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Zusammenfassung

Die Restenose stellt ein zentrales Problem der interventionellen Kardiologie dar und ist hdufigste
Komplikation nach perkutanen Angioplastieverfahren. Hauptursache dieser Wiederverengung des
Gefifles ist die Entstehung einer Intimahyperplasie (Neointima) durch die Proliferation transdiffe-
renzierter vaskuldrer glatter Muskelzellen und deren Sekretion von extrazelluldrer Matrix. Die Ent-
stehung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) und die Entziindungsreaktion nach der Geféfverletzung
werden als friihe, die Neointimabildung induzierende Prozesse diskutiert. Im Rahmen dieser Arbeit
wurden mehrere Projekte bearbeitet, die Aufschluss {iber die wihrend der Neointimabildung statt
findenden Prozesse geben sollen.

Mit Hilfe eines Verletzungsmodells der murinen Femoralarterie wurde der Einfluss der Entziindung
und der ROS-Bildung auf die Neointimabildung in der Maus untersucht. Die Behandlung mit dem
mitochondrialen Superoxiddismutase-Mimetikum MitoTEMPO verminderte die Bildung der Neoin-
tima besser, als die Behandlung mit dem globalen ROS-Fanger N-Acetylcystein. Die stirkste Hem-
mung der Neointimabildung wurde jedoch durch die Immunsuppression mit Rapamycin erreicht.

Interferon-y (INF~) ist ein wichtiges Zytokin der Thl-Immunantwort, das in Folge der Gefa8-
verletzung freigesetzt wird und die proinammatorischen Chemokine CXCL9 (MIG, Monokine In-
duced by INF), CXCL10 (IP-10, INF inducible Protein of 10 kDa) und CXCL11 (I-TAC, Interfe-
ron inducible T cell-Chemoattractant) induziert. CXCL9, CXCL10 und CXCL11 sind Liganden des
CXC-Chemokinrezeptors 3 (CXCR3) und locken chemotaktisch CXCR3 positive Entziindungszellen
zum Ort der Gefafverletzung. Daher wurde die spezielle Bedeutung des Chemokins CXCL10
in der Restenose untersucht. Dazu wurden CXCL10-defiziente Méuse dem Femoralisverletzungs-
modell unterzogen und die Geféfle nach 14 Tagen morphometrisch und immunhistologisch un-
tersucht. CXCL10-Defizienz fiithrte in M&usen zu einer verminderten Neointimabildung, die mit
einer verringerten Entziindungsreaktion, Apoptose und Proliferation im verletzten Gefafl korre-
lierte. Neben der Entziindungsreaktion beeinflusst aber auch die Reendothelialisierung der ver-
letzten Gefilwand die Restenose. Interessanterweise war im Vergleich zu Wildtyp-Mé&usen in den
CXCL10-Knockout-M&ausen auch die Reendothelialisierung erheblich verbessert. Offensichtlich ist
das CXCR3-Chemokinsystem also in vollig unterschiedliche biologische Prozesse involviert und
beeinflusst nicht nur die Bildung der Neoimtima durch die Férderung der Entziindung, sondern
auch die Unterdriickung der Reendothelialisierung der verletzten Gefaflwand. Tatséchlich wird der
CXCR3 nicht nur auf Entziindungszellen, sondern auch auf Endothelzellen exprimiert. Zur separa-
ten Untersuchung der Rolle des CXCR3 in der Entziindung und der Reendothelialisierung wurde

im Rahmen dieser Arbeit damit begonnen konditionelle CXCR3-Knockout-M#use zu generieren, in
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denen der CXCR3 entweder in Entziindungszellen oder in Endothelzellen ausgeschaltet ist.

Zum besseren Verstdndnis der molekularen Mechanismen, mit denen der CXCR3 seine Funktio-
nen vermittelt, wurde zudem untersucht ob dieser mit anderen G-Protein-gekoppelten Rezeptoren
(GPCR) interagiert. Die Analyse von Coimmunprizipitaten deutet auf eine Homodimerisierung
der beiden CXCR3 Splicevarianten CXCR3A und CXCR3B, sowie auf die Heterodimerbildung von
CXCR3A und CXCR3B mit sich, sowie jeweils mit CCR2, CCR3, CCR5 und den Opioidrezeptoren
MOR und KOR hin. Die getestete Methode des Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfers (FRET) er-
wies sich jedoch als ungeeignet zur Untersuchung von CXCR3, da dieser in HEK293T-Zellen nicht
korrekt transient exprimiert wurde.

Insgesamt deuten die Ergebnisse dieser Arbeit darauf hin, dass das CXCR3-Chemokinsystem eine
zentrale Rolle in unterschiedlichen, die Neointimabildung beeinflussenden Prozessen spielt. Damit
kéonnten der CXCR3 und insbesondere das Chemokin CXCL10 interessante Zielmolekiile in der

Entwicklung neuer verbesserter Therapien zur Verhinderung der Restenose darstellen.



Summary

Restenosis represents a central problem after coronary angioplasty procedures and is caused by
intimal hyperplasia, also called neointima, as a result of transdifferentiation, proliferation of vascu-
lar smooth muscle cells and secretion of extracellular matrix. Formation of reactive oxygen species
(ROS) and inflammation after vascular injury caused by angioplasty are discussed as early indu-
cers of neointima formation. In several projects the processes causing the development of intimal
hyperplasia were investigated.

First of all, the impact of inflammation and ROS in neointima formation was investigated using
the mouse femoral injury model. The mitochondrial superoxide dismutase mimetic mitoTEMPO
could reduce neointima formation better than the global ROS scavenger N-acetylcystein. However,
the strongest reduction of neointima formation was achieved by the treatment with the immuno-
suppressant rapamycin.

Interferon-y (INF#) is a major cytokine of the Thl immune response. It is released as a result
of vessel injury and induces the proinflammatory chemokines CXCL9 (MIG, Monokine Induced by
INF), CXCL10 (IP-10, INF inducible Protein of 10 kDa) and CXCL11 (I-TAC, Interferon inducible
T cell-Chemoattractant), which are ligands of the CXC chemokine receptor 3 (CXCR3) and by this
chemotactically recruit CXCR3 positive cells to the site of vessel injury. In this work the special
role of CXCL10 in restenosis was investigated. Therefore, CXCL10 deficient mice underwent the
mouse femoral injury model. The vessels were analysed morphometrically and immunohistologically
14 days after injury. CXCL10 deficiency lead to decreased neointima formation that correlated
with a reduced recruitment of inflammatory cells as well as diminished numbers of apoptotic and
proliferating cells at the site of vessel injury. In addition to inflammation the reconstitution of the
endothelium has also impact on the development of restenosis. Interestingly reendothelialisation was
strongly improved in CXCL10 deficient mice compared to wildtype mice. Obviously the CXCR3
chemokine system is involved in different biological prosesses and impairs neointima formation
on one hand by the advancement of inflammation and on the other hand by the suppression
of reendothelialisation. In fact the CXCR3 is not only expressed on inflammatory cells but also
on endothelial cells. To investigate the role of CXCR3 in inflammation and reendothelialisation
separatly the generation of conditional CXCR3 knockout mice with a CXCR3 knockout in T-cells
or endothelial cells was started in an additional project.

For a better understanding of the molecular mechanisms on which the CXCR3 mediates its
biological functions the protein-protein interactions of the CXCR3 with other G-protein coupled
recteptors (GPCR) was analysed. Coimmunoprecipitation showed homodimerization of the CXCR3
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splice variants CXCR3A and CXCR3B, as well as heterodimerization of CXCR3A and CXCR3B
with each other and with the chemokine receptors CXCR4, CCR2, CCR3, CCR5 and the opioid
receptors MOR and KOR. The additional tested fluorecence resonance energy transfer (FRET)
method proved to be not suitable to measure interactions of CXCR3, since this receptor could not
be expressed correctly on the cell surface after transient transfection.

To summarise, the results indicate that the CXCR3 chemokine system plays a central role in
different processes that mediate neointima formation. Thus, the CXCR3 and especially the che-
mokine CXCL10 could be interesting therapeutic targets in the development of new or improved

treatments to reduce the risk of restenosis.



1 Einleitung

1.1 Arterien

Arterien transportieren Blut vom Herzen zur Korperperipherie und gewéhrleisten die Versorgung
mit Sauerstoff und Metaboliten. Je nach Lokalisation und spezieller Funktion unterscheidet man
hauptséchlich zwei Bautypen grofier Arterien: den elastischen Typ (Arteriae elastotypicae) und den
muskulédren Typ (Arteriae myotypicae). Die Arterien elastischen Bautyps befinden sich herznah
und sind in der Lage durch ihre elastischen Dehnungseigenschaften, der sogenannten Windkessel-
funktion, den vom Herzen erzeugten pulsatilen Blutfluss in eine quasi-kontinuierliche Strémung
umzuwandeln. Das Auftreten von Atherosklerose beeintriachtigt diese Funktion und kann zu Blut-
hochdruck, erhohter Herzarbeit und Aneurysmen fithren. Zur Koérperperipherie gehen die elasti-
schen Arterien in muskulédre Arterien iiber. Diese kleineren Arterien sind durch ihre glatte Musku-
latur mafigeblich an der Aufrechterhaltung des Blutdrucks und der Verteilung des Blutes zwischen
den Geweben beteiligt. Grundsétzlich ist die Gefafiwand von Arterien aus drei Schichten aufge-
baut (Abb. . Das Lumen wird von der Tunica Intima (Intima) ausgekleidet, die aus einem
einschichtigen Endothel, einer Schicht aus lockerem Bindegewebe und der Lamina elastica interna
(LEI) besteht. Daran schliefit sich die Tunica Media (Media) an. Bei den muskuléren Arterien be-
steht die Media aus mehreren Schichten vaskulédrer glatter Muskelzellen (vascular smooth muscle

cells, VSMC) und elastischen Fasern. Die Media elastischer Arterien besitzt hingegen mehr Kolla-

Lamina
Lamina  elastica
elastica jnterna
externa

Fibroblast SN

| Tunica Intima

Tunica Media

| Tunica Adventitia

Abbildung 1.1: Anatomischer Aufbau von Arterien am Beispiel des muskuliren Typs. Vom Lumen
ausgehend besteht die Arterienwand aus den Schichten Tunica Intima, Tunica Media und Tunica Adventitia.
Die Tunica Media wird von der Tunica Intima durch die Lamina elastica interna und von der Tunica Adventitia
durch die Lamina elastica externa abgegrenzt.
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gen und die Lamina elastica externa (LEE), die im Flachschnitt ein gefenstertes Erschienungsbild
besitzt und die Media von der Tunica Adventitia (Tunica) abgrenzt. Diese &uflerste Schicht be-
steht hauptséchlich aus Fibroblasten, elastischem und kollagenem Bindegewebe, sowie bei grofieren
Arterien die Vasa vasorum, ein Netzwerk kleinster Arterien und Venen, und vegetativen Nerven.

Koronararterien gehtren zu den Arterien muskuldren Typs.

1.2 Die Koronare Herzkrankheit

Kardiovaskulidre Erkrankungen, insbesondere die koronare Herzkrankheit (KHK) gehoren zu den
héufigsten Todesursachen in den Industrienationen [Roger et al., |2011]. Den Boden fiir die Mani-
festierung der KHK bereiten atherosklerotische Veréinderungen der Koronararterien, deren Entste-
hung ein multifaktorieller und progressiver Prozess ist. Als Risikofaktoren, die die Entstehung der
Atherosklerose begiinstigen koénnen, gelten metabolische Faktoren, wie Hyperlipidamie, Hyperho-
mozysteindmie, Glukoseintoleranz und andere Risikofaktoren, wie arterielle Hypertonie, Rauchen,
Alter und Geschlecht.

Zu Beginn des atherosklerotischen Prozesses steht eine Schidigung des Gefaflwandendothels.
Geméf der Response-to-injury-Hypothese nach Ross [1999] ergeben sich aus dieser endothelialen
Dysfunktion zwei Konsequenzen: Einerseits die erhthte Permeabilitit des Endothels, andererseits
dessen Aktivierung, die zur Bildung von Adhésionsmolekiilen und der Freisetzung von Zytokinen
fithrt. Daraufhin tritt Low-density-Lipoprotein (LDL) aus der Blutbahn in das umliegende Gewebe
iiber [Fan und Watanabel 2003], wird dort oxidiert und vermittelt die Aktivierung der Protein-
kinase C und NF-xB [Gonzalez und Selwyn, 2003], die wiederum weitere proinflammatorische und
proadhisive Vorginge steuern. Infolge der verstédrkten Expression adhésiv wirkender endothelia-
ler Oberflichenproteine kommt es zur gesteigerten Diapedese von Monozyten, Makrophagen und
T-Zellen in das umliegende Gewebe. Die Makrophagen nehmen grofie Mengen an subintimal gele-
genen Lipiden in ihr Zellinneres auf und nehmen die Gestalt von sogenannten Schaumzellen (foam
cells oder fatty streaks) an. Im Inneren der Makrophagen werden die Lipide zersetzt, an die Zell-
oberfliche transportiert und als Antigene présentiert. Hierdurch angelockt greifen T-Zellen in das
Geschehen ein und lagern sich an die Schaumzellen an. T-Zellen, Makrophagen und Endothelzellen
setzen dann verschiedene Zytokine und Chemokine frei [Fan und Watanabe, [2003} |Braunersreuther
et al,|2007], die die Transdifferenzierung von VSMC verursachen. Diese VSMC sind in der Lage zu
proliferieren und migrieren aus der Media in die Intima des Geféfies [Gimbrone} [1999]. Dort sezernie-
ren diese transdifferenzierten VSMC grofie Mengen extrazelluldrer Matrix (EZM) [Braunersreuther
et al., [2007] und tragen entscheidend zur Obstruktion des Gefdfles bei. Das Fortschreiten dieses
Prozesses fiihrt letztendlich zu flusslimitierenden Koronarstenosen und Sauerstoffunterversogung
der Herzmuskulatur. Die Folge sind akute Koronarsyndrome, wie die instabile Angina pectoris. Die
Ruptur eines atherosklerotischen Plaques und die anschliefende Anlagerung von Thrombozyten
kann zum vollstédndigen Verschluss des Geféfles und dem akuten Myokardinfarkt fithren (Abb. .
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friihe Atherogenese fortgeschrittene Atherosklerose Myokardinfarkt
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Abbildung 1.2: Atherosklerose als hiufigste Ursache der koronaren Herzkrankheit (KHK). In der
frithen Athergenese begiinstigt die endotheliale Dysfunktion die Infiltration von Leukozyten. Im weiteren Verlauf
bildet sich u. a. durch die Proliferation glatter Muskelzellen ein atherosklerotischer Plaque, der zunehmend das
GefiaBlumen verengt, den Blutfluss beeintrichtigt. Die Ruptur des atherosklerotischen Plaques mit anhaftung
von Blutplittchen fithrt zum akuten Myokardinfarkt (modifiziert nach [Mendelsohn und Karas| [2005]).

Im Jahre 1977 wurde weltweit die erste perkutane transluminale Koronarangioplastie (PTCA)

durchgefiihrt, bei der mit Hilfe eines Ballonkatheters im Bereich der Stenose eine Dilatation ver-

ursacht und ein ungehinderter Blutfluss wiederhergestellt wird [Gruntzig et al., [1979]. Diese nicht-

chirurgische Methode revolutionierte die Behandlung symptomatischer Koronarstenosen und ver-
dréangte in den folgenden Jahren zunehmend die weitaus invasivere Bypasschirurgie. Der langfristige
Erfolg der PTCA wird jedoch durch das Auftreten der Restenose gemindert; einer Reaktion der
Gefaflwand auf die durch die Intervention erfolgte Verletzung, die innerhalb von 6 Monaten nach
primér erfolgreicher PTCA zu einer erneuten Verengung des Gefifidurchmessers von 50 % fiihrt.
Anfénglich lag die Restenoserate bei bis zu 40 % [Horlitz et al.,[2002; |Arjomand et al.,2003|. Durch
die Implantation intrakoronarer Bare-Metal-Stents konnte das Risiko der Restenose auf etwa 30 %
reduziert werden [Fischman et al, [1994; |Serruys et al., 1994]. Weiterhin brachte die Einfithrung

Medikamente-freisetzender Stents (drug eluting stents, DES) eine Verbesserung. So konnte die Re-

stenoserate durch den Einsatz von DES, die das Makrolidantibiotikum Rapamycin freisetzen, auf
weniger als 10 % reduziert werden [Moses et al., [2003; [Kastrati et al.l 2005].

1.3 Intimahyperplasie und Restenose

Die Pathophysiologie der Restenose ist komplex und noch nicht vollstdndig verstanden. Es werden
unter anderem der elastische Riickstofl (Recoil) des Gefdfles innerhalb einer Stunde nach der PTCA
und die negativen vaskulidren Gefdlwandverdnderungen, die in den ersten sechs Monaten postinter-
ventionell stattfinden (negative Remodeling), als Restenose-beeinflussende Mechanismen diskutiert.
Diese Faktoren zur Wiederverengung des Geféflumens kénnen durch den Einsatz von Stents je-

doch ausgeschlossen werden. Uber 90 % des Lumenverlustes nach PTCA mit Stentimplantation
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sind daher auf die Bildung der Intimahyperplasie (Neointima) zuriickzufithren [Mintz et al., [1996].
Die Neointima besteht hauptséchlich aus proliferierenden glatten Muskelzellen und EZM [Komatsu
et all 11998; Oesterle et al., [1998].

Generell wird die Restenose als arterieller Heilungsprozess nach der durch die Intervention verur-
sachten Verletzung verstanden |[Schwartz und Henry, [2002]. Der zeitliche Verlauf dieses Remodel-
lierungsprozesses kann in vier Phasen unterteilt werden [Komatsu et al., [1998; |Poon et al., 2002].
In Phase I fithrt die durch die Stentimplantation hervorgerufene Denudation und Plaqueruptur
des Gefaflwandendothels zur Freilegung subendothelialer Geféafschichten. Der Verletzungsreiz akti-
viert die Blutgerinnung und induziert die Thrombozytenablagerung, -aktivierung und Thrombus-
formation. Weiterhin werden mononukleédre Zellen chemotaktisch zum Ort der Verletzung rekrutiert
(Phase IT). Durch die Freisetzung chemotaktisch und proliferativ wirkender Botenstoffe wird die
Transdifferenzierung, Proliferation und Emigration glatter Muskelzellen aus der Media in die Intima
stimuliert (Phase IIT). SchlieBlich fithrt in Phase IV die iiberméBige Produktion extrazelluldrer Ma-
trix (EZM) durch transdifferenzierte glatte Muskelzellen zur Intimahyperplasie und Restenose |[Farb
et al) 11999; Virmani und Farb) [1999].

Das Ausmaf} der Neointimabildung wird von einer Reihe weiterer Prozesse beeinflusst, wie der
Entstehung reaktiver Sauerstoffspezies [Malik et al.l (1998], der Entziindungsreaktion [Rogers et al.|
1996, der verzogerten Wiederherstellung des Geféwandendothels [Joner et al., [2006] und der Re-
krutierung von aus dem Knochenmark stammenden Vorlduferzellen [Dimmeler und Zeiher, [2004].

Auf die Bedeutung dieser Prozesse wird in den n#chsten Kapiteln im Einzelnen eingegangen.

1.4 Endotheliale und Hamatopoetische Vorlauferzellen in der

Intimahyperplasie

Als Ursache fiir die Intimahyperplasie nach Koronarinterventionen wird unter anderem die verzogerte
Reendothelialisierung der Gefédwand diskutiert |[Joner et al) 2006]. Als entscheidender Mechanis-
mus zur Wiederherstellung eines intakten Endothels nach der Gefafiverletzung gilt daher die Rekru-
tierung endothelialer Progenitorzellen (EPC) aus dem Knochenmark [Dimmeler und Zeiher, [2004].
Knochenmarkstransplantationsexperimente mit M&usen belegen, dass zirkulierende EPC aus dem
Knochenmark an den Ort der Geféfiverletzung rekrutiert werden und eine schnellere Reendothelia-
lisierung unterstiitzen [Walter et al.l [2002; Werner et al., [2002]. Weitere Studien belegen aber auch,
dass himatopoetische Progenitorzellen (HPC) am Ort der Geféfiverletzung zu VSMCs differenzieren
und durch Proliferation und Sekretion von EZM erheblich zur Entstehung der Neointima beitra-
gen konnen [Sata et al.l 2002; Yokote et al. 2003; |Zernecke et al., 2005]. So besteht die Neointima
verletzter muriner Gefifie bis zu 63 % und die Media bis zu 45 % aus Zellen, die aus Knochenmark
stammen [Sata et al., [2002]. Das CXC-Chemokin SDF-1a, welches durch den Chemokinrezeptor
CXCR4 gebunden wird, spielt eine wesentliche Rolle in der Mobilisierung und Rekrutierung zirku-

lierender Progenitorzellen aus dem Knochenmark [Kucia et al., 2004]. In Genexpressionsanalysen
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humaner Neointima wurden Marker fiir HPC wie CXCR4, Integrin beta 7 und CD13 identifiziert
[Zohlnhofer et al., 2001b]. Tatséchlich fithrte die Hemmung von SDF-1« im Tiermodell zur signi-
fikanten Reduktion der Neointimabildung [Zernecke et al., 2005]. Andererseits wurde in neueren
Studien durch die Injektion CXCR4-iiberexprimierender EPC in Nacktmé#usen eine verbesserte
Reendothelialisierung von verletzten Carotisarterien beobachtet [Chen et al., |2010]. Die genauen
Mechanismen der Rekrutierung und Differenzierung zirkulierender Vorlauferzellen sind daher noch
vollig unklar. Auch die Definition der Oberflichenmarker von EPC ist bisher noch nicht einheitlich,
was Vergleiche zwischen den Ergebnissen einzelner Gruppen erschwert. Zudem exprimieren EPC
und HPC, die beide vom Hamangioblasten abstammen |Choi, 2002], zum gréften Teil die gleichen
Oberflichenmarker, wie VEGFR2 (Vascular Endothelial Growth Factor 2), Tie-2, CD133, CD34,
c-Kit und CD31, sodass sie praktisch kaum voneinander unterschieden werden konnen [Ribatti,
2007].

1.5 Bedeutung der Entziindungsreaktion in der Intimahyperplasie

Ergebnisse préaklinischer Studien zeigten, dass die Infiltration von Monozyten und Makrophagen
nach der Stentimplantation mit der Entstehung der Restenose assoziiert ist und mit deren Ausmaf
korreliert [Rogers et al.|1996; Kornowski et al 1998]. Im Rahmen der Leukozytenmigration (Leuko-
diapedese) vermitteln Integrine und Integrinrezeptoren auf der Zelloberfliche die Adhésion der Leu-
kozyten an das Endothel und deren transzelluldre Migration aus dem Gefafllumen in das umliegende
Gewebe. In verschiedenen tierexperimentellen Ansétzen konnte durch die Inhibition verschiedener
leukozytérer und endothelialer Zelladhiisionsmolekiile, wie P-Selektin, ICAM-1 (Intercellular Adhe-
sion Molecule 1) und LFA-1 (Lymphocyte Function-Associated Antigen-1) die Entziindungsreaktion
unterdriickt werden und die Intimahyperplasie deutlich reduziert werden [Yasukawa et al., [1997;
Kumar et al., [1997; Rogers et al., [1998|. Die morphologische Untersuchung von 87 humanen Koro-
nararterien nach einer Stentimplantation zeigte, dass die Stirke der Gefiliwandverletzung insbe-
sondere der Media, mit der Stéirke der dadurch induzierten Entziindungsreaktion und dem Ausmaf
der daraus resultierenden Intimahyperplasie korreliert [Farb et al.l [2002].

Die Genexpressionsanalyse humaner Neointima aus In-Stent-Restenosen belegt die Aktivierung
allgemein pro-inflammatorischer Faktoren wie Cyclooxygenase-1 und dem 70-kDa Heat Shock
Protein B (HSP70B), sowie eine erhéhte Expression 37 Interferon-y (INF7) assoziierter Gene
[Zohlnhofer et al., 2001a]. INF~ ist ein wichtiges Signalmolekiil in der Th1 Immunantwort und wird
hauptséchlich von natiirlichen Killer Zellen (NK) und T-Zellen sezerniert [Luster et all, [1985]. Die
Bedeutung des INF~-Signalwegs fiir die Entstehung der Neointima konnte im Mausmodell gezeigt
werden. So wiesen INF~-Rezeptor—/~ Miuse nach Ligatur der A. carotis im Vergleich zu Wild-
typméusen eine signifikant verminderte Neointimaformation und Mediaproliferation auf [Zohlnhofer
et al., [2001Db].
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1.6 Oxidativer Stress und Apoptose in der Intimahyperplasie

1.6.1 Reaktive Sauerstoffspezies

Reaktive Sauerstoffspezies (ROS, Reactive Ozygen Species) spielen eine zentrale Rolle in der Physio-
logie und Pathophysiologie von Gefifilen |Griendling und FitzGerald, 2003]. In physiologischen
Konzentrationen fungieren intrazelluldr gebildete ROS als Second messenger in biochemischen Sig-
nalwegen wie beispielsweise Wachstum und Differenzierung von VSMCs [Finkel, [2003]. Hohere
ROS-Konzentrationen unter pathophysiologischen Bedingungen sind jedoch toxisch und fithren zu
oxidativem Stress und Apoptose von ECs und SMCs |[Niwa et al., [2002; Deshpande et al., 2002]. So
ist das normalerweise durch die endotheliale Stickstoffmonooxid-Synthase (eNOS) gebildete Stick-
stoffmonooxidradikal (NO-) ein wichtiger Mediator der Vasodilatation. Wihrend inflammatorischer
Prozesse im Gefafl kann die NOS-Expression aber auch in Makrophagen und VSMCs induziert wer-
den und zur erhéhten NO' Produktion beitragen. Neben NO sind das Superoxidanionradikal (O; "),
Wasserstoffperoxid (H202) und das Peroxynitritanionradikal (ONOO-™) die wichtigsten Sauerst-
offintermediate. O; entsteht durch Einelektroneniibertragung auf Sauerstoff (Oz). Dieses kann, ka-
talysiert durch die Nikotinamid-Adenindinukleotid-(Phosphat)-Oxidase (NAD(P)H-Oxidase), die
Xanthin-Oxidase (XO) oder auch die Enkopplung der NOS erfolgen [Madamanchi et al.l 2005].
Unkatalysiert kann O; durch die Reaktion mit redoxaktiven Komponenten der Atmungskette ent-
stehen |Drogel 2002]. Zusammen mit NO- kann O;  das ONOO ™ bilden, welches vor allen bei der
Nitrierung von Proteinen und der Oxidation von Lipiden Bedeutung hat. Die Oxidation von LDL
(Low Desity Lipoprotein) etwa hat einen starken proatherogenen Effekt [Navab et al.,|1996]. Durch
die Umsetzung von H2O2 und Chloridionen (C17) durch die Myeloperoxidase (MPO) entsteht hypo-
chlorige Sdure (HOCI) |Foote et all|1983|, die mit O; zu Hydroxylradikalen (HO") reagieren kann
[Herdener et al., 2000]. Weiterhin kénnen HO" durch verschiedene Metallionen-katalysierte Haber-
Weiss-Reaktionen entstehen, wie z. B. der Reaktion von HyOg mit Eisen-(II)-Ionen (Fe?*) zu HO:,
HO™ und Fe3*, der sogenannten Fenton Reaktion [Kehrer, 2000].

Unter normalen physiologischen Bedingungen katalysieren Superoxid-Dismutasen (SODs) die
Umsetzung von zwei O; zu Oz und dem weniger schédlichen HpOo [Fridovich, 1978]. Dieses
wiederum wird durch die Katalase oder die Glutathion-Peroxidase zu O2 und H2O dispropor-
tioniert. Des Weiteren kénnen ROS auch durch nichtenzymatische Antioxidantien wie Glutathion,

Ascorbat und a-Tocopherol unschidlich gemacht werden.

1.6.2 ROS und Apoptose in der Intimahyperplasie

In der frithen Immunantwort des Gefiafles auf eine Verletzung wird eine iiberméflige O; -Bildung
induziert, die mit einer drastischen Abnahme des Glutathionspiegels und einer gleichzeitig erhthten
Apoptoserate medialer VSMCs einhergeht |Li et al., |1997; |Souza et al., |2000]. Durch die Verabrei-
chung verschiedener Antioxidantien wie beispielsweise N-Acelylcystein (NAC) konnte dem Gluta-

thionverlust und der Apoptose medialer SMCs entgegengewirkt werden [Pollman et al., |1999]. Ein

10
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erhohte Apoptoserate wurde weiterhin mit einer erhéhten Neointimabildung assoziiert [Malik et al.|
199§]. So konnte auch die Neointimaformation durch Verabreichung von Antioxidantien im Ratten-
modell signifikant reduziert werden [Hayashi et al), 2001; Kappert et al., 2006; de Graaf et al.|
2009]. Neben NAC fiihrte auch die Verabreichung des SOD-Mimetikums TEMPOL (4-hydroxy-
2,2,6,6,-tetramethylpiperidine-1-oxyl) [Krishna et al.l [1996] zu einer reduzierten Neointimabildung
im Rattenmodell |[Jagadeesha et al., [2005; [Kappert et al., [2006].

NAC reagiert hauptséchlich mit HOCI, (HO") und HyO2 [Aruoma et al., [1989]. Des Weiteren ist
NAC eine L-Cysteinquelle und stimuliert als wichtige Vorstufe des Glutathions dessen Synthese
[Ruffmann und Wendel, [1991; [Marthaler und Keresztes, 2004]. TEMPOL hingegen reagiert strom-
aufwirts des HoO2 mit ‘OOH, der protonierten Form des O;  zu Hy0O2 und Oxoammonium. Diese
kationische Form des TEMPOL reagiert mit O; wieder zu TEMPOL und Oz [Krishna et al.,|1992]

(Abb.[[3).
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Abbildung 1.3: NAC, TEMPOL und MitoTEMPO. a. Chemische Strukturformeln von NAC, TEMPOL
und MitoTEMPO; b. Angriffspunkte der Antioxidantien. NAC reagiert hauptséchlich mit HoO2 und dient als
Prikursor der Gluthathionsynthese. Das SOD-Mimetikum TEMPOL/MitoTEMPO reagiert mit O; ; c. Reak-
tionszyklus von TEMPOL zur Umsetzung von O, zu H2O2 und Oz, nach [Chen et al.| [2003].

1.6.3 Mitochondriale Dysfunktion

Der grofite Teil der intrazellularen ROS wird im Mitochondrium generiert. Der ROS-Bildung im
Mitochondrium wird eine zentrale Rolle in der Entstehung kardiovaskuldrer Krankheiten zuge-
sprochen. Dabei entsteht durch eine Dysfunktion in der Elektronentransportkette hauptséchlich
O; . Die Manganhaltige-SOD (MnSOD) stellt den ersten Schritt in der Abwehr des O; in der

11
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mitochondrialen Matrix dar und setzt dieses zu HaOg um |Chance et al., 1979]. MnSOD defi-
ziente Méuse starben innerhalb der ersten 10 Lebenstage und zeigten eine ausgeprigte dilata-
tive Kardiomyopathie [Li et al., 1995]. Neben der Disproportionierung von O; durch die MnSOD
stellt die Umsetzung des HoOo durch die GSH-Peroxidase oder die Katalase den nichsten wich-
tigen Abwehrmechanismus dar. Interessanterweise konnte im Mausmodell die Uberexpression der
Katalase die ROS induzierte kardiovaskuldre Mortalitdt und somit die Lebensspanne von Mé&usen
nur dann verldngern, wenn diese in Mitochondrien iiberexprimiert wurde [Schriner et al., [2005]. Es
wurde zudem gezeigt, dass die mitochondriale O; -Bildung zur Entstehung der arteriellen Hyper-
tonie beitrigt, und dass antioxidative Strategien, die die mitochondriale ROS-Bildung spezifisch
hemmen, Hypertonie und andere kardiovaskulire Risikofaktoren reduzieren kénnen |[O’Connor und
Gutterman), [2010; Dikalova et al., 2010]. Antioxidantien, die zielgerichtet mitochondriale ROS in-
hibieren, kénnten daher von groflem therapeutischen Nutzen sein |Griffiths, 2012]. Die Kopplung
lipophiler Kationen wie Triphenylmethylphosphonium (TPMP) an Antioxidantien (Abb.[1.3h) fiihrt
selektiv zur Akkumulation in der inneren Mitochondrienmembran. Einerseits wird die positive La-
dung des Kations vom negativen Membranpotential der inneren Mitochondrienmembran (-140 mV)
angezogen, andererseits ermoglichen die lipophilen Eigenschaften des TPMP und seine geringe
Grofle das Passieren von Phospholipiddoppelschichten ohne die Hilfe von Ionophoren [Murphy und
Smith, [2000; Ross et al., [2005].

1.7 Chemokine und ihre Bedeutung in der Intimahyperplasie

1.7.1 Bedeutung und Kilassifizierung des Chemokinsystems

Chemokine sind kleine Signalmolekiile, die an einer Vielzahl biologischer Prozesse beteiligt sind und
die Entwicklung der Homdostase des Immunsystems, das himatopoetische System und die unspe-
zifischen Abwehr regulieren. Sie unterscheiden sich von anderen Zytokinen durch die Eigenschaft
Zellen chemotaktisch anzulocken (chemotaktische Zytokine). Bis heute wurden rund 50 Chemokine
und 20 Chemokin-Rezeptoren identifiziert. Chemokine bestehen aus 70-125 Aminosduren (AS) und
besitzen ein Molekulargewicht von sechs bis 14 kDa |[Kim und Broxmeyer, 1999]. Die Sekundir-
struktur der meisten Chemokine ist durch zwei Disulfidbriicken charakterisiert, die von vier Cysteinen
ausgebildet werden. Man unterteilt die Chemokine in CC, CXC und CX3C-Chemokine abhéngig
von der Zahl (X) der AS, die sich zwischen den ersten beiden Cysteinen im N-terminalen Bereich
befinden |Zlotnik und Yoshie, 2000]. Abhéngig von der Anwesenheit des N-terminalen Tripeptids
Glutamat-Leucin-Arginin (ELR-Motif) werden die CXC-Chemokine weiter unterteilt. ELR-positive
CXC-Chemokine gelten als potente Promotoren der Angiogenese, wihrend ELR-negative CXC-
Chemokine zumeist eine antiangiogenetische Wirkung besitzen [Strieter et al.,1995]. Die Wirkung
der Chemokine wird durch die Interaktion mit Chemokinrezeptoren vermittelt, deren Klassifizierung
analog zur Klasse der gebundenen Chemokine erfolgt [[UIS/WHO Subcommittee on Chemokine
Nomenclaturel 2003].

12
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Chemokinrezeptoren sind heptahelikale Transmembranrezeptoren und gehéren zur Familie der
rhodopsindhnlichen G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCR). Sie bestehen meist aus 340-370 AS

mit einer Homologie von 25-80 % [Olson und Ley, [2002]. Urspriinglich wurde angenommen das

Chemokinsystem sei redundant und iiberlappend, da stets mehrere Chemokine einer Klasse vom
selben Rezeptor gebunden werden und jedes Chemokin von mehr als einem Rezeptor gebunden
werden kann [Allen et al 2007]. Einigen Chemokinen, darunter die CXCR3-Liganden CXCL9,
CXCL10 und CXCL11, konnte jedoch in jiingeren Arbeiten funktionelle Spezifitit nachgewiesen

werden, sodass man mittlerweile annimmt, dass die Redundanz des Chemokinsystems doch nicht

so stark ausgeprigt ist, wie anfangs angenommen wurde |[Kouroumalis et al., [2005; Zidar, 2011].

Bereits von einer Vielzahl der Chemokinrezeptoren wurde gezeigt, dass diese Homomere und/oder

Heteromere bilden. Es wird vermutet dass zwischen den Rezeptoren eine Dynamik herrscht, die das

Potential der Feinregulationen im Chemokinsystem enorm erweitert |[Scholten et al., 2012].

Funktionell wird hauptséchlich zwischen inflammatorischen und homdostatischen Chemokinen
und Chemokinrezeptoren unterschieden (Abb. . Inflammatorische Chemokine werden durch
proinflammatorische Zytokine induziert und regulieren wichtige Prozesse in der Immumantwort.
Diese Gruppe von Chemokinen bewirkt die Rekrutierung von Effektorzellen, wie z.B. neutrophilen
Granulozyten, aktivierten T-Zellen oder NK-Zellen, an den Ort der Entziindung. Homoostatische
Chemokine und Chemokinrezeptoren werden hingegen konstitutiv in den lymphatischen Organen
exprimiert und sind am regulédren Leukozytentransport beteiligt. Weiterhin gibt es atypische Che-
mokinrezeptoren die als negative Regulatoren des Chemokinsystems fungieren kénnen und virale
Chemokine und Chemokinrezeptoren, die es Pathogenen ermdoglichen sich in eukaryotischen Zellen
zu etablieren [Beisser et al., |2002; [Ulvmar et al., [2011].

CCL5,7,11,13,15,24,26
CCL2,7,8,12,13 goL2380n22

CCL3,4,58
CCL3,4,5,7,14,15,16

CCL19,21
CXCLS9,10,11

CXCL1,2,3,56,7,8

CXCL6,8

CXCL1,8, CCL2,5

CCL2,3,57

TN\ CX3CR1

CXCL1,8,10,12 /

0
ccLn / us28 VU

ECRF3
CCL2,34,5 /

CCL2,34,57 CXCL13 CXcL12
CXCL1,57 CXCL16

CX3CL1

CXCL12, CXCL11

Abbildung 1.4: Chemokine und Chemokinrezeptoren. Dargestellt sind bisher bekannte Vertreter des Che-
mokinsystems. , Inflammatory, inflammatorische; ,homeostatic“, homdostatische; ,atypical“, atypische; ,viral®,

virale; nach
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1.7.2 Das CXCR3-Chemokinsystem

Die Rekrutierung und Akkumulation von Leukozyten und anderen zirkulierenden Zellen spielt eine
wesentliche Rolle in zahlreichen entziindlichen Erkrankungen und wird von Chemokinen vermittelt
[Gerard und Rollins, 2001; |Godessart), 2005]. In Folge einer GeféBverletzung wird INF~ freigesetzt
und induziert die Expression der non-ELR Chemokine CXCL9 (MIG, Monokine Induced by INF~),
CXCL10 (IP-10, INFy inducible Protein of 10 kDa) und CXCL11 (I-TAC, Interferon-inducible T
cell a-Chemoattractant) [Luster und Ravetch, [1987; |Cole et al., [1998; |[Kaplan, [2001]. Durch die
Ausbildung eines chemotaktischen Konzentrationgradienten vermitteln diese die Rekrutierung und
Aktivierung CXCR3 positiver Monozyten und T-Lymphozyten, aber auch himatopoetischer Proge-
nitorzellen (HPC) zum Ort der Gefifiverletzung und stimulieren deren Adhision und Aggregation
[Mach et all|1999; Jinquan et al.,|2001}; |Okamoto et al.,|2008]. In einer Reihe von Versuchen konnte
CXCR3 in direkten Zusammenhang mit der Rekrutierung von T-Lymphozyten gebracht werden. So
fithrte die Blockade des CXCR3-Signalwegs durch die Behandlung mit inhibierenden Antikérpern
oder CXCR3 Antagonisten zur verminderten Rekrutierung von T-Lymphozyten [Xie et al., 2003}
Hyun et al., [2005; van Wanrooij et al., 2008].

Mittlerweile belegen zahlreiche Studien, dass eine erhdhte Expression des CXCR3 bzw. seiner
Liganden mit der Entstehung atherosklerotischer Lésionen [Mach et al. 1999], der AbstoBung von
Transplantaten |[Hancock et al., [2000; [Melter et al., |2001] und der KHK assoziiert ist [Kawamu-
ra et al., 2003]. In muriner Neointima wurde eine erhthte CXCR3-Expression beobachtet [Frank,
2005|. Interessanterweise fiihrte die lokale Suppression von CXCL10 durch RNA-Interferenz in der
A. carotis von Kaninchen zu einer verminderten Neointimabildung [Zuojun et al., 2012].

Bisher wurden zwei alternative Splicevarianten des CXCR3 gefunden. Neben der urspriinglich
entdeckten Variante CXCR3A gibt es die Variante CXCR3B, die am N-Terminus zusétzliche 52 AS
besitzt. CXCR3B wird iiberwiegend von Endothelzellen exprimiert und agiert iiberraschenderweise
als funktioneller Rezeptor fiir CXCL4 (PF4, Platelet Derived Factor /), der wie CXCL9, CX-
CL10 und CXCL11 auch angiostatische Eigenschaften besitzt und dessen Rezeptor zuvor unbe-
kannt war [Lasagni et al., 2003]. CXCR3B werden vor allem die antiangiogenetischen Eigenschaften
des CXCR3-Chemokinsystems zugesprochen, wéhrend die proliferations- und migrationsférdernde
Wirkung der Chemokine iiber CXCR3A vermittelt wird [Lasagni et al., [2003]. In neueren in vitro
Untersuchungen konnte aber auch die chemotaktische Wirkung von CXCL4 auf CXCR3A-positive
Zellen gezeigt werden [Mueller et al.l 2008]. Weiterhin wurde die verkiirzte 101-AS-groe Variante
CXCR3-alt entdeckt, die héchstwahrscheinlich nur 4-5 transmembrane Helices besitzt und aus-
schlieBlich CXCL11 bindet [Ehlert et al.,2004]. CXCL11 konnte in vitro CXCR3-alt positive Zellen
chemotaktisch anlocken [Ehlert et al.,[2004]. Uber die genauen Funktionen von CXCR3-alt ist bisher
jedoch nichts bekannt.

Neben aktivierten T-Helfer-Zellen, Monozyten und Fibroblasten exprimieren auch zirkulierende
HPC aus dem Knochenmark sowie Endothelzellen den CXCR3 |[Jinquan et al) 2000, 2001]. Es
ist auch bekannt, dass die CXCR3-Liganden potente Inhibitoren der Angiogenese sind und ei-
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ner schnellen Reendothelialisierung entgegenstehen. Dabei fithren sie im Rahmen der spéteren
Entziindungsreaktion zur Hemmung der durch VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) ver-
mittelten Migration und Proliferation von Endothelzellen |Luster et al., [1995; [Strieter et al., [2005].

Sowohl in vitro als auch in vivo-Untersuchungen belegen, dass speziell CXCL10 frithe Stadien der

Angiogenese inhibiert und zur Dissoziation neu entstandener Geféfle fithrt [Bodnar et al., 2009;
Yates-Binder et al [2012]. Dabei vermittelt CXCR3 die Abspaltung cytoplasmatischer Regionen
des [3-Integrins iiber p-Calpain und beeinflusst so die Adh#sion, Motilitdt und Migration von
Endothelzellen [Satish et al. 2005; Bodnar et al., |2006]. |Campanella et al.| [2010] zeigten kiirzlich
aber, dass CXCL10 die Proliferation von Endothelzellen auch iiber einen CXCR3-unabhingigen
Signalweg durch die Bindung an Glykosaminoglykane hemmt.

Schliefllich beeinflusst CXCR3 auch die Vermittlung der ROS-Bildung durch die Hemmung der
SOD iiber EGR-1 (Farly Growth Response Gene 1) |[Bek et al.l 2003] und induziert die Apoptose
von Tumorzellen iiber einen p53-abhingigen Signalweg [Zhang et al., [2005; |Suzuki et all, 2007].

Das differentielle Expressionsprofil der beiden Splicingvarianten des CXCR3 wurde bisher noch
nicht untersucht und auch die genauen Mechanismen, die die Rekrutierung und Differenzierung der
einzelnen Vorlduferzellen regulieren sind bisher nicht verstanden. Die bisherigen Untersuchungen
deuten jedoch an, dass die Aktivierung der CXCR3-Chemokin-Achse eine wichtige Schnittstelle
zwischen der Entziindungsreaktion, der Rekrutierung zirkulierender Progenitorzellen, der Neointima-

bildung sowie der Hemmung der Reendothelialisierung darstellen konnte.

Rekrutierung
\ von HPCs /

Oxidativer

aDtia Stress/

angiogenese

Apoptose
CXCR3-
— Chemokin- —
\ system l
Chemotaxis Inflammation

O

Abbildung 1.5: Das CXCR3-Chemokinsystem und seine Bedeutung in biologischen Prozessen
nach der Gefifiverletzung.
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1.8 Rapamycin

Rapamycin ist ein makrozyklisches Lacton des Streptomyces hygroscopicus, der erstmals in einer
Bodenprobe der Osterinseln (Rapa Nui-Inseln) identifiziert wurde und der Substanz ihren Namen
gab [Vezina et al.,|1975]. Rapamycin hat vielversprechende immunsuppressive Wirkungen und steht
seit einigen Jahren im Mittelpunkt der Restenosetherapie [Sehgal, 2003]. Rapamycin bildet in
der Zelle einen Komplex mit dem FK506 Binde-Protein (FKBP-12), welcher die hochkonservier-
te Proteinkinase mTOR (mammalian Target Of Rapamycin) inhibiert [Johnson et all [1994]. Die
Serin-Threonin-Kinase mTOR ist Bestandteil eines Proteinkomplexes, der einer Vielzahl an Signal-
kaskaden iibergeordnet ist und wichtige biologische Prozesse wie Zellwachstum, Zellzyklus, Diffe-
renzierung, Alterung und Angiogenese steuert [Zoncu et al.l 2011} |Proud, 2011]. Rapamycin hemmt
durch die Bindung an mTOR sowohl die Protein- als auch die DNA-Synthese der Zelle und ar-
retiert den Zellzyklus in der spéten G1l-Phase [Terada et al., 1993|. Dadurch hemmt Rapamycin
die Proliferation, Motilitdt und Migration von SMCs |[Marx et all [1995; Poon et al., 1996]. In
der Humanmedizin findet Rapamycin als Medikamentenbeschichtung von Stents Anwendung und
reduziert die Restenoserate auf weniger als 10 % [Moses et al., 2003; Kastrati et al., [2005]. Aller-
dings geht die Behandlung mit dem erhéhten Risiko einer spéten Stentthrombose einher [McFadden
et all, [2004; Takovou et al. [2005]. Mogliche Ursache konnte die antiangiogenetische Wirkung von
Rapamycin sein, die die Migration und Proliferation von ECs hemmt und somit die Reendotheliali-
sierung verzogert [Clever et al.,|2011; Huo et al.l 2011};|Luo et al.,2012]. Daher wird die Entwicklung
neuer Theraphien angestrebt, die nicht nur das Restenoserisiko senken, sondern gleichzeitig auch

die Reendothelialisierung der verletzten Geféifiwand beschleunigen.

Abbildung 1.6: Strukturformel des Rapamycins.
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1.9 Zielstellung der Arbeit

Die genauen Mechanismen der Neointimabildung sind noch immer nicht vollstéindig geklart. Zur
Entwicklung neuer effizienter Therapien ist jedoch ein besseres Verstindnis der molekularen Abldufe
notwendig. Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher grundlegende pathophysiologische Mechanis-
men der Neointimabildung im Mausmodell zu untersuchen. Die Arbeit wurde dazu in vier Projekte

untergliedert:

1. Zuerst sollte untersucht werden, welcher therapeutische Ansatz den grofleren Effekt zur Re-
duktion der Neointimabildung nach der Geféafverletzung hat, die Hemmung der ROS-Bildung

oder aber die Immunsuppression mit Rapamycin.

2. Das Chemokin CXCL10 ist ein potenter Inhibitor der Angiogenese. Mit Hilfe des murinen
Femoralisverletzungsmodells sollte der Einfluss von CXCL10 auf die Neointimabildung und

Reendothelialisierung untersucht werden.

3. Der Chemokinrezeptor CXCR3 reguliert die Rekrutierung von T-Lymphozyten und HPC zum
Ort der Gefifiverletzung, wird interessanterweise aber auch auf Endothelzellen exprimiert und
vermittelt angiostatische Effekte. Um die Bedeutung von CXCR3 in der Inflammation und
Reendothelialisierung separat analysieren zu kénnen, sollten konditionelle CXCR3-Knockout

Mauslinien hergestellt werden.

4. Zum besseren Verstindnis der Regulation des CXCR3 auf molekularer Ebene sollte die Inter-
aktion von CXCR3 mit anderen GPCR untersucht werden und eine dafiir geeignete Methode

etabliert werden.
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2.1 Chemikalien und Reagenzien

Alle verwendeten Chemikalien und Reagenzien wurden im analytischen Reinheitsgrad verwendet
und, soweit in den Methoden nicht anders beschrieben, von den Firmen Fluka (Seelze, Deutsch-
land), Merck (Darmstadt, Deutschland), Roth (Karlsruhe, Deutschland) und Sigma-Aldrich (Tauf-
kirchen,Deutschland) bezogen.

2.2 Antibiotika

Name Endkonzentration Quelle

Ampicillin 100 mg/ml Sigma (St. Louis, USA)
Chloramphenicol 12,5 pg/ml Sigma-Aldrich

Ganciclovir 2 uM Sigma-Aldrich

Geneticin (G-418 Sulfat) 500 U/ml Gibco (Darmstadt, Deutschland)
Kanamycin 50 mg/ul Sigma

Mitomycin C 10 pg/mi Sigma

Tetracyclin Hydrochlorid 12 pg/ml Fluka

2.3 Enzyme

Alle Restriktionsendonukleasen wurden von den Firmen New England Biolabs (Frankfurt/Main,

Deutschland) bezogen. Weitere verwendete Enzyme werden in den einzelnen Methoden beschrieben.

2.4 Oligonukleotide

Zum Sequenzieren und Klonieren verwendete Oligonukleotide sind in Tabelle aufgelistet. Alle
Oligonukleotide wurden von Eurofins MWG Operon (Ebersberg, Deutschland) bezogen. Kursiv
gestelle Basenabschnitte kennzeichnen Restriktionsschnittstellen, Fettgedrucktes zeigt Start/Stop-

Codons bzw. Basen, die urspriinglich Teil eines Start/Stop-Codons waren, an.
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Tabelle 2.1 Oligonukleotide

Name

Sequenz (5°— 37)

Bemerkung

Sequenzierungsprimer

CX_SouthBamH_ fw1l
CX_SouthBamH_rvl1
CX_SouthBamH_ fw2
CX_SouthBamH _rv2
CX_SouthXbal_fwl
CX_SouthXbal_rvl
CX_SouthXbal_fw2
CX_SouthXbal_rv2

CX_3Arm_seq_fw

CX_3Arm_seq_fwl
CX_3Arm_seq_fw2
CX_3Arm_seq_fw3
CX_3Arm_seq_fw4

Screen_3Arm_rev

Screen_Ex2_fwl
Screen_Ex2_fw2
Screen_Ex2_fw3
Screen_Ex2_revl
Screen_Ex2_rev2
Screen_Ex2_rev3
CX_vorEx2_fw

TK_fw

Neo_rev
Screen_loxP_rv

ITAC_fw
ITAC _rv

T7
T3
EGFP-N1-F
EGFP-N1-R

ATT CTC CTG CCT CTG TCC TG

AAG CTC TTA GCT GAG CCT GG

AAT GGG CGC TTA GTT GAA GTC CTG
GGA AAG CAC TCT GTC CCT GC

TAA GTA CCA CCT TCT CTG CCT GTA
TAC CAC TGC TGA ACA CAC CCA G
AAT GCC AGC AGG CTT CCT G

GTT TGA TCT AGG TGG GCA GCT TG

GGG TAA GGG CTG ATG ATG AA
TGG GTC TTA TCT GAG GCT GC
TTG GGA GGC AGA AGC TAG AA
ACT CCC AAA AGT TGC CCT CT
GGA GCT GGG AAA GAC AGA GAA C
TTC AGC CTC TCT GCC TCT GC

ACA CCT TCC TGC TCC ACC TG
TAG TGG TAG TGG TGG TGG CAG
AGT TTG TCT CTC TGC CCT CCT G
CCT CCC CAG GTG CTT CCT TA
CCT GCC TGG ATC AAC CAC TG
TCT AGT CCC TGG CCC TCC TT
TCA TCT GAG CCC AAG AG

AAG GGC CAG CTC ATT CCT C
GAA TTG ACC TGC AGG GGC CCT

GCT CTC GAG ATA ACT TCG TAT AGC

CCG AAA GTT CCC TAT ACC CT
GAT ACT GCC TGA AGA TTG CTG

GTA ATA CGA CTC ACT ATA GGG CG
AAT TAA CCC TCA CTA AAG GGA AC
GAG GTC TAT ATA AGC AGA GC
ACT TGT GGC CGT TTA CGT C
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Fortsetzung von Tabl;| Oligonukleotide

Name Sequenz (5°— 37) Bemerkung
Klonierungsprimer fiir den CXCR3-Rekombinationsvektor
CX_5Arm_Notl_fw2 AAG GAA AAA AGC GGC CGC AAT GAG GCT ATC TCA  mCXCR3

CX_5Arm_BamHI_rv2

CX_Ex2_Clal_fw2

CX_Ex2_Sall_rv2

CX_3Arm_Xhol_fw2
CX_3Arm_Kpnl_rv

CX_loxP_Sall_fw2
CX_loxP_Xhol_rv2

GAA AG
CCG GAT CCC ACT GAG CTT CCC ACC CAA G

CCA TCG ATA CTG CCT CTG GGT AG
ACG CGT CGA CGA GCC CAG GAC TTA GC

CCG CTC GAG AGC AAG ATG GCA AGA TC
GGG GTA CCT CCA AGA TTG TAT TTG TAT ATT TC

ACG CGT CGA CAT AAC TTC GTA TAA TGT ATG C
CCG CTC GAG ATA ACT TCG TAT AGC ATA CAT

Klonierungsprimer fiir Southern Sonden

5_Sonde2_fw
5_Sonde2_rv

CX_3Sonde_fw
CX_3Sonde_rv

TGG TTG TAA ACA AGG GCA CA
CAA GGG AAG GAG CAC TCA AG

ATG GCT GAT TCC TGT TGT CC
AAT TTA GCA GGC CTG ACC CT

Klonierungsprimer fiir Expressionsplasmide

CX_EcoRI_{fw
CX_BamHI_rv

CX4_EcoRI_fwl
CX4_EcoRI_fw2
CX4_Kpnl_rv

CC2_Kpnl_fw
CC2_BamHI_rvl
CC2_BamHI_rv2

CC3_Xhol_fwl
CC3_Xhol_fw?2
CC3_EcoRI_rv2

CC5_Xhol_fw
CC5_BamHI_rv

GGA ATT CAA GCA CCA AAG CAG AGG
GCG GAT CCA AGC CCG AGT AGG AG

GGA ATT CCT GGG TTA ATG CTT GCT G
GGA ATT CGA GAA CCA GCG GTT AC
GGG GTA CCA AGC TGG AGT GAA AAC TTG

GGG GTA CCC AAC ATG CTG TCC ACA TC
GCG GAT CCA AGG CTC CTT CTT TGT CC
GCG GAT CCA ATA AAC CAG CCG AGA CTT C

CCG CTC GAG TGA AAT GAC AAC CTC AC
CCG CTC GAG TTG GAT TAT GCC ATT TG
GGA ATT CTA AAC ACA ATA GAG AGT TCC GG

CCG CTC GAG CAA GAT GGA TTA TCA AGT G
GCG GAT CCC ACA AGC CCA CAG ATA TTT CC
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Fortsetzung von Tabl;| Oligonukleotide

Name Sequenz (5°— 37) Bemerkung
MOR_HindIII_fw CCC AAG CTT CAC CAT GGA CAG CAG CGC

hMOR
MOR_Kpnl_rv GGG GTA CCA AGG GCA ACG GAG CAG TTT C
KOR_HindIII_fw CCC AAG CTT CAC CAT GGA CTC CCC G

hKOR
KOR_Kpnl_rv GGG GTA CCC ATA CTG GTT TAT TCA TCC CAT CG
GFP_fw GGA ATT CAT GGT GAG CAA GGG C

eGFP
GFP_rv GCG GAT CCT TGT ACA GCT CGT CCA TG

Linker zur Klonierung der Flag-Sequenz

3xFlag_fw

3xFlag_rv

CGG GAT CCA GAT TAC AAG GAT GAC GAC GAT AAG

GAT TAC AAG GAT GAC GAC GAT AAG GAT TAC AAG

3 x Flag sense

GAT GAC GAC GAT AAG TAA GCG GCC GCA AAA

GGA AAA

TTT TCC TTT TGC GGC CGC TTA CTT ATC GTC GTC
ATC CTT GTA ATC CTT ATC GTC GTC ATC CTT GTA 3 x Flag
ATC CTT ATC GTC GTC ATC CTT GTA ATC TGG ATC  antisense

CCG

2.5 Vektoren

2.5.1 Verwendete Ausgangsvektoren

Tabelle 2.2 Verwendete Vektoren

Vektor Beschreibung Referenz

BMQ 239H4 mCXCR3 BAC-Klon BACPAC Resourcey!
IRATpP970A06101D hKOR c¢cDNA-Klon Source BioScience
TIRATp970B06113D hMOR ¢DNA-Klon Source BioSciences

pBluescriptIl KS(+)

pBluescript

loxP—Neo/TK—loxP

pCR-XL-TOPO

bakterieller Klonierungsvektor, Amp”
modifizierter pBS KS+ mit loxP, Neo”, TK

TA Sequenzierungsvektor

LChildren “s Hospital Oakland, USA

2Berlin, Deutschland

3Waldbronn, Deutschland

Stratagen

Invitroge

4freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von Dr. Thomas Niihrenberg, Herzzentrum Bad Krozingen

SDarmstadt, Deutschland
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Tabelle 2.2 Verwendete Vektoren

Vektor Beschreibung Referenz

pEGFP-N1 eukaryotischer Expressionsvektor mit GFP-tag Clontechﬁ
3’ der MCS, Kan”

pECFP-N1 eukaryotischer Expressionsvektor mit CFP-tag Clontech®
3’ der MCS, Kan”

pEYFP-N1 eukaryotischer Expressionsvektor mit YFP-tag Clontech®
3’ der MCS, Kan”

pECFP-ER eukaryotischer Expressionsvektor mit ER- Clontec
spezifischer Calreticulin- Targeting-Sequenz 5°
und KDEL-Sequenz 3 der CFP-Sequenz, Kan"

CRF2a-CFP CRF2aR in pECFP-N1 7

CRF2aR-YFP CRF2aR in pEYFP-N1 7

pIC-Cre Rekombinationsvektor mit Cre-Rekombinase Gu et al. [1993]

2.5.2 Generierte Vektoren

Tabelle 2.3 Im Rahmen dieser Arbeit generierte Vektoren

Vektor Beschreibung

5°Arm pBS mCXCR3 5°Arm in pBluescript 1T KS(+)
3"Arm pBS mCXCR3 3“Arm in pBluescript IT KS(+)
Exon-Arm pBS mCXCR3 Exon-Arm in pBluescript 1T KS(+)
loxP pBS loxP in pBluescript IT KS(+)

Exon-Arm_loxP pBS Exon-Arm und loxP in pBluescript IT KS(+)

CXCR3_Targeting-
Vektorl

CXCR3_Targeting-
Vektor2

CXCR3A-GFP
CXCR3A-CFP
CXCR3A-YFP
CXCR3A

CXCR3B-GFP

mCXCR3 Rekombinationskassette in pBluescript loxP-Neo/TK-
loxP

modifizierter CXCR3 Targenting Vektor 1, mCXCR3 Rekombina-
tionskassette in pBS loxP-Neo/TK-loxP, TK 3°

hCXCR3A in pEGFP-N1
hCXCR3A in pECFP-N1
hCXCR3A in pEYFP-N1
hCXCR3A in pEGFP-N1 (-GFP), Negativkontrolle

hCXCR3B in pEGFP-N1

5Saint-Germain-en-Laye, Frankreich, freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von Dr. Manfred Gossen, BCRT

"freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von Dr. Anke Teichmann und Prof. Ralph Schiilein, Leibnitz Institut fiir
Molekulare Pharmakologie
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Fortsetzung von Tabl2.3 Generierte Vektoren

Vektor Beschreibung

CXCR3B-CFP hCXCR3B in pECFP-N1

CXCR3B-YFP hCXCR3B in pEYFP-N1

CXCR3B hCXCR3B in pEGFP-N1 (-GFP), Negativkontrolle
YFP-CFP EYFP in pECFP-N1, FRET-Positivkontrolle
CXCR4B-CFP hCXCR4B in pECFP-N1

CXCR4B-YFP hCXCR4B in pEYCFP-N1

CCR2-CFP hCCR2 in pECFP-N1

CCR2-YFP hCCR2 in pEYFP-N1

CCR3-CFP hCCR3 in pECFP-N1

CCR3-YFP hCCR3 in pEYFP-N1

CCR5-CFP hCCRS5 in pECFP-N1

CCR5-YFP hCCRS5 in pEYFP-N1

MOR-CFP hMOR in pECFP-N1

MOR-YFP hMOR in pEYFP-N1

KOR-CFP hKOR in pECFP-N1

KOR-YFP hKOR in pEYFP-N1
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2.6 Antikorper

Tabelle 2.4 Antikorper

Name/Klon (anti-) Isotyp/Spezifitit Quelle/Referenz
Primirantik6rper
CD3(KT3)/Klonl2  Ratte IG, mAK Quartettf]
CD31/Klon sz31 Ratte monoklonal IgGg,, anti-Maus Dianov
CXCR-3 (H-95) Kaninchen polyklonal IgG, anti-Maus/Ratte/ Santa Cru

Human
Flag M2 Maus monoklonal IgG, anti-Flag Sigma
GFP-Biotin Ziege polyklonal, Biotin-gekoppelt Vector Laboratorie
Ki-67/B56 Maus monoklonal IgGy, », anti-Maus/Ratte/ BD Pharmingen'’

Mac-2/Klon M3/38

Human/Schwein

Ratte monoklonal IgGs,, anti-Maus/Human

Sekundirantikérper und Streptavidinkonjugate

Anti-Kaninchen
Alexa Fluor 488

Anti-Ratte
Alexa Fluor 488

Anti-Ratte
Alexa Fluor 568

Anti-Maus
Alexa Fluor 488

Anti-Maus
Alexa Fluor 680

Anti-Maus-HRP

Streptavidin
Dylight(r)800

Ziege anti-Kaninchen IgG (H+L), Alexa Fluor
488-gekoppelt

Ziege anti-Ratte IgG (H+L), Alexa Fluor 488-
gekoppelt

Ziege anti-Ratte IgG (H+L), Alexa Fluor 568-
gekoppelt

Ziege anti-Maus IgG (H+L), Alexa Fluor 488-
gekoppelt

Ziege anti-Maus IgG (H+L), Alexa Fluor 680-
gekoppelt

Ziege anti-Maus IgG HRP-gekoppelt
Dylight(r)800-gekoppelt

Cedarlan
Molecular Probe

Molecular Probes
Molecular Probes
Molecular Probes
Molecular Probes

Molecular Probes

Biozo

8Berlin, Deutschland
9Hamburg, Deutschland
10Heidelberg, Deutschland
"Burlingame, USA
2Burlington, USA
13Fugene, USA

1 Eching, Deutschland
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2 Material

2.7 Bakterienstamme

E.coli XL1-Blue

E.coli EL350

Stratagene

Genotyp: recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supFE44 relAl lac

[F ' proAB lacI1ZM15 Tn10(Tet")]

Temperaturoptimum 37 °C

Lee et al.| [2001]

Genotyp: DH10B[1¢l857(cro—bioA)<>araC-PBADcre]

Chl", Temperaturoptimum 30 °C

2.8 Eukayotische Zelllinien

Tabelle 2.5 Eukaryotische Zelllinien

Zelllinie Beschreibung Quelle/Referenz
HEK293T humane embryonale Nierenepithelzelllinie, DSM Graham und van der
modifiziert /zusétzliche Expression des SV40 [Eb|[1973]
large T-Antigens
Jurkat humane T Lymphozytenzelllinie DSMZ, Schneider et al. |[1977]
MM6 humane Monozytenzelllinie DSMZ |Ziegler-Heitbrock et al.

Primérzellkulturen

HCASMC

ECFC
HUVEC
R1

humane glatte Muskelzellen der Koronar-

arterie
humane endotheliale Koloniebildende Zellen
humane Endothelzellen aus der Umbilicalvene

murine embryonale Stammzelllinie

[1988]

PromoCell
(Heidelberg, Deutschland)

Lonza
PromoCell

Nagy Lab, Mount Sinai Hospital,
Nagy et al.| [1993]

Im Rahmen dieser Arbeit hergestellte Priméirzellkulturen

MEF
(Feederzellen)

murine embryonale Fibroblasten, resistent
gegen G418, 6-Thioguanin, Puromycin und

Hygromycin

siehe Abschnitt |3.6.1

i

5Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen, Braunschweig
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2 Material

2.9 Mausstamme

Stamm Quelle
SV129/SvimJ Jax Mice Service
C57Bl1/6 FEM, Charité
Tg(DR4)1Jae/J Jax Mice Service

B6.12954-Cxcl10tm1Adl/J  Jax Mice Service, Dufour et al.| [2002]
(IP-10/CXCL10~/7)

2.10 Haufig verwendete Lésungen und Medien

Hier nicht aufgelistete Losungen und Medien werden in den einzelnen Methoden beschrieben.

PBS(T) 140 mM NaCl
2,7 mM KCl
8,1 mM Na2HPO4
1,5 mM KH2PO4 pH 7.2
(0,05% Tween-20)

TBS(T) 50 mM Tris/HCI pH 7,4
50 mM NaCl
TE-Puffer 10 mM Tris/HCI pH 7,4
1 mM EDTA
Tris-Puffer (10x) 0,5 M Tris Base pH 7,6
1,5 M NaCl
Citrat-Puffer (10x) 100 mM Tri-Natriumcitrat-Dihydrat pH 6,0
LB-Medium 0,5 % (w/v) Hefeextrakt (Duchefa, Haarlem, Niederlande)

1 % (w/v) Trypton
0,5 % (w/v) Natriumchlorid

Zellkulturmedien
DMEM Medium DMEM-GlutaMax-I (Gibco)
10 % FKS (Biochrom)
1 % Penicillin/Streptomycin (10000 U/ml; Gibco)
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2 Material

RPMI Medium

EF-Medium

ES-Medium

Einfriermedium

ES-Einfiermedium

Trypsinlésung

RPMI-1640 (Gibco)
10 % FKS (Biochrom)
1 % Penicillin/Streptomycin (10000 U/ml)

DMEM-GlutaMax-I (Gibco)

15 % FKS (HyClone)

1 % Penicillin/Streptomycin (10000 U/ml; PAA)
1 % 100 mM Natriumpyruvat(Biochrom)

1 % 100x nicht-essentielle Aminoséiuren (Biochrom)
0.2 % 50 mM [B-Mercaptoethanol (Sigma-Aldrich)

EF-Medium
LIF (ESGRO Supplement, Millipore)

90 % Zellkulturmedium
10 % DMSO (Fluka)

40 % EF-Medium
50 % FKS
10 % DMSO

0.05 % Trypsin/0.02 % EDTA (Gibco)
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3 Methoden

3.1 Molekularbiologische Methoden

Alle im Rahmen dieser Arbeit ausgefiihrten molekularbiologischen Methoden sind ausfiihrlich von
Sambrook und Russel [2001] beschrieben.

3.1.1 Kultivierung von E. coli

Fiir die Amplifikation von Plasmiden wurde der E. coli Stamm XL1-Blue verwendet und in fliissigem
LB-Medium oder auf festen LB-Agarplatten iiber Nacht bei 37°C inkubiert. Die Funktion der loxP-
Seiten in den Targeting Vektoren wurde im FE. coli Stamm EL350 durchgefiihrt, der nach Induktion
mit Arabinose die Cre-Rakombinase exprimiert. Dieser Bakterienstamm wichst vorzugsweise bei

30 °C und ist Chloramphenicolresistent.

3.1.2 Transformation von E. coli
Herstellung und Transformation von chemokompetenten E. coli

Chemokompetente E. coli wurden mit Hilfe der TSS (Transformation-Storage-Solution) Methode
hergestellt. E. coli wurden auf einer antibiotikahaltigen LB-Agarplatte ausgestrichen und iiber
Nacht bei 37 °C inkubiert. Von einer einzelnen Kolonie wurde eine 7 ml Vorkultur angeimpft und
bei 37 °C iiber Nacht geschiittelt. Am néchsten Tag wurde mit 1 ml der Vorkultur eine 200 ml
Hauptkultur (antibiotikafrei) angeimpft und bis zu einer ODggpy von 0,5-0,7 angezogen. Die Zellen
wurden sofort abzentrifugiert (1000 g, 10 min, 4 °C) und anschlieBend in 5 ml T'SS resuspendiert.
Aliquots zu je 50 ul wurden sofort in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert.
Fiir die Hitzeschocktransformation nach [Cohen et al. 1972] wurde ein Aliquot chemokompe-
tenter K. coli auf Eis aufgetaut. Die zu transformierende DNA wurde vorsichtig dazu pipettiert
(10 pl Ligationsansatz oder 20-50 ng Plasmid-DNA) und die Zellen weitere 30 min auf Eis inku-
biert. Der Hitzeschock erfolgte bei 42 °C fiir 90 s. Anschliefend wurden die Zellen nochmals 5 min
auf Eis gestellt und dann mit 800 ul vorgewarmtem LB Medium versetzt, Nach 1 h Schiitteln bei
37 °C wurden die Zellen auf antibiotikahaltigen LB-Agar Platten ausgestrichen und bei 37 °C im

Brutschrank inkubiert.

TSS-Puffer LB Medium, 10 % PEG (3350-8000), 5 % DMSO (v/v), 30 mM MgCls
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Herstellung und Transformation von elektrokompetenten E. coli

Durch ein starkes elektrisches Feld kann die negativ geladene Plasmid DNA stark beschleunigt
werden und die Barriere der bakteriellen Zellwand tiberwinden. Fiir die Herstellung elektrokompe-
tenter Bakterien wurde der gewiinschte F.coli Stamm auf einer antibiotikahaltigen LB-Agarplatte
ausgestrichen und iiber Nacht im Brutschrank inkubiert. Von einer einzelnen Kolonie wurde eine
7 ml Vorkultur iiber Nacht angezogen und mit dieser die 500 ml Hauptkultur (ohne Antibioti-
kum) angeimpft. Die logarithmisch wachsenden Zellen (ODgop = 0.5-0.7) wurden 15 min auf Eis
abgekiihlt und dann abzentrifugiert (4000 g, 15 min, 4 °C). Anschliefend wurden die Zellen erst
mit kaltem HyO und dann mit 10 % Glycerol gewaschen und in 1,5 ml 10 % Glycerol resuspendiert.
Aliquots zu je 50 ul wurden sofort in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert.

Fiir die Transformation wurde ein 100 ml Aliquot elektrokompetenter E. coli auf Eis aufgetaut
und mit 10 ng Plasmid-DNA (1-5 ml Ligationsansatz) versetzt. Die Elektroporation erfolgte in
einer Elektroporationskiivette (2 mm Spaltenbreite, Bio-Rad, Miinchen, Deutschland) im Gene-
Pulser II (Bio-Rad). Der Puls wurde fiir 5 ms bei 2,5 kV, 125 mF und 200 W durchgefiihrt.
Nach der Transformation wurde der Ansatz sofort in 1 ml LB-Medium aufgenommen und 1 h im
Bakterienschiittler bei 200 Upm inkubiert. Die Zellen wurden anschlieend auf antibiotikahaltigen
LB-Agarplatten ausgestrichen und iiber Nacht im Brutschrank inkubiert.

3.1.3 Praparation von Plasmid DNA aus E. coli

Die Plasmidpréparation aus E. coli erfolgte durch alkalische Lyse nach |Birnboim und Doly| [1979].
Von einer einzelnen Bakterienkolonie wurden 4 ml antibiotikahaltiges LB-Medium (2.10) ange-
impft und iiber Nacht bei 37°C und 250 Upm inkubiert. Am n#chsten Tag wurden 2 ml der
Ubernachtkultur abzentrifugiert und in 100 ! Losung I resuspendiert. Die alkalische Lyse der Zel-
len erfolgte durch Zugabe von 150 pul Losung IT und mehrmaligem Invertieren des Reaktionsgefifles.
Anschlieend wurden zur Féllung der Proteine 200 pl Losung 11T zugegeben und mehrmals vorsich-
tig invertiert. Das Priizipitat wurde dann 10 min bei 13.200 Upm abzentrifugiert und der Uberstand
in ein neues Reaktionsgefaf} iiberfithrt. Die Plasmid DNA wurde durch Zugabe von 0,7 Vol. Isopro-
panol und 0,1 Vol. 3 M Natriumacetat gefillt und anschlieend 15 min bei 13.200 Upm pelletiert.
Das Pellet wurde mit 70 % Ethanol gewaschen, getrocknet und in 50 pul RNase-H2O gelost.

Losung 1 25 mM Tris-HCI; pH 8,0; 50 mM Glukose; 10 mM EDTA
Losung 11 0,2 M NaOH; 1% (w/v) SDS

Losung II1 3 M Kaliumacetat; pH 4,8

RNase-Hy0 10 mg/ml RNase A in Aqua dest.

Groflere Mengen gereinigter Plasmid DNA wurden mit dem QIAGEN Plasmid Mazi Kit aus E. coli
prapariert. Die Préparation von DNA aus BAC-Klonen erfolgte mit Hilfe des QIAGEN Large-
Construct Kits.
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3.1.4 Préparattion genomischer DNA aus Geweben

Zur Genotypisierung von M#iusen wurde 0.5-1 cm Schwanzspitze in 500 ul Gewebe-Lysepuffer iiber
Nacht bei 55 °C inkubiert. Am néchsten Tag wurde der Ansatz zentrifugiert (13000 Upm, 10 min,
RT) und die genomische DNA mit 500 ul Isopropanol aus dem Uberstand gefiillt. Nach erneuter
Zentrifugation wurde das Pellet mit 70 % Ethanol gewaschen, getrocknet und in 200 pul TE-Puffer I
gelost. Die DNA wurde erneut durch Zugabe von 3 Vol. 100 % Ethanol und 1/10 Vol. 3 M Na-
Acetat gefillt und zweimal mit 70 % Ethanol gewaschen. Das Pellet wurde dann luftgetrocknet
und in 100 pl TE-Puffer II fiir 2 h bei 55 °C gelost. Die Lagerung erfolgte bei 4 °C.

Gewebe-Lysepuffer 100 mM Tris/HCI pH 8,5; 200 mM NaCl; 5 mM EDTA;
0,2 % SDS;400 pg/ml Proteinase K

TE-Puffer 1 10 mM Tris/HCI pH 8,5; 1 mM EDTA

TE-PufferIl 10 mM Tris/HCI pH 8,5; 0.1 mM EDTA

3.1.5 Praparation genomischer DNA aus ES-Zellen

ES-Zellen wurden auf 96-Loch-Platten in Selektionsmedium ohne LIF bis zur Konfluenz herange-
zogen und die gDNA nach der von Ramirez-Solis et al.| [1992] beschriebenen Methode extrahiert.
Die Zellen wurden zunichst 4 mal mit PBS gewaschen und in je 50 ul ES-Zell-Lysepuffer iiber
Nacht bei 60 °C in einer Feuchtkammer inkubiert. Am néchsten Tag wurde die genomische DNA
direkt aus dem Lysat gefiillt. Dazu wurden 100 ul eiskalter 100 %iger Ethanol-Salz-Mix pro Loch
zugegeben und mehrere Stunden bei RT inkubiert. Das DNA Prézipitat wurde 4 Mal mit eiskaltem
70 %igen Ethanol gewaschen und dabei vorsichtig dekantiert. Anschliefend wurde die DNA an
der Luft getrocknet und bei 4 °C gelagert oder direkt fiir die Southern Blot Analyse (3.1.16]) mit
Restriktionsendonukleasen verdaut.

In der Southern Blot Analyse positive ES-Zellklone wurden auf 10 cm Petrischalen hochgezogen. Die
gDNA Extraktion erfolgte dann im 2 ml Reaktionsgefifi analog zur gDNA Extraktion im 96-Loch.

Ethanol-Salz-Mix 100 % Ethanol; 0,05 % 3 M Natriumacetat
ES-Zell-Lysepuffer 10 mM Tris; pH 7,5; 10 mM EDTA, 10 mM NaCl,
0,5 % N-Laurylsarcosin; 200 ug/ml Proteinase K

3.1.6 Gelelektrophoretische Auftrennung von DNA

Die Auftrennung und Analyse von Nukleinsiuren erfolgte standardméfig durch horizontale Agarose-
Gelelektrophorese nach der Methode von [Aaij und Borst| [1972]. Abhéngig von der Groe der zu
untersuchenden DNA Fragmente wurden 0,7-2,5 % (w/v) Agarose (Roth) in 1x TAE durch kochen
gelost. Das in einer GelgieBvorrichtung ausgehértete Gel wurde anschlieend in einer Flachbett-
Elektrophoresekammer (Biometra, Gottingen, Deutschland) mit 1x TAE iiberschichtet. Die DNA
Proben wurden mit 1/6 Probenpuffer versetzt und bei 4-8 V/cm Laufstrecke elektrophoretisch
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aufgetrennt. Zur Visualisierung der DNA wurden dem Gel 0,5 pg/ul Ethidiumbromid (Roth) zuge-
setzt, welches mit den Nukleinsduren interkaliert. Unter UV Licht fluoresziert der Ethidiumbromid-
Nukleinsdure-Komplex. Durch Vergleich mit dem DNA-Groéflenstandard GeneRuler DNA Ladder
Mix (Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland) kann die GréBe und Menge der Fragmente bestimmt
wurden. Die UV-Geldokumentation erfolgte am NightHawk LB 984 (Berthold Technologies, Bad
Wildbad, Deutschland).

TAE (50x) 2 M Tris pH 8,0; 50 mM EDTA; 5,71% (v/v) Eisessig
DNA-Probenpuffer (6x) 0,25 % (w/v) Bromphenolblau; 0,25% (w/v) Xylencyanol,
25 % (w/v) Ficoll; 55% (v/v) Glycerin

3.1.7 Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Wird ein DNA-Gemisch priaparativ iiber ein Agarosegel aufgereinigt, so kann nach erfolgteer elektro-
phoretischer Trennung das gewiinschte DNA-Fragment aus der Gelmatrix zuriickgewonnen wurden.
Die DNA wurde iiber Ethidiumbromid unter UV-Licht sichtbar gemacht und mit einem sauberen
Skalpell ausgeschnitten. Die Aufreinigung erfolgte mit dem QIAquick Gel Extraktion Kit (QIAGEN)

nach Herstellervorschrift.

3.1.8 Phenol-Chloroform-Extraktion von DNA

Proteine koénnen aus Nukleinsiurelosungen durch Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (PCI) im
Verhiltnis 25:24:1 entfernt wurden [Chomczynski und Sacchi, 1987]. Dazu wurde die Probe mit
1 Vol des Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (PCI) Gemischs versetzt und kréftig ausgeschiittelt.
Zur Phasentrennung wurde anschlielend kurz bei maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert. Die
obere wissrige Phase wurde in ein sauberes Reaktionsgefifl {iberfithrt und nochmals mit 1 Vol.
Chloroform versetzt, ausgeschiittelt und zentrifugiert. Aus der wissrigen oberen Phase kénnen die
Nukleinsduren dann durch Zugabe von 0,7 Vol. Isopropanol und 0,1 Vol. 3 M Natriumacetat gefillt
und 15 min bei 13.200 Upm pelletiert wurden. Das Pellet wurde mit 70 % Ethanol gewaschen,
getrocknet und in dest. HoO gelost.

3.1.9 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren

Die Konzentrationsbestimmung von Nukleinséduren erfolgte spektrophotometrisch am Nanodrop
ND-1000 (Thermo Fischer Scientific). Nukleinséuren besitzen ein Absorptionsmaximum bei 260 nm
und ermdglichen eine photometrische Konzentrationsbestimmung auf der Grundlage des Lambert-
Beerschen Gesetzes. Anhand empirischer Vergleichsdaten kann die Konzentration bestimmt wurden.
Eine OD von 1 entspricht 40 mg/ml RNA bzw. 50 mg/ml DNA. Zur Reinheitsbestimmung wurde
zusétzlich die Absorption von Proteinen bei 280 nm und von organischen Losungsmitteln bei 230 nm
bestimmt. Optimal liegen die Werte fiir O Dagp/O Dagy zwischen 1,8-2 und fiir O Dsgo/ODazg > 2.
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3.1.10 Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Die Einfithrung von Restriktionsschnittstellen, die gerichtete Mutagenese und die Amplifikation
definierter DNA-Abschnitte erfolgte mittels PCR [Saiki et al.,|1985]. Nach Herstellerangaben wurden
wahlweise die GoTaq Polymerase (Promega, Mannheim, Deutschland) fiir Screening-PCRs bzw. fiir
die Amplifikation kurzer DNA-Fragmente oder das Ezpand Long Template PCR System (Roche)
mit 3°-5"proof-reading-Aktivitat fir die Amplifikation von langen DNA-Abschnitten zur Sequen-

zierung oder Klonierung verwendet.

3.1.11 Herstellung eines DNA-Verbindungsstiicks

Neue Restriktionsschnittstellen oder kurze Sequenzabschnitte konnen mit Hilfe von DNA-Verbin-
dungsstiicken in Klonierunsgvektoren eingefithrt wurden. Die benétigten Oligonukleotide wurden
von MWG bezogen. Die Hybridisierung der einzelstrédngigen Oligonukleotide zu einem doppel-
stringigen DNA-Verbindungsstiick erfolgte in Annealing-Puffer. Dazu wurden je 60 ug des Sense
und Antisense-Strangs in 200 ul (0,3 pg/pl) Annealing-Puffer fir 10 min auf 95 °C erhitzt und
langsam auf RT abgekiihlt.

Annealing-Puffer 20 mM Tris; 100 mM NaCl; 2 mM MgCly

3.1.12 Enzymatische Modifikation von Nuleinsduren
Restriktion von DNA und Dephosphorilierung

Restriktionsendonukleasen vom Typ II hydrolysieren DNA an spezifischen palindromischen Er-
kennungssequenzen. Alle verwendeten Restriktionsendonukleasen wurden von NEB (New England
Biolabs, Ipswich, USA) bezogen. Pro Mikrogramm DNA wurden 1-5 U Enzym mit entsprechend
mitgelieferten Puffern und 100 pg/ml BSA verwendet. Fiir den Verdau von gDNA wurde zusétzlich
50 pg/ml RNase A zugesetzt. Der Ansatz wurde bei 37 °C mindestens 1 h inkubiert.

Zur Verhinderung der Religation eines linearisierten Vektors wurden die Phosphatgruppen am 5°-
Ende des linearisierten Vektors entfernt. Dazu wurden 50 ng linearisierter Vektor und 1 U Shrimp
alkaline Phosphatase (Roche) gemischt und bei 37 °C fiir 10 min bei {iberhidingenden Enden (sticky
ends) bzw. 60 min bei glatten Enden (blunt-ends) inkubiert. Durch Erhitzen auf 65 °C fiir 15 min

wurde das Enzym inaktiviert. Der Ansatz kann sofort zur Ligation (3.1.12]) verwendet wurden.

Herstellung von glatten Enden an DNA-Fragmenten

Zu ligierende DNA Fragmente mit nicht komplementiren Uberhiingen kénnen mit Hilfe der T4-
DNA-Polymersae ,geglittet* werden, welche sowohl 5 —3’-Polymeraseaktivitit als auch starke
3’ —5 -Exonukleaseaktivitit besitzt. So werden 5 Uberhiinge aufgefiillt und 3 Uberhiinge entfernt.
Zu diesem Zweck wurde dem Restriktionsansatz 1 U T4-DNA-Polymerase (NEB) und 100 mM
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dNTPs hinzugefiigt und die Reaktion 15 min bei 12 °C inkubiert. Die Inaktivierung des Enzyms
erfolgte durch Zugabe von 10 mM EDTA und Erhitzen des Ansatzes fiir 20 min auf 75 °C.

Ligation

Zu ligierende lineare Vektoren und DNA-Fragmente wurden mit T4-DNA-Ligase (NEB) nach Her-
stellerangaben ligiert. Ein 20 ul Ligationsansatz mit 50 ng Vektor und der 3-fach molaren Menge
an Insert wurde mit 1 U T4-DNA-Ligase im zugehorigen Puffer bei 16 °C iiber Nacht inkubiert.

Als Negativkontrolle wurde ein Ansatz ohne Insert inkubiert.

TA Klonierung

Die TA Klonierung dient der effizienten Ligation von DNA-Fragmenten, die mit Hilfe der Tag-
Polymerase erzeugt wurden |[Shumanl, 1994]. Durch eine spezielle Aktivitit der Tag-Polymerase wer-
den einzelne Desoxyadenosinmonophosphate an das 3°-Ende der PCR-Produkte angefiigt. Der li-
nearisierte Vektor pCR-XL des TOPO TA Cloning Kits (Invitrogen) besitzt an seinen 5 “-Enden ein-
zelne Desoxythymidinreste, die kovalent mit einer DNA-Topoisomerase verkniipft sind. Es wurden 5
ng des aufgereinigten PCR-Produktes mit 0,5 pl des linearisierten Vektors 5 min bei RT inkubiert,
die Reaktion mit 1 ul Stop Reagenz gestoppt und der Ansatz anschliefend in E. coli transformiert
(13.1.2]).

Cre-vermittelte Rekombination in vitro

Zur Uberpriifung der Funktionalitéit der loxP-Sequenzen im konditionellen Rekombinationsvektor
wurde die Cre-vermittelte Rekombination in vitro durchgefiihrt. Dazu wurde der Targeting-Vektor
in F. coli EL350 transformiert . Eine einzelne Kolonie wurde gepickt und in 30 ml LB-Medium
mit 100 mg/ml Ampicillin (Sigma) angezogen. Durch Zugabe von 0,1 % L-Arabinose (Merck) zur
logarithmisch wachsenden Kultur (ODgog = 0,5) wurde die Expression der Cre-Rekombinase indu-
ziert. Nach 5 min wurden die Zellen abzentrifugiert, auf einer Ampicillin haltigen LB-Agarplatte
ausplattiert und iiber Nacht bei 30 °C inkubiert. Von einzelnen Kolonien wurden 5 ml Kulturen
beimpft und bei 30 °C iiber Nacht geschiittelt. Anschlielend wurden die Plasmide der Kulturen
isoliert (3.1.3), mit geeigneten Restriktionsendonukleasen verdaut und mittels Agarose-
Gelelektrophorese analysiert. Die isolierten Plasmide der zunéchst entstandenen Mischklone
wurden zur Vereinzelung nochmals in E. coli XL1-Blue retransformiert und die Plasmide wie oben

beschrieben prapariert und die Rekombinationsereignisse mittels Restriktionsanalyse bestimmt.

3.1.13 Klonierungen
Klonierung der konditionellen CXCR3 Targeting-Konstrukte

Fiir die Generierung des konditionellen CXCR3 Targeting-Vektors wurden zunichst per PCR
(3.1.10) mit spezifischen Primern (2.1)) einzelne Sequenzbereiche aus dem BAC-Klon BMQ 239H4
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amplifiziert. Dabei wurden an den Enden der Rekombinationsarme jeweils geeignete Restrik-
tionsschnittstellen eingefiihrt bzw. vorhandene Schnittstellen mutiert, sodass eine anschlieende
Klonierung in den Zwischenvektor pBluescript II (KS+) und eine spétere Subklonierung in den
Endvektor (Abb. moglich war. Der Endvektor pBluescript_loxP_Neo/TK_loxP ist der modi-
fizierte Vektor pBluescript IT (KS+), in den eine Neo” /TK-Selektionskassette, flankiert von zwei

loxP Stellen, eingefiigt wurde. Folgende Rekombinationsarme wurden aus dem Bac-Klon amplifi-

ziert:

Grifse Sequenzbereich Restriktionsschnittstellen
5’Rekombinationsarm 1,5 kb 5"UTR, Exon 1 Notl, BamHI
Exon-Rekombinationsarm 2,5 kb Exon 2 Clal, Sall
3 "Rekombinationsarm 3 kb 3'UTR Xhol, Kpnl

Zudem wurde die loxP Sequenz aus dem Endvektor amplifiziert und in den Zwischenvektor Exon-
Rekombinationsarm_pBluescript II (KS+) iiber Sall/Xhol eingefiigt. Die Klonierung der loxP
Sequenz erfolgte blind, da aufgrund der geringen Basenzahl (53 bp) eine Aufreinigung und Analyse
des Fragments schwierig war. SchlieBlich wurden der 5 Rekombinationsarm (Notl, BamHI), der
Exon-Rekombinationsarm mit loxP (Clal, Xhol) und der 3"Rekombinationsarm (Xhol, Kpnl) aus
den Zwischenvektoren geschnitten und nacheinander in den Endvektor pBluescript_loxP_Neo/
TK_loxP kloniert.

PGK Promotor
ColE1 origin

pBluescript

Kpnl
Xhol _loxP_neo_tk_loxP Neo* (nptll)
Clal > 7764bp

PGK Promotor

TK

Abbildung 3.1: Vektorkarte des konditionellen Rekombinationsvektors loxP_Neo/TK_loxP. Dargestellt sind
fiir die Klonierung relevante Restriktionsschnittstellen. Amp, Ampicillin-Resistenzgen; loxP, Erkennungssequenz
fiir die Cre-Rekombinase; Neo (nptll), Neomycinresistenzgen (Neomycinphospotransferase 11); PGK-Promotor,
Promotor der Phosphoglyceratkinase; TK, Thymidinkinase.

Klonierung der Southern Blot Sonden

Zur Identifizierung homolog rekombinierter ES-Zellklone wurden Sonden hergestellt, die strom-
aufwérts (3"Sonde) und stromabwérts (5 Sonde) der CXCR3 Sequenz liegen. Als Matritze diente
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der BAC-Klon BMQ 239H, von dem ausgehend, die entsprechenden Sequenzen amplifiziert und
nach Herstellerangaben in pCR-XL-TOPO kloniert wurden (3.1.12)).

Klonierung von Expressionsplasmiden

Generell erfolgte die Konstruktion von Expressionsplasmiden durch die Einfithrung geeigneter
Restriktionsschnittstellen mit Hilfe von Primern. In einer PCR wurden die offenen Lese-
rahmen (ORF, open reading frame) der zu klonierenden ¢cDNA Sequenzen amplifiziert und mit
Restriktionsschnittstellen flankiert. Anschlieend wurden sowohl die Fragmente als auch der Vektor
mit den entsprechenden Restriktionsendonukleasen geschnitten ([3.1.12)) und ligiert (3.1.12). Die
Sequenzen des CXCR3A und CXCR3B konnten ausgehend von Jurkat cDNA amplifiziert werden.
Als Matrize fiir die Klonierung der Chemokinrezeptoren CCR2, CCR3 und CCR5 diente aus Blut
gewonnene cDNA von Myokarditis—Patienten[ﬂ Fiir die Konstruktion von Opioidrezeptoren dienten
als Matritze cDNA Klone (Source Biosciences). Folgende Restriktionsschnittstellen wurden vor und
hinter den ORFs eingefiihrt:

GPCR 5" des ORF 3’des ORF
CXCR3A/B EcoRI BamHI
CXCR4 EcoRI Kpnl
CCR2 Kpnl BamHI
CCR3 Xhol FEcoRI
CCR5 Xhol BamHI
MOR/KOR HindIII Kpnl

Zur Koppelung einer Flag-Sequenz an CXCR3 wurden die fertigen CXCR3A /B-EGFP-Konstrukte
verwendet. Das EGFP hinter der CXCR3 Sequenz wurde zunéchst durch Restriktion mit BamHI/Notl
entfernt und durch ein DNA-Verbindungsstiick, das 3-mal hintereinander die Flag Sequenz besitzt
und durch die Schnittstellen BamHI/NotlI flankiert ist, ersetzt.

3.1.14 Identifizierung rekombinanter Klone
Blau-WeiB-Differenzierung

Zur Identifikation rekombinanter Klone wurde, wenn moglich, die Blau-Weil-Selektion genutzt. Vor-
aussetzung ist die Sequenz des lacZ-Gens auf dem inserierten Plasmid, welches fiir 5-Galactosidase
kodiert (pBluescript KS+). Plattiert man diese Zellen auf festem LB-Agar mit 20 ug/mil X-Gal
(Fermentas) und 100 pM IPTG (Fermentas) haltigen Medium aus, so kann die S-Galactosidase
nach Induktion durch IPTG das chromogene Substrat X-Gal zu einem Indigofarbstoff umsetzten,
wodurch die Kolonien blau werden. Wurde das gewiinschte DNA-Fragment korrekt in die lacZ-
Sequenz des Vektors ligiert , kann keine 8-Galaktosidase exprimiert werden. Kolonien posi-

 reundlicherweise zur Verfiigung gestellt von Dr. Nicole Langwieser
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tiver rekombinanter Klone bleiben folglich weifs. Wurde lediglich der religierte Vektor transformiert,

so werden die Kolonien blau.

Restriktionskontrolle

Es wurden entweder die durch Blau-Wei3-Selektion identifizierten positive Klone oder standardméfig
bis zu 24 einzelne Kolonien gepickt und 5 ml LB-Medium angeimpft. Die Fliissigkulturen wurden
iiber Nacht bei 37 °C geschiittelt und die Plasmide am né#chsten Tag prépariert . Etwa
1 pg Plasmid-DNA wurde mittels geeigneter Restriktionsendonukleasen geschnitten. Dabei erfolgte
die Auswahl der Endonukleasen so, dass die Lingen der entstehenden DNA Fragmente eindeutig
Aufschluss iiber die Korrektheit des klonierten Plasmids geben. Der Restriktionsansatz wurde 1 h
bei 37 °C inkubiert und die Fragmente auf einem Agarosegel separiert und analysiert.

3.1.15 Sequenzierung

Um bei der PCR entstandene Fehler auszuschlieen, wurde die korrekte Basenabfolge nach jedem
Klonierungsschritt {iberpriift. Die Sequenzanalysen von PCR-Fragmenten und klonierten Plasmiden
erfolgten nach dem Prinzip der Kettenabbruchmethode von [Sanger et al.|[1992] und wurden von der
Firma LGC Genomics mit Standardsequenzierungsprimern durchgefiihrt. Fiir die Sequenzierung
von ES-Zellklonen wurden die zu sequenzierenden DN A-Abschnitte zuvor in einer PCR mit
entsprechenden Primern amplifiziert und aufgereinigt . Das Fragment wurde dann zusammen

mit vorpipettierten spezifischen Primern zum Sequenzieren zu LCG Genomics geschickt.

3.1.16 Southern Blot Analyse

DNA-Sequenzen in komplexen DNA Gemischen kénnen mit Hilfe der Southern Blot Analyse de-
tektiert werden [Southern) |1975].

Membrantransfer

Die zu analysierende DNA wurde zunéchst durch geeignete Restriktionsendonukleasen geschnitten
und die Fragmente anschliefend in einem 0,7 % Agarosegel voneinander getrennt (3.1.6). Das
Gel wurde 15 min in 0,4 M HCI depuriniert, anschlieBend 30 min in Denaturierungspuffer und
nochmals 45 min in Neutralisierungspuffer geschwenkt. Der Transfer der einzelstrangigen DNA auf
die Membran (Hybond-N+; GE Healthcare, Freiburg, Deutschland) erfolgte iiber Nacht. Dabei
liegt das Gel auf einem Whatman-Papier (Schleicher&Schuell, Dassel), welches sténdig kontakt zu
einem mit 10x SSC befiillten Behéltnis hat. Auf dem Gel liegt die Membran, eine weitere Lage
Whatman-Papier und ein Stapel saugfihige Tiicher die mit einem Gewicht beschwert werden. Der
Aufbau garantiert einen Fliissigkeitsstrom durch das Gel, der die DNA auf die Membran transferiert.
Am folgenden Tag wurde die Membran zur kovalenten Bindung der DNA mit UV-Licht bestrahlt
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(Stratalinker 2400, Stratagene, Strahlungsenergie 120 mJ/cm?) und anschlieend 2 h bei 70 °C im

Trockenschrank getrocknet.

Denaturierungslosung 0,5 M NaOH; 1 M Na(Cl
Neutralisierungslosung 0,5 M Tris/HCI pH 7,4; 3 M NaCl
SSC-Losung (20x) 3 M NaCl; 0,3 M Natriumcitrat

Radioaktive Markierung von DNA-Sonden

Die zuvor in pCR-XL-TOPO einklonierten Matritzen fiir die Sonden wurden mit EcoRI wieder
herausgeschnitten und mit dem Gel Extraction Kit (QIAGEN, Hilden, Deutschland) aufgereinigt.
Die enzymatische Markierungsreaktion erfolgte mit Hilfe des Klenow-Fragments. Unter Verwendung
des Random Primed DNA Labelling Kit (Roche) wurden 100 ng Sonde mit 50 pCi [@-32P]dCTP
(3000 Ci/mmol; Hartmann Analytics, Braunschweig) nach Angaben des Herstellers markiert. Die
Aufreinigung der markierten Sonde erfolgte iiber illustra Nick Columns nach Herstellerangaben.
Dabei wurden die synthetisierten Sonden iiber das Prinzip der Gréflenausschluss-Chromatographie

von den ungebundenen Nukleotiden getrennt.

Hybridisierung und Autoradiographie

Die Membranen wurden zunéchst in Hybridisierungsréhrchen mit ca. 15 ml Church-Puffer 3-4 h
bei 65 °C und gleichméBiger Rotation im Hybridisierungsofen pri-hybridisiert [Church und Gilbert,
1984]. Anschlieflend wurde die aufgereinigte markierte Sonde 10 min bei 95 °C denaturiert und dann
in den Church-Puffer hinein gegeben. Die Hybridisierung erfolgte {iber Nacht bei 65 °C im Hybridi-
sierungsofen. Uberschiissige und unspezifisch gebundene Sondenmolekiile wurden am niichsten Tag

durch folgende Waschschritte von der Membran gewaschen:

1x kurz 0,4x SSC 60 °C

30 min 2x SSC / 0,1 % SDS 62 °C
30 min 0,4x SSC / 0,1 % SDS 68 °C
30 min 0,4x SSC / 0,1 % SDS 72 °C

Die Membran wurde in Frischhaltefolie eingeschlagen, in eine mit Calciumwolframat beschichtete
Autoradiographiekassette (Kodak, New York, USA) gelegt und ein Strahlungsempfindlicher Film
(Amersham Hyperfilm ECL, GE Healthcare) aufgelegt. Die Kassette wurde bei -80 °C gelagert
und der Film nach 14 Tagen per Hand mit Enwicklungs- und Fixierlosungen (T-Matic, Adefo)

entwickelt.

Church-Puffer 1 % BSA, 7 % SDS; 0,5 M Natriumphosphat-Puffer pH 7,2;
1 mM EDTA; ssDNA (vor Gebrauch 10 min 95 °C)

Der Natriumphosphat-Puffer wurde zuvor aus 1 M NagHPO4 und 1 M NaHsPO, hergestellt.
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3.2 Zellbiologische Methoden

3.2.1 Kultur von Saugerzellen

Alle Zellen wurden im Brutschrank bei 37 °C, 95 % Luftfeuchtigkeit und 5 % COg kultiviert.
Die einzelnen Medien wurden grofitenteils mit 10 % FKS (inaktiviert, 30 min bei 60 °C) und
1 % Pen/Strep versetzt, ausgenommen ES-Zellen und Feederzellen (siehe [2.10). Vor Erreichen der
Konfluenz wurden die Zellen 1:3 bis 1:10 passagiert, wobei adhérente Zellen zunéchst mit PBS
gewaschen und anschlieBend trypsiniert wurden. Zum Einfrieren der Zellen wurden ca. 5x10° Zel-
len in Einfriermedium resuspendiert, in einem Kryokonservierungsgefiafl langsam bei -80 °C

eingefroren und nach 24 h in fliissigen Stickstoff iiberfiihrt.

3.2.2 Transiente Transfektion von HEK293T-Zellen

Zur transienten Expression von Genen in HEK293T-Zellen wurden 5x10° Zellen in einer 12-Loch-
Platte bzw. 10 Zellen in einer 6-Loch-Schale mit bis zu 8 g Expressionsplasmid und der 4-fachen
Menge Metafectene Pro (Biontex, Martinsried, Deutschland) nach Herstellerangaben transfiziert.

Die Zellen wurden nach 16 - 24 h fiir Experimente verwendet.

3.3 Proteinbiochemische Methoden

3.3.1 Herstellung von Zelllysaten

Die zu lysierenden Zellen wurden geerntet, mit PBS gewaschen und in kalten Lysepuffer resus-
pendiert. AnschlieBend wurden die Zellen im Ultraschallbad Sonoplus (Bandelin electronic, Berlin,
Deutschland) 30 s lysiert. Die Zelltriimmer wurden 10 min bei 13.000 Upm (4 °C) abzentrifugiert

und der Uberstand entweder sofort fiir Co-Immunprizipitation (3.3.3) oder SDS-PAGE ({3.3.4)
verwendet oder bei -80 °C gelagert.

Lysepuffer 40mM Hepes pH 7,5; 120 mM NaCl; 1 mM EDTA; 0,1 % Triton-X100
Complete EDTA-free, Protease Inhibitor Cocktail tablets (Roche)
3.3.2 Quantitative Proteinbestimmung

Der Gesamtproteingehalt in Zelllysaten wurde mit dem BCA Protein Assay Kit (Pierce, Rockford,
Irland) bestimmt, der auf dem Prinzip der Biuret-Reaktion beruht. Die Proteinlysate wurden 1:10
verdiinnt eingesetzt und auf eine BSA Standardreihe bezogen. Die Messung der Proben erfolgte im
Mikroplattenlesegerit Mithras LB940 (Berthold Technologies).

3.3.3 Co-Ilmmunprazipitation

Zur in vitro Untersuchung von Protein-Protein-Ineraktionen diente die Co-Immunpri-zipitation

(Co-IP). Mit Hilfe von spezifischen Antikérpern kénnen Antigene aus Losungen aufkonzentriert
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werden. Dabei bindet der an einen Feststoff immobilisierte Antikorper an das Antigen, welches
mitsamt seinen Interaktionspartnern aus der Losung prézipitiert wurde (Co-Immunpréztipitation).
Zunéchst wurden HEK293T-Zellen co-transfiziert und nach 24 h lysiert (3.3.1]). Die Co-IP
erfolgte mit ANTI-FLAG M2 Magnetic Beads (Sigma-Aldrich) welche mit Hilfe eines Magneten
von der fliissigen Phase getrennt werden kénnen. Pro Probenlysat wurden 20 pl Beads-Suspension
verwendet. Die Beads wurden zunéchst dreimal mit TBS gewaschen und anschliefend mit 500 pul
Zelllysat versetzt. Die Co-IP erfolgte iiber Nacht bei 4 °C auf dem Rotator. Am né#chsten Tag
wurden die Beads wieder vom Lysat getrennt und dreimal mit TBS gewaschen. Die Eution erfolgte
10 min mit 50 pl Elutionspuffer bei RT. Danach wurde das Eluat mit 5 pl Neutralisierungspuffer
versetzt und direkt fiir die SDS-PAGE verwendet. Benutzte Beads wurden dreimal mit TBS
gewaschen, in 50 % Glycerol mit 1 % NaN3 aufgenommen und bis zur Wiederverwendung bei -20 °C

gelagert.

Elutionsuffer 0,1 M Glycin HCI pH 3,0
Neutralisierungspuffer 0,5 M Tris HCI pH 7,4; 1,5 M NaCl

3.3.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Proteinegemische wurden nach dem diskontiniuierlichen Laemmli-System in SDS-Poly-acrylamid-
Gelen der Groe nach aufgetrennt [Laemmli, |1970]. Die Proben wurden zuvor mit 4x Laemmli-
Puffer versetzt und 5 min aufgekocht. Fiir SDS-PAGE von GPCRs wurden die Proben nicht auf-
gekocht, sondern lediglich 1 h bei RT mild reduziert. Als Gréenstandard wurde der Page Ruler
Prestained Protein Ladder (Fermentas) mitgefiithrt. Die Proteintrennung erfolgte in 1x Laemmli-
Laufpuffer bei 5-8V /cm in einer SDS-PAGE Apparatur (Bio-Rad).

4 Gele (1 mm dick) Sammelgel 10 % Trenngel
H->O 6,1 ml 8,2 ml

30 % Acrylamid/Bis 29:1 (Bio-Rad) 1,3 ml 6,8 ml

1,5 M Tris/HCI pH 8.8, 0,4 % SDS - 5 ml

0,5 M Tris/HCI pH 6.8, 0,4 % SDS 2,5 ml ;

10 % APS 25 1l 66,8 ul
TEMED 10 13,2

Laemmli-Probenpuffer (4x) 250 mM Tris pH 6.8, 4 % SDS, 40% Glycerol,
0,004% Bromphenolblau, 10 % B-Mercaptoethanol
Laemmli-Laufpuffer (10x) 250 mM Tris, 2,56 M Glycin, 1 % SDS

3.3.5 Western-Blot-Analyse (Immunblot)

Proteine, die mittels SDS-PAGE der Grofie nach aufgetrennt wurden (3.3.4)) kénnen mit Hilfe des
Western-Blots identifiziert und quantifiziert werden. Dazu wurden die Proteine zunéchst im Nass-

verfahren in einer Western-Blot Apparatur (Bio-Rad) in Transferpuffer aus dem Polyacrylamidgel
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auf eine Nitrozellulose-Membran (Amersham, Hybond ECL) transferiert. Die Membranen wurden
danach erst kurz in PBS gewaschen und die freien Protein-Bindungsstellen dann 1 h in Odyssey
Blocking Buffer 927-40000 (LI-COR, Lincoln, Nebraska, USA) abgeséttigt. Anschliefend wurden
die Membranen 1 h mit dem Primérantikérper (1:1000 in OBB mit 0,1 %Tween) hybridisiert
und danach dreimal 5 min in PBST gewaschen. Es folgt die Hybridisierung mit einem geeigneten
Fluorophor-gekoppelten Sekundirantikorper (1:10000 in OBB mit 0,1 %Tween). Die Membranen
wurden erst dreimal in PBST und ein weiteres Mal in PBS gewaschen und am Odyssey Infrared
Imaging System (LI-COR Biosciences, Lincoln, Nebraska/USA) entwickelt. Bei einzelnen Western-
Blots wurde ein HRP-gekoppelter Sekundarantikérper verwendet und zur Detektion fiir einige
Minuten ein Strahlungsempfindlicher Film (Amersham Hyperfilm ECL) aufgelegt. Der Film wurde

anschlieBend per Hand mit Entwickler- und Fixierlosungen entwickelt.

Transfer-Puffer Laemmli-Laufpuffer (3.3.4), 20 % Methanol, 0,1 % Tween

3.3.6 Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfer (FRET)

Der Effekt des Fluoreszenz-Resonanz-Energie-transfers (FRET) beruht auf der abstandsabhéngigen
Ubertragung der Energie eines angeregten Teilchens von einem Fluorophor auf ein zweites [Forster,
1948]. L. Stryer und R. Haugland zeigten spiter, dass FRET vom Kehrwert der sechsten Po-
tenz des Abstandes der beiden Fluorophore abhingt und schlugen vor diesen quantenmechani-
schen Prozess als ,,optisches Nanometermafl* zur Untersuchung von Abstandsverhiltnissen und
Abstandsénderungen von biologischen Molekiilen einzusetzen [Stryer und Haugland, 1967} [Stryer,
1978]. Abhéngig vom Fluorophorenpaar findet FRET bei einem Abstand von 10-80 A statt. Neben
dem relativen Abstand der beiden Fluorophore zueinander ist die Energietibertragung ebenfalls von
der spektralen Uberlappung der beiden Fluorophore abhiingig. Ein strahlungsfreier Energietrans-
fer kann nur stattfinden, wenn das Emissionsspektrum des Donors und das Absorptionsspektrum
des Akzeptors iiberlappen, d. h. die Ubergangsdipole von Donor und Akzeptor koppeln. Diese
Abhéngigkeit wird durch den Korrekturfaktor x ausgedriickt. Es wird dabei angenommen, dass
die Dipole frei rotieren und alle Winkel statistisch gemittelt vorkommen, sodass % = % annimmt
[Dale et al.l [1979]. Spektrale Uberlappung und Orientierung der Fluorophore werden bei der Be-
rechnung des Forster-Radius R berticksichtigt. Der Forster-Radius ist spezifisch fiir ein bestimmtes
Fluorophoren-Paar und beschreibt den Abstand, bei dem die Effizienz der Energieiibertragung 50 %
betrigt [Forster, 1948} Lakowicz, [1983].

Ro® = 8,810 30 pr?n4J(N)

Rg Forster-Radius

dp Fluoreszenzquantenausbeute
K2 Korrekturfaktor
n Refraktionsindex (Er beschreibt wie das Medium in dem sich die Fluorophore befinden den

Energietransfer beeinflusst. Wasser =1, 33, Cytosol =1,4)
J(N) Uberlappungsintagral zwischen der Emission des Donors und der Absorption des Akzeptors
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Der wichtigste Parameter zur Quantifizierung des Energietransfers ist die FRET Effizienz F, die
den Anteil der vom Donor aufgenommenen Energie beschreibt, die auf den Akzeptor iibertragen
wird [Stryer und Haugland, (1967 Stryer, [1978|. E kann Werte zwischen 0 und 1 annehmen.

R
R06 + 76

R§  Forster-Radius
r Abstand der Fluorophore zueinander
Der geringe Abstand und die starke Abstandsabhingigkeit machen FRET zu einem wichtigen
Werkzeug in der Biochemie zur Untersuchung von Protein-Protein-Interaktionen (intermolekula-
rer FRET) sowie Faltung bzw. Konformationséinderungen von Proteinen (intramolekularer FRET)
[Clegg, 11995, 2002|. Dazu werden die zu untersuchenden Proteine direkt mit fluoreszierenden Pro-
teinen fusioniert. Die Entdeckung des griin fluoreszierenden Proteins (GFP, green fluorescent pro-
tein) aus der Qualle Aquoria victoria revolutionierte die Forschung hinsichtlich dieser Methodik
[Shimomura et all, [1962]. Bis heute wurden eine Reihe neuer Varianten entwickelt, die verbesserte
Eigenschaften besitzen und ein breiteres Spektrum des sichtbaren Lichtes abdecken [Tsien, [1998].
Fiir die Entdeckung, Weiterentwicklung und Anwendung der fluoreszierenden Proteine wurde 2008
der Nobelpreis fiir Chemie an die drei Forscher O. Shimomura, M. Chalfie und R. Tsien verlichen.
Eines der am héufigsten benutzten FRET-Paare ist (E)CFP ((enhanced) cyan fluorescent protein)
und (E)YFP ((enhanced) yellow fluorescent protein).

Bestimmung der FRET-Effizienz mit der ,,sensitized emission* Methode

Eine Moglichkeit zur Bestimmung der FRET Effizienz ist die ,sensitized emision“ Methode, bei
der die durch den Donor angeregte Emission des Akzeptors gemessen wird. Dazu wird die Fluores-
zenzintensitidt des Donors, des Akzeptors und des Akzeptors nach Anregung des Donors gemessen
[Gordon et al.l [1998; Wouters et al.,[2001]. Im Rahmen dieser Arbeit wurden die zu untersuchenden
G-Protein gekoppelten Rezeptoren N-terminal mit ECFP bzw. EYFP gekoppelt (siehe Tab.

und spektrometrisch in den folgenden Kanélen gemessen:

Exzitation Emission
Donor-Kanal (ECFP) Aex = 430nm Aem = 480nm
Akzeptor-Kanal (EYFP) Aex = 485nm Aem = 530nm
FRET-Kanal (ECFP-EYFP) Ao = 430nm Aem = 530nm

Bei dieser Methode muss jedoch beachtet werden, dass sich die Fluoreszenz im FRET-Kanal
zusammensetzt aus der durch den Donor angeregten Akzeptor-Emission (FRET), aber auch aus
dem Anteil der Donor-Emission, die in den FRET-Kanal emittiert (Donor spill-over) und der

Akzeptor-Emission nach direkter Anregung mit der Anregungswellenléinge des Donors (Akzeptor
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spill-over). Zur Bestimmung der spill-over-Faktoren miissen daher Proben mit jeweils nur einem der
beiden Fluorophore in allen drei Kanélen gemessen werden. Durchschnittlich ergaben sich folgende
Werte:

Donor spill-over 0,35
Akzeptor spill-over 0,04

Nach Exzitation mit der Donor-Anregungswellenléinge (430 nm) betrigt die Emission von freiem
ECFP in den FRET-Kanal 35 %. Zudem emittiert EYFP 4 % der Fluoreszenzintensitit unspezifisch
durch direkte Anregung bei der Anregungswellenlinge des Donors (430 nm) in den FRET-Kanal.
Mit Hilfe der spill-over-Faktoren kann der gemessene FRET Wert folgendermafe korrigiert werden:

FRET® = FRET — (0,35zECFP) — (0,04zEY FP)

FRETC FRET korrigiert
ECFP hintergrundkorrigierte Fluoreszenzintensitdt im Donor-Kanal
EYFP hintergrundkorrigierte Fluoreszenzintensitit im Akzeptor-Kanal

Die ermittelten Werte fiir das korrigierte FRET sind jedoch von der Fluoreszenzintensitéat der Probe
abhingig. Um verschiedene Proben miteinander vergleichen zu kénnen, werden aus den ermittelten
FRET® Werten die FRET-Effizienz E nach folgender Formel berechnet:

ECFP
ECFP + FRETCz&:
a
FRETC FRET korrigiert
ECFP hintergrundkorrigierte Fluoreszenzintensitdt im Donor-Kanal
Q4 Quantenausbeute des Donors (0,4)
Qa Quantenausbeute des Akzeptors (0,61)

Qualitative Untersuchung der FRET-Effizienz

Die zu untersuchenden Proteine werden i. d. R. in geeigneten Zellen stark iiberexprimiert. Dabei
ist zu beachten, dass aufgrund hoher Dichte an Proteinen auch unspezifische Energietibertragungen
zwischen Donor und Akzeptor stattfinden konnen. Es gilt also zu unterscheiden, ob eine gemessene

FRET Effizienz auf tatsiachliche Protein-Protein-Interaktion zuriickzufiihren ist.

Typ-1 Experiment Findet zwischen Proteinen eine spezifische Interaktion statt, steigt die FRET
Effizienz in Abhéngigkeit zum Akzeptor/Donor-Verhiltnis hyperbolisch an und beschreibt eine
Séttigungskurve |[James et al., 2006} Levoye et al., [2009]. Dazu werden in den Zellen gleiche Mengen
an Donor-Fusionsprotein mit steigender Konzentration an Akzeptor-Fusionsprotein gemessen. Ist
das Akzeptor/Donor-Verhiltnis gering, so kann bei echter Protein-Protein-Interaktion jeder Akzep-
tor mit einem Donor interagieren, sodass die FRET-Effizienz exponentiell ansteigt. Mit steigender

Akzeptorkonzentration sinkt die Zahl der frei verfiigharen Donoren, sodass die FRET Effizienz
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einen Séttigungswert erreicht. Das Akzeptor/Donor-Verhéltnis, bei dem die halbmaximale FRET
Effizienz (FRETj5() erreicht ist, gibt Auskunft iiber die Affinitét der Interaktionspartner zueinander.
Es gilt, je kleiner FRET5g, desto hoher die Affinitdt der Bindungspartner. Unspezifische Interak-
tionen sollten sich in einem pseudo-linearen Verhéltnis der FRET Effizienz zum Akzeptor/Donor-
Verhiltnis widerspiegeln. Die Messdaten wurden in SigmaPlot 9.0 ausgewertet und die Kurven mit

Hilfe folgender Gleichung angepasst:

_ B YFP/CFP)
~ Kp+ (YFP/CFP)

E

E FRET Effizienz [%)]
Ermae maximale FRET Effizienz [%)]
Kp Dissoziationskonstante

Typ-2 Experiment Eine weitere Moglichkeit die Qualitdt des Energietransfers zu untersuchen ist
die Variation der Expressionsstéirke der zu untersuchenden Proteine bei konstantem Akzeptor /Donor-
Verhiltnis. Spezifische Interaktionen zwischen Proteinen sollten unabhingig von der Konzentra-
tion der Bindungspartner sein |James et al., 2006]. Demzufolge miisste die FRET Effizienz fiir
tatsdchliche Protein-Protein-Interaktionen stets konstant bleiben. Fiir unspezifische oder schwache
Interaktionen sollte die FRET Effizienz jedoch pseudo-linear abhéngig von der Expression sein,

sodass diese bei geringer Expression gegen Null geht und mit steigender Expression ebenfalls steigt.

Typ-1 Experiment Typ-2 Experiment

FRET Effizienz E
FRET Effizienz E

FRET5, Akzeptor/Donor Akzeptor

Abbildung 3.2: Schematische Darstellung der FRET-Messungen, Typ-1 Experiment: Die FRET Effizienz E von
echten Protein-Protein-Interaktionen ist logarithmisch abhiéngig vom Akzeptor/Donor-Verhiltnis; Typ-2 Experi-
ment: Die FRET Effizienz E von echten Protein-Protein-Interaktionen ist bei gleich bleibendem Akzeptor/Donor-
Verhiltnis unabhéingig von der Konzentration der Interaktionspartner

Experimentelle Durchfiihrung der FRET-Messung mit transfizierten HEK293T Zellen

In einer 12-Loch-Platte wurden 2,5x10° HEK293T-Zellen pro Loch ausgesit und nach 24 h trans-
fiziert . Nach weiteren 16-24 h wurden die Zellen einmal mit warmen PBS gewaschen, in ein
1,5ml Reaktionsgefafl iiberfithrt und 5 min bei 1000 Upm pelettiert. Die Zellen wurden in 200 ul
resuspendiert und je 2x 100 ul auf eine schwarze 96-Loch-Platte aufgetragen. Die Messung erfolgte
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unverziiglich im Mithras LB940 (Berthold Technologies), wobei in jedem der 3 Messkanile (FRET-,
Donor- und Akzeptor-Kanal) je 10x10 Messpunkte pro Loch gescannt wurden. Bei jeder Messung
wurden als Kontrolle nur mit CFP, YFP bzw. der CFP-YFP positiv Kontrolle transfizierte Zel-
len mitgefiihrt, sodass fiir jede Messung die CFP- und YFP-spill-over-Faktoren berechnet werden
kénnen . Zudem wurden untransfizierte Zellen gemessen und als Hintergrund abgezogen.

3.4 Histologische Methoden

3.4.1 Anfertigung von Paraffinschnitten

Einbetten von Gewebe in Paraffin Die frisch préparierten Organe bzw. Femoralarterien
wurden iiber Nacht bei 4 °C in 4 % Formaldehyd in PBS chemisch fixiert. Zum Einbetten wurden
die Gewebe in einer aufsteigenden Alkoholreihe (70 %, 90 %, 100 % Ethanol, jeweils 1 h schiittelnd
bei RT) schrittweise dehydriert, dann in Xylol iiberfiihrt und ebenfalls 2x 1 h bei RT schiittelnd
inkubiert. Schliefllich wurden die Gewebe tiber Nacht bei 65 °C mit Paraffin (Paraplast Plus, McCor-
mick Scientific, Saint Louis, USA) infiltriert und eingebettet. Zum Einbetten wurden die Gewebe

in Metallformen mit fliissigem Paraffin (65 °C) iibergossen und auf einer Kilteplatte ausgehértet.

Schneiden der Paraffinblocke Die Femoralarterien wurden am Mikrotom HM355 (Microm) iiber
10 Ebenen geschnitten. Die erste Schnittebene liegt oberhalb der proximalen Ligatur des Seitenastes
(3.7.2). Es wurden pro Ebene 15 mal 3 um dicke Schnitte angefertigt und zwischen den Ebenen je
50 pum getrimmt. Die Schnitte wurden in einem 50 °C warmen Wasserbad auf silanisierte Objekt-
triiger (Superfrost) aufgezogen. Schnitte von anderen Organen als Kontrolle wurden ebenfalls 3
um dick in beliebigen Schnittebenen angefertigt. Die Schnitte wurden bei 50 °C getrocknet und in
Objekttragerkisten bei RT gelagert.

Entparaffinieren der Schnitte Vor dem Férben der Schnitte war ein griindliches Entparaffinieren
der Schnitte notwendig, weil Paraffinreste unspezifische Féarbeeffekte begiinstigen. Dazu wurden die
Schnitte iiber Nacht bei 65 °C inkubiert und anschlieBend 2x 5 min in Xylol getaucht. Es schlief3t
sich die Rehydratisierung in einer absteigenden Alkoholreihe (je 5 min 100 %, 90 %, 80 %, 70 %
Ethanol) an. Vor Beginn der Fiarbung kénnen die Schnitte nun in dest. HoO verbleiben.

3.4.2 Elastica-van-Gieson Farbung (EvG)

Die Elastica-van-Gieson Farbung dient der morphometrischen Beurteilung der A. femoralis Gefaf3-
schnitte. Elastische Fasern stellen sich dunkelviolett bis schwarz dar, kollagene Fasern (Binde-
gewebe) rot und Muskulatur gelb. Dazu wurden die entparaffinierten Schnitte in vor-
gewimtes Resorcinfuchsin (60 °C) getaucht und 20 min inkubiert. AnschlieBend wurden die Schnitte
mit HyO und kurz mit 90 %igem Alkohol gespiilt. Die Kernfirbung erfolgte fiir 6 min mit Eisen-

hématoxylin nach Weigert. Nach Differenzierung in HCI-Alkohol wurden die Schnitte unter warmem
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flielenden Leitungswasser 10 min gebldut und nach erneuten 5 min Spiilen in Van-Gieson-Losung
belassen. Nach Entwésserung in einer aufsteigenden Alkoholreihe wurden die gefirbten Praparate
kurz in Xylol getaucht und mit Eukitt Quick Hardening Medium (Fluka) eingebettet.

Van-Gieson-Losung (Pikrofuchsin) 100 ml 1,2 % Pikrinsdure
10 ml 1 % Séurefuchsin

3.4.3 Immunfluoreszenzfarbungen

In der Immunhistochemie werden mit Hilfe spezifischer Antikorper bestimmte Epitope von Zellen
und Zellbestandteilen dargestellt. Bei der in dieser Arbeit verwendeten indirekten Methode wurde
nicht der Primérantikérper detektiert, sondern ein fluoreszenzmarkierter Sekundéarantikorper. Die
Schnitte wurden zunéchst entparaffiniert und zur Antigendemaskierung 30 min in Citrat-
puffer gekocht um durch das Formalin entstandene Aldehydvernetzungen zu lésen. Vorhandene
endogene Enzyme wurden mit 3 % HyO- fiir 15 Minuten bei Raumtemperatur geblockt, um falsch
positive Ergebnisse und eine Hintergrundfirbung zu verhindern. Anschlieend wurden die Schnitte
dreimal mit Tris-Puffer gewaschen. Die Inkubation mit dem Primé&rantikorper erfolgte in einer
Feuchtkammer bei RT fiir 1 h oder iiber Nacht bei 4 °C. Soweit nicht gesondert beschrieben,
wurden die unkonjugierten Primérantikorper 1:100 in REAL Antibody Diluent (Dako, Hamburg,
Deutschland) verdiinnt und mit einer Pipette ca. 5 pl pro Schnitt aufgetragen. Danach wurden die
Schnitte dreimal mit Tris-Puffer gewaschen. Es schlieit sich die Inkubation mit einem geeigneten
fluoreszenzmarkierten Sekundérantikorper fiir mind. 45 min in einer abgedunkelten Feuchtkammer
bei RT an. Die Sekundérantikérper wurden i. d. R. 1:200 in REAL Antibody Diluent verdiinnt ein-
gesetzt. Die Schnitte wurden anschliefend dreimal mit Tris-Puffer gewaschen und zur Darstellung
der Kerne 30 s mit 0,4 pg/ml DAPI (47 ,6-Diamidin-2-phenylindol, Sigma-Aldrich) in dest. HoO
gegengefiarbt. DAPI lagert sich bevorzugt an AT-reiche Regionen in der kleinen Furche doppel-
strangiger DNA an und erhoht dabei seine Fluoreszenzintensitét um das 20-fache (Aep, =461nm).
Schlielich wurden die Schnitte mit Fluorescence Mounting Medium (Dako) eingedeckt und bis zur

Analyse am Mikroskop bei 4 °C im Dunkeln aufbewahrt.

3.4.4 TUNEL Farbung

Die sogenannte TUNEL Farbung ( TdT-mediated dUTP-biotin nick end labeling) dient der Detektion
apoptotischer Zellen |Gavrieli et al.l 1992; Labat-Moleur et al [1998]. Bei dieser Methode werden
die bei der Apoptose durch Endonukleasen frei werdende 3 -Hydroxylgruppen an DNA Bruchstel-
len durch das Enzym terminale Desoxyribonukleotidyltransferase (TdT) mit fluoreszenzmarkierten
Nukleotiden versehen. Zur Férbung wurde das In Situ Cell Death Detection Kit, TMR red (Ro-
che) verwendet. Zwischen den einzelnen Inkubationsschritten wurden die Objekttriger jeweils 3Mal
mit PBS gewaschen. Zunédchst wurden die entparaffinierten Schnitte 30 min in Citratpuffer pH 6

gekocht und langsam auf RT abgekiihlt. Es folgt eine Inkubation fiir 15 min in 3 % H2O9 zum
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Blocken der endogenen Peroxidase. Dann erfolgte die TUNEL Farbung in einer Feuchtkammer bei
37 °C fiir 1 h nach Herstellerangaben. Schliefilich wurden die Kerne 30 s mit 0,4 pg/ml DAPI in
dest. HoO gegengefarbt, die Schnitte mit Fluorescence Mounting Medium eingedeckt und bei 4 °C
gelagert.

3.5 Haltung der Mause

Die Méause wurden wie in Kapitel beschrieben bezogen und auf der Basis der fiir Versuchstiere
vorgeschriebenen nationalen und européischen rechtlichen Vorgaben im FEM der Charité Berlin
gehalten. Die Tiere wurden in Mausekifigen Typ III (5 Tiere/Kifig) gehalten. Fiir die nach dem
Tierschutzgesetz vorgeschriebene art- und verhaltensgerechte Unterbringung von Versuchstieren
erhélt jede Maus in Einzelhaltung mindestens 200 cm?. In Gruppenhaltung erhalten Miuse unter
30 g KG mind. 60 cm? und Méuse iiber 30 g KG mind. 100 cm?/Maus. Autoklaviertes Miusefutter
und autoklaviertes Trinkwasser erhalten die Tiere ad libitum. Spezielles Holzgranulat dient als Ein-
streu und wurde einmal pro Woche gewechselt. Die Raume sind speziell als Tierhaltungsrdume
konzipiert (personenlimitierte Zutrittskontrolle, Pflege durch ausgebildete Versuchstierpfleger, kon-
stante Temperatur von 22 °C 42 °C, relative Luftfeuchte von 60 % 415 %, Hell-Dunkel-Rhythmus
von je 12 Stunden mit Ddmmerungsphase). Das Hygienemanagement erfolgte geméfl den Empfeh-
lungen der FELASA. Das Enrichment-Programm fiir die M#use beinhaltet den sozialen Kontakt
durch Gruppenhaltung sowie die Moglichkeit zum Nestbau (Breitstellung von Nestbaumaterial und
H&uschen).

Die Antrige auf Genehmigung eines Tierversuchsvorhabens nach § 8 Abs. 1 des Tierschutzgeset-

zes wurde von der zusténdigen Behorde genehmigt.

3.6 Erzeugung genetisch veranderter Mause

3.6.1 Préparation und Kultur embryonaler Fibroblasten (Feederzellen)

Primére embryonale Fibroblasten, sog. Feeder-Zellen, tragen zu optimalen Kulturbedingungen und
Aufrechterhaltung der Omnipotenz der ES-Zellen bei und dienen als Matrix fiir deren Wachs-
tum. Die Praparation der Feederzellen erfolgte am Tag 13,5 aus Embryonen. Da die Feederzellen
spater Selektionsmedium ausgesetzt sind, wurden C57Bl/6 Mé#use mit Tg(DR4)1Jae/J verpaart,
die u. a. homozygot fiir npt II sind. Eine erfolgreiche Verpaarung wurde durch das Auftreten
eines Vaginalpfropfs am néchsten Tag angezeigt und die positiven Weibchen auf den Tag 0,5 post
coitum (p. c.) bestimmt. Am Tag 13,5 wurden die schwangeren Weibchen durch zervikale Dislo-
kation getotet und in 70 % Ethanol getaucht. Die folgenen Schritte erfolgen unter der Sterilbank.
Der Uterus wurde heraus prépariert und in eine Petrischale mit PBS iiberfiihrt. Die Embryo-
nen wurden entnommen und der Kopf sowie die blutfithrenden inneren Organe entnommen. Das

iibrige mesenchymale Gewebe wurde mit Pinzette und Skalpell zerkleinert, in vorgewdmtes Trypsin
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(Iml/Embryo) iiberfithrt und mit einer 10 ml Pipette homogenisiert. Nach einer Inkubation von
8 min bei 37 °C wurde erneut mit einer 5 ml Pipette homogenisiert und nochmals 8 min bei 37 °C
inkubiert. AnschlieBend wurde die Zellsuspension auf 15-cm-Petrischalen mit je 25 ml vorgelegten
EF-Medium ausgesét (etwa 1,5 bis 2 Embryonen pro Petrischale). Nach etwa 24 h wurden die Zellen
trypsiniert und in ES-Einfiermedium kryokonserviert ([3.2.1)).

Die kryokonservierten Fibroblasten wurden bei Bedarf in einem 37 °C warmen Wasserbad schnell
aufgetaut, mit warmem EF-Medium versetzt, 3 min bei 900 Upm zentrifugiert und anschliefend
in 20 ml Medium auf 15-cm-Petrischalen ausgeséit. Konfluent gewachsene Fibroblasten wurden
1:3 oder 1:4 passagiert. Dazu wurden die Zellen mit PBS gewaschen und dann fiir 5 min mit
5 ml Trypsinlosung bei 37 °C inkubiert. Das Trypsin wurde mit 10 ml EF-Medium abgestoppt
und die Zellen direkt auf neue Kulturplatten ausgeséit. Vor der Verwendung als Feeder fiir ES-
Zellen (Passage 3-4) wurden die Fibroblasten mit 10 pg/ml Mitomycin C (Sigma) in EF-Medium
behandelt, um deren Zellteilung irreversibel zu blockieren. Nach 1-3 h Inkubation bei 37 °C im
Brutschrank wurden die wachstumsinaktivierten Zellen mit PBS gewaschen, erneut trypsiniert und
kryokonserviert. Fiir die ES-Zellkultur wurden die Feederzellen bei Bedarf aufgetaut und

auf Gelatine-beschichtete Platten ausgesiit.

3.6.2 Kultur und Transfektion emryonaler Stammazellen

Kryokonservierte ES-Zellen wurden in ES-Zellkulturmedium aufgenommen, sorgfiltig vereinzelt
und in 10-cm-Zellkulturplatten auf einem Monolayer inaktivierter Fibroblasten ausgesit.
Das Medium wurde jeden Tag gewechselt und die Zellen je nach Dichte alle ein bis zwei Tage
passagiert (1:3 bis 1:6), um ein konfluentes Wachstum der ES-Zellen und die damit einhergehende
Differenzierung zu verhindern. Fiir die Transfektion wurden 1x10” exponentiell wachsende ES-
Zellen in 800 pul PBS aufgenommen und mit 20 pg linearisiertem Rekombinationsvektor in einer
Elektroporationskuvette (Gene-Pulser Kuvette 0,4 cm, Bio-Rad) vereinigt. Nach Elektroporation
bei 230 V, 500 pF (5-7 ms Impuls) wurden die Zellen auf vier mit Fibroblasten bewachsenen
10-cm-Zellkulturplatten ausgesét.

3.6.3 Selektion und Isolation einzelner ES-Zellklone

Primares Targeting Die Positivselektion homolog rekombinierter ES-Zellklone erfolgte iiber die
Neomycinresistenz des Rekombinationsvektors durch Zugabe von 400 pg/ml Geneticin am Tag 2
nach der Elektroporation. Nach 7-10 Tagen erfolgte die Separation der resistenten Klone. Dazu
wurden die ES-Zellklone vorsichtig mit PBS gewaschen und mit frischem PBS iiberschichtet. Die
Klone wurden dann unter dem Lichtmikroskop mit einer 20 ul Pipette in eine 96-Loch-Platte
iiberfithrt. Die Zellen wurden anschlieBend 5 min mit je 30 ul Trypsin/Loch bei 37 °C inkubiert,
unter Zugabe von je 50 ul ES-Medium mit der Pipette sorgfiltig vereinzelt und auf 96-Loch-Platten
mit Feederzellen iiberfithrt. 2 Tage spéter wurden die Zellen passagiert und auf 2 neue 96-Loch-

Platten aufgeteilt, eine davon mit Feederzellen, die andere nur mit Gelatine beschichtet. Die auf
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Fibroblasten gewachsenen ES-Zellen wurden nach zwei bis drei Tagen bei Erreichen ausreichend
groer Einzelkolonien eingefroren. Dazu wurden die Klone einmal mit PBS gewaschen, mit 25 ul
Trypsinlosung inkubiert (5 min, 37 °C) und nach Zugabe von 75 pl ES-Einfriermedium gut
vereinzelt. Die Lagerung erfolgte bei -80 °C. Die fiir die DN A-Isolierung vorgesehene Gelatine-Platte
wurde bis zur Konfluenz weiter kultiviert um eine ausreichende Zellzahl zu erreichen. Homolog re-
kombinierte ES-Zellklone wurden mittels Southern-Hybridisierung ermittelt. Anschlieflend
konnte auf die kryokonservierte 96-Loch-Platte zuriickgegiffen werden, um korrekt rekombinierte

Klone wieder in Kultur zu nehmen.

Sekundidres Targeting FEin positiver ES-Zellklon aus dem priméren Targeting wurde aufgetaut
und auf 10-cm-Zellkulturplatten expandiert. Es erfolgte die Transfektion der Zellen mit
dem pIC-Cre-Plasmid |Gu et al. |1993], welches die Expression der Cre-Rekombinase in den Zellen
ermoglicht. Dieses Enzym erkennt spezifische loxP-Sequenzen und entfernt Sequenzen, die zwischen
zwei in gleicher Richtung orientierten loxP-Sequenzen liegen. Dadurch wurde die ,,gefloxte“ Neo-
TK-Selektionskassette aus dem ES-Zell-Genom entfernt. Durch Zugabe des mutagenen Nukleosid-
analogons Ganciclovir ab Tag 2 nach der Transfektion sterben alle Zellen, die das Thymidinkinase-
Gen exprimieren, da diese das Analogon phosphorylieren und in ihre DNA einbauen [Thomas
und Capecchi, |1987; Mansour et al., |1988]. Folglich kénnen nur die Zellen iiberleben, bei denen
die Selektionskassette durch Cre-vermittelte Rekombination entfernt wurde (Negativselektion). Die
Isolation und Analyse positiver ES-Zellklone erfolgte analog zum priméren Targeting .

3.6.4 Superovulation und Prdparation von Blastozysten

Die Superovulation und Préparation der Blastozyseten werden freundlicherweise von Dr. Geert
Michel (FEM, Charité) nach Nagy et al.| [2003] durchgefiihrt. Dazu werden C57Bl/6-Weibchen
durch je einmalige intraperitoneale Injektion von 5-10 IU Pregnant Mare “s Serum Gonadotropin
(PMSG) bzw. Humanes Choriongonadotropin (HCG) im Abstand von 48 h und anschliefende
Verpaarung mit C57Bl/6-Méannchen zur Superovulation gebracht. Nach erfolgreicher Verpaarung
(Vaginalpfropf am Tag 0,5) werden die Blastozysten am Tag 3,5 p. ¢. aus den zuvor priparierten

Eileitern mit einer Transferpipette gespiilt und in geeignetem Medium im Brutschrank aufbewahrt.

3.6.5 Injektion embryonaler Stammzellen in Blastozysten und Uterustransfer

Blastozysteninjektion und Uterustransfer werden freundlicherweise von Dr. Geert Michel (FEM,
Charité) modifiziert nach Bradley und Robertson| [1986] und Nagy et al.| [2003] durchgefiihrt. Ho-
molog rekombinierte ES-Zellen werden mit Hilfe von Kapillaren in einer Mikroinjektionsanlage in
praparierte Blastozysten injiziert und in pseudotrichtige CB6F1-Weibchen transferiert, da
der Hormonhaushalt dieser Tiere dem eines tréichtigen Tieres entspricht. Diese erhélt man durch
die Kopulation mit vasektomierten Méannchen. Die pseudoschwangeren Weibchen werden 2,5 Tage

p- c. betdubt, die Eileiter freigelegt und sechs bis acht Blastozysten mit der Transferkapillare in
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jede Eileiterseite transferiert. Nach dem Transfer wird das Peritoneum genidht und das Fell mit

einer Wundklammer verschlossen.

3.7 Femoralisverletzungsmodell der Maus

Die Induktion der Intimahyperplasie in der Maus durch Dilatation der A. femoralis und Denudation
des Endothels wurde mit dem Femoralisverletzungsmodell, wie in beschrieben, modifiziert
nach [Sata et al. [2000], erreicht.

3.7.1 Préaoperative Versorgung

Um eine ausreichende und kontinuierliche postoperative Analgesie zu erreichen, wurde dem Tier

30 min vor der Narkose 5,0 mg/kg Carprofen (Rimadyl, Pfizer) subkutan verabreicht.

3.7.2 Andsthesie und Operationstechnik

Die M&use wurden durch eine Isofluran-Inhalationsnarkose in den operationsfihigen Zustand ge-
bracht (Stadium I11/2, Chirurgische Toleranz). Die Méuse wurden dazu in einer Ganzkoérperkammer,
die an ein Inhalationsgerdt mit halbgeschlossenem System (Harvard Apparatus, England) ange-
schlossen ist, mit einer Konzentration von 4 % Isofluran (Forene, Abbott, Billingstadt, Schwe-
den) und 1000 ml Og/min narkotisiert. Nach Verlust des Stellreflexes werden die Mause aus
der Ganzkorperkammer entnommen und an die Nasenmaske angeschlossen in der die Inhalati-
onsandsthesie mit 1,8 bis bis 2,2 % Isofluran und 300 bis 400ml Og/min durchgefiithrt wurde. Nach
dem Verlust des Zwischenzehenreflexes wurde das Tier in Riickenlage auf einer Warmematte mit
den Hintergliedmaflen fixiert. Wéhrend der gesamten Dauer der Operation wurde durch eine rek-
tale Temperatursonde die Korperkerntemperatur kontrolliert und in einem Bereich zwischen 36,5
-37,0 °C gehalten. Die Augen wurden mit Augensalbe (Bepanthen Augen- und Nasensalbe, Roche)
vor dem Austrocknen geschiitzt. Fiir die Enthaarung an den beiden Innenseiten der Oberschenkel
und am Bauch wurde Enthaarungscreme (Asid Bonz, Herrenberg, Deutschland) verwendet. Eine
anschlieffende Desinfektion der Haut fand mit Cutasept-F (Bode, Hamburg, Deutschland) satt.
Die gesamte Operation fand unter einem Mikroskop (Leica, Deutschland) mit mikrochirurgischen
Instrumenten (FST, Heidelberg, Deutschland) statt.

Nachdem die chirurgische Toleranz durch Testen des Zwischenzehenreflexes an der Hinterglied-
mafle iiberpriift worden ist, wurde der Hautschnitt medial an der Innenseite des Oberschenkels
durchgefiihrt. Dabei wurde die Haut auf einer Lénge von ungefahr 0,5 cm zwischen Kniegelenk und
Leiste eroffnet. Nach stumpfem Durchtrennen des Fettes lagen Arteria, Vena, und Nervus femora-
lis frei. Nun wurde der N. femoralis proximal isoliert und die beiden Gefdfle zeitweilig mit einem
Faden (USP 8/0 Prolene , Ethicon, Norderstedt) umschlungen. Dadurch wurde es spéter moglich
eine temporére Ischdmie zu erzeugen, um Blutungen beim Ziehen des Drahtes zu vermeiden. Im

Bereich des Kniegelenks wurde zwischen den Mm. rectus femoris und vastus medialis in die Tiefe
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prapariert und ein Seitenast der A. femoralis freipréipariert. Die Arterie wurde anschlieffend dis-
tal permanent ligiert (USP 8/0 Prolene , Ethicon, Norderstedt, Deutschland). An der Bifurkation
von Seitenast und A. femoralis wurde der Abgang mit einem Faden umschlungen (USP 8/0 Pro-
lene , Ethicon, Norderstedt) und durch leichten Zug temporér ligiert. Nun wurde zwischen der
permanenten und der temporéren Ligatur der Seitenast mit einer Gefifischere (,Mini Vannas®,
FST, Heidelberg) erdffnet und der Draht (,standard-guidwire* fiir Herzkatheter-Untersuchungen
(Durchmesser: 0,014 inch, Epflex, Deutschland) iiber diesen Seitenast ca. 5 mm in die A. femoralis
geschoben. Nach 60 s wurde der Draht vorsichtig zuriickgezogen. Dabei wurde durch die proxima-
le Umschlingung an der A. und V. femoralis temporédr der Blutfluss unterbunden. Nachdem der
Draht aus dem Seitenast gezogen wurde, wurde dieser proximal verschlossen (USP 8/0 Prolene ,
Ethicon, Norderstedt). Anschlielend wurde der Blutfluss in der A. und V. femoralis wiederher-
gestellt. Der Wundverschluss erfolgte mit 3-4 U-Nihten (USP 6/0 Vicryl, Ethicon, Norderstedt).
Freundlicherweise wurde die Operation der Méuse von Dr. Nicole Langwieser und Dr. Tobias Haase
durchgefiihrt.

-

proximal /I:__.__---— Vorfihren und

Belassen des Drahtes

fir 1 min
Anschlingen zum

temporaren Verschluss
proximal Einschnitt und
Einfiihren des
Dirahtes

2. Permanente

Ligatur
Anschlingen zum —\
temporiren Verschluss 1. Permanente
distal Ligatur
Seitenast
distal
A. femoralis

Abbildung 3.3: Schematische Darstellung des murinen Femoralisverletzungsmodells.

3.7.3 Postoperative Versorgung

Da die Schmerzen nach dem operativen Eingriff als gering bis méfig eingeschéitzt werden kénnen,
wurde postoperativ einmalig 5,0 mg/kg Carprofen s. ¢. (Rimadyl, Pfizer) verabreicht. Das Allge-

meinbefinden der Tiere wurde téglich in regelméfligen Abstdnden kontrolliert.
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3.7.4 Euthanasie, Perfusion und Probengewinnung

Die Tétung der Méuse erfolgte nach einem Beobachtungszeitraum von 7 bzw. 14 Tagen post-
Intervention. Die M&use wurden zunichst durch Isofluran-Inhalationsnarkose wie unter be-
schrieben bis zur Reflexlosigkeit tief anédsthesiert und durch zervikale Dislokation getttet. Anschlie-
Bend erfolgte die Thorakotomie und Perfusion. Zur Reduktion postmortaler Reaktionen wurden die
Tiere dabei auf Eis gelagert. Die Méuse wurden dazu in Riickenlage gebracht und der Thorax in
Hohe des Sternums entlang des Rippenbogens im Bereich der Knochen-Knorpel-Grenze erdffnet.
Fiir die Perfusion wurde das rechte Herzohr erdffnet, mit einer Kaniile in den linken Ventrikel
gestochen und bis zur Blutleere der Leber mit 15-20 ml eiskaltem PBS gespiilt.

Die Hintergliedmaflen wurden entlang der Operationswunde gedffnet und die A. femoralis frei-
préipariert. Ausgehend von der Einmiindung des Seitenastes wurden etwa 5-10 mm des Geféifles ent-
nommen. Das Belassen der distalen und proximalen Ligatur des Seitenastes und etwas Bindegewebe
im Bereich des Seitenastes schuf einen fixen Anfangspunkt fiir die histomorphometrische Untersu-
chung. Die Gefiafle wurden zur Anfertigung von Paraffinschnitten wie unter beschrieben in 4 %
PFA fixiert. Um ein Abknicken durch Absinken des Geféfles auf den Boden des Reagenzgefifies zu
verhindern, werden diese zuvor in ein Stiick Filterpapier eingerollt und wie unter beschrieben

weiter behandelt.

3.8 Behandlung von Versuchsgruppen

Zur Untersuchung der Bedeutung von Entziindungsreaktion und reaktiver Sauerstoffspezies (ROS)
in der Neointimabildung wurden Méuse einer Femoralisverletzung (3.7)) unterzogen und in folgende

Behandlungsgruppen eingeteilt:

mitoTempo MitoTEMPO, ein SOD-Mimetikum, das durch die Bindung an ein Triphenylkation
die Eigenschaft besitzt biologische Membranen zu passieren und sich vom negativen Membran-
potential angezogen in der inneren Mitochondrienmembran akkumuliert, inaktiviert {iberwiegend
mitochondriale Superoxidanionradikale. Zur Hemmung mitochondrialer ROS wurde den Mé&usen
s. ¢. 0,7 mg/kg KG mitoTempo (Alexis Biochemicals, Griinberg, Deutschland) injiziert. Die ge-
brauchsfertigen Aliquots wurden direkt vor der Behandlung frisch hergestellt. Die Behandlung
begann 30 min nach der OP im 24 h Rhythmus.

N-Acetyl-Cystein (NAC) NAC besitzt durch seine Thiolgruppe antioxidative Eigenschaften und
induziert als Gluthation- Prodrug dessen Synthese. Als globaler ROS-Fianger wurde Mausen 1 mg/ml
NAC (Sigma-Aldrich) iiber das Trinkwasser ad libitum verabreicht. Die Behandlung begann 30 min
nach der OP. Da NAC in Losung nicht lange stabil ist, wurde die Losung téglich frisch angesetzt
und die Trinkflasche mit Aluminiumpapier abgedunkelt.
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3 Methoden

RADO001 Als Immunsuppressivum wurde den Miusen das Rapamycinanalogon RAD001 (Novar-
tis, Niirnberg, Deutschland) verabreicht. Die Behandlung begann bereits 3 Tage vor der OP mit
einer Initialdosis von 10 mg/kg/d (in 100 ul H2O) per Schlundsonde. Ab dem Tag der OP erfolgte
die weitere Behandlung mit einer t#glichen Erhaltungsdosis von 5 mg/kg. |Gregory et al.| [1995]
konnten im Rattenmodell zeigen, dass die Gabe des Medikaments vor der Gefiafiverletzung die Aus-

bildung der Neointima stidrker hemmt, als die Gabe ab dem Tag der OP.
Die Behandlungsdauer betrug in allen Gruppen 7 bzw. 14 Tage. Jeweils 7 oder 14 Tage nach

dem Eingriff wurden die Tiere euthanasiert, die Femoralarterien entnommen und wie unter

beschrieben analysiert.
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4.1 Reaktive Sauerstoffspezies und Inflammation beeinflussen die

Neointimabildung nach GefaBverletzung

Die Bedeutung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) und der Inflammation fiir die Neointimaentste-
hung wurde im Mausmodell untersucht. Dazu wurden SV129/SvIimJ Méuse, in denen beidseitig
in der A. femoralis eine Gefdafidilatation und Endothelverletzung gesetzt wurde , in 5 Be-
handlungsgruppen eingeteilt. Der Einfluss von ROS sollte durch die Verabreichung von NAC, ei-
nem globalen ROS-Fénger, bzw. MitoTEMPO, einem Katalysator der Dismutation mitochondrialer
ROS, unterdriickt werden. Die Suppression inflammatorischer Prozesse sollte durch die Gabe des

Rapamycin-Analogons RAD0O01 erreicht werden.

4.1.1 Morphometrische Analyse der verletzten GefiBBe

Die Tiere wurden nach 7 bzw. 14 Tagen getotet, die Femoralarterien entnommen und Paraffin-
schnitte der Gefifle angefertigt . Die morphometrische Analyse der Gefifie erfolgte iiber 10
Schnittebenen beginnend oberhalb der proximalen Ligatur des Seitenastes (siehe Abb. . Pro
Ebene wurde ein Schnitt mittels EvG-Farbung gefarbt und mit dem Bildanalyseprogramm ImageJ
ausgewertet. Es wurden die Fldchen des Lumens, der Lamina elastica interna (Lei), der Lami-
na elastica externa (Lee) und der Adventitia gemessen. Die Neointimabildung wurde anhand der
reinen Neointimafliche und anhand des Intima-Media-Verhéltnisses (I/M) quantifiziert. In unver-
letzten Geféflen ist die Intima so diinn, dass das I/M-Verhéltnis nahe Null ist. Je ausgeprigter die
Neointima, desto grofier der Wert. Generell besaflen alle 14-Tage-Gruppen signifikant mehr Intima
(Neointima) und Adventitia als die 7-Tage-Gruppen. Die Media blieb hingegen nahezu konstant.
Es ergab sich ein I/M fiir die Placebo-Gruppen von 0,47+0,1 nach 7 Tagen und von 1,824+0,21
nach 14 Tagen. (Abb. . Sofern keine anderen Angaben gemacht werden, bezieht sich der Ver-
gleich und die statistische Bewertung der einzelnen Behandlungsgruppen im Folgenden stets auf
die Placebo-Gruppe des gleichen Behandlungszeitraums. In der MitoTEMPO-Gruppe wurde nach
7 Tagen keine Verénderung, jedoch nach 14 Tagen eine signifikant kleinere Neointimafldche und ein
tendenziell geringeres I/M (1,29+0,09; p < 0, 15) ermittelt. In der NAC-Gruppe war die Neointima
und das I/M nach 7 Tagen tendenziell kleiner als in der 7-Tage-Placebo-Gruppe. Vierzehn Tage
p. 4. erlosch dieser Effekt jedoch. Die Verabreichung von RADO001 fiihrte nach 7 Tagen zunéchst

zu einer leichten und nach 14 Tagen zu einer signifikanten Reduktion der Neointima und des I/M
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Abbildung 4.1: Morphometrische Analyse der Femoralarterien. a. Darstellung der histologischen
Schnittebenen. Es wurden Schnitte iiber 10 Schnittebenen angefertigt, beginnend oberhalb der proximalen Li-
gatur. Pro Ebene wurden 15 Schnitte von je 3 um Dicke angefertigt und zwischen den Ebenen jeweils 50 um
getrimmt; b. Histologischer Schnitt A. femoralis verletzt 14 Tage p.i., EvG Farbung; Mafistabbalken 4 100um;
Lu, Lumen; NI, Neointima; Me, Media; Ad, Adventitia; Lei, Lamina elastica interna; Lee, Lamina elastica
externa.

(0,8240,06).
Zusammenfassend konnte die Behandlung mit MitoTEMPO die Neointimabildung besser hem-
men, als die Behandlung mit NAC. Die Immunsuppression mit RADO001 war jedoch die effektivste

Behandlung zur Verringerung der Neointimabildung.

4.1.2 Untersuchung der Rekrutierung von Entziindungszellen zum Ort der
GefaBverletzung

Zur Beurteilung der Inflammation im verletzten Gefifi wurden Mac-2 (Macrophage-2 antigen)
als allgemeiner Inflammationsmarker und CD3 (T-Zellrezeptor) als spezieller Marker fiir T-Zellen
mittels Immunfluoreszenzfarbungen detektiert. Dazu wurden von jedem Geféfl Paraffinschnitte der
Ebenen 3, 4 und 5 gefirbt und die positiv gefiirbten Zellen in sogenannten High Power Fields (HPF)
ausgezihlt. Diese HPF entsprechen einer Grofle von 100x100 pm und wurden nicht iiberlappend
auf die jeweils interessanten Bereiche der Schnitte, d. h. Neointima, Media und Adventitia, gelegt.

Pro Schnitt wurden je 3 HPFs ausgezihlt und gemittelt.

Mac-2 positive Zellen wurden iiber den gesamten Schnitt verteilt beobachtet, die gréofite Dich-
te fand sich jedoch in der Adventitia (Abb. . In der Placebo-Gruppe wurden nach 7 Tagen
11,943, 3 Zellen/103um? und nach 14 Tagen 9,241,2 Zellen/103um? gezihlt. In allen Behand-

lungsgruppen wurden im Vergleich zur jeweiligen Placebo-Gruppe weniger Mac-2 positive Zellen
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Abbildung 4.2: Morphometrische Analyse verletzter Gefifle unter Einfluss von MitoTEMPO,
NAC bzw. RADO001 nach 7 und 14 Tagen. Dargestellt sind die Fldchen der Neointima, Media, Advetitia
und das Intima-Media-Verhiltnis (I/M) +S.E.M.; mT, MitoTEMPO; NAC, N-Acetylcystein; RAD, RAD001
(Rapamycin); die statistische Auswertung erfolgte mittels t-Test und bezieht sich auf die Placebo-Gruppe des
jeweils gleichen Behandlungszeitraums; p > 0,05 nicht signifikant; # p < 0,15 nicht signifikant, aber Trend
erkennbar; p < 0,05 signifikant; p < 0,01 stark signifikant.

detektiert. Dabei war der Effekt nach 7 Tagen generell stiarker ausgeprigt als nach 14 Tagen. Méuse,
die mit MitoTEMPO behandelt wurden, hatten sowohl nach 7 Tagen als auch nach 14 Tagen nur
geringgradig weniger Mac-2 positive Zellen. Mit NAC behandelte Mause besaflen nach 7 Tagen
74 % weniger Mac-2 positive Zellen als die Placebo-Gruppe. Nach 14 Tagen wurden nur noch 32 %
weniger Mac-2 positive Zellen gezdhlt. Mause, die mit RADO01 behandelt wurden, hatten nach
7 Tagen 91 % weniger Mac-2 positive Zellen und nach 14 Tagen 62 % weniger Mac-2 positive Zellen
als die Placebo-Gruppe.

CD3 positive Zellen wurden hauptsichlich in der Adventitia, aber auch in der Media verletz-
ter Gefifle beobachtet (Abb. . Insgesamt wurden weniger als 0,5 CD3 positive Zellen/103um?
gezahlt, d. h. etwa 20 Mal weniger als Mac-2 positive Zellen. In den Placebo-Gruppen wurden nach
7 Tagen 0,3840, 14 Zellen/10%m? und nach 14 Tagen 0,344-0,07 Zellen/103um? gezihlt. Analog
zur Auswertung der Mac-2 positiven Zellen zeigten alle Behandlungsgruppen tendenziell weniger
CD3 positive Zellen als die Placebo-Gruppen, wobei der Effekt nach 7 Tagen stédrker ausgepragt war
als nach 14 Tagen. Der schwichste Effekt wurde in der MitoTEMPO-Gruppe beobachtet. Méuse,
die 7 Tage lang mit NAC behandelt wurden, besaflen 84 % weniger CD3 positive Zellen. In der
14-Tage-NAC-Gruppe waren es lediglich 56 % weniger CD3 positive Zellen. Die Behandlung mit
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Abbildung 4.3: Einfluss von MitoTEMPO, NAC bzw. RADO001 auf die Rekrutierung Mac-2 po-
sitiver Zellen zum Ort der Gefaflverletzung Unter Verwendung von High Power Fields wurde die Zahl
der positiven Zellen pro 10®um? £S.E.M. bestimmt; Pro Gefi wurden je 3 Schnitte aus 3 Ebenen gefirbt, aus-
gezdhlt und gemittelt; mT, MitoTEMPO; NAC, N-Acetylcystein; RAD, RAD001 (Rapamycin); Mafistabbalken

L 100pm; die statistische Auswertung erfolgte mittels t-Test und bezieht sich auf die Placebo-Gruppe des jeweils
gleichen Behandlungszeitraums; p > 0,05 nicht signifikant; # p < 0, 15 nicht signifikant, aber Trend erkennbar;
p < 0,05 signifikant; p < 0,01 stark signifikant.

RADO001 erzielte nach 7 Tagen 78 % bzw. nach 14 Tagen 63 % weniger CD3 positive Zellen in
den verletzten Gefdflen. Im t-Test wurden jedoch keine Werte p < 0,05 ermittelt. Die geringe Zahl
CD3 positiver T-Zellen fithrt zu entsprechend gréfleren Standardfehlern, sodass keine signifikanten
Werte ermittelt wurden. Insgesamt zeigt sich jedoch der gleiche Trend, der auch bei der Mac-2
Farbung beobachtet werden konnte. Demnach hat die Behandlung mit RADO01 den grofiten Effekt

und fiihrt zu einer verminderten Rekrutierung CD3 positiver Zellen zum Ort der Gefiafiverletzung.
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Abbildung 4.4: CD3 positive Zellen in verletzten Gefiflen unter Einfluss von MitoTEMPO, NAC
bzw. RADO001 nach 7 und 14 Tagen. Unter Verwendung von High Power Fields wurde die Zahl der positiven
Zellen pro 103m? +S.E.M. bestimmt; Pro Gefifi wurden je 3 Schnitte aus 3 Ebenen gefiirbt, ausgezihlt und
gemittelt; mT, MitoTEMPO; NAC, N-Acetylcystein; RAD, RAD001 (Rapamycin); Mafstabbalken £ 100um;
die statistische Auswertung erfolgte mittels t-Test und bezieht sich auf die Placebo-Gruppe des gleichen jeweils
Behandlungszeitraums; p > 0, 05 nicht signifikant; # p < 0, 15 nicht signifikant, aber Trend erkennbar; p < 0,05
signifikant; p < 0,01 stark signifikant.

4.1.3 Untersuchung der Apoptose glatter Muskelzellen am Ort der GefaBverletzung

Die Apoptose in den verletzten Gefiflen wurde mit Hilfe der TUNEL-Féarbung untersucht. Da-
zu wurden von jedem Gefafl Paraffinschnitte der Ebenen 3, 4 und 5 gefiarbt. Apoptotische Zellen
wurden hauptséichlich im Bereich der Media und vereinzelt in der Adventitia detektiert. TUNEL-
positive Zellen wurden unter Verwendung von HPFs ausgezihlt, die zufallsgerichtet iiber den Be-
reich der Media verteilt wurden. Pro Schnitt wurden je 3 HPFs ausgezéihlt und gemittelt (Abb. .

In der Placebo-Gruppe wurden nach 7 Tagen 6,242,2 und nach 14 Tagen 5,940, 3 apoptoti-
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sche Zellen pro HPF (103um?) geziihlt. Nach 14 Tagen konnte in keiner Bedhandlungsgruppe eine
Verdnderung gegeniiber den Placebo-Gruppen beobachtet werden. Méause, die mit MitoTEMPO
oder NAC behandelt wurden, zeigten auch nach 7 Tagen keine Veréinderung. M&use, die nur mit
RADO001 behandelt wurden, besaen nach 7 Tagen 50 % (p=0,08) weniger apoptotische Zellen im

verletzten Gefas.
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Abbildung 4.5: Einfluss von MitoTEMPO, NAC bzw. RADO0O01 auf die Apoptose verletzter Gefifle.
Unter Verwendung von High Power Fields wurde die Zahl der apoptotischen Zellen pro 10®um? +S.E.M. be-
stimmt; Pro Gefafl wurden je 3 Schnitte aus 3 Ebenen gefiarbt, ausgezahlt und gemittelt; mT, MitoTEMPO;
NAC, N-Acetylcystein; RAD, RAD001 (Rapamycin); Mafistabbalken £ 100pm; die statistische Auswertung
erfolgte mittels t-Test und bezieht sich auf die Placebo-Gruppe des jeweils gleichen Behandlungszeitraums;
p > 0,05 nicht signifikant; # p < 0,15 nicht signifikant, aber Trend erkennbar; p < 0,05 signifikant; p < 0,01
stark signifikant.
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4.2 Das Chemokin CXCL10 beeinflusst maBgeblich die Entstehung der

Intimahyperplasie

Im Kaninchenmodell konnte durch lokale Suppression von CXCL10 mit siRNA in der A. carotis eine
verringerte Neointimabildung nach der Geféfiverletzung beobachtet werden [Zuojun et al.l 2012]. Es
sollte nun der Effekt einer dauerhaften CXCL10 Defizienz auf die Entstehung der Intimahyperplasie

im Mausmodell untersucht werden.

4.2.1 Genotypisierung von CXCL10 defizienten Mausen

C57BL/6 WT Maiuse besitzen eine natiirliche Deletion in der CXCL11 Sequenz, die zur Expres-
sion eines verkiirzten nicht funktionellen Proteins fithrt. Die CXCL10~/~ Miuse besitzen einen
genetischen C57BL/6-Hintergrund. Fiir die Herstellung wurde jedoch eine 129Sv/J gDNA Pha-
genbibliothek sowie 129Sv/J-ES-Zellen (J1) verwendet [Dufour et al., 2002]. Durch die grofie Nihe
der CXCL10 und CXCL11 Sequenz im Genom ist es wahrscheinlich, dass die CXCL10~/~ Méuse
ein funktionelles CXCL11 besitzen. Daher sollten die M#use zunéichst genotypisch charakterisiert
werden. Genomische DNA der M&use wurde aus der Schwanzspitze isoliert und anschliefend die
CXCL11 Sequenz amplifiziert und sequenziert. Der Sequenzvergleich des PCR-Fragments mit der
CXCL11 Sequenz von C57BL/6 WT Mausen zeigt, dass die typische 1bp-Deletion der C57BL/6
CXCL11 Sequenz in den CXCL10~/~ Méusen fehlt (Abb. . Die CXCL10~/~ Miuse exprimie-
ren folglich ein funktionelles CXCL11, was beim Vergleich mit den C57BL/6 Kontrollen unbedingt

beriicksichtigt werden muss.

AC127351.3 (I-TAC, B6 BAC-Klon) // GGTTCAGCCTTCCTGCCTGCCGTTGCTCTCTGCAAAGAGAGATCTCCAAAGCCCAGGCAGAG 16083

CEEEEEEEEE e e e e
B6.129S4-Cxcll0tmlAdl/J (I-TAC, PCR-Fragment) // GGTTCAGCCTTCCTGCCTGCTGTTGCTCTCTGCAAAGAGAGATCTCCAAAGCCCAGGCAGAG 165

16082 AGCTGCAGCGGCTGCTGAGATGAACAGGAAGGTCACAGCCATAGCCCTGGCTGCAATHATCTGGGCCACAGCTGCTCAAGGTATTTGGTGCCCGTAGCTT 15984

FECETTEEE e e L # TP P T T
164 AGCTGCAGCGGCTGCTGAGATGAACAGGAAGGTCACAGCCATAGCCCTGGCTGCGATEATCTGGGCCACAGCTGCTCAAGGTATTTGGTGCCCGTAGCTT 65

15983 CTGAGTCTGTCTGTTCCTTGTGTTACTTTTCAAATATCTTTTTCTCTAAAATATACAGTTTTAAAA 15850

FEEREEEEE e e e e e e e e
64 CTGAGTCTGTCTGTTCCTTGTGTTACTTTTCAAATATCTTTTTCTCTAAAATATACAGTTTTAAAA 1

Abbildung 4.6: Genotypisierung der CXCL11 Sequenz in CXCL10~/~ Méusen. Aus dem CXCL10~/~
Mausstamm B6.12954-Cxcl10tm1Adl/J wurde die CXCL11 Sequenz amplifiziert und sequenziert. Dargestellt ist
ein Ausschnitt des Basenvergleichs des PCR-Fragments mit der C57BL/6 CXCL11 Sequenz. Die Sequenzanalyse
des PCR-Fragments zeigt nicht die typische 1bp-Deletion (rot).
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4.2.2 Morphometrische Analyse der Neointimabildung in CXCL10 defizienten Mausen

CXCL10~/~ Méuse wurden beidseitig einer GefiBdilatation und Endothelverletzung der Femo-
ralarterie (3.7) unterzogen, nach 14 Tagen getotet und die Gefifle, wie unter beschrieben,
morphometrisch analysiert (Abb. .
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Abbildung 4.7: Morphometrische Analyse der Neointimabildung in CXCL10 defizienten Méiusen.
a. Repriisentative histologische Schnitte unverletzter und verletzter Femoralarterien von CXCL10™/~ und
C57BL/6 WT Méusen, gefirbt nach Elastica-van-Gieson; b. Morphometrische Analyse von Femoralarterien
aus CXCL10~/~ und C57BL/6 WT Méiusen unverletzt und 14 Tage p. i.; dargestellt sind die Mittelwerte der
Fliachen der Neointima, Media, Adventitia und das Intima-Media-Verhéltnis (I/M) £S.E.M.; Mafistabbalken
2 100pum; die statistische Auswertung erfolgte mittels t-Test; p > 0,05 nicht signifikant; # p < 0,15 nicht
signifikant, aber Trend erkennbar; p < 0,05 signifikant; p < 0,01 stark signifikant.
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Verglichen mit C57BL/6 WT Miusen bildeten CXCL10~/~ Méuse 14 Tage nach der Geféfverletzung

62 % weniger Neointima und besaflen ein um 62 % reduziertes I/M. Media und Adventitia waren
im Vergleich zu den unverletzten Kontrollen sowohl in den C57B1/6 WT Maiusen als auch in den
CXCL10~/~ Msusen deutlich dicker. Dennoch war die Adventitia der CXCL10~/~ Miuse 50 %
kleiner als die der C57BL/6 WT Kontrollen.

Wie unter beschrieben, muss bei der Auswertung stets briicksichtigt werden, dass die
CXCL10~/~ Méuse zwar einen genetischen C57BL /6 Hintergrund besitzen, jedoch im Gegensatz zu
den C57BL/6 Kontrollen ein funktionelles CXCL11 exprimieren. Da CXCL10 und CXCL11 den sel-
ben Rezeptor (CXCR3) stimulieren, kénnten Effekte die auf die CXCL10 Defizienz zuriickzufiithren
sind beim Vergleich mit C57BL/6 Mausen unterschétzt werden.

4.2.3 CXCL10 Defizienz hemmt die Rekrutierung inflammatorischer Zellen zum Ort
der GefaBverletzung

Zur Beurteilung der Inflammation in den verletzten Gefaflen wurden Mac-2 als allgemeiner Inflam-
mationsmarker und CD3 als spezieller Marker fiir T-Zellen mittels Immunfluoreszenzfarbungen
detektiert und ausgezihlt (siehe auch [4.1.2)). Dazu wurden jeweils 3 Schnitte aus den Ebenen 3, 4
und 5 gefarbt und die positiven Zellen aus 3 HPFs pro Schnitt gezéhlt und gemittelt.

In den unverletzen Gefdflen wurden nur wenige Mac-2 positive Zellen gezdhlt. In den verletzten
Gefaflen konnten Mac-2 positive Zellen iiber den gesamten Schnitt verteilt beobachtet werden,
hauptsichlich aber in der Adventitia (Abb. |4.8). In den GefiBen der CXCL10~/~ Miuse wurden
nach 14 Tagen 53 % weniger Mac-2 positive Zellen als in den Gefiflen der C57BL/6 Kontrollen
gezahlt. Dieser Effekt ist jedoch nicht signifikant und lediglich als Trend erkennbar.

CD3 positive Zellen wurden, wie auch die Mac-2 positiven Zellen, iiber den gesamten Schnitt
verteilt beobachtet, jedoch iiberwiegend in der Media und Adventitia (Abb. . Auf Schnitten un-
verletzter Gefiafle wurden nur sehr vereinzelt CD3 positive Zellen gezihlt. Insgesamt ist die Zahl der
CD3 positiven Zellen in den verletzten Gefifien sehr gering, sodass weniger als 1,2 Zellen/103pum?
gezihlt wurden. Die CXCL10~/~ Miuse besafien 73 % weniger CD3 positive Zellen nach 14 Tagen
in den verletzten Gefifien als die C57BL/6 Kontrollen.
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Abbildung 4.8: Einfluss der CXCL10 Defizienz auf die Rekrutierung Mac-2 positiver Zellen zum
Ort der Gefiflverletzung a. Reprisentative Bilder der Mac-2 Firbung (rot) auf Paraffinschnitten der A.
femoralis von CXCL10™/~ und C57BL/6 WT Méiusen unverletzt und 14 Tage p. i.; Dapi-Farbung der Zellkerne
(blau); b. unter Verwendung von High Power Fields wurde die Zahl der Mac-2 positiven Zellen pro 10°um?
+S.E.M. bestimmt; pro Gefafl wurden je 3 Schnitte aus 3 Ebenen gefirbt, ausgezéhlt und gemittelt; Mafstab-
balken = 100um; die statistische Auswertung erfolgte mittels t-Test; p > 0,05 nicht signifikant; # p < 0,15
nicht signifikant, aber Trend erkennbar; p < 0,05 signifikant; p < 0,01 stark signifikant.
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Abbildung 4.9: Einfluss der CXCL10 Defizienz auf die Rekrutierung CD3 positiver Zellen zum Ort
der Gefdflverletzung a. Reprisentative Bilder der CD3 Féarbung (rot) auf Paraffinschnitten der A. femoralis
von CXCL10™/~ und C57BL/6 WT Méusen unverletzt und 14 Tage p. i.; Dapi-Farbung der Zellkerne (blau);
b. unter Verwendung von High Power Fields wurde die Zahl der CD3 positiven Zellen pro 10%um? +S.E.M.
bestimmt; pro Gefdl wurden je 3 Schnitte aus 3 Ebenen gefiarbt, ausgezdhlt und gemittelt; Maflstabbalken
L 100pum; die statistische Auswertung erfolgte mittels t-Test; p > 0,05 nicht signifikant; # p < 0,15 nicht
signifikant, aber Trend erkennbar; p < 0,05 signifikant; p < 0,01 stark signifikant.
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4.2.4 CXCL10 Defizienz reduziert die Apoptose in verletzten GefidBen

Die Zahl apoptotischer Zellen im verletzten Gefafi wurde mittels TUNEL-Farbung bestimmt. Es
wurden Paraffinschnitte der Ebenen 3, 4 und 5 gefirbt und die TUNEL positiven Zellen unter
Verwendung von HPF ausgezihlt, die zufallsgerichtet auf den Bereich der Media gelegt wurden. Pro
Schnitt wurden je 3 HPF's ausgezéhlt und gemittelt. Unverletzte Geféfie besaflen kaum apoptotische
Zellen. In den verletzten Gefiiien der CXCL10~/~ Miuse wurden 68 % weniger apoptotische Zellen
gez#ihlt als in den C57BL/6 Kontrollen (Abb. [4.10)).
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Abbildung 4.10: Einfluss der CXCL10 Defizienz auf die Apoptose in verletzten Gefidflen. a. Re-
prisentative Bilder der TUNEL Firbung (rot) auf Paraffinschnitten der A. femoralis von CXCL10~/~ und
C57BL/6 WT Méiusen unverletzt und 14 Tage p. i.; Dapi-Férbung der Zellkerne (blau); b. unter Verwendung
von High Power Fields wurde die Zahl der apoptotischen Zellen pro 10°um? 4+S.E.M. bestimmt; pro Gefifl
wurden je 3 Schnitte aus 3 Ebenen gefiarbt, ausgezidhlt und gemittelt; Mafstabbalken L 100pm; die statisti-
sche Auswertung erfolgte mittels t-Test. p > 0,05 nicht signifikant; # p < 0,15 nicht signifikant, aber Trend
erkennbar; p < 0,05 signifikant; p < 0,01 stark signifikant
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4.2.5 CXCL10 Defizienz vermindert die Proliferation in verletzten GefaBBen

Die Proliferation in den verletzten Gefiafien wurde durch Immunfluoreszenzfirbung des Proliferati-
onsmarkers Ki-67 untersucht. Es wurden Paraffinschnitte der Ebenen 3, 4 und 5 gefirbt und die
Zahl positiv gefirbter Zellen unter Verwendung von HPF ausgezahlt, die zufallsgerichtet {iber den
Schnitt gelegt wurden. Pro Schnitt wurden je 3 HPFs ausgezéhlt und gemittelt. Ki-67 positive
Zellen wurden gleichméBig iiber den gesamten Schnitt verteilt beobachtet (Abb. [4.11)). Unverletzte
Gefafle besaflen nur vereinzelt Ki-67 positive Zellen. Die Zahl Ki-67 positiver Zellen 14 Tage nach
der Verletzung war in den CXCL10~/~ Miusen im Vergleich zu den C57BL/6 Miusen um 62 %

reduziert.
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Abbildung 4.11: Einfluss der CXCL10 Defizienz auf die Proliferation am Ort der Gefif3verletzung
a. Reprisentative Bilder der Ki-67 Firbung (griin) auf Paraffinschnitten der A. femoralis von CXCL10™/~ und
C57BL/6 WT Méusen unverletzt und 14 Tage p. i.; Dapi-Farbung der Zellkerne (blau); b. unter Verwendung
von High Power Fields wurde die Zahl der Ki-67 positiven Zellen pro 103um? +S.E.M. bestimmt; pro Gefif
wurden je 3 Schnitte aus 3 Ebenen gefirbt, ausgezdhlt und gemittelt; Mafstabbalken £ 100pm; die statistische
Auswertung erfolgte mittels t-Test; p > 0, 05 nicht signifikant; # p < 0, 15 nicht signifikant, aber Trend erkennbar;
p < 0,05 signifikant; p < 0,01 stark signifikant.
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4.2.6 CXCL10 Defizienz verbessert die Reendothelialisierung nach der
GefaBBverletzung

Die Reendothelialisierung ist der wichtigste Prozess bei der Heilung verletzter Gefalwénde. Zur
Beurteilung der Reendothelialisierung wurden Gefiafle der Ebenen 3, 4 und 5 gegen den Endothel-
zellmarker CD31 (PECAM) gefirbt und die Zahl aller CD31 positiven Zellen im Lumen ausgezihlt
(Abb. . Unverletzte Gefifie besafien 3,63 +£0,24 (WT) bzw. 4,38 40,59 (CXCL10~/~) Endo-
thelzellen pro 100 pm Lumenumfang eines Schnittes. Vierzehn Tage nach der vollstdndigen Denu-
dation der Gefdfle wurden in den Gefélen der C57BL/6 Méuse 1,92+0,7 CD31 positive Zellen pro
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Abbildung 4.12: Einfluss der CXCL10 Defizienz auf die Reendothelialisierung der verletzten
Gefiflwand a. Reprisentative Bilder der CD31 Férbung (griin) auf Paraffinschnitten der A. femoralis von
CXCL10~/~ und C57BL/6 WT Miusen unverletzt und 14 Tage p. i.; Dapi-Fiirbung der Zellkerne (blau); b.
Zur Auswertung wurden alle CD31 positiven Zellen im Lumen gez&hlt und auf 100 pm Lumenumfang +S.E.M.
des jeweiligen Schnittes bezogen; pro Gefafi wurden je 3 Schnitte aus 3 Ebenen gefarbt, ausgezédhlt und gemit-
telt; Mafistabbalken £ 100pum; die statistische Auswertung erfolgte mittels t-Test; p > 0,05 nicht signifikant; #
p < 0,15 nicht signifikant, aber Trend erkennbar; p < 0,05 signifikant; p < 0,01 stark signifikant.
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100 pm Lumenumfang gezihlt, was einer Reendothelialisierung von 53 % entspricht. Die Gefifle
der CXCL10~/~ Méuse waren mit 4,06 +0,22 CD31 positiven Zellen/100pm Lumenumfang im
Vergleich zu den unverletzten Kontrollen bereits zu 92 % reendothelialisiert. Das entspricht einer

1,75-fach besseren Reendothelialisierung gegeniiber den verletzten C57BL/6 WT Kontrollen.
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4.3 Konditionelle CXCR3 Inaktivierung in Mausen

Eine konditionelle Inaktivierung eines Genabschnittes kann mit Hilfe des Cre/loxP-Rekombinationssystems
erreicht werden. Die Cre-Rekombinase deletiert den zwischen zwei in gleicher Richtung orien-
tierten loxP-Sequenzen liegenden DNA -Abschnitt. Durch die kontrollierte Expression der Cre-
Rekombinase in der Maus mit gewebespezifischen bzw. induzierbaren Promotoren, kénnen sowohl
der Ort als auch der Zeitpunkt der Deletion festgelegt werden.

Eine Ubersicht der Klonierungs- und Targeting-Strategie ist in Abbildung dargestellt.

4.3.1 Konstruktion des konditionellen Targeting-Vektors

Um eine CXCR3 Inaktivierung in einzelnen Zelltypen zu erreichen, sollte ein moglichst grofler
Genabschnitt deletiert werden. Das Exon 2, welches mit Ausnahme der ersten 4 Aminosiuren,
den grofiten Teil des CXCR3 codiert, wurde von zwei in gleicher Richtung orientierten loxP-
Sequenzen flankiert (gefloxt), sodass es spéter konditionell durch die Cre-Rekombinase entfernt
werden kann. Die zum Mausgenom homologen 5°- und 3’-Rekombinationsarme erstrecken sich
iiber die Bereiche stromaufwirts (5 -wérts) bzw. stromabwirts (3 -wérts) des Exons 2. Ein 1,5kb-
Notl/BamHI-Fragment diente als 5’-Rekombinationsarm und wurde vor die Selektionskassette in
den Vektor eingefiigt. Der Exon-Rekombinationsarm, ein 2,5kb-Clal/Sall-Fragment, das sich iiber
den zu deletierenden Bereich des Exons 2 erstreckt, wurde am 3’-Ende mit einer loxP Sequenz
versehen und stromabwérts der Selektionskassette in den Vektor ligiert. Schliellich wurde der 3°-
Rekombinationsarm, ein 3kb-Xhol/Kpnl-Fragment, stromabwérts des Exon-Rekombinationsarms

in den Vektor eingefiigt. Eine ausfiihrliche Beschreibung der Klonierung des Targeting-Vektors be-
findet sich in Kapitel [3.1.13

4.3.2 Funktionsiiberpriifung der loxP Sequenzen in vitro

Um auszuschlieBen, dass die loxP-Sequenzen im Targeting-Vektor trotz Sequenzanalyse fehlerhaft
sind, wurde die korrekte Funktion der Cre-vermittelten Rekombination in vitro getestet. Der Tar-
geting-Vektor wurde in E. coli EL350 transformiert, in denen die Expression der Cre-Rekombinase
durch L-Arabinose induziert werden kann. Die anschlielende Priaparation und Restriktionsanalyse
der Plasmide gibt Aufschluss dariiber, ob Rekombinationsereignisse stattgefunden haben. Da die
Cre-vermittelte Rekombination eine Gleichgewichtsreaktion ist, sollten sich bei korrekter Funktion
der loxP-Elemente stets alle moglichen Rekombinationsereignisse in einem bestimmten Verhéltnis
zeigen. Bei mehreren Moglichkeiten tritt das Rekombinationsereignis mit dem gréfiten zu deletie-
renden Bereich am h&ufigsten auf. Die Plasmide der zunéchst entstandenen Mischklone wurden zur
Vereinzelung in E. coli XL1-Blue retransformiert und prapariert. Die Restriktionsanalyse erfolgte
mit Notl und Kpnl, den beiden duflersten Restriktionsschnittstellen der Rekombinationskassette,
und lieferte alle 3 moglichen Rekombinationsereignisse (Abb. [4.14)).
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Abbildung 4.13: Strategie zur konditionellen CXCR3 Deletion. Schematische Darstellung der Struktur
des WT CXCRS3-Lokus, des Targeting-Konstrukts und des mutierten CXCR3-Allels. Nach homologer Rekombi-
nation in ES-Zellen ist das Exon 2 von 2 loxP-Sequenzen (roter Pfeil) flankiert, zwischen Exon 1 und 2 befindet
sich eine ebenfalls gefloxte Neo”-TK-Selektionskassette. Durch transiente Expression der Cre-Rekombinase wird
die Selektionskassette deletiert. Verpaarung mit Cre-transgenen Mausen fithrt schliellich zur Deletion des geflox-
ten Genabschnitts. Die nach Restriktion mit BamHI erwarteten Fragmente sind dargestellt. Exons sind durch
Boxen, Introns durch schwarze Linien angegeben. Die durch den Targeting-Vektor eingefiihrte bzw. entfernte
BamHI-Schnittstelle ist rot markiert. I, Exon 1; IT, Exon II; RA, Rekombinationsarm; Neo”, Neomycinresistenz-
gen; TK, Thymidinkinasegen; B, BamHI; C, Clal; K, Kpnl; N, Notl; X, Xhol.

4.3.3 Homologe Rekombination (Primares Targeting)

Der Targeting-Vektor wurde mit Notl linearisiert und in ES-Zellen elektroporiert. In 5 Targeting-
Runden wurden 5000 Neomycin-resistente Klone gepickt von denen 6 in der Southern-Blot-Analyse
mit der 5’-Sonde als positiv identifiziert werden konnten (Abb. [4.15)). Positive Klone wurden aufge-
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Abbildung 4.14: In vitro Cre-Rekombination des Targeting-Vektors. Der Targeting-Vektor wurde in
E. coli EL350 transformiert. Die Expression der Cre-Rekombinase wurde durch 0,1 % L-Arabinose induziert.
Restriktionsanalyse mit NotI und Kpnl zeigten alle 3 moglichen Rekombinationsereignisse; loxP-Sequenzen sind
als rote Pfeile angegeben; I, Exon 1; II, Exon II; Neo”, Neomycinresistenzgen; TK, Thymidinkinasegen; K, Kpnl;
N, Notl.

taut, expandiert und einer weiteren Southern-Blot-Analyse unterzogen. Damit sollte sichergestellt
werden, dass die Targeting-Kassette korrekt ins ES-Zellgenom inseriert wurde. Nicht alle Klone
waren jedoch nach dem Einfrier- und Auftauprozess vital. Dabei konnte ein Zusammenhang zwi-
schen der Zellzahl vor dem Einfrieren und der Vitalitdt der Klone nach dem Auftauen beobachtet
werden, sodass Klone, die mit einer hoheren Zelldichte eingefroren wurden, sich nach dem Auftauen
schneller erholten. Klone mit geringer Zelldichte, konnten sich nach dem Auftauen weniger schnell
erholen und wurden z. T. nekrotisch. Die Klone 1_10D, 1_10E und 2_4E aus den ersten beiden
Targeting-Runden wurden im Southern-Blot mit der 3 "-Sonde untersucht. Erstaunlicherweise konn-
te nicht wie erwartet ein 15kb-Fragment detektiert werden, sondern wie im CXCR3 WT Lokus ein
5kb-Fragment (Abb. . Dass es sich um die korrekten aufgetauten Klone handelt, wurde zuvor
durch erneute Southern-Blot-Analyse mit der 5°-Sonde abgesichert (Daten nicht gezeigt).

Da die kritische BamHI-Schnittstelle, die bei der Konstruktion des Targeting-Vektors durch ei-
ne Kpnl-Schnittstelle ersetzt wurde, den duflersten Punkt des 3 -Rekombina-tionsarms ausmacht,
ist nicht auszuschliefen, dass die Kpnl-Schnittstelle bei der homologen Rekombination nicht in-
seriert wurde, sodass die urspriingliche BamHI-Schnittstelle erhalten blieb. Zur Untersuchung bis
zu welcher Stelle genau die Rekombinationskassette ins ES-Zellgenom integriert worden ist, wurde
eine Sequenzanalyse durchgefiihrt. Da CXCRS3 auf dem X-Chromosom lokalisiert ist und ménnliche
ES-Zellen fiir das Targeting verwendet wurden, sind positive Klone fiir das Transgen hemizygot. Da-
durch war es moglich einzelne Abschnitte des transgenen Allels zu amplifizieren und zu sequenzieren.
Untersucht wurden die Bereiche der loxP-Sequenzen, sowie das Ende des 3 -Rekombinationsarms
(Abb. a.) Die Tatsache, dass die Fragmente 1 und 2 in der PCR amplifiziert werden konn-
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Abbildung 4.15: Southern-Blot-Analyse homolog rekombinierter ES-Zellklone. BamHI geschnittene
gDNA wurde hybridisiert mit der 5’-Sonde (Wildtypbande, 13,2 kb; CXCR3/'°*Neo/TK/'** 7,7 kb) und der
3’-Sonde (Wildtypbande, 5 kb; CXCR3%!°*Neo/TK*'°®, 15 kb); Im priméren Targeting mit der 5’-Sonde iden-
tifizierte Klone zeigen in der Southern-Blot-Analyse mit der 3’-Sonde die Wildtyp-Bande (5 kb); die kritische
BamHI-Schnittstelle ist rot markiert; I, Exon 1; II, Exon IT; Neo”, Neomycinresistenzgen; TK, Thymidinkina-
segen; WT, Wildtyp; B, BamHI.

ten, verweist auf das Vorhandensein der Selektionskassette. Der Restriktionsverdau des Fragments 3
mit BamHI bestétigt neben der Southern-Blot-Analyse die intakte BamHI-Schnittstelle hinter dem
Rekombinationsbereich. Die Sequenzanalyse der PCR-Fragmente zeigte vollige Ubereinstimmung
mit der erwarteten Sequenz bis zur zweiten loxP-Sequenz, jedoch kein drittes loxP-Element hin-
ter dem Exon-Rekombinationsarm (Abb. b, ¢). Die Untersuchung der Klone 1_10E, 2_4E
fithrten zum selben Ergebnis. In den Targeting-Runden 3 bis 5 wurden die Klone nur noch durch
Southern-Blot-Analyse mit der 5’-Sonde und durch anschlieende Sequenzanalyse verifiziert.
Weiterhin wurde auch der Klon 4_6A, der wiahrend des Einfrier- und Auftauprozesses starb,
analysiert, da gDNA dieses Klons noch immer zur Verfiigung stand. In diesem Klon wurde der

Sequenzbereich korrekt iiber alle drei loxP-Elemente ins Genom inseriert (nicht gezeigt).
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a. b.
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C.
-> loxP(1)
CXCR3 Targeting-Kassette (1-11877) // ATCATATTCAATAACCCTTAATATAACTTCGTATAATGTATGCTATACGAAGTTATTAGGTCTG
FETEETEEE PR et e e e e e e e et e ey e e e
ES-Zellklon 1 10D // ATCATATTCAATAACCCTTAATATAACTTCGTATAATGTATGCTATACGAAGTTATTAGGTCTG
-> loxP(2)
// CTCTGTTCCACATACACTTCATTCTCAGTATTGTTTTGCCAAGTTCTAATTCCATCAGAAGCGGTCGACTAGAGCTTGCGGAACCCTTAATATAACTTCG
FEEEEEEEE P e e et e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
// CTCTGTTCCACATACACTTCATTCTCAGTATTGTTTTGCCAAGTTCTAATTCCATCAGAAGCGGTCGACTAGAGCTTGCGGAACCCTTAATATAACTTCG
-> Exon-Rekombinationsarm
6301 ATTAGGTCCCTCGAAGCTTATCGATACTGCCTCTGGGTAGGGGAAGAGAGGCATGTACGGTGTGTGTAGGGGTGCAC
II\||\\||\\||\|||\|||\|||\|||\||\\||\\||\\||\|||\III\III\III\IIHIIHII\III\III\III\III\IIHIIHII\I
CCCTCGAAGCTTATCGATACTGCCTCTGGGTAGGGGAAGAGAGGCATGTACGGTGTGTGTAGGGGTGCAC
Exon-Rekombinationsarm <- -> loxP(3)
// GTGAAAATGAACAAATACCAAGCAATCTATACTACAGAGCAAGAGGGTAGCACTCGCTAAGTCCTGGGCTCGTCGACATAACTTCGTATAATGTATGCTA
FEEEEEEEEE et et e e et e et e e e e e e e e
// GTGAAAATGAACAAATACCAAGCAATCTATACTACAGAGCAAGAGGGTAGCACTCGCTAAGTCCTGGGCTC- = - == =----=-=--=-=--=------
-> 3’-Rekombinationsarm
8801 TACGAAGTTATCTCGAGAGCAAGATGGCAAGATCTATCTGAAATGGCTTTCTGGAGACTTAAAGGGCAAGTGGTATCTCGAAGGCTAAGAGAAGGAAGAG
FICTEEEEEET Pt et e e e e e e e e e e e e e e e e et e e e e e e e el
————————————————— AGCAAGATGGCAAGATCTATCTGAAATGGCTTTCTGGAGACTTAAAGGGCAAGTGGTATCTCGAAGGCTAAGAGAAGGAAGAG
3’-Rekombinationsarm <- Kpnl
// CATGCAGATCTAAGCCATTCAATTGGTGGCCATTTTCTCTGGTTTCCACAGAAATATACAAATACAATCTTGGTACC 11877
||\||\\||\\||\|||\|||\|||\|||\||H||\\IlHll\lll\|||\|||\|||\||H||H||\|##\|
// C GTTTCCACAGAAATATACAAATACAATCTTGGATCC
BamHI
Name Sequenzausschnitt (Targeting-Kassette)
5’-Rekombinationsarm 16...510
loxP 1559...592
Neo" 2185...460
TK 3971...263
loxP 6292...325
Exon-Rekombinationsarm 349...8771
loxP 8778..8811
3’-Rekombinationsarm 8818...11871

1600
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Abbildung 4.16: Sequenzanalyse der ES-Zellklone am Beispiel des Klons 1_10D. a. PCR-Strategie zur
Amplifikation wichtiger Bereiche des rekombinanten CXCR3-Allels; b. Restriktionsverdau des PCR-Fragments 3
mit BamHI zeigt die intakte Schnittstelle; c. Sequenzanalyse der PCR-Fragmente; loxP(1) und loxP(2) wurden
korrekt inseriert, loxP(3) fehlt, die BamHI-Schnittstelle stromabwiirts des CXCRS ist intakt; I, Exon 1; II, Exon
II; Neo”, Neomycinresistenzgen; TK, Thymidinkinasegen; B, BamHI.
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4.4 Untersuchung von CXCR3-Rezeptor-Interaktionen

Von den meisten Chemokinrezeptoren ist bekannt, dass diese homo- und heterodimerisieren bzw.
Oligomere mit sich selbst und anderen GPCR bilden. Der CXCR3 gehort bisher zu denjenigen
GPCR, deren Protein-Protein-Interaktionen weniger gut untersucht sind. Eines der Ziele dieser
Arbeit war es daher, die Protein-Protein-Interaktionen der beiden Splicevarianten des CXCR3 zu
untersuchen. Die Variante CXCR3B unterscheidet sich von der urspriinglichen Variante CXCR3A
durch 52 zusétzliche AS am N-Terminus. Es wurden potentielle Interaktionspartner aus den Klassen
der Chemokinrezeptoren und Opioidrezeptoren ausgesucht und die Homo- und Heterodimerisierung
des CXCR3 mittels Co-IP und FRET untersucht.

4.4.1 Konstruktion der Expressionsplasmide

Die Funktionalitét verschiedener getesteter CXCR3 Antikorper zeigte sich bisher nicht zufrie-
denstellend. So gab es grofle Schwankungen die Affinitdt und Spezifitdt betreffend, sowohl von
Antikorpern verschiedener Firmen, als auch von unterschiedlichen Lotnummern ein und dersel-
ben Firma. Daher sollte ausschliellich mit Fluoreszenzprotein-gekoppeltem bzw. Flag-gekoppelten
GPCR gearbeitet werden. Die Konstruktion der Expressionsplasmide erfolgte durch Amplifikation
der entsprechenden Rezeptor cDNA, bei der mit Hilfe der verwendeten Primern geeignete Restrik-
tionsschnittstellen eingefiihrt wurden, die den offenen Leserahmen (ORF) flankieren. Es wurde
darauf geachtet moglichst die Schnittstelle zu verwenden, die der Sequenz des Fluoreszenzpro-
teins im Expressionsvektor am néchsten ist, sodass Rezeptor und Fluoreszenzprotein durch einen
moglichst kleinen Linker verbunden sind. Es wurden Expressionsvektoren der Serie pEXFP-N1 ver-
wendet, sodass das jeweilige Fluoreszenzprotein C-terminal an den gewiinschten Rezeptor angefiigt
wurde (Abb. . Neben CXCR3A, CXCR3B und Rezeptoren, die als potentielle Interaktions-
partner ausgesucht wurden, wurde als Positivkontrolle der CXC-Chemokinrezeptor 4 (CXCRA4)
kloniert, dessen Eigenschaft Homodimere zu bilden mehrfach belegt wurde [Vila-Coro et al., 1999;
Levoye et al., |2009]. Als Negativkontrolle wurde der Corticotropin-Releasing Factor-Rezeptor Typ
2a (CRF2aR) kloniert, dessen Eigenschaft keine Homodimere zu bilden kiirzlich gezeigt wurde
[Teichmann et al., [2012]. Zur Markierung von CXCR3A und CXCR3B mit Flag wurde aus den
Vektoren CXCR3-A/B-pECFP-N1 die Sequenz des Fluoreszenzproteins iiber BamHI/NotI heraus-
geschnitten und durch 3 hintereinander liegende Flag-Sequenzen ersetzt. Fiir die Flag-Koppelung
von CRF2aR und CXCR4 wurde aus den Vektoren CRF2aR-pECFP-N1 und CXCR4-pECFP-N1
die CFP-Sequenz iiber Agel/Notl enfernt und ebenfalls mit 3 Flag-Sequenzen ersetzt.

4.4.2 Expression der rekombinanten Rezeptoren

Die Expression transient transfizierter HEK293T-Zellen wurde zunéchst im Western-Blot unter-
sucht. Generell gilt fiir die Western-Blot-Analyse von Chemokinrezeptoren diese nicht im Pro-

benpuffer aufzukochen, sondern mild zu reduzieren [Ehlert et al., [2004]. Dazu wurden Lysate von
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Abbildung 4.17: Schematische Darstellung der Klonierung von Expressionsvektoren. AS, Aminosiuren; EXFP,
verschiedene Fluoreszenzproteine; B, BamHI; E, EcoRI; H, HindIll; Kpnl; N, Notl; X, Xhol.

CXCR3A-GFP und CXCR3B-GFP transfizierten HEK293T-Zellen unter verschiedenen Bedingun-
gen in Laemmli-Probenpuffer reduziert. Als Kontrollen wurden Lysate nicht-transfizierter und mit
pEGFP-N1 transfizieten Zellen mitgefiithrt (Abb. a). Wurden die Zellen 10 min gekocht, so
konnte allein in den Lysaten der GFP-Kontrolle eine GFP 27 kDa-Bande detektiert werden. Wur-
den die Proben 1 Stunde mild bei 37 °C oder RT reduziert, so wurden auch CXCR3A-GFP und
CXCR3B-GFP detektiert. Grundsétzlich wurde mit sinkender Inkubationstemperatur, die Ban-
de des reinen GFPs schwiicher und die Banden des GFP-gekoppelten CXCR3A und CXCR3B
starker. Die detektierten Banden der GFP-gekoppelten Rezeptoren waren etwas kleiner als die er-
rechneten Bandengréfien. Da reines GFP 27 kDa, CXCR3A 41 kDa und CXCR3B 46 kDa grof
ist, miissten CXCR3A-GFP folglich 68 kDa und CXCRB-GFP 73 kDa grof} sein. So wurde fiir
den CXCR3A-GFP aber eine prominente scharfe Bande bei 52 kDa detektiert, die wahrscheinlich
dem nicht glykosylierten Rezeptor entspricht. Die breite unscharfe Bande im Bereich von 65 bis
120 kDa entspriache demnach dem komplex glykosylierten Rezeptorprotein. Es erschien aulerdem
fiir CXCR3A generell eine unbekannte ca. 37 kDa grole Bande. Fiir den CXCR3B-GFP wurde
ebenfalls eine scharfe Bande bei ca. 70 kDa detektiert, die vermutlich den nicht glykosylierten Re-
zeptor entspricht. Die zweite scharfe Bande um etwa 80 kDa, von der aus ein Schmier bis etwa
130 kDa ausgeht, miisste dem komplex glykosylierten Rezeptor entsprechen.

Auch die Expression von Flag-gekoppeltem CXCR3-A und -B wurde im Western-Blot iiberpriift
(Abb. b). Als Kontrolle wurde G3BP1-2xFlag mitgefiihrt. Es hat sich als wichtig erwiesen, dass
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Abbildung 4.18: Western-Blot-Analyse des GFP- und Flag-gekoppelten CXCR3A und CXCR3B.
a. Proteinlysate untransfizierter und transient mit GFP, CXCR3A-GFP oder CXCR3B-GFP transfizierter
HEK293T-Zellen wurden unter verschiedenen Bedingungen in Laemmli-Probenpuffer reduziert und das GFP
im Western-Blot detektiert; b. Western-Blot von Proteinlysaten untransfizierter und transient mit G3BP1-Flag,
CXCR3A-Flag bzw. CXCR3B-Flag transfizierter HEK293T-Zellen.

mindestens zwei Flag-Sequenzen hintereinander liegen miissen um von dem verwendeten antiFlag
M2 Antikorper detektiert werden zu kénnen. So konnten urspriinglich als Kontrollvektoren geplante
Konstrukte mit nur einer Flag-Sequenz nicht im Western-Blot detektiert werden (nicht gezeigt). Die
detektierten Banden ensprechen in etwa den fiir die unglykosylierten Flag-gekoppelten Rezeptoren
errechneten Molekulargewichten von 43 kDa fiir CXCR3A-Flag bzw. 48 kDa fiir CXCR3B-Flag.
Die dariiberliegenden diffusen Banden entsprechen wahrscheinlich den komplex glykosylierten Re-
zeptoren. Fiir den Kontrollrezeptor G3BP1-2xFlag ergab sich eine etwa 70 kDa grofie Bande, die
grofer ist als der errechnete Wert von 55 kDa.

Weiterhin wurde die Expression der Fluoreszenzprotein-gekoppelten GPCR mikroskopisch un-
tersucht. Die Stiarke der Expression variierte zwischen den einzelnen Rezeptoren. Am schwichsten
wurde der CXCR3B und der CCR3 exprimiert (nicht gezeigt). Generell konnte neben der Expression
der Rezeptoren in der Plasmamembran eine Akkumulation der GPCR in einem inneren Zellkom-
partiment beobachtet werden. Dieser Effekt schien umso ausgeprigter, je starkerer die Expression
insgesamt war. Zur Darstellung des ER im Mikroskop wurde in den HEK293T-Zellen CFP expri-
miert, das am C-Termiuns ein ER-spezifisches Signalpeptid und am N-Terminus die KDEL-Sequenz
besitzt, die verhindert, dass das CFP aus dem ER heraustransportiert wird. So wurden HEK293T-
Zellen mit gleichen Mengen dieses ER-Markers und CXCR3A-YFP, CXCR3B-YFP, CXCR4-YFP
oder CRF2aR-YFP co-transfiziert und mikroskopisch untersucht (Abb. . Auf die Verwendung
von Trypanblau als Plasmamembran-Marker wurde zur besseren Ubersicht verzichtet. CXCR3A-
YFP wurde sowohl an der Zelloberfliche als auch innerhalb der Zelle lokalisiert. CXCR3B-YFP
fand sich fast ausschlieSlich innerhalb der Zelle. Die Uberlagerung mit den Aufnahmen des ER-
Markers (CFP) deutet auf die Akkumulation der von CXCR3A-YFP und CXCR3B-YFP im ER
hin. In beiden Féllen wurde die Expression auflerdem in kleineren vesikulédren Strukturen beobach-
tet. CXCR4-YFP wurde hauptséichlich in der Plasmamembran detektiert und nur wenig im ER.
CRF2aR-YFP wurde ebenfalls an der Zelloberfliche sowie im ER beobachtet.
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Abbildung 4.19: Transiente Co-Expression von CXCR3A-YFP, CXCR3B-YFP, CXCR4-YFP oder
CRF2aR-YFP mit CFP-ER (ER-Marker) in HEK293T-Zellen HEK293T-Zellen wurden mit gleichen
Mengen Plasmid-DNA transfiziert und nach 24h unter dem Mikroskop untersucht.
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4.4.3 Untersuchung von Rezeptor-Dimeren mittels ColP

Potentielle Homodimerbildung der CXCR3 Varianten A und B sollten durch ColP untersucht wer-
den. Dazu wurde in HEK293T-Zellen ein Flag-markierter Rezeptor und ein potentieller CFP- oder
YFP-markierter Interaktionspartner exprimiert. Nach Immunprézipitation von Flag folgte die Ana-

lyse der Zelllysate und Immunprézipitate im Western-Blot.

Homodimerisierung von CXCR3A und CXCR3B In HEK293T-Zellen, die stabil CXCR3A-CFP
exprimieren, wurde zusétzlich transient CXCR3A-Flag exprimiert. Nach Préazipitation von CXCR3A-
Flag mittels Anti-Flag-Antikorper aus dem Lysat folgte die Analyse des Lysates und des Prézipitates
mit Anti-Flag-Antikérper und Anti-GFP-Antikérper im Immunblot. Die Detektion von GFP im
Ausgangslysat dient als Kontrolle dafiir, dass der potentielle CFP-gekoppelte Interaktionspartner
tatsdchlich in den Zellen exprimiert wurde und gibt auflerdem Aufschluss iiber dessen Expres-
sionsstérke in Zellen. Die Analyse von Flag im Prézipitat diente als Kontrolle dafiir, dass die
Prézipitation des Flag-gekoppelten Rezeptors aus dem Lysat auch tatsdchlich funktioniert hat. Der
eigentliche Nachweis einer Interaktion erfolgte durch die Detektion des CFP-gekoppelten Rezeptors
im Prézipitat. Parallel dazu wurde der Versuch auch mit HEK293T-Zellen durchgefiihrt, in denen
beide Interaktionspartner transient exprimiert wurden. In beiden Versuchen wurde im Prazipitat je-
weils eine 68 kDa grofie Bande detektiert, die der errechneten Gréfie von CXCR3A-CFP entspricht.
Die Anlayse von Flag im Prézipitat zeigt eine etwa 50 kDa grofie Bande. Das Molekulargewicht von
CXCR3A-Flag betrigt 43 kDa (Abb. a). Als Kontrollen wurden Prézipitate untransfizierter
Zellen sowie nur CXCR3A-CFP exprimierender Zellen mitgefiihrt. In allen Kontrollen wurde keine
Interaktion gefunden. Weiterhin wurde mit dem verwendeten anti-GFP Antikérper in allen Proben
einschliefllich der untransfizierter Zellen eine ca. 85 kDa grofie Bande detektiert.

Weitere potentielle Dimere wurden ausschliefllich durch transiente Co-Expression untersucht.
Zur Untersuchung moglicher CXCR3B Homodimere wurden CXCR3B-CFP und CXCR3B-Flag in
HEK?293T-Zellen co-exprimiert. Nach Immunpréziptiation von Flag und Analyse im Western-Blot
konnte ein deutliches Bandenmuster fiir CXCR3B-CFP mit Banden um 65 kDa, 73 kDa und 98 kDa
detektiert werden, das auf eine Interaktion der beiden Rezeptoren hinweist (Abb.[4.20|b). Die errech-
nete Grofle des nicht posttranslational modifizierten CXCR3B-CFP betrégt 73 kDa. Keine Banden
wurden hingegen in den Proben der untransfizierten und nur mit CXCR3B-CFP transfizierten Zel-
len detektiert. Fiir CXCR3B-Flag wurden zwei Banden um 55 kDa detektiert. Die errechnete Grofie
von CXCR3B-Flag betriagt 48 kDa. Als zusétzliche Kontrolle wurden Lysate von Zellen, die nur
einen der beiden Interaktionspartner exprimieren, vereint und Immunprézipitation und -blot wie
zuvor beschrieben durchgefiihrt (Abb. c¢). Damit sollte ausgeschlossen werden, dass es sich um
unspezifische Interaktion handelt, die im Lysat stattgefunden haben. Die Prizipitation der Lysate-
Mix-Proben zeigte keinerlei Interaktion. Die mitgefiihrten Positivkontrollen co-transfizierter Zellen
hingegen zeigten eine Interaktion.

Zusammenfassend konnten bei Uberexpression in HEK293T-Zellen sowohl CXCR3A als auch
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CXCR3B Homodimere nachgewiesen werden.
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Abbildung 4.20: Co-Immunpréizipitation von CXCR3A-CFP und CXCR3B-CFP mit CXCR3A-
Flag bzw. CXCR3B-Flag. Nach Immunprizipitation von Flag aus Lysaten stabiler und transient transfi-
zierter HEK293T-Zellen erfolgte die Analyse im Immunblot; a. HEK293T-Zellen bzw. stabil CXCR3A-CFP
exprimierende HEK293T-Zellen transient mit CXCR3A-Flag und CXCR3A-CFP co-transfiziert bzw. nur mit
CXCR3A-Flag transfiziert; b. transient mit CXCR3B-Flag und CXCR3B-CFP co-transfizierte HEK293T-Zellen;
c. ColP aus Lysaten transient co-transfizierter HEK293T-Zellen und aus Lysate-Mix von einzeln transfizierten
Zellen zur Kontrolle; n>3.

Heterodimerisierung von CXCR3A und CXCR3B Zur Untersuchung ob CXCR3A und CXCR3B
auch miteinander heterodimerisieren wurden HEK293T-Zellen mit CXCR3A-Flag und CXCR3B-
CFP transient co-transfiziert. Es folgte wie oben beschrieben die Prézipitation von CXCR3A-
Flag aus den Lysaten. Die Analyse im Western-Blot zeigt eine deutliche CXCR3B-CFP Bande
(Abb. a). In den mitgefithrten Kontrollen untransfizierter und nur mit CXCR3B-CFP trans-
fizierter HEK293T-Zellen wurden keine Banden detektiert. Als weitere Kontrolle wurden Lysate
von Zellen, die entweder CXCR3B-CFP oder CXCR3A-Flag exprimieren, vereint und eine ColP
durchgefiihrt. Die Western-Blot-Analyse zeigte keine unspezifischen Interaktionen der beiden Re-
zeptoren im Lysat. Die mitgefithrten Positivkontrollen co-transfizierter Zellen hingegen zeigen die
Interaktion. Die Untersuchung des CXCR3A /CXCR3B-Heterodimers wurde zusétzlich mit dem Re-
zeptorpaar CXCR3A-CFP und CXCR3B-Flag durchgefiithrt und lieferte dasselbe Ergebnis (nicht
gezeigt).

Heterodimerisierung von CXCR3A und CXCR3B mit anderen GPCR Weiterhin wurde die In-
teraktion der CXCR3 Varianten A und B mit anderen Chemokinrezeptoren untersucht. Dazu wurde
in HEK293T-Zellen entweder CXCR3A-Flag oder CXCR3B-Flag mit den jeweils YFP-gekoppelten
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Abbildung 4.21: Co-Immunprézipitation von CXCR3A-CFP und CXCR3B-CFP mit CXCR3A-
Flag bzw. CXCR3B-Flag. Nach Immunprézipitation von Flag aus Lysaten transient transfizierter HEK293T-
Zellen erfolgte die Analyse im Immunblot; a. transient mit CXCR3A-Flag und CXCR3B-CFP co-transfizierte
HEK293T-Zellen; b. ColP aus Lysaten transient co-transfizierter HEK293T-Zellen und aus Lysate-Mix von
einzeln transfizierten Zellen zur Kontrolle; n>3.

potentiellen Interaktionspartnern exprimiert. Getestet wurden CXCR4, CCR2, CCR3 und CCR5
(Abb. . Die Prézipitation der Flag-gekoppelten Rezeptoren aus den Zelllysaten und die an-
schlieffende wie oben beschriebene Analyse im Immunblot zeigte fiir alle getesteten Rezeptorpaare
eine Interaktion. Um auszuschlieen, dass es sich um unspezifische Interaktionen im Lysat handelt,
wurden wie zuvor beschrieben Lysat-Mischungen von mit nur einem Interaktionspartner exprimie-
renden Zellen mitgefiithrt und zeigten keine Interaktion (nicht gezeigt).

Die Interaktion von CXCR4 und CCR5 mit Opioidrezeptoren als Verkniipfung von Entziindung
und Schmerz sind weitreichend bekannt. Es sollte daher auch untersucht werden, ob CXCR3A und
CXCR3B mit MOR und KOR interagieren. Daher wurde in HEK293T Zellen entweder CXCR3A-
Flag oder CXCR3B-Flag mit MOR-YFP oder KOR-YFP exprimiert. Die Western-Blot-Analyse
der Immunprézipitate zeigte, dass CXCR3A und CXCR3B sowohl mit MOR als auch mit KOR

interagieren.
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Abbildung 4.22: Co-Immunprizipitation von CXCR3A-Flag und CXCR3B-Flag mit weiteren
YFP-gekoppelten GPCR. Nach Immunprézipitation von Flag aus Lysaten transient transfizierter HEK293T-
Zellen erfolgte die Analyse im Immunblot; transient mit CXCR3A-Flag oder CXCR3B-Flag und CXCR4-YFP,
CCR2-YFP, CCR3-YFP, CCR5-YFP, MOR-YFP oder KOR-YFP transfizeirte HEK293T-Zellen; n>3.
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4.4.4 Etablierung der FRET Methode

Wie bereits in Kapitel beschrieben, wurde die Qualitéit der Bindung zweier potentieller In-
teraktionspartner in sog. Typ-1 und Typ-2 Experimenten iiberpriift. Dabei geht man davon aus,
dass bei spezifischen Interaktionen von fluoreszenzmarkierten Proteinen, die FRET Effizienz (E)
in Abhé#ngigkeit zum Akzeptor/Donor-Verhéltnis hyperbolisch ansteigt und eine Séttigung er-
reicht. Dazu wurden konstante Mengen CFP-gekoppelten Rezeptors mit steigenden Mengen YFP-
gekoppelten Rezeptors in HEK293T Zellen co-transfiziert und gemessen (Typ-1 Experiment). Wei-
terhin wird angenommen, dass spezifische Protein-Protein-Interaktionen unabhéngig von der Kon-
zentration der Bindungspartner sind [James et al.,|2006], sodass die FRET Effizienz bei variierender
Expressionsstérke, aber konstantem Akzeptor/Donor-Verhéltnis ebenfalls konstant bleiben sollte.
Dazu wurden steigende Mengen desselben Verhéltnisses von Interaktionspartnern in HEK293T
Zellen co-transfiziert (Typ-2 Experiment).

Als Negativkontrollen fiir die FRET-Messung wurden freies CFP und YFP (CFP/YFP), sowie
der CRF2aR (CRF2aR-CFP und CRF2a-YFP), der keine Homodimere ausbildet [Teichmann et al.,
2012 untersucht. Als Positivkontrollen wurden kovalent verkniipftes YFP und CFP (YFP-CFP),
sowie CXCR4 (CXCR4-CFP und CXCRA4-YFP), dessen Eigenschaft zu homodimerisieren hinrei-
chend bekannt ist [Levoye et al., [2009] eingesetzt. Die Kombination von CXCR4-CFP und freiem
YFP diente aulerdem als Negativkontrolle (Abb. 4.23)). Die Negativkontrollen CXCR4-CFP/YFP

und CFP/YFP erreichten in dem verwendeten System eine maximale FRET Effizienz (E;;q,) von
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50 -
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—————— CFP-YFP
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Abbildung 4.23: FRET Messungen der Positiv- und Negativkontrollen.
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5-10 % und zeigten die untere Empfindlichkeitsgrenze des Messsystems. Die besser geeignete Ne-
gativkontrolle ist jedoch ein membranstédndiger Rezeptor, der nicht dimerisiert. Zu diesem Zweck
wurde das FRET-Paar CRF2aR-YFP/CRF2a-CFP gemessen und ergab eine Séttigung bei 18,15 %
mit einer halbmaximalen FRET Effizienz bzw. Dissoziationskonstante (Kp) bei einem YFP/CFP-
Verhiltnis von 0,42. Um sichere Aussagen treffen zu kéonnen miissen gemessene potentielle Inter-
aktionpartner oberhalb dieser Kontrolle liegen. Die Positivkontrolle CXCR4-CFP/CXCR4-YFP
erreichte im Typ-1 Experiment eine E,,; von 55,03 % mit einer Kp von 0,93. Dieser Wert gibt
Auskunft iiber die Affinitdt der Interaktionspartner zueinander bzw. {iber die Dynamik mit der
die Interaktionspartner aneinander binden und wieder dissoziieren. Je grofler der Wert wird, desto
geringer die Affinitét der Rezeptoren zueinander und desto instabiler der Komplex. Im Typ-2 Expe-
riment zeigt sich mit steigender Konzentration desselben CXCR4-CFP/CXCR4-YFP Verhéltnisses
von etwa 1:3 eine nahezu konstante FRET Effizienz von ca. 30 %. Das Verhiltnis der eingesetzten
Rezeptoren befand sich also nicht im geséttigten Bereich, sodass die Werte stéirker schwankten als
es bei einem groferen YFP/CFP-Verhiltnis der Fall gewesen wére. Die mitgefiithrten Positivkon-
trollen YFP-CFP sowie CRF2aR-YFP/CRF2aR-CFP lagen konstant bei einer FRET Effizienz von
30 % bzw. 18 %.

Zunéchst wurden potentielle CXCR3A- und CXCR3B-Homodimere bzw. CXCR3A-CXCR3B-
Heterodimere gemessen (Abb. [£.24)). Die maximale FRET Effizienz des FRET-Paares CXCR3A-
CFP/CXCR3-YFP lag mit 23,35 % nur knapp iiber dem Wert der CRF2aR-Negativkontrolle.
Die Messung von CXCR3A-CFP und CXCR3B-YFP ergab einen E,,q.-Wert von 57,55 %. Die
Negativkontrolle CXCR3A-CFP/YFP lag bei etwa 5 %. Zum Vergleich wurde der Kurvenver-
lauf der CRF2aR-Negativkontrolle rot im Diagramm dargestellt. Es konnten keine Messungen mit
CXCR3B-CFP durchgefiihrt werden, da dieses zu schwach exprimiert wurde um in dem verwende-
ten System gemessen zu werden. Die Messung des potentiellen CXCR3B-Homodimers konnte daher
nicht durchgefiihrt werden. In anderen Messungen wurde stets der CFP-gekoppelte Interaktions-
partner mit CXCR3B-YFP gemessen. Die ermittelten E,,q.-Werte wurden in der Auswertung um
den Wert der CRF2aR-Kontrolle korrigiert. Die Daten wurden zur besseren Ubersicht in Tabelle [4.1]

zusammengefasst.

82



4 Ergebnisse

Typ-1
CXCR3A/CXCR3A

30

25

FRET Effizienz %

YFP/CFP

CXCR3A-CFP/CXCR3A-YFP
CXCR3A-CFP/YFP
CXCR3A-CFP/CXCR3A-YFP
CRF2aR-CFP/CRF2aR-YFP
CXCR3A-CFP/YFP

Typ-1
CXCR3A/CXCR3B

35

30 1

FRET Effizienz %

0 2 4

YFP/CFP
. CXCR3A-CFP/CXCR3B-YFP

CXCR3A-CFP/CXCR3B-YFP
CRF2aR-CFP/CRF2aR-YFP

Abbildung 4.24: FRET Messung
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4 Ergebnisse

Tabelle 4.1 Zusammenfassung der FRET-Daten

Rezeptorpaar Kp £SEM Emaz £SEM [%] Ekorr. 7]
CRF2aR-CFP/CRF2a-YFP 0,42 £0,18 18,15 £1,75 0,00
CXCR4-CFP/CXCR4-YFP 0,93 +0,16 55,03 +3,05 36,88
CXCR3A-CFP/CXCR3A-YFP 0,77 £0,16 23,35 +1,90 5,20
CXCR3B-CFP/CXCR3B-YFP - - -
CXCR3A-CFP/CXCR3B-YFP 2,25 +0,53 35,89 +4,64 17,74
CXCR3A-CFP/CXCR4-YFP 1,18 40,32 26,67 +2,36 8,52
CXCR4-CFP/CXCR3B-YFP 0,69 £0,25 17,82 £3,32 -
CXCR3A-CFP/CCR2-YFP 4,12 £2,37 45,77 £17,29 27,62
CCR2-CFP/CXCR3B-YFP 1,04 +0,58 18,45 +4,09 0,30
CCR3-CFP/CXCR3A-YFP 0,51 £0,21 22,05 £1,91 3,90
CCR3-CFP/CXCR3B-YFP 0,16 +0,06 16,70 £+1,47 -
CXCR3A-CFP/CCR5-YFP 1,38 +0,40 23,95 42,94 5.80
CCR5-CFP/CXCR3B-YFP 0,20 40,06 12,25 +1,13 -
CXCR3A-CFP/MOR-YFP 0,87 +0,15 19,79 £1,55 1,64
CXCR3A-CFP/KOR-YFP 0,97 £0,19 22,23 +1,59 4,08
KOR-CFP/CXCR3B-YFP 0,57 +0,17 18,94 +1,95 0,79

Die meisten korrigierten Werte liegen unter 5 %. Die FRET-Paare CXCR4-CFP/CXCR3B-YFP,
CCR3-CFP/CXCR3B-YFP und CCR5-CFP/CXCR3B-YFP haben Werte unterhalb der Nega-
tivkontrolle. Neben CXCR3A-CFP/CXCR3B-YFP hat lediglich CXCR3A-CFP/CCR2-YFP eine
Eaz, die deutlich iiber dem Wert der CRF2aR-Negativkontrolle liegt. Beide FRET-Paare haben
jedoch eine relativ grofle Kp im Vergleich zu den anderen Rezeptorkombinationen, sodass diese
Dimere einer groflen Dynamik unterliegen und entsprechend instabil sind.

Zusammenfassend kénnen mit Hilfe des verwendeten Messsystems keine konkreten Aussagen iiber
stattgefundene Interaktionen getroffen werden. Die verwendete Methode ist fiir die Messung des
CXCR3 und der CRF2a-Kontrolle ungeeignet und setzt eine korrekte Expression der Rezeptoren

an der Zelloberfliche voraus.

84



5 Diskussion

5.1 Reaktive Sauerstoffspezies und Entziindung beeinflussen die

Entstehung der Neointima

Der langfristige Erfolg der PTCA wird hauptséchlich durch das Auftreten der Restenose limitiert
[Horlitz et al., 2002; |Arjomand et al., 2003]. Die Entwicklung Medikamente-freisetzender Stents
konnte die Restenoserate zwar enorm reduzieren [Moses et al., [2003; |[Kastrati et al., 2005], geht je-
doch mit dem erhohten Risiko einer spéten Stentthrombose einher [McFadden et al., 2004; Iakovou
et al., 2005]. Die Entstehung der Neointima infolge der Gefafiverletzung ist Hauptursache fiir den
Lumenverlust und ein noch nicht vollsténdig verstandener, multifaktorieller Prozess. Neointima
entsteht letztendlich durch die Proliferation entdifferenzierter VSMC und durch die Sekretion von
EZM [Komatsu et al., 1998]. Im Mittelpunkt neuer therapeutischer Ansétze stehen jedoch Prozesse,
die unmittelbar nach der Geféafverletzung stattfinden und schlieflich die Bildung der Neointima
initiieren. Sowohl die Rekrutierung von Entziindungszellen [Yasukawa et al., [1997; Kumar et al.,
1997; Rogers et all, 1998] als auch die globale ROS-Bildung [Hayashi et al., 2001} [Kappert et al.l
2006; |de Graaf et al., 2009; Jagadeesha et al.l |2005; [Kappert et al., 2006] wurden im Tiermodell

supprimiert und fiihrten erfolgreich zur Reduktion der Neointimabildung.

Primére Fragestellung dieser Arbeit war es, welche der beiden Prozesse - Die Entziindungsreaktion
oder die ROS-Generierung - einzeln betrachtet den gréfleren Einfluss auf die Neointimabildung be-
sitzt? Dazu wurde gezielt die Entziindung bzw. die ROS-Bildung gehemmt und die Neointimabil-
dung im murinen Femoralisverletzungsmodell untersucht. Dabei wurde mit Hilfe eines Drahtes die
Oberschenkelarterie vom M#usen gedehnt und deren Endothel verletzt um die Neointimabildung zu
induzieren. Neben der Placebo-Gruppe wurden Méuse entweder mit dem Immunsuppressivum Ra-
pamycin (RADO001), dem globalen ROS-Finger NAC oder dem mitochondrialen SOD-Mimetikum
MitoTEMPO behandelt.

Die Hemmung der globalen ROS durch NAC verlangsamte anfianglich zwar die Neointimabil-
dung, resultierte letztendlich aber in keinem Unterschied gegeniiber der Placebo-Gruppe. Der
Verlauf der Neointimabildung ging mit einer ebenfalls nur anfangs reduzierten Rekrutierung von
Entziindungszellen einher. Die erfolgreiche Reduktion der Neointimabildung durch NAC konnte bis-
her nur im Rattenmodell gezeigt werden |[Hayashi et al., 2001; |[Kappert et al., 2006; |de Graaf et al.l
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2009]. Versuche mit Kaninchen konnten die Wirksamkeit nicht bestétigen [Jeremias et al.l [2004].
Diese Arbeit belegt, dass der Effekt von NAC auf die Neointimabildung im Mausmodell ebenfalls
nur schwach und ohne langfristigen Erfolg ist. Hauptproblem bei der Behandlung mit NAC ist die
geringe Halbwertzeit im Plasma von nur sechs bis 40 Minuten, sodass freies NAC fast gar nicht
und oxidiertes NAC nur in sehr geringen Mengen im Blut nachweisbar ist [Moldeus und Cotgreave,
1994; Fishbane et al.l [2004]. Im Rattenmodell wurde gezeigt, dass intravends verabreichtes NAC
relativ schnell umliegende Proteine reduziert und Disulfide bildet [Harada et al., 2001]. Eine Reihe
klinischer Studien belegt zudem, dass NAC fast vollstdndig metabolisiert wird, bevor es den Blut-
kreislauf erreicht, sodass die biologische Verfiigbarkeit freien reduzierten NACs héchstens 4-10 %
betrigt [Borgstrom et al.l |1986; |Olsson et al., [1988; Burgunder et al., 1989; Bridgeman et al., 1991}
Tsikas et al.l [1998]. Bisher gezeigte therapeutische Effekte von NAC sind daher vermutlich keine
direkten Effekte, sondern hauptséchlich sekundére Effekte und auf die Stimulation der Glutathion-
Synthese zuriickzufithren [Fishbane et al., [2004]. Weiterhin reagiert Gluthathion zwar mit HaOq
jedoch nicht mit dem wesentlich reaktiveren O; . Dieses muss zuéchst durch die SOD zu O2 und
Hy02 umgesetzt werden [Fridovich| 1978] bevor schliefilich HoO9 durch Gluthathion zu Og und
H>O disproportioniert werden kann. Oxidative Schdden durch verstidrkt in den Mitochondrien ent-
stehendes O; konnen daher moglicherweise weniger effektiv durch NAC verhindert werden.

Die spezifische Hemmung des mitochondrialen O;  durch MitoTEMPO fiihrte hingegen nach
14 Tagen p. 4. zu einer signifikant kleineren Neointimafldche als in den Kontrolltieren. Da die An-
gabe der Neointima-Fldchen aber nicht die Grofle des Geféfles und somit den durch die Neointima
resultierende Lumenverengung beriicksichtigt, wird in vielen Arbeiten nur das Verhéltnis von Neoin-
tima zur Media (I/M) angegeben. Zum einen unterliegen die Gefiifie unmittelbar nach der Dehnung
dem elastischen Riickstofl der Gefiiwand [Kimura et al., |1997]. Weiterhin kénnen die Gefifle durch
arterielle Gefafiwandverdnderungen (Remodeling) auf die Dehnung und den verdnderten Blutfluss
reagieren. Arterielles Remodeling beschreibt die morphologische Verdnderung eines Geféifles inner-
halb der Lamina elastica externa und unterscheidet das positive arterielle Remodeling (auch outward
remodeling, compensatory enlargement oder expansive remodeling), welches in in der Vergroflerung
des GeféBes resultiert, und das negative arterielle Remodeling (auch inward remodeling, paradozical
shrinkage oder constrictive remodeling), das in einer Reduktion der Gefiafigrofie resultiert und zur
vollsténdigen Okklusion fithren kann [Ward et al., 2000]. So kann ein Gefifl trotz stark reduzierter
Neointimafliche durch negatives Remodeling enorm verengt sein. Tatséchlich war das I/M in der
MitoTEMPO-Gruppe nach 14 Tagen nur tendenziell geringer als in der Placebogruppe. Der Ver-
gleich der Gefafigrofien bestétigte, dass die verletzten Arterien der mit MitoTEMPO behandelten
Tiere signifikant kleiner waren (Daten nicht gezeigt). Offensichtlich reagierten die mit MitoTEMPO
behandelten Tiere mit einem stérkeren negativen Remodeling auf die Verletzung als die Mause der
Placebogruppe. Da heutzutage allerdings bis zu 90 % Stents eingesetzt eingesetzt werden, die den
elastischen Riickstol und das negative Remodeling der Gefiafle verhindern, hat die reine Neointima-
bildung die grofite klinische Relevanz. Da die Behandlung mit MitoTEMPO also die Neointimabil-
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dung signifikant verringern konnte, kénnte es eine vielversprechende Therapiemdoglichkeit darstellen
um das Risiko der In-Stent-Restenose zu reduzieren.

Erstaunlicherweise war die Zahl der inflammatorischen Zellen sowie der apoptotischen Zellen in
dieser Gruppe gegeniiber den Kontrolltieren unveréndert. Die Hemmung des mitochondrialen O;~
in dieser Arbeit resultierte also in einer signifikant kleineren Neointima ohne dabei die Entziindung
oder die Apoptose zu beeinflussen.

Um die Effizienz der NAC- und der MitoTEMPO-Behandlung auf die tatsichliche ROS-Produktion
beurteilen zu konnen, ist zudem eine immunhistochemische Farbung von Nitrotyrosin geplant. Ni-
trotyrosin ist eine nicht-proteinogene Aminosdure, die durch Einwirkung der reaktiven Stickstoffs-
pezies Peroxynitrit (ONOQO ™) auf Tyrosin entsteht. ONOO ™ wird durch die Reaktion von NO' mit
O; gebildet, sodass Nitrotyrosin als Markermolekiil fiir oxidativen Stress verwendet wird |Ceriellol
2002|. Da Peroxynitrit aber mit praktisch allen umliegenden Proteinen reagiert, werden durch die
immunhistochemische Farbung des Nitrotyrosins nicht nur einzelne Zellen sondern ganze Gewebe
angefiarbt. Die Auswertung war mit den zur Verfiigung stehenden Programmen im Rahmen dieser

Arbeit bisher nicht moglich und wird noch etabliert.

Maéuse, die zur Immunsuppression mit Rapamycin behandelt wurden, hatten 14 Tage p. i. ei-
ne stark verringerte Neointimafliche und ein ebenfalls signifikant reduziertes I/M. Die Zahl der
Entziindungszellen war nach 7 Tagen ebenfalls signifikant reduziert und nach 14 Tagen noch ten-
denziell verringert. Die Rekrutierung von Entziindungszellen spielt nach 14 Tagen vermutlich keine
so grofie Rolle mehr wie in den ersten Tagen nach der Verletzung. Die Apoptose wurde durch
die Rapamycin Behandlung nur tendenziell verringert. Die genaue Wirkung von Rapamycin auf die
Apoptose durch die mTOR-Hemmung ist noch unklar. So wurde in vitro an karzinogenen Zelllinien
zwar gezeigt, dass Rapamycin die ROS-abhiéingige Apoptose reduzieren kann [Suzuki et al., [2011],
jedoch scheint dieser Einfluss u. a. vom p53 Status der Zelle abhéngig zu sein [Huang et al.l 2001].
Weiterhin wird Rapamycin zwar allgemein als Immunsuppressivum verwendet, unterdriickt jedoch
nicht nur die Rekrutierung inflammatorischer Zellen |Terada et al., (1993 sondern eine Reihe weite-
rer Prozesse. So konnte die verringerte Neointimabildung auch auf die Eigenschaft des Rapamycin
zuriickgefiihrt werden die Entdifferenzierung, Emigration und Proliferation VSMC zu unterdriicken
[Marx et al., 1995; Poon et al., 1996]. Zudem hemmt Rapamycin die Migration und Differenzierung
von Vorlauferzellen |Clever et all [2011; Huo et al., 2011; [Luo et al., 2012|, die pathophysiologisch

ebenfalls zu proliferierenden SMC differenzieren und zur Neointimabildung beitragen kénnen.

Zusammenfassend konnte sowohl durch die Behandlung mit MitoTEMPO als auch durch die
Behandlung mit Rapamycin die Neointimabildung verringert werden. Betrachtet man die Prozesse
Entziindung und oxidativen Stress gesondert, so hatte die Unterdriickung der Entziindung mit Ra-
pamycin jedoch den grofleren Einfluss auf die Neointimabildung. Es muss allerdings bertiicksichtigt

werden, dass Rapamycin neben der Entziindungsreaktion auch weitere Prozesse hemmt, die die
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Neointimabildung begiinstigen.

5.2 Bedeutung des Chemokins CXCL10 bei der Neointimabildung

Die durch IFN~ induzierbaren non-ELR Chemokine CXCL9, CXCL10 und CXCL11 sind Ligan-
den des CXCRS3. Sie spielen eine bedeutende Rolle in der Thl-Immunantwort und vermitteln die
Migration und Aktivierung CXCR3 positiver T-Lymphozyten [Mach et al., [1999; |Xie et al., 2003}
Hyun et al., [2005; van Wanrooij et al., 2008]. Des Weiteren gelten CXCL9, CXCL10 und CXCL11
als potente Inhibitoren der Angiogenese [Belperio et all [2000; Strieter et al., 2005]. Untersuchun-
gen belegen, dass speziell CXCL10 frithe Stadien der Angiogenese inhibiert und zur Dissoziation
neu entstandener Gefifle fithrt [Bodnar et al., [2009; Yates-Binder et al., [2012]. Weiterhin konnte
CXCL10 in zahlreichen in vivo Studien anti-Tumor-Effekte nachgewiesen werden |Luster und Le-
der} 1993} |Angiolillo et al.,|1995; |Strieter et al.,|{1995; |Feldman et al. 2002 [Persano et al., 2007|. Der
CXCR3 wird als wichtiger Schnittpunkt zwischen Entziindungsreaktion, Angiogenese und Prolife-
ration von EC diskutiert [Romagnani et al., 2001]. Man vermutet, dass die beiden Splicevarianten
CXCR3A und CXCR3B eine wichtige Rolle bei der Modulation unterschiedlicher biologischer Pro-
zesse spielen. CXCR3A wird mit Chemotaxis, Migration von T-Zellen, sowie Proliferation und
Angiogenese von EC assoziiert. CXCR3B hingegen induziert keine Chemotaxis, sondern wirkt an-
giostatisch, antiproliferativ und proapoptotisch auf EC [Lasagni et al., 2003; [Feldman et al., 2006].
Allerdings wurde nur fiir die humane CXCR3-Sequenz die Alternative Splicevariante B gefunden.
Bei der Sequenzanalyse des murinen Genabschnittes gab es keine Anhaltspunkte fiir die Existenz
einer solchen Splicevariante [Campanella et al.,2010]. Trotzdem belegen Untersuchungen den angio-
statischen und antitumor-Effekt von CXCL10 im Mausmodell [Luster und Leder} 1993} Angiolillo
et all (1995} [Strieter et al., |1995]. Die genauen Mechanismen iiber die CXCL10 wirkt sind jedoch
noch vollig unklar. Unter anderem wurde ein von CXCR3 unabhéngiger Signalweg postuliert, iiber
den CXCL10 seine angiostatischen Effekte durch die Bindung an Glycosaminoglykane (GAGs) ver-
mittelt, wie es fiir CXCL4 bereits bekannt ist [Stringer und Gallagher, [1997; [Kowalska et al., 2010].
CXCL10 Mutanten, deren CXCR3-Bindestellen inhibiert wurden, nicht aber die GAG-Bindestellen,
hemmten immer noch die Proliferation von EC, nicht aber Mutanten, deren GAG-Bindestellen
ebenfalls modifiziert wurden [Campanella et al., 2003, 2010]. Es wird angenommen, dass CXCL10
mit Wachstumsfaktoren insbesondere VEGF und bFGF (basic Fibroblast Growth Factor) um de-
ren Bindungsstellen konkurriert [Romagnani et al., [2004; Campanella et al., [2010] oder auch direkt
durch die Bindung an GAG Signale transduziert, wie es bereits fiir CCL5 gezeigt wurde |Chang
et all 2002].

Hypothese dieser Arbeit war, dass die Blockierung der CXCL10 Expression zu einer verrin-

gerten Neointima nach der Gefafiverletzung fiithrt, aber auch zur verbesserten Reendothelialisie-

rung beitragt. Ein Hauptprojekt dieser Arbeit war daher die Bedeutung von CXCL10 nach der
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Gefafiverletzung im Mausmodell zu untersuchen. Die Femoralarterien von C57B1/6 Mé&usen und
CXCL10~/~ Méusen wurden dazu mit Hilfe eines Drahtes intraluminal verletzt und nach 14 Ta-
gen analysiert. CXCL10~/~ Defizienz fiithrte zu einer signifikant kleineren Neointima im verletz-
ten Geféaf, die mit einer reduzierten Entziindungsreaktion, Proliferation und Apoptose korrelierte.
Dariiber hinaus hatten die CXCL10~/~ Miuse ein zu 92 % wiederhergestelltes Endothel, wihrend
die Gefiafle der Wildtyp-Méuse nur zu 53 % reendothelialisierten.

Es gilt jedoch zu beachten, dass C57BL/6 Mé&use eine 1bp-Deletion in ihrer CXCL11 Sequenz
besitzen, die zu einem verkiirzten und nicht funktionellen Protein fithrt. Von CXCL9~/~ M&usen ist
bereits bekannt, dass diese trotz des genetischen C57BL/6 Hintergrunds ein funktionelles CXCL11
exprimieren |Eliasson et al., 2010]. Zur Herstellung der CXCL10~/~ Miuse wurde eine 129Sv/J
gDNA Phagenbibliothek sowie 129Sv/J-ES-Zellen (J1) verwendet [Dufour et al., 2002]. Da CXCL9,
CXCL10 und CXCL11 im Mausgenom auf dem Chromosom fiinf sehr nah beieinander liegen, ist die
Wahrscheinlichkeit grof3, dass auch in dieser Mauslinie versehentlich die CXCL11 Sequenz verédndert
wurde. Die Sequenzanalyse der verwendeten CXCL10~/~ Miuse zeigte tatséichlich, dass die fiir
C57BL/6 typische Deletion fehlte. Beim Vergleich der beiden Mauslinien muss daher unbedingt
beriicksichtigt werden, dass die CXCL10~/~ Muse im Gegensatz zu den C57BL/6 Kontrollen ein
funktionelles CXCL11 exprimieren. Beiden CXCR3-Liganden werden &hnliche Funktionen zuge-
schrieben, sodass mogliche Effekte der CXCL10 Defizienz unterschiitzt werden kénnten. Weiterhin
kénnte angenommen werden, dass die gefundenen Effekte in den CXCL10~/~ Miusen nicht auf
den Verlust der CXCL10 Expression zuriickzufithren sind, sondern auf das nun vorhandene funk-
tionelle CXCL11. CXCL11 wird jedoch ebenso wie CXCL10 mit antiproliferativen Effekten auf EC
assoziiert [Proost et al.,2001; Romagnani et al., [2001; Strieter et al. [2002]. Langwieser et al.| [2009]
zeigten auch, dass C57BL/6 Miuse weniger Neointima bilden als 129X1/SvJ Méuse.

Weiterhin fithrte die lokale CXCL10-Suppression mittels RNA-Interferenz auch im Kaninchen-
modell zu einer signifikant verringerten Neointima nach der Gefifiverletzung in der A. carotis
[Zuojun et all) 2012|. Die Autoren fithren diesen Effekt allerdings auf die antiproliferative Wirkung
des CXCL10 auf SMC zuriick [Zhao et al., |2002] und belegen ihre Hypothese mit in vitro Versu-
chen, in denen VSMC eine geringere Proliferationsrate besaflen, wenn deren CXCL10-Expression
durch siRNA unterdriickt wurde |[Zuojun et al., 2012]. Tatséchlich wird in einigen Arbeiten davon
berichtet, dass auch SMC CXCR3 exprimieren [Zhao et al., [2002; |Le et al. 2004]. Ob die Wirkung
des CXCL10 jedoch tatsdchlich iiber die Bindung durch den CXCR3 vermittelt wird, oder CXCR3

unabhéngig erfolgt, ist immer noch nicht ganz klar und bedarf weiterer Untersuchungen.

Offensichtlich sind die Funktionen und Mechanismen, in die CXCL10 involviert ist, komplexer
als bisher angenommen. CXCL10 begiinstigt einerseits die Neointimabildung durch die initiale Re-
krutierung von Entziindungszellen und die Forderung der Proliferation glatter Muskelzellen und

hemmt andererseits die Reendothelialisierung durch antiproliferative und proapoptotische Effekte
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auf EC wihrend des vaskulidren Heilungsprozesses. Die Blockade von CXCL10 reduziert die Neoin-
timabildung und verbessert die Reendothelialisierung. Dabei scheint die Blockade von CXCL10
effektiver zu sein als die Blockade von CXCL11. Die Redundanz und die iiberlappenden Funk-
tionen des Chemokinsystems machen es in vielen Fillen robust gegeniiber Ausfillen, sodass in
einer Reihe von Knockout-M#usen kaum Effekte beobachtet werden konnten [Mantovani, [1999].
Umso wichtiger und spezifischer scheint die Rolle des CXCL10 zu sein und macht es zu einem viel-
versprechenden therapeutischen Zielmolekiil zur Verbesserung der Geféflheilung nach koronaren

Angioplastievervahren.

5.3 Generierung einer konditionellen CXCR3 Knockout Maus

Die Reendothelialisierung nach einer Gefifiverletzung trigt entscheidend zur Heilung der Gefafiwand
bei und wirkt der Neointimaformation und dem Risiko der Restenose entgegen [Versari et al., [2007].
Das CXCR3-Chemokinsystem vermittelt einerseits die Rekrutierung von T-Zellen im Rahmen der
Thl-Immunantwort nach der Gefiafiverletzung [Mach et al., 1999; Xie et al., 2003; Hyun et al., 2005;
van Wanrooij et all 2008], andererseits aber auch antiangiogenetische Effekte, die die Reendothe-
lialisierung verhindern |[Luster et al., [1995; Strieter et al., [2005; Bodnar et al., 2009; Yates-Binder
et al) [2012]. Die genauen Mechanismen iiber die das CXCR3-Chemokinsystem die Eigenschaften
der EC beeinflusst sind aber bisher ungeklért.

Um die scheinbar unterschiedlichen biologischen Funktionen des CXCR3-Chemokin-systems se-
parat zu untersuchen, sollten im Rahmen dieser Arbeit erstmals konditionelle CXCR3 Knockout
MéHuse generiert werden. Fiir die Herstellung sollte das Cre-loxP-Rekombinationssystem genutzt
werden und zunéchst eine Mauslinie hergestellt werden, in der das Exon 2 des CXCR3 von loxP-
Sequenzen flankiert ist. Anschlieend sollten diese , gefloxten“ Mé&use mit Cre-M&usen gekreuzt
werden, die die Cre-Rekombinase unter der Kontrolle des endothelialen VE-Cadherin-Promotors
[Alva et al., 2006] bzw. des T-Zell-spezifischen Lck-Promotors [Takahama et al., [1998] exprimieren.
Die Cre-Rekombinase in diesen Tieren wire dann ausschlieflich in EC bzw. T-Zellen aktiv und
wiirde die CXCR3 Expression durch das Entfernen des Exons 2 blockieren. Gleichzeitig blieben

andere Zelltypen unbeeinflusst.

Im priméren Targeting wurden etwa 5000 neomycinresistente ES-Zellklone gepickt, von denen
in sechs die Targetingsequenz an der korrekten Stelle im Genom inseriert wurden. Die Effizienz
mit der die homologe Rekombination stattgefunden hat, betrug folglich 0,12 %. Drei der Klone
waren nach dem Einfrier- und Auftauprozess nicht mehr vital. Durch die stark abweichende Dichte
an Zellen in den einzelnen Lochern der Zellkulturplatten wurde der Zeitpunkt des Einfrierens so
gewdhlt, dass moglichst viele Klone eine optimale Zelldichte besaflen. Einzelne Klone hatten jedoch
noch eine zu geringe bzw. bereits eine zu grofie Dichte an Zellen und konnten daher nicht weiter

kultiviert werden.
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Weitere Southern-Blot-Analysen der vitalen Klone und die Seuenzierung des CXCR3 Loci zeig-
ten, dass die Targetingkassette unvollsténdig inseriert wurde. In allen Fillen fehlte das loxP-
Element hinter dem Exon 2. Mogliche Ursache konnte ein Strangbruch aufgrund komplizierter
Sekundérstrukturen im Bereich des Exons 2 sein, da bereits die Klonierung dieses Bereichs schwie-
rig war. Weiterhin wurde parallel zu dieser Arbeit in einem gemeinsamen Projekts des IKMC
(International Knockout Mouse Consortium) und EUCOMM (European Conditional Mouse Mu-
tagenesis Program) an der Herstellung einer , gefloxten® CXCR3 Maus gearbeitet, in der ebenfalls
das Exon 2 von loxP-Elementen flankiert werden sollte (Projekt-ID: 118955). Auch dieses Projekt
generierte bisher nur ES-Zellklone, in denen das loxP hinter dem Exon 2 nicht mit inseriert wurde
[Collins et al., [2007].

Die Sequenzanalyse des nicht weiter kultivierbaren Klons 4_6A zeigte eine vollstdndig inse-
rierte Targeting-Kassette. Es scheint also generell moglich zu sein die bisher verwendete Targe-
ting-Kassette vollstdndig ins ES-Zellgenom zu inserieren. Vorherige Modifikationen des Vektors
resultierten ausschliellich in falsch-positiven Klonen.

Durch die geringe Effizienz der homologen Rekombination und der fehlerhaften Insertion ins
ES-Zellgenom konnten die konditionellen Mauslinien nicht innerhalb dieser Arbeit fertiggestellt

werden.

5.4 Interaktion von CXCR3 mit anderen G-Protein gekoppelten
Rezeptoren

Chemokinrezeptoren sind heptahelikale Transmenbranrezeptoren und gehoren der Klasse der rho-
dopsindhnlichen GPCR an. In den letzten Jahren wurde ausreichend belegt, dass GPCR nicht nur
als Monomere, sondern auch als Multimere agieren und durch allosterische Mechanismen reguliert
werden [Smith und Milligan, [2010]. In zahlreichen Studien wurde gezeigt, dass Chemokinrezepto-
ren Homomere oder Heteromere mit anderen Chemokinrezeptoren, Opioidrezeptoren und anderen
Rezeptoren an der Zelloberfliche bilden. Anfangs wurde angenommen, dass die Dimerisierung von
Chemokinrezeptoren durch die Bindung der Liganden induziert wird. Mittlerweile geht man jedoch
davon aus, dass die Dimerisierung konsitutiv stattfindet und die Bindung der Liganden die bereits
vorhandenen Komplexe stabilisiert oder reorganisiert [Wang und Norcross, 2008, Salanga et al.|
2009; Thelen et al.l 2010]. Weiterhin befihigt die Bildung von Heteromeren die Rezeptoren zur
Kooperativitéit (auch Cross-Talk), sodass einige Rezeptoren auch auf Stimuli von Chemokinen rea-
gieren konnen, die sie nicht direkt binden kénnen [Terrillon und Bouvier, |2004]. Die hauptséchlich
angewandten Methoden zur Untersuchung der Rezeptor-Rezeptor-Interaktionen in Zellen waren
hauptséchlich ColP und FRET oder BRET (Biolumineszenz-Resonanz-Energietransfer).
Waéhrend einige Chemokinrezeptoren bereits intensiv untersucht wurden und zahlreiche mole-
kulare Interaktionen mit anderen membranstindigen Rezeptoren und deren Auswirkung auf Che-

motaxis und Singnaltransduktion bekannt sind [Bennett et al.l 2011; |[Kramp et al., 2011], ist iiber
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die Interaktionen und die Regulation des CXCR3 bisher wenig bekannt. Kiirzlich wurde erstmals
die Interaktion von CXCR3 mit anderen CXC-Chemokinrezeptoren untersucht [Munoz et al.,[2011].
Dazu wurden zwei unterschiedliche FRET-Methoden angewandt. Die ermittelten FRET-Effizienzen
waren allerdings nur sehr schwach und lagen mit teilweise weniger als 5 % nur knapp iiber dem
Detektionsminimum. Die Autoren kénnen daher nicht genau bestétigen, ob es sich um tatséchliche
Interaktionen handelt und schlagen vor eine weitere Methode, wie beispielsweise die Coimmun-

prézipitation, anzuwenden. Es wurde zudem nicht zwischen CXCR3A und CXCR3B unterschieden.

Als Teilprojekt dieser Arbeit sollten daher potentielle Rezeptor-Rezeptor-Interaktionen der bei-
den CXCR3 Varianten A und B untersucht werden. Dazu wurden zunéchst potentielle Interakti-
onspartner durch ColP identifiziert. Anschliefend sollte eine FRET-Methode etabliert werden, in
der mogliche Konformationsdnderungen der Rezeptorkomplexe in Gegenwart der CXCR3-Liganden
untersucht werden konnen. Als potentielle Interaktionspartner wurden die Chemokinrezeptoren
CXCR4, CCR2, CCR3, CCR5 und die Opioidrezeptoren MOR und KOR ausgewihlt.

Die ColP zeigte fiir alle getesteten Rezeptorpaare eine Interaktion. CXCR3A und CXCR3B
bilden demnach also jeweils Homodimere, CXCR3A /CXCR3B-Heterodimere, sowie Heterodimere
mit CCR2, CCR3, CCR5, MOR und KOR. Einige Rezeptoren, insbesondere die Opioidrezeptoren,
hatten auf dem Western Blot auffillig viele und scharfe Banden. Anhand der Banden lassen sich ein-
zelne Stadien des Rezeptors im sekretorischen Weg abschétzen. Die unteren Banden zeigen Stadien
des unreifen noch nicht pottranslational modifizieren Rezeptors (unterste Bande) oder des bereits
im Endoplasmatischen Reticulum (ER) N-glykosylierten Rezeptors (High-Mannose-Form). Hat der
Rezeptor den sekretorischen Weg vollstéindig durchlaufen, so ist das reife Protein als oberste Bande
oder auch als Schmier im Western Blot zu sehen. Das relative Verhéltnis der Bandenintensitét gibt
daher Auskunft iiber die Qualitéit der Expression des GPCR in den Zellen [Rutz et all [2006; Schulz
et al) 2010]. N-Glykosylierungen beeinflussen die Faltung, die Stabilitit, den Transport und die
Sekretion von Proteinen [Helenius und Aebi, 2001]|. Die korrekte N-Glykosylierung im Endoplas-
matischen Retikulum (ER) ist nicht zwangsldufig relevant fiir die Funktion des Rezeptors, aber
essentiell fiir den Transport und die korrekte Insertion einiger Rezeptoren in die Plasmamembran,
wie beispielsweise fiir §2-adrenerge Rezeptoren [Rands et al., [1990].

Auch fiir den Prostaglandin Eo Rezeptor EP33 wurde gezeigt, dass die korrekte Glykosylierung
wichtig fiir den korrekten Einbau des Rezeptors in die Plasmamenbran ist [Boer et al., 2000]. So wur-
den fehlerhaft core-glykosylierte Rezeptoren im ER akkumuliert. Auch die transiente Expression des
EP3S resultierte nur in einer schwachen Expression des Rezeptors an der Zelloberfliche, wihrend
grole Mengen des Rezeptors im ER lokalisiert werden konnten. Es wird angenommen, dass durch
die Uberexpression der Rezeptoren nach transienter Transfektion die Kohlenhydrat-Ressourcen der
Zelle erschopft werden, sodass die Rezeptoren im ER nicht korrekt core-glykosyliert werden kénnen,

dort zuriickgehalten werden und in der Folge nicht in den Golgi-Apparat transportiert und weiter
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prozessiert werden konnen [Hooker et al., [1999; Boer et al., [2000].

Fiir die Funktion und Expression des M2 Muskarinischen Rezeptors und des H2 Histamin Rezep-
tors hingegen ist die korrekte N-Glykosylierung nicht relevant [van Koppen und Nathanson| 1990;
Fukushima et al., [1995]. Andererseits konnte aber auch die vollstéindige Prozessierung transient ex-
primierter GPCR abhéngig vom Signalpeptid gezeigt werden [Rutz et al., [2006} |Schulz et al.l [2010].
Uber die Auswirkung transienter Expression auf die posttranslationale Modifikation von Chemo-
kinrezeptoren und deren Relevanz fiir die Funktion und Expression ist bisher kaum etwas bekannt.
Fiir den korrekten Transport von Opioidrezeptoren zur Plasmamembran ist die N-Glykosylierung
jedoch notwendig [Petaja-Repo et al., 2000; |Ge et al., 2009]. Méglichkeiten und Anzahl posttrans-
lationaler Modifikationen der in dieser Arbeit verwendeten GPCR wurden in Tab. 5.1l zusammen-
gefasst [The UniProt Consortium, 2011]. Die Zahl der Glykosylierungsstellen wurde anhand der

Aminoséuresequenz errechnet [R. Gupta und Brunak.; [Julenius et al., 2005].

Tabelle 5.1 Posttranslationale Modifikationen

Glykosylierungsstellen Palmitoylierung  Phosphorilierung Sulfatierung
Rezeptor N- O- C- S- Y-
CXCR3A 3 4 2
CXCR3B 3 4 - 2
CXCR4 2 1 8 3
CCR2 1 4 1
CCR3 - 5 -
CCR5 1 4 3 4 4
MOR 5 3 1 5
KOR 2 2 1
CRF2aR 6 2

Die getestete FRET-Methode zur Messung potentieller Dimere wurde an die BRET-Versuche von
Levoye et al.|[2009] angelehnt, die die Homo- und Heterodimere von CXCR4 und CXCRY in transi-
ent transfizierten HEK293T-Zellen untersucht haben. Zunichst wurden in Typ-1-Experimenten
Sattigungskurven der FRET-Effizienz gegeniiber des Akzeptor/Donor-Verhéltnisses erstellt. So
diente das CXCR4-Homodimer in dieser Arbeit als Positivkontrolle. Die CRF2aR-Negativkontrolle
fithrte im verwendeten System allerdings auch zu einem FRET-Signal, woraus geschlossen werden
muss, dass es im verwendeten System zu unspezifischen Energietibertragungen kommt. Die mi-
kroskopischen Bilder der Co-Expression der Kontrollen mit dem ER-Marker zeigen zwar dass der
CXCR4 hauptséchlich an der Plasmamembran exprimiert wurde, der CRF2aR jedoch zu einem
groflen Teil im ER akkumuliert wurde. Die im Typ-1-Experiment gemessenen FRET-Signale zwi-
schen CRF2aR-CFP und CRF2aR-YFP resultieren also hochstwahrscheinlich aus unspezifischen
Enerigieiibertragungen aufgrund zu grofler Rezeptordichte im ER. Auch die mikroskopische Unter-
suchung der CXCR3A-Expression zeigte eine Akkumulation im ER und nur schwache Expression an
der Plasmamembran. CXCR3B wurde sogar fast ausschliefilich im ER lokalisiert. Es konnten also

nur Rezeptorpaare beurteilt werden, deren FRET-Signal oberhalb des Bereichs der Negativkon-
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trolle lag. Neben der CXCRA4 Positivkontrolle hatten die Rezeptorpaare CXCR3A-CFP/CXCR3B-
YFP und CXCR3A-CFP/CCR2-YFP deutlich hohere Sdttigungswerte, diese gingen jedoch aus
relativ hohen Dissoziationskonstanten hervor. Es ist also davon auszugehen, dass CXCR3A und
CXCR3B, sowie CXCR3A und CCR2 mit einer geringen Affinitét interagieren. Die anderen Re-
zeptorpaare hatten wesentlich geringe Dissoziationskonstanten und E,,q.-Werte. FRET-Effizienzen
unterhalb des Bereichs der Negativkontrolle hatte die Rezeptorpaare CXCR4-CFP/CXCR3B-YFP,
CCR3-CFP/CXCR3B-YFP und CCR5-CFP/CXCR3B-YFP. Ein fehlendes FRET-Signal schliefit
allerdings nicht aus, dass es zu einer Interaktion zwischen den Rezeptoren gekommen ist, sondern
deutet auf einen zu groflen Abstand von Donor und Akzeptor. Mit Hilfe der Typ-2-Experimente
sollte angelehnt an die Arbeiten von |[James et al.,[2006] die Qualitét des FRET untersucht werden.
Verénderte Konzentrationen desselben Akzeptor/Donor-Verhiltnisses bei einer spezifischen Inter-
aktion sollten eine konstante FRET-Effizienz haben. Unspezifische Energieiibertragungen miissten
folglich bei konstantem Akzeptor/Donor-Verhéltnis mit steigender Konzentration zunehmen und
mit sinkender Rezeptordichte gegen Null gehen. Fiir die transiente Transfektion wurden stets
Akzeptor/Donor-Verhiltnisse von etwa 1:5 eingesetzt. Durch schwankende Transfektionseffizien-
zen wich jedoch das letztendlich in der Zelle exprimierte Akzeptor/Donor-Verhéltnis davon ab und
fithrte zum Teil zu groflen Abweichungen der Messpunkte. Trotzdem verweist die lineare Regres-
sion aller gemessenen Rezeptorpaare im Typ-2-Experiment auf eine Interaktion, einschliellich der
CRF2aR-Negativkontrolle. Offensichtlich ist die Rezeptordichte in den Zellen enorm hoch, sodass
es nicht moglich war deren Konzentration so weit abzusenken, dass diese wie theoretisch angenom-
men gegen Null gehen. Auf der anderen Seite ist die Empfindlichkeit des verwendeten Messsystems

nicht hoch genug um entsprechend geringen Signale zu erkennen.

Das Messen der ganzen Zelle erscheint daher ungeeignet zur Untersuchung spezifischer Ener-
gieiibertragungen. Es muss an dieser Stelle jedoch angemerkt werden, dass sowohl die BRET-
Messungen von|Levoye et al[[2009] als auch die FRET-Messungen mit der Photo-bleaching-Methode
von [Munoz et al., 2011] an ganzen Zellen durchgefithrt wurden. Uber dies verwendete [Levoye et al.
[2009] als Negativkontrolle lediglich den Renilla-Luciferase gekoppelten CXCR7 mit freiem cyto-
solischen YFP. Auch die Dimerisierung bestimmter Rezeptoren im ER als Voraussetzung fiir den
Transport zur Zelloberfliche ist bereits bekannt [Terrillon und Bouvier, |2004], wie beispielsweise fiir
die v-Aminobuttersdure (GABA) Rezeptoren |[Pagano et al., 2001], den Oxytocin und Vassopressin
Rezeptor Vla und V2 [Terrillon et al., 2003] und den Rezeptor der Komplementkomponente C5
(C5AR1) |Floyd et al. [2003]. Von denen in dieser Arbeit untersuchten Rezeptoren ist die Homodi-
merisierung in frithen Biosynthesestadien bisher nur von CCR5 bekannt [Issafras et al., 2002].

Weiterhin unterliegen GPCR nicht nur einer Liganden-abhéngigen sondern auch einer konstiti-
tiven Internalisierung zur Kontrolle der Rezeptordichte an der Zelloberfliche. Auch der CXCR3
wird konstitutiv internalisiert, anschliefend degradiert und de novo synthetisiert |[Meiser et al.l

2008]. CXCR3A wurde bei der mikroskopischen Untersuchung nicht nur im ER, sondern auch in
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vesikuldren Strukturen beobachtet. Die Akkumulation von CXCR3 in intrazelluliren Komparti-
menten muss also nicht ausschliellich auf fehlerhafte oder unvollstindig glykosylierte Rezeptoren
zuriickgefiihrt werden, deren Transport zur Zelloberfliche zuriickgehalten wird, sondern kénnte
auch die Folge von Regulationsmechanismen sein, die eine zu grofle Rezeptordichte an der Zellober-
fliche unterbinden. Die Tatsache, dass CXCR4 ein konstitutiver Chemokinrezeptor ist, wihrend der
CXCRS3 induzierbar ist, konnte ebenfalls ein Grund sein, dass der CXCR4 problemlos in HEK293T-
Zellen exprimiert wird, wihrend der CXCR3 nicht automatisch in die Plasmamembran eingebaut
wird, sondern moglicherweise weitere Stimuli erfordert.

Boer et al. [2000] zeigten, dass die Herstellung stabiler Zelllinien zur korrekten Prozessierung und
einer hoheren Expression des EP35-Rezeptors an der Zellmembran fiithrt, als dessen transiente Ex-
pression. Eine weitere Option ist die selektive Messung von FRET-Signalen an der Plasmamembran.
So konnte fiir den CRF2aR gezeigt werden, dass dieser nicht in der Zellmembran homodimerisiert
[Teichmann et all) [2012], obwohl dieser wie hier gezeigt wurde ebenfalls im ER akkumuliert wird
und dort tatséichlich unspezifische Energieiibertragungen stattfinden.

Zusammenfassend ist die hier getestete FRET-Methode nicht geeignet zur Untersuchung von GPCR-
Interaktionen. Es kann aber nicht ausgeschlossen werden, dass die getesteten Rezeptor-Paare tat-
séchlich interagieren. Neben der ColP miisste eine weitere Methode zur Klarung angewendet wer-
den, wie beispielsweise die selektive Messung von FRET an der Plasmamembran mittels Photoble-

aching oder auch die Fluoreszenz Kreuz-Korrelationsspektroskopie.
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