lichtintensitét kann in diesem Versuch gehemmt wer-
den, so dass es sich beim diesem schnellen Anstieg nicht um ein Quench-
Phénomen des schon vorliegenden Proteins handeln kann, sondern auf die Prote-

insynthese zuriickgehen muss.
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5. Diskussion

5.1 Etablierung eines Messplatzes fuir wandernde fluoreszierende Zellen
Grundlage der hier vorgelegten Arbeit ist eine Flusskammer zur rheologischen Sti-
mulation von Zellen. Die Kammer erlaubt es, mit Hilfe einer Rollenpumpe einen
laminaren Mediumfluss bestimmter Scherstress-Stérke iiber Zellen zu erzeugen, die
gleichzeitig mit einem inversen Mikroskop beobachtet werden konnen. Durch
Transfektion von Zellen der Linie ECV304 mit einem EGFP-Reportergen und einer
entsprechenden Fluoreszensvorrichtung des Mikroskops kann die Lichtintensitit des
Reporterproteins detektiert werden.
Durch die Sensitivitdt der hochauflosenden ICCD-Kamera und die verstirkten Fluo-
reszenseigenschaften des Reporterproteins EGFP ist es moglich, die fiir die Fluores-
zensmessung bendtigte Anregungsmenge von ultraviolettem Licht moglichst gering
zu halten, so dass weder Zellen noch Proteine geschéddigt werden. Dies konnte durch
Vergleich der Durchlichtbilder zu Beginn und zu Ende eines jeweiligen Versuchs
und einer intensiven Anregung einer definierten EGFP-Menge ohne erhaltene Aus-
bleicheffekte bestétigt werden (Daten nicht gezeigt).
Der Messplatz eignet sich damit zur Echtzeit-Beobachtung lebender Zellen und ihrer
Reaktionen auf den applizierten Scherstress. Durch die praktisch stufenlose Ver-
stellbarkeit der Rollenpumpe konnen definierte Scherkrifte auf die Zellen ausgeiibt
werden, wobei andere Versuchsbedingungen wie Zusammensetzung, pH und Tem-
peratur des Kulturmediums konstant gehalten werden kénnen. In gleicher Weise
konnen bei konstanter Scherstress-Einwirkung auf die Zellen dem Medium Substan-
zen zugegeben werden und deren Einfluss auf die Zellen beobachtet werden.
In der vorliegenden Arbeit ist es gelungen, einen bestehenden Reportergen-Assay
und den oben beschriebenen Messplatz so zu modifizieren, dass er dafiir geeignet
ist, sich unter Scherstress-Einwirkung bewegende Zellen zu erfassen und statistisch
auszuwerten. Durch die gemischte Aussaat der mit dem Reportergen transfizierten
Zellen der Linie ECV304 mit untransfizierten Zellen derselben Linie konnten die
Kernprobleme des bestehenden Messplatzes angegangen werden: Zum einen die

transfizierten Zellen mdglichst einzeln vor einem stummen Hintergrund beobachten
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zu kénnen und zum anderen den physiologischen Zusammenhalt eines epithelialen

bzw. endothelialen Monolayers zu gewihrleisten.

5.2 Starken und Schwéachen des EGFP-Reportergen-Assays

Der groe Vorteil eines Reportergen-Assays auf Basis des EGFP im Gegensatz zu
anderen Assays auf Grundlage verschiedener Reporterenzyme, wie beispielsweise
der oftmals eingesetzten Chloramphenikol-Acetyltransferase (CAT), ist es, dass das
Expressionsmuster lebender Zellen in Echtzeit beobachtet werden kann. Dabei ist es
moglich, einzelne Zellen iiber einen Zeitraum von mehreren Stunden hinweg zu ver-
folgen und eine Aussage tiber die Expressionsentwicklung des Reportergenprodukts
derselben Zellen zu treffen. Bei einem Enzym-Assay wie dem CAT-Assay kann nur
eine Zellgesamtheit beurteilt werden, die zu verschiedenen Zeitpunkten aus dem
Versuch genommen wird. Ein zeitlicher Verlauf kann dabei nur als Aneinanderrei-
hung von Datensitzen verschieden lange andauernder Versuche erreicht werden.
Anhand der in der Technik der gemischten Aussaat immer vorhandenen nicht-
transfizierten Zellen kann ausgeschlossen werden, dass es sich bei den beobachteten
Phédnomenen um endogene Fluoreszenzbildung handelt, da diese Zellen konsistent
negativ blieben. Ein gewisser gemessener Signalwert der nicht-transfizierten Zellen
ist auf nicht gidnzlich auszuschaltende Streulichtquellen und das Hintergrundrau-
schen der unter Hochspannung stehenden Photonenkamera zurilickzufiihren.

Ein Nachteil des Reportergen-Assays ist es, dass er im hier angewandten Erfas-
sungs- und Auswertungssystem nur relative Aussagen liber die EGFP-Expression
zuldsst. Dabei stellt die erste Messung der Lichtintensitidt des EGFP der Zellen den
Ausgangswert dar, auf den die weiteren Messungen bezogen werden. Da die Zellen
zwar gleichformig in Ruhe EGFP exprimieren, keinesfalls aber gleichméBig, kann
der Ausgangswert verschiedener beobachteter Zellen deutlich differieren. Damit
enthalten die errechneten Kurven ausschlieflich eine Aussage iiber die relative Ent-
wicklung der EGFP-Expression, nicht aber {iber den absoluten Wert. Um dieses De-
fizit zu beheben, miisste die Messapparatur geeicht werden, was bei der Vermessung
von wenigen einzeln in einem konfluenten Monolayer vorliegenden transfizierten
Zellen praktisch unmdglich und von den Computer-Programmen der Firma Hama-

matsu auch nicht vorgesehen ist.
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5.3 Einfluss der Scherstress-Starke auf den durch PDGF-Promotorkonstrukte
kontrollierten Reportergengehalt (EGFP)
Seit ldngerem ist bekannt, dass manche Gene durch den Einfluss der auf Zellen ein-
wirkenden Stromungskréfte reguliert werden. Dabei stellte sich die Frage, ob es sich
bei der Anderung der Expressionsrate verschiedener Gene um ein Alles-oder-
Nichts-Gesetz handelt oder ob dieser Vorgang gestuft vonstatten geht.
In dieser Arbeit wurde mit Hilfe eines bestehenden Reportergen-Assays auf Grund-
lage des EGFP die stromungsabhédngige Expressionsdnderung des PDGF-Promotors
untersucht.
Dabei wurde zuerst einmal gezeigt, dass sich die Expression des dem PDGF-
Promotor nachgeschalteten EGFP bei minimaler Schubspannung praktisch nicht adn-
dert.
Im Folgenden wurde auf die Zellen der Linie ECV304, die mit dem Reportergen-
Konstrukt transfiziert wurden ein Scherstress der Stirke 12 dyn/cm? und 30 dyn/cm?
ausgeiibt, wie er auch Arterien des Menschen durchaus vorkommt. Dabei zeigte
sich, dass in beiden Ansitzen die EGFP-Expression deutlich angehoben wurde, wo-
bei sich eine graduelle Abstufung zwischen 12 dyn/cm? und 30 dyn/cm? zeigte.
Wihrend sich die Lichtintensitét bei geringer Schubspannung innerhalb eines Unter-
suchungszeitraums von 4 Stunden nur um ca. ein Viertel steigerte, erreichte sie bei
30 dyn/cm? ein Niveau von fast 150% des Ausgangswerts.
Damit konnte deutlich gezeigt werden, dass die Expression des PDGF-Promotors
scherstressabhingig ist und dass diese Abhédngigkeit graduiert ist und nicht einem
Alles-oder-Nichts-Gesetz entspricht. Somit konnen die von Resnick et al. gewonne-
nen Erkenntnisse iiber die Scherstress-Induktion des PDGF-Promotors bestétigt
werden.
Interessant ist eine Betrachtung der Kinetiken der Fluoreszenzintensitdtszunahme
unter den verschiedenen Scherstress-Raten. Wihrend es bei 0,5 dyn/cm? nur zu ei-
nem Undulieren um den Ausgangswert kommt, fillt die Helligkeit der ECV304-
Zellen bei 12 dyn/cm? erst einmal unter den Ausgangswert. Erst nach 40 Minuten
wird die Ausgangshelligkeit wieder erreicht, deren Niveau fiir die folgende halbe
Stunde gehalten wird. Erst 80 Minuten nach Einsetzen der Schubspannung kommt

es zu einem Ansteigen der Lichtintensitét tiber den Ausgangswert. Fiir die restlichen
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zweieinhalb Stunden kann dann aber eine kontinuierliche Steigerung der Helligkeit
auf einen Endwert von 118% beobachtet werden.

Bei der Messung mit 30 dyn/cm? kommt es initial zu einem enorm schnellen An-
stieg der Lichtintensitit auf gut 125%. Diese fdllt innerhalb der ndchsten 10 Minuten
wieder auf 120% von wo aus sie bis zum Ende des Versuchs gleichmiBig auf 142%
des Ausgangswerts ansteigt.

Als Mechanismus fiir einen Verlust an Helligkeit der Zellen kdnnte man sich ein
Abschniiren EGFP-gefiillter Vesikel durch den Mediumfluss vorstellen, fiir die
schnelle Lichtintensitidtszunahme bei 30 dyn/cm? kommt hingegen eine Genindukti-
on kaum in Betracht, sondern vielmehr eine Translationsinduktion, da mit 10 Minu-
ten die Zeit fiir die Transkription und Translation als zu kurz angesehen werden
muss.

Die beobachteten Phinomene konnen nicht auf Quench- oder Anti-Quench-Effekte
zuriickgehen, da sie weder bei Reprotergen-Konstrukten mit dem CMV-Promotor,
den SSRE-defizienten PDGF-Promotoren noch bei Hemmung der Proteinsynthese
beobachtet wurden, bei denen zu Beginn der Scherstress-Applikation auch immer
eine vergleichbare basale Menge EGFP vorlag, die dhnliche Vorginge hétte erzeu-
gen miissen.

Dieses Phinomen sollte in Zukunft ndher darauf untersucht werden, ob es sich um
eine Kombination verschiedener Vorginge handelt, an denen das SSRE-Motiv des
Promotors primér beteiligt ist. Zu denken wére an ein nach Transkriptionsaktivie-
rung ausgelostes Phanomen, das entweder die Translation der bereits vorhandenen
mRNA anhebt oder die Reifung und den Export von gespeicherter mRNA aus dem
Zellkern steigert.

5.4 Die Rolle des Scherstress-responsiven Elements im PDGF-Promotor
Schon 1992 wurde von Hsie und Mitarbeitern gezeigt, dass die PDGF-Transkription
in stromungsexponierten Endothelzellen gesteigert wird. Ein Jahr spdter wurde die-
ses Phidnomen von Resnick et al. (1993) in Zusammenhang mit einem Promotor-

element gebracht, dass von ithm als SSRE bezeichnet wurde.
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In der vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, ob das SSRE essentiell und
ausreichend fiir die Sensitivitit des PDGF-Promotors fiir die Detektion von Scher-
stress auBBerhalb der Zelle ist.

Dafiir wurden Zellklone untersucht, die im transfizierten PDGF-Promotor SSRE-
defizient sind und mit dem Vollkonstrukt verglichen. Es ergab sich ein deutlicher
Unterschied zwischen der beim Vollkonstrukt beobachteten Expressionssteigerung
und dem Verbleiben des SSRE-defizienten Klons auf einem basalen Fluoreszenzin-
tensitidtsniveau. Durch das fehlende Ansprechen der EGFP-Expression der SSRE-
defizienten Zellen konnte gezeigt werden, dass das Promotor-Element fiir eine
scherstressabhiingige Induktion des einem Promotor nachgeschalteten Gens unbe-
dingt erforderlich ist.

Um zu untersuchen, ob das Promotorelement allein ausreichend ist, um eine stro-
mungsabhingige Expression von Genen zu veranlassen, wurde das SSRE in den
Promotor des Cytomegalie-Virus kloniert. Dieser konstitutiv von humanen Zellen
exprimierte Promotor besitzt selbst keinerlei Struktur, die dem SSRE &dhnelt. So
verwunderte es nicht, dass das Reportergen-Konstrukt mit CMV-Promotor und
EGFP keinerlei EGFP-Zunahme unter Scherstress zeigte. Dagegen bot das CMV-
Promotorkonstrukt, dem das SSRE inseriert wurde, eine deutliche Zunahme der
Lichtintensitdt und damit des Reporter-Proteins EGFP. Diese Expressionssteigerung
erreichte allerdings nicht das Niveau, das beim PDGF-Vollkonstrukt zu beobachten
war.

Es konnte damit gezeigt werden, dass das SSRE in einen nicht Scherstress-
responsiven Promotor verbracht diesen fiir Stromungskréfte suszeptibel macht. Dass
dies aber nicht im selben Masse wie beim PDGF-Promotor erfolgt, mag daran lie-
gen, dass es zusitzlicher regulatorischer Elemente im Promotor bedarf, um die volle

Expressions-Steigerung zu erhalten.

5.5 Pharmakologische Beeinflussung der durch Scherstress induzierten Reporter-
genexpression
Zur Testung des Promotor-Konstrukts und des Messplatzes wurde das PDGF-
Vollkonstrukt in Medium dem Phorbolester PMA inkubiert. Dieser bindet an den

PDGF-Promotor und besitzt die Féahigkeit, diesen zu induzieren (Heldin et al.,
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1999). Wie erwartet stieg die Lichtintensitdt des EGFP schnell auf das Zweieinhalb-
fache des Ausgangswerts, stieg langsam weiter an, um schlieBlich wieder leicht ab-
zufallen. Damit konnte die Phorbolester-Induktion des PDGF-Promotors bestatigt
und der Messplatz als geeignet betrachtet werden fiir die Auswertung sich dndernder
Lichtintensitdten einzelner Zellen.

Als Negativ-Kontrolle wurden die ECV304-Zellen mit dem PDGF-Vollkonstrukt
einem stromenden Medium von 30 dyn/cm? Schubkraft ausgesetzt, das mit dem Pro-
teinsynthesehemmer Cycloheximid versetzt war. Eine Proteinbiosynthese in Form
einer Lichtintensititszunahme durch EGFP-Expression konnte in diesen Versuchen
nicht beobachtet werden.

Einen ersten Schritt zur Authellung des Signaltransduktionswegs stellte die Hem-
mung der Proteinkinase C dar. Dieses zentrale Protein der intrazelluldren Informati-
onsweitergabe wurde in Untersuchungen von Jin et al. aus dem Jahre 1993 fiir die
Induktion des PDGF-Promotors verantwortlich gemacht.

Die Hemmung des Proteins mit Chelerythrin und Calphostin C ergab in beiden Ver-
suchsansdtzen jeweils eine gesteigerte Lichtintensitdtszunahme im Vergleich zum
Ansatz ohne Hemmstoffe. Die Kinetiken der entsprechenden EGFP-Expression un-
terschieden sich dabei. So zeigten die Zellen bei einem Scherstress von 12 dyn/cm?
und Chelerythrin im Medium erst nach 90 Minuten eine Steigerung der Lichtintensi-
tét, die nach drei Stunden den Anstieg der Normalmessung deutlich tiberfliigelte.
Dagegen stieg der Graph der Messung bei Calphostin C-Einsatz schon kurz nach
Beginn an und erreichte einen Wert von 260% der Ausgangshelligkeit.

Die hier gefundenen Ergebnisse zur Hemmung der Proteinkinase C widersprechen
den Resultaten von Jin und Mitarbeitern, die die Aktivierbarkeit der PDGF-
Transkription durch einen PK-C-vermittelten Signalweg zeigte. Dabei stimulierten
Jin et al. den Promotor nicht mit Hilfe einer angelegten Schubspannung, sondern in-
duzierte die PDGF-Expression durch die Zugabe von Phorbolester. Dabei muss be-
dacht werden, dass Phorbolester zwar wie von Jin gezeigt die PK-C aktiviert (Pa-
rekh, 2000) und iiber eine mogliche Signalkaskade mit IKK, IkB und NFK-B den
PDGF-Promotor stimuliert, aber auch direkt an den PDGF-Promotor bindet und die-
sen induziert (Heldin et al., 1999).
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5.6 Zukunftsperspektiven
Durch die erfolgreiche Anpassung des bestehenden Reportergen-Assays an die An-
spriiche der Beobachtung sich bewegender Zellen hat man ein schlagkriftiges
Werkzeug zur Untersuchung einzelner Zellen unter Scherstress-Einfluss zu Hand.
Als Perspektive fiir die Nutzung des hier etablierten Systems bieten sich mannigfal-
tige Einsatzmdglichkeiten an. So zwingt sich die weitere Klarung des Signaltrans-
duktionswegs und die damit verbundene Suche nach einem Mechanorezeptor gera-
dezu auf. Hierbei sollte besonders der Weg proximal des Transkriptionsfaktor NFK-
B néher untersucht werden und ob es hierbei eine Verbindung zu den als Mechano-
sensor vorgeschlagenen Integrinen oder zum Zytoskelett gibt.
Des Weiteren bietet sich durch die vorliegenden Vektor-Konstrukte eine Untersu-
chung anderer Zellarten wie Osteozyten, Endothelzellen, Fibroblasten, Myozyten
etc. an. Diese konnten transfiziert werden und auf Scherstress-Responsivitdt und
Einfluss diverser Pharmaka auf ihr PDGF-Expressionsmuster untersucht werden.
Dieselben Messungen bieten sich auch fiir Promotoren der Gene iNOS, TGF-[3 oder
anderer an, in denen das SSRE nachgewiesen werden konnte. Ob und in welcher
Weise diese Gene durch Scherstress reguliert werden, ist bis heute noch nicht klar
und ist fiir das pathologische Verstindnis diverser Erkrankungen interessant.
Durch Einsatz verschiedener Fluorochrome konnte auch eine Parallelbeobachtung
mehrerer Promotor-Konstrukte erfolgen, so dass man die Expressions-Antworten
der verschiedenen Konstrukte derselben Zellen in Echtzeit beobachten konnte. Da-
bei konnte man sich der sich deutlich unterscheidenden Emissionsspektren der aus

dem GFP hervorgegangenen neuen fluoreszierenden Proteine bedienen.
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6. Zusammenfassung

Zellen sind im menschlichen Organismus stindig mechanischen Kriften ausgesetzt.
Eine dieser Krifte ist die spezielle Schubkraft, die durch Fliissigkeitsstrom auf Zellen
ausgeiibt wird und als Scherstress bezeichnet wird.

Die Stimulation von Zellen durch Scherstress fithrt zu diversen Reaktionen, die von
Wanderungsvorgingen, iiber Umbau des Zytoskeletts bis hin zur gesteigerten Expressi-
on verschiedener Gene reichen. Fiir die Induktion des Gens der B-Kette des Pléttchen-
Wachstumsfaktors (PDGF) wurde von Resnick 1993 ein sechs Basenpaare langes cis-
aktives Scherstress-responsives Promotorelement (SSRE) identifiziert, das an der
Transkriptionsinduktion des Gens durch Scherstress beteiligt ist.

In der hier vorliegenden Arbeit sollten die Eigenschaften dieses SSRE gezeigt werden,
indem ein Reportergen-Assay mit dem griin fluoreszierenden Proteins EGFP in Zellen
der Linie ECV304 ausgetestet wurde. Eine Fragestellung der Arbeit bestand darin, zu
priifen ob das SSRE notwendig und ausreichend fiir die Scherstress-Responsivitit eines
Promotors ist und ob die Expressionsstirke des Reporterproteins EGFP mit der Stirke
und Dauer der Scherstressstimulation korreliert. Zudem sollte der Effekt verschiedenar-
tiger pharmakologischer Substanzen auf den PDGF-Promotor unter Scherstress gezeigt
werden. Dazu wurde ein neues arithmetisches Verfahren entwickelt, das erlaubt, Zellen
unter Einwirkung von Scherkraft angemessen zu vermessen und statistisch auszuwerten.
Durch den FEinsatz des EGFP und einer hochsensitiven ICCD-Photonenkamera war es
moglich, die Messung der Expressionskinetik des Reportergens in Echtzeit durchzufiih-
ren.

Dabei konnte gezeigt werden, dass in ECV304-Zellen unter Scherstress von 0,5, 12 und
30 dyn/cm? die Expression des intakten PDGF-Promotors mit der Stirke und Dauer der
Scherstressstimulation korreliert. Dieser Effekt ist nicht zu beobachten, wenn das SSRE
aus dem PDGF-Promotor entfernt wird.

Ebenfalls zu keiner Steigerung der Genexpression kommt es, wenn das Reportergen
hinter den Promotor des Cytomegalie-Virus (CMV) geschaltet ist, der kein bekanntes
Scherstress-responsives Promotor-Element enthilt. Inseriert man in den CMV-Promotor

das SSRE, so zeigt der Promotor unter Scherstress-Einwirkung ebenfalls eine gesteiger-
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te Expression, die allerdings hinter der des PDGF-Vollkonstrukts zuriickbleibt. Es
konnte damit gezeigt werden, dass das SSRE in einen nicht Scherstress-responsiven
Promotor verbracht diesen fiir Stromungskréfte suszeptibel macht.

Der PDGF-Promotor enthélt eine bekannte Phorbolester-Bindungsstelle. In der vorlie-
genden Arbeit konnte gezeigt werden, dass ECV304-Zellen bei Inkubation in mit Phor-
bolester versetztem Medium die Transkription des Reportergens deutlich steigern.
Ebenfalls zu einer Steigerung der Expression des PDGF-Vollkonstrukts kommt es bei
appliziertem Scherstress von 12 dyn/cm? und gleichzeitiger Hemmung der Proteinkinase
C (PK-C). Zwar zeigt die Hemmung mit Chelerythrin eine schwichere Lichtintensitits-
zunahme, wie sie beim Einsatz von Calphostin C, beide Messungen ergaben aber eine
Steigerung der Lichtintensitit gegeniiber der Messung des PDGF-Vollkonstrukts bei 12

dyn/cm? in normalem Kulturmedium.
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Abb.
Ang II
AP-1
avp3
bp
bzw.
C

Ca

ca.
c-Fos
c-JUN

c-Src

CAC
CHE
CHX
CMV
CNP
cox-2
d.h.
Da
dH»0
DMSO
DSMZ

EGFP

ET-1
Ets

Abbildung

Angiotensin II

activating protein 1

Integrin

Basenpaare

beziehungsweise

Celsius

Calcium

circa

Protoonkogen-Protein
Protoonkogen-Protein

Kinase der fokalen Adhésions-
kontakte

Calphostin C

Chelerythrin

Cycloheximid
Cytomegalievirus

kardiales natriuretisches Peptid
Cyclooxygenase 2

das heif3t

Dalton

deionisiertes Wasser
Dimetylsulfoxid

Deutsche Sammlung von Mik-
roorganismen und Zellkulturen
verstdrktes griinfluoresziertes
Protein

Endothelin-1
Transkriptionsfaktor
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FAK

GAP
GFP

IB1
IgA
Ik-B
IKK
IL-6
iINOS
ins

JINK

MAP
min
mol

mRNA

NFk-B
NGF
nm
NO
NOS
Nr.
PCR
PDGF
PK-C
PLC-y

Kinase des fokalen Adhésions-
kontakt

Gramm

GTPase-aktivierendes Protein
griinfluoreszierendes Protein
Stunde

Strukturprotein
Immunglobulin A
inhibitorisches Kappa-B-Protein
Ik-B-Kinase

Interleukin 6

induizierbare Stickoxidsynthase
inseriert

c-Jun-N-terminale Kinase
Liter

Molar

mitogen aktiviertes Protein
Minute

Mol

Botenribonukleinséure
Newton

nukledrer Transkriptionsfaktor
neuraler Wachstumsfaktor
Nanometer

Stickoxid

l16sliche Stickoxidsynthase
Nummer
Polymerasekettenreaktion
Plattchenwachstumsfaktor
Proteinkinase C

Phospholipase C-y



08) Abktrzungen

Raf-1
Ras
RNA
rpm

.
SH2
Spl
SPE
SSRE
STAT

TGF
t-PA

u.a.
uv
V-SiS

VEGF

vgl.
z.B.

Signaltransduktionsprotein
Signaltransduktionsprotein
Ribonukleinsdure
Umdrehungen pro Minute

siche

Src-homologe Doméne 2
Transkriptionsfaktor

Sis proximal element
Scherstref3-responsives Element
Signaltransduktor und Aktivator
der Transkription

Transforming Growth Factor
Plasminogenaktivator

Unit

unter anderem

ultraviolett

Onkogen-Protein
gefdssendothelialer Wachstums-
faktor

vergleiche

zum Beispiel
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9.1 Karte des 1,3 kb PDGF-EGFP-Vektors

Hindli1,9

iclal, 15
Pstl,120
i Bstx1,201
{ | Pst238

JApal 484
1 AfllIL499
i Hincll,574
.Smal,623
i i Pstl,696

{ AlwNI, 760
fDrall, 761
AIWNL978
! EcoRl,986

5451,AflllI,

LT T—

H
H

5037,AlwNl

b5

4630,Drall,
4629 AlwNI 3

PDGF-Promotor

Dsal, 1131
Ncol,1131

PDGF_EGFP
5509 bps

3965,Ncol #
3965,Dsal

r
3372,Chl" Y Notl 2176
ggg’é,gco}; i Xbal 2187
.Dsa Hincll, 2294
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1406
Xhol
Drall
Apal
Kpnl
Dsal
Apal
Smal
BamHil
Dsal
Ncol
1453
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9.2 Sequenzdaten des 1,3 PDGF-EGFP-Vektors

Sequence Data

Molecule: PDGF_EGFP, 5502 bps DNA Circular
Description: PDGE egfp
File Name: PDGE._EGFP.cm5 :
Printed: - 1-5509 bps (Full), format Annotated: Enzymes, Genes
) HindII Clal
1 tagttattaa gcttategat accgteccagg agcttgttac cacacceage tccagtttat
6l aaattcatct ccagtttata aaggaggaaa ccgaggtact gagaggttaa aaaaccttcce
) Psd
121 tgcagacact tgtccageaa gtggecactc caggatttygg accaagggat gtgtcttcag
. BsI .
181 gctgtgtete tgccactgtg ceacgetget gggtggtagy cagcagtyggg tgggtgectg
241 cagtggtcty taaagaccac ctgagatgtc cttectecte tgttccacce tgtccaggte
301 . caagaagaca gtetatgaag agagagcagg tgtgactcte tcagtgtgct cctctgtgag
361% éagcaggctg acatcccaaa gggaagggcg gataacagag acagtgecaag cggaggagat
421 gagggtgcect caaagccggy aggctgggty atgecaggage ctgegtgtec cgaggggggt
Apal AffHT
481 gctyggecca gtgtgagtac gtgtgactgt gactgagaca gtgtgactge tgaaggcagg
Hincll '
541 gacacagcag ctecctgact gggggcagaa ggcgttaact gtgtgaagge tggttgtggg
Smal
601 tgggtgggct ctgggccteg aaccceggggyg ctgagggaga tagtaaacag cagggtgact
' . Psid
661 gacgggaaga tcatgttggt agccetgcega agatgetgea gggctgtggyg ggtttgtgtg
Drall
AlwNI
721 actttgeagt tcaacaaatt caaattcage caacgctgge agggectgtt gtgccaggcea
781 accagctagg aggaggagac tcggacecag cttgcagetg aagggegety gctgeegggt
841 tctgtgggtt caccttgegg tgtettecet tgctaacact gagtccttac aatagcccca
901 tctecaggtt gaggctagat ggaggggaca gagggaagtyg acttgcccaa ggtgacccaa
EcoRI AlwWNE
AlwNL . Pstl
961 gcteccgagt gccagggcag gatctgaatt caggctctca gactgcagag cectgagtece
1021 tceetgeocat gectgtgeca gggtggaaat gtetggtect ggaggggagce gtggactect
Neol
T
) Dl
1081 ggecttgget ctggagacat ccccetagac cacgtgggct cctaacctgt c¢catggtcac
BstXT
1141 tgtgctgagg ggcgggacgy tgggtcacce ctagttcttt tttccccagg gecagattca
1201 tggactgaag ggttgctegg ctcteagaga cccectaage geccegecct ggtcccaagc
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PDGF_EGFP

1261

1321
1381
1441
i501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
19821
1981
2041
2101
2i61
2221

2281

2341

cctceecceag

gctgtctcecea

agggtggcaa

caccggtcge

tggtcgage
» P

ctcecegegte

cccacctete

cttctectcee

Neol.
D
caccatggtg

2

ccececctee tggegetgac

gcactctece ttctecttta

Apal

tccgggecag

taaaggeccgg

Dsat

aagaggaaag

aacagctgaa

Smal

Xhol Drall

Kpnl

Apal

BamHl

tggacctcga gggggggece

agcaagggcg aggagcectgtt
. EGFP

ggtaccgegg

caccggggtyg

gcdggggatc

gtgcccatcc
>

ggacggcgac

gtaaacggcc acaagttcag
EGFP.

cgtgtccggce

gagggcgagg

b3

gcgatgcecac
>

ctacggcaag

ctgaccctga agttcatctg
EGFR.

caccaccgge

aagctgccég
>

tgcecctggec
»

cacectegtg

accaccctga cctacggegt
EGEP

gcagtgette

agcegctace

>

ccgaccacat
»

gaagcagcac

gacttcttca agtccgecat
EGEP,

gcccgaaggce

tacgtccagg

agcgcaccat
hod

cttcttcaag

gacgacggca actacaagac
EGFP,

ccgegeegag

gtgaagttcg
i

agggcgacac
»

cctggtgaac

cgcatcgagce tgaagggcat
EGEP,

cgacttcaag

gaggacggca
»

acatcctggg
>

gcacaagctg

gagtacaact acaacagcca
EGFP,

caacgtctat

atcatggccyg

acaagcagaa
S

gaacggeatc

aaggtgaact tcaagatccg
EGFP.

ccacaacatce

gaggacggca

gcgtgeaget
pod

cgccgaccac

taccagcagatacacccecat
EGFE,

cggcgacgge

ccegtgetge

>

tgceccgacaa
pod

ccactacctg

agcacccagt ccgccctgag
EGFP

caaagaccce

aacgagaagc

>

gcgatcacat
»

ggtecctgetg

gagttcgtga ccgcecgecgg
EGEP

gatcactctc

ggcatggacg

>

agctgtacaa

ggttttactt
tgcaattgtt

catcacaaat

Not

Xbal

gtaaagcggc cgegactcta gatcataate

gctttaaaaa

Hincli
gttgttaact

ttcacaaata

acctcccaca cectececcctg

tgtttattge agcttataat

aagcattttt ttcactgecat

ageccatacca

aacctgaaac

ggttacaaat

tectagttgtg

catttgtaga

ataaaatgaa

aaagcaatag

gtttgtecaa
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2401 actcatcaat gtatcttaag gcgtaaattg taagegttaa tattttgtta aaattcgegt
2461 taaatttttg ttaaatcagc tcatttttta accaataggc cgaaatcgge aaaatccctt
2521 ataaatcaaa agaatagacc gagatagggt tgagtgttgt tccagtttygyg aacaagagtc
2581 cactattaaa gaacgtggac tccaacgtca aagggcgaaa aacegtctateagggecgatg
2641 geccactacyg tgaaccatca ccctaatcaa gttttttggg gtcgaggtge cgtaaagcac
2701 taaatcggaa ccctaaaggg agceeccgat ttaéagcttg acggggaaayg ccggcgaacg
2761 tggcgagaaa ggaagggaag aaagcgaaag gagcgggegce tagggegcetg geaagtgtag
23821 cggtcacgct gegegtaace accacacecg ccgegettaa tgegecgcta cagggegegt
2881 caggtggecac ttttcgggga aatgtgcgeg gaacccctat ttgtttattt ttctaaatac
2941 attcaaatat gtatccgctc atgagacaat aaccctgata aatgcttcaa taatattgaa
3001 aaaggaagag tcctgaggeg gaaagaacca gctgtggaat gtgtgtcagt tagggtgtgg
3061 aaagtcecca ggctecccag caggcagaag tatgcaaagc atgeatctca attagtcagc
3121 aaccaggtgt ggaaagtcce caggctecce agcaggcaga agtatgcaaa geatgeatet
3181 caattagtca gcaaccafag teceegeecect aactcegece atccegeece taacteccgeco
Neol
Dsal
3241 cagttecgece catteotecge cccatggetg actaattttt tttatttatg cagaggccga
3301 ggccgecteg gectctgage tattccagaa gtagtgagga ggettttttg gaggcctagyg
Clal B

3361 cttttgcaaa gatcgatcaa gagacaggat gaggatcgtt tcgeatgatt gaacaagatg
% kan/neo >

3421 gattgcacgc aggttcteeg gecgettggg tggagagget atteggetat gactgggcac
». Kaninco. ; >

3481 aacagacaat cggctgctct gatgecgceg tgttcegget gtcagegecag gggcgcoegyg
. kan/neo 3>

354% ttotttttgt caagaccgac ctgtcoggty ccctgaatga actgcaagac gaggcagcgc
3. kenftiee: .. X o

3601 ggetategtg getggecacg acgggegtte cttgcgeage tgtgctegac gttgteactg
» kanineg >
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3661 aagegggaag ggactggetg ctattgggeg aagtgeccggg geaggatetc ctgtcatctco
». kanfneo ; >
3721 accttgctee tgccgagaaa gtatccatcea tggctgatge aatgcggegy ctgcatacge
» kanfuen .
3781 ttgatcegge tacctgecca ttegaccacce aagegaaaca tcgcategag cgagecacgta
». kan/neo >
3841 ctcggatgga agceggtcett gtcgatcagg atgatctgga cgaagageat caggggcteg
». .. Fandneg >
3901 cgccagcega actgttcgee aggctcaagg cgagcatgcee cgacggcgag gatctcegteg
: » kannee .
Neol
Dsal
3961 tgacccatgy cgatgcctge ttgecgaata tcatggtgga aaatggecge ttttcetggat
ES kan/neo 5
4021 tecategactg tggccggety ggtgtggegg accgctatca ggacatageg ttggctacce
» kan/neo >
4081 gtgatattge tgaagagctt ggcggcgaat gggetgacceg cttoctcegty ctttacggta
» kan/neo 2
4141 tegeegetee cgattegeag cgeategect tetatcegect tcttgécgag ttcttctgag
o KBIDED e crceresmnens s st et e e P
4201 cgggactctyg gggttcgaaa tgaccgacca agcgacgeec aacctgccat cacgagattt
4261 cgattccacc gccgecttet atgaaaggtt gggcttcecgga atcegttttec gggacgccgg
4321 ctggatgate ctccagegeg gggatcteat getggagtte ttegeccace ctagggggag
4381 gctaactgaa acacggaagg agacaatacc ggaaggaacc cgcgctatga cggcaataaa
4441 aagacagaat aaaacgcacqg gtgttgggte gtttgttcat aaacgcgggg tteggtecca
4501 gggctggcac tectgtegata ccccaccgag accecattqg ggccaatacg cccgogtttc
4561 ttecttttee ccaccccace ccccaagttc gggtgaagge ccagggctcy cagecaacgt
Dol
AIWNE .
4621 €ggggcggea ggcectgeca tageectcagg ttactcatat atactttaga ttgatttaaa
4681 acttcatttt taatttaaaa ggatctaggt ééagatcctt tttgataate tcatgaccaa .
4741 aateccttaa cgtgagkttt cgttccacty agegtcagac cecgtagaaa agatcaaagg
4801 atcttettga gatecttttt ttetgegegt aatctgcetge ttgcaaacaa aaaaaccacc
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4861 gctaccageg gtggtttgtt tgeccggatea agagctacea actotttitce cgaaggtaac
4921 tggecttcage agagcgcaga taccaaatac tgtectteta gtgtagcegt agttaggeca
4981 ccacttecaag aactctgtag caccgectac ataccteget ctgetaatce tgttacecagt

AlwNI
5041 ggctgctgec agtggegata agtcgtgtet tacegggttyg gactecaagac gatagttace
5101 ggataaggceg cageggtcgg gctgaacggg gggttegtge acacagccea gcettggageg
5161 aacgacctac accgaactga gatacctaca gcgtgageta tgagaaageg. ccacgcttec
5221 cgaagggaga aaggeggaca ggtatccggt aageggcagyg gteggaacag gaQagcgcacl
5281 gagggagett ccagggggaa acgectggta tetttatagt cctgtegggt ttegecacet
5341 ctgacttgag cgtcgatttt tgtgatgetc gtcagggggg cggagectat ggaaaaacge
AT

5401 cagcaacgeg gectttttac ggttectgge cttttgetgg ccttttgete acatgttett
5461 tectgegtta tcccctgatt ctgtggataa ccgtattace gecatgcat
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