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Abkilrzungen

Allgemeine Abktrzungen, Chemikalien und Enzyme

APS Ammoniumperoxodisulfat

BSA Rinderserumalbumin

DTT Dithiothreitol

E. coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraessigséure

EtOH Ethanol

HCI Salzséure

HDL “high density”-Lipoprotein

HEPES N-2-Hydroxyethylpiperazin-N"-2-Ethansulfonsaure
IPTG: Isopropyl-D-thiogalaktopyranosid

LDL “low density”-Lipoprotein

MgCl, Magnesiumchlorid

NaCl Kochsalz

NO Stickstoffmonoxid

p.a. zur Analyse

PAA Polyacrylamid

PAGE Polyacrylamidgelelektrophorese

PCR Polymerasekettenreaktion

RNase Ribonuklease

SDS Natriumdodecylsulfat

TAE Tris-Acetat-EDTA

TE Tris-EDTA

TEMED NNN"N"Tetramethylethylendiamin

Tris 2-Amino-2-(hydroxymethyl)-1,3-propandiol
X-Gal 5-Brom-4-chlor-3-indolyl-D-galactopyranosid

Nukleinsauren

cDNA “copy”- oder komplementare DNA
DNA Desoxyribonukleinséure

RNA Ribonukleinséure
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LOX-1 »lectin-like oxidized low-density” Lipoproteinrezeptor-1



Einleitung

1 Einleitung

1.1 Atherosklerose

Atherosklerose ist eine Erkrankung der groReren Arterien und die Hauptursache der
koronaren Herzkrankheit und von Schlaganfallen, die in westlichen Gesellschaften zusammen
50 Prozent aller Todesfélle verursachen (Aldons, 2000).

Die Athiologie der Atherosklerose ist hochst komplex. In epidemiologischen und
Migrationsstudien konnten verschiedene Umweltfaktoren wie fettreiche Erndhrung,
Nikotinkonsum, Bewegungsmangel, niedrige Blutspiegel fettloslicher Antioxidantien, wie
z.B. Vitamin E und verschiedene infektiose Agenzien, z.B. Chlamydia pneumoniae mit der
Atherosklerose assoziiert werden.

Wie sich im Tiermodell und bei molekularbiologischen Studien zeigte, kbnnen auch andere
Faktoren, wie erhéhtes LDL/VLDL, reduziertes HDL, erhohte Spiegel an Hamostasefaktoren,
erhdhte Homocysteinwerte, Bluthochdruck, Diabetes mellitus und Fettleibigkeit, die teilweise
genetisch determiniert sind, eine Rolle in der Atheroskleroseentstehung spielen. Auch
Geschlechtshormone beeinflussen das Entstehen und Fortschreiten der GeféalRverdnderungen.
(Goldbourt und Neufeld, 1988)

In einem neueren Modell der Atheroskleroseentstehung wird davon ausgegeangen, dass die
Ansammlung von LDL, das passiv durch die ,tightjunctions® der Endothelzellen in die
Intimamatrix diffundiert, den Ausgangspunkt der Atherosklerose darstellt. Dieses findet vor
allem an Stellen mit nichtlaminarer Blutstromung statt, an denen auch die Anordnung der
Endothelzellen veréndert ist. Zu nichtlaminarer Blutstromung kommt es zum Beispiel an
GefaBaufzweigungen, die deshalb Prédilektionsstellen fir atherosklerotische Veranderungen
darstellen. (Gimbrone, 1999)

Der schitzende Effekt des HDL wird durch Entfernung Uberschiissigen Cholesterols aus
peripheren Geweben und durch seine antioxidierenden Eigenschaften vermittelt. Ein Teil
dieser antioxidativen Fahigkeit wird durch die im HDL-Komplex enthaltene Esterase
Serumparaoxonase erklart, die einige biologisch aktive oxidierte Phospholipide reduzieren
kann. (Shih, 2000)

Das LDL wird vermutlich iber eine Bindung von Apolipoprotein B an die Proteoglykane der
Intimamatrix in dieser zurtickgehalten. Durch eine Reaktion mit reaktiven Sauerstoffspezies,
die von den Endothelzellen freigesetzt werden und verschiedenen Enzymen wie
Myeloperoxidase (Podrez, 2000) und sekretorischer Phospholipase (Ivandic,1999) kommt es
zur Lipidoxidation. Zun&chst entsteht minimal oxidiertes LDL, dem ein proinflammatorischer

Effekt zugeschrieben wird. Dieser Effekt wird Uber die Induktion von Adhédsionsmolekiilen
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und chemotaktischen Proteine fir Makrophagen und Wachstumsfaktoren, z.B. M-CSF in den
Endothelzellen vermittelt. Deren Expression beglnstigt die Einwanderung von
Monozyten/Makrophagen und Lymphozyten in die Matrix. (Watson, 1997) Es sind weitere
endogene Faktoren wie Sexualhormonspiegel, h&modynamische Krafte, Homozysteinspiegel
und glykosilierte Proteine bei Diabeteskranken und exogene Faktoren wie infektiose
Agenzien bekannt, die die Entziindungsreaktion der GefaRzellen beeinflussen.(Aldons, 2000)
Spéter entsteht héhergradig oxidiertes LDL, das nachweislich die Produktion von NO, einem
Mediator, der u.a. die Vasodilatation vermittelt, inhibiert.(Knowels, 2000)

Nur hochgradig oxidiertes LDL kann von den Makrophagen so schnell aufgenommen werden,
dass Schaumzellen entstehen. Dies geschieht (ber verschiedene Scavengerrezeptoren, die
auch acetyliertes LDL und weitere Liganden binden kdnnen und auf Makrophagen und
glatten GefalRmuskelzellen gefunden wurden (Suzuki 1997). Diese Schaumzellen sterben bei
Lipiduberladung ab und der fettreiche Inhalt wird in der Intimamatrix wieder frei.
Makroskopisch ist dieses Stadium durch ,fatty streaks* gekennzeichnet. Diese Lipidflecken
sind Klinisch nicht relevant und kénnen beim Mensch schon in der ersten Lebensdekade in der
Aorta nachgewiesen werden. Das Folgestadium sind fibrose Plaques, die meist aus einer
fibrosen Kappe aus glatten Muskelzellen und extrazellul&rer Matrix bestehen und einen Kern
mit lipidreichem, nekrotischem Material einschlielen. Die Migration und Proliferation der
glatten Gefalmuskelzellen wird hauptsachlich durch Wachstumsfaktoren und Zytokine aus
den Makrophagen und T-Lymphozyten vermittelt. Auch das Oberflachenantigen CD40, das
auf Lymphozyten, aber auch auf Makrophagen und Gefalimuskelzellen vorkommt und seine
Interaktion mit dem Ligand CD40L auf Entziindungszellen scheint flr die Ausbildung der
fibrésen Plaques eine wichtige Rolle zu spielen. Diese scheint durch die Produktion von
inflammatorischen  Zytokinen, Adhé&sionsmolekilen und matrixabbauenden Proteasen
vermittelt zu werden. (Schonbeck, 2000)

Fortgeschrittene atherosklerotische L&sionen entstehen durch Kalzifizierung und Ulzeration
an der gefalRzugewandten Oberflache. Es kann auch zu Hamorrhagien kommen, wenn aus der
Geféalmedia kleinere BlutgeféaRe in die L&sion einsprossen. Diese fortgeschrittenen L&sionen
konnen durchaus so groR werden, dass sie den Blutfluss stark beeintrachtigen. Die klinischen
Komplikationen der Atherosklerose sind jedoch weit haufiger durch einen akuten
GeféaBverschluss bedingt, der durch Thrombusbildung nach Plaqueruptur oder Erosion der
Lasion entsteht. Rupturgeféahrdete Plaques zeichnen sich zumeist durch eine dunne fibrose
Kappe und einen héheren Gehalt an Entziindungszellen aus. Der Plaque rupturiert zumeist am

Rand der Lasion. Bei der Thrombenentstehung nach Plaqueruptur spielt der Gewebsfaktor,
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der ein Initiatorprotein der Gerinnungskaskade darstellt eine wichtige Rolle. Die Produktion
von Gewebsfaktor durch Endothelzellen und Makrophagen wird durch Infektionen, dem
Oberflachenantigen CD40 und oxidiertem LDL erhoht. (Schonbeck et al, 2000)

1.2 Der Rezeptor fur oxidiertes LDL, LOX-1

LOX-1 ist ein Membranprotein, das auf Endothelzellen, Makrophagen und glatten
Muskelzellen verschiedener S&ugetiere nachgewiesen wurde. LOX-1 gehort zur Familie der
Typ Il Membranproteine, die aus einem kurzen intrazelluldren N-terminalen Anteil und einem
langeren extrazelluldren C-terminalen Anteil bestehen. Es konnte nachgewiesen werden, dass
LOX-1 oxidiertes LDL mit hoher Affinitdt bindet (Sawamura et al, 1997). Es ist davon
auszugehen, dass LOX-1 eine wichtige Rolle in der Entstehung der endothelialen Dysfunktion

und der Atherosklerose spielt.

zytosolischer Anteil  TM extrazelluldrer Anteil

/ \

N-
Terminus m l I_Tnntmnus
I I I

Zwischendomine spezifische Repeats C-type lectin-like domain

103bp 80bp 108 bp 415 bp 397 bp

| 1 1 1 1 l ~nn
I 1 1 1 T 1 C-DNA

Abb. 1: Schematischer Aufbau von LOX-1: Das Protein lasst sich in fiinf Bereiche unterteilen: Eine kurze N-
terminale zytosolische Domdne (AS 1-34), eine Transmembrandomdne (AS 35-56), eine verbindende
Zwischendomane (AS 57-93), sowie die nur bei Ratte und Maus zu findenden spezifischen Repeats (AS 94-232)
und die ,,C-type lectin-like* Doméane (AS 233-364) am C-Terminus. Mit abgebildet ist die GroRe der
zugehorigen cDNA.
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Der LOX-1-Rezeptor konnte bei verschiedenen Sdugetieren nachgewiesen werden. Das
humane LOX-1-Protein besteht aus 273 Aminoséuren. Das Molekulargewicht ist von Spezies
und Zelltyp abhédngig und variiert abhéngig von Kettenldnge und dem Glykosilierungsmuster.
(Shi et al., 2001) Ein Aminosauresequenzvergleich des LOX-1 Rezeptors bei verschiedenen
Sdugetieren ist in Abbildung 2 zu sehen. Besonders die ,,C-Type lectin-like* Domaéne ist bei
allen untersuchten Spezies in der Aminosdurensequenz hoch konserviert. Durch
Deletionsanalysen konnte nachgewiesen werden, dass die ,,C-type lectin-like* Domane fur die
Bindung des ox-LDL zusténdig ist. Elektrostatische Interaktionen zwischen basischen Resten
der ,,C-type lectin-like* Doméne und dem negativ geladenen oxLDL beeinflussen die
Ligandenbindung. (Chen et al., 2001) Die Zwischendomane bildet tber eine Disulfidbriicke
ein Homodimer mit dem C-terminalen Anteil, das an der Ligandenbindung beteiligt ist (OhkKi
et al, 2005). Eventuell wird durch sie die Ligandeninternalisierung begunstigt. (Hoshikawa et
al., 1998) Die Funktion der zytosolischen Doméne ist noch nicht endgiltig geklart, es ist noch
nicht bekannt, ob diese Doméane eine Rolle in dem durch Ligandenbindung ausgeldsten
Signaltransduktionweg spielt.

Die murinen LOX-1-Proteine unterscheiden sich durch eine sich dreimalig wiederholende
Aminosauresequenz im Zwischenteil, die als ,,repeats” bezeichnet wird. Dadurch sind die
murinen Proteine gréRer als das humane Protein. Die Funktion dieser ,,repeats” ist noch nicht
geklart (Nagase et al., 1998).

LOX-1 der Ratte weist 60 %ige Aminosaurenidentitdt zum humanen und bovinen Protein auf.
Die cDNA kodiert fur ein 364 Aminosauren grofes Protein (Nagase et al., 1998).

LOX-1 der Ratte kann ox-LDL mit sehr hoher und mit niedriger Affinitat binden. (Hoshikawa
et al., 1998) In unmittelbarer Membrannahe des extrazellularen Anteils kann das bovine
Protein in einer Kultur von adulten bovinen Endothelzellen durch eine bisher unbekannte
Protease geschnitten werden. Der abgetrennte Teil konnte dann als ca. 35 kDa groRe ,,16sliche
Form* im Kulturmedium nachgewiesen werden (Murase et al., 2000).

LOX-1 kann aufer ox-LDL auch acetyliertes LDL, chemisch modifiziertes HDL,
polyanionische Substanzen und  anionische Phospholipide, aber auch gealterte oder
apoptotische Zellen (Oka et al., 1998), aktivierte Thrombozyten (Kakutani et al., 2000) und
Bakterien (Shimaokaet al., 2001) binden.
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Abb. 2 : Sequenzvergleich des LOX-1-Rezeptors bei verschiedenen Saugetieren (Sequenz des Rattenproteins

Es zeigt sich eine hohe

Identische Aminosduren sind grau unterlegt.

orange hervorgehoben).

Aminosdurenidentitdt zwischen den verschiedenen Spezies. Auffallig ist die sich dreimalig wiederholende

“ der

repeats

Aminoséuresequenz im Zwischenteil bei Ratte und Maus (gelb markiert). Die Funktion dieser

murinen LOX-1-Proteine ist noch nicht geklért.



Einleitung

Das humane LOX-1-Gen konnte auf Chromosom zwdlIf lokalisiert werden. Es liegt dort in der
p12.3 - 13.2 Region. LOX-1 weist keine Ahnlichkeit mit anderen Scavengerrezeptoren auf,
jedoch eine strukturelle Ubereinstimmung mit Rezeptoren die auf Zellen des Immunsystems,
»hatural killercells“ (NKC), vorkommen. So verwundert es nicht, dass das LOX-1-Gen
innerhalb des Genkomplex liegt, der fir die ,natural Killercell“-Rezeptoren kodiert
(Yamanaka et al, 1998). Das humane Gen besteht aus 6 Exons, die dhnlich wie die
Proteindoménen gegliedert sind (Siehe Abb.3). Die Exonregionen korrelieren gut mit den
funktionellen Doménen des Proteins. Die Promotorregion enthalt mdgliche TATA und
CAAT-Boxen und verschiedene Cis-Elemente, sowie ein ,,shear-stress response element*
(Nagase et al., 1998). Das LOX-Gen bei Ratten ist ein Einzelkopie-Gen, das in der DNA Uber

19 kB verteilt ist und aus acht Exons besteht.

£D ™ D REPEATS CLD

N- C- : :
Terminus _[ j - u—'ﬁ‘rmi]ms LOX-1 Protein

— i i} {HH LOX-1 Gen

Abb. 3: Schematische Darstellung des LOX-1 Proteins mit seinen Doméanen sowie des LOX-1-Gens mit
den korrelierenden sechs Exons (Rémische Ziffern). Die Introns sind als schwarze Linie dargestellt und
stimmen in diesem Schema mit der tatsdchlichen GroRe nicht exakt tberein. Die Exons entsprechen ungefahr
den funktionellen Doménen des Proteins. Ausnahme bildet die C-type lectin like Doméne, die von drei Exons
kodiert wird. (ZD, gelb: Zytosolische Doméne (AS 1-34); TM: Transmembrandoméne (AS 35-56); ZD, rot:
Zwischendoméne (AS 57-93); CTD: C-type lectin-like Domane (AS 233-364))
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Die Expression von LOX-1 kann durch verschiedenste Faktoren induziert werden. Bekannt
sind verschiedene inflammatorische Zytokine, wie TNF-a (Kume et al., 1998), und
Angiotensin 1l (Morawietz et al., 1999) sowie oxidativer Stress (ausgelost durch
Superoxidanionen, Homocystein, ox-LDL und andere). Auch pathophysiologische Zusténde
wie Bluthochdruck (Nagase et al., 1997), Hyperlipidamie (Chen et al., 2000), Atherosklerose
und Diabetes mellitus (Chen et al., 2001) flihren zur vermehrten Expression des Rezeptors.

Es sind auch verschiedene Faktoren bekannt, die die Expression von LOX-1 supprimieren. So
vermindern unter anderem ACE-Inhibitoren und die Superoxiddismutase die LOX-1-
Expression.

Einige der durch LOX-1 vermittelten Signalwege konnten geklart werden. Uber Aktivierung
von verschiedenen Proteinkinasen und dem Trankriptionsfaktor NF-.B kommt es zur
vermehrten Expression von Adhasionsmolekiilen auf Endothelzellen (Li et al, 2002). Uber
den CD40/CD40L vermittelten Signalweg wird eine Zytokin-vermittelte Entziindungsreaktion
in Gang gesetzt (Li et al, 2003). Uber Aktivierung von Caspase 9 wird durch LOX-1
programmierter Zelltod, Apoptose von Endothelzellen, eingeleitet (Chen et al, 2004).

1.3 Ischamische Prakonditionierung

Die ischamische Prakonditionierung, die erstmalig von Murry et al. (1986) beschrieben
wurde, beruht auf der Beobachtung, dass nach einer kurzen Ischdmiephase, die nicht zum
Zelltod flhrt, eine zweite langere Ischamie am Herzen deutlich besser toleriert wird. Im
Tiermodell konnte gezeigt werden, dass die Infarktgrofie deutlich kleiner ausfallt als ohne
ischdmische Prakonditionierung. Es wird vermutet, dass beim Menschen eine ischdmische
Prékonditionierung die Reduktion von Postinfarktarrhythmien (Shiki et al., 1987) und
Verbesserung der Herzfunktion nach Infarkt (Cave et al., 1992) vermittelt wird und damit zu
einer geringeren Mortalitdt nach Myokardinfarkt fuhrt. Die zellularen Mechanismen der
ischamischen Prakonditionierung sind noch nicht vollstandig geklart. Bisher ist bekannt, dass
Rezeptoren, die sich in der Zellmembran befinden, die Initiatoren des Prozesses sind. ES
werden acetylcholindhnliche und adenosinahnliche Rezeptoren unterschieden. Erstere fiihren
iiber verschiedene Zwischenschritte zur Offnung eines Kaliumkanals im Mitochondrium.
Dadurch werden reaktive Sauerstoffspezies in das Cytoplasma freigesetzt, die zur Aktivierung
protektiver Kinasen fihren. Zu diesen gehort die Proteinkinase C. Die adenosindhnlichen
Rezeptoren scheinen direkt die Proteinkinasen zu aktivieren und den mitochondrialen
Kaliumkanal zu umgehen (Zusammengefasst in Krieg et al, 2003). Es konnte gezeigt werden,

dass es bei Ratten wéhrend und nach einer myokardialen Ischdmie zu einer vermehrten
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Expression von LOX-1 im Myokard kommt (Li et al., 2002). Auch durch eine zerebrale
Ischdmie konnte eine erhohte LOX-1-Expression in Rattenhirn nachgewiesen werden
(Schwarz et al., 2002). Uber die Auswirkung von ischamischer Prakonditionierung auf die
LOX-1-Expression in Rattenherzen lagen bisher keine Daten vor.

1.4 Sepsis und Sepsismodelle bei der Ratte
Eine Sepsis liegt vor, wenn eine Infektion mit einer systemischen Entziindungsreaktion
(SIRS, system inflammatory response syndrom) kombiniert vorliegt. Ein SIRS wurde von
internationalen Fachgesellschaften (Society of Critical Care Medicine, 1991) so definiert, dass
mindestens zwei der folgenden Kriterien zutreffen missen:

e Korpertemperatur tber 38,0°C oder unter 36,0 °C

e Herzfrequenz iber 90 Schlége pro Minute

e Atemfrequenz tiber 20 pro Minute

e Leukozytenzahl Uber 12000/ul oder unter 4000/ul, bzw. mehr als 10% unreife Formen
Es wird eine schwere Sepsis unterschieden, die durch eine zusétzliche Organdysfuntion
gekennzeichnet ist (Leber- oder Niereninsuffizienz, Lungenversagen bei ARDS [adult
respiratory distress syndrom], Funktionseinschrankung des Magendarmtraktes, eine
Schédigung des hamatopoetischen Systems und eine Stérung des Nervensystems mit
septischer Encephalopathie und Polyneuropathie [CIP, critical illness Polyneuropathie]). Ein
septischer Schock ist definiert als schwere Sepsis mit Hypotension und Perfusionsstérungen
trotz adaquater VVolumenzufuhr (Matot et al., 2001).
Die zelluldren Mechanismen der Sepsis sind noch nicht vollstdndig geklart und schwierig zu
verstehen, da zahlreiche Signalkaskaden und Mediatorsysteme beteiligt sind. Als Initiatoren
der Sepsis agieren bakterielle Exotoxine, Endotoxine gramnegativer Bakterien und weitere
Zellwandbestandteile der Bakterien. Durch diese kommt es zu einer Aktivierung von
Monozyten/Makrophagen, Granulozyten, Lymphozyten, Thrombozyten und Endothelzellen,
der Gerinnungskaskade, der Komplementfaktoren, und dieses flhrt zu Freisetzung
proinflammatorischer aber auch anti-inflammatorischen Mediatoren ( Hotchkiss et al., 2002).
Ein etabliertes Tiermodell zur Erzeugung einer Sepsis ist die intravendse oder intraperitoneale
Gabe von Lipopolysacchariden (LPS, Endotoxin). Lipopolysacharide sind Glykolipide, die
Bestandteile der duReren Membran bei gramnegativen Bakterien darstellen. LPS wird beim
Zerfall der Bakterien freigesetzt. In der Blutbahn bildet LPS einen Komplex mit LPS-
binding-Protein(LBP), einem akuten Phase Protein. Nach Bindung an den CD14 Rezeptor auf
Makrophagen kommt es zur Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-.B, der die Bildung

10



Einleitung

inflammatorischer ~ Zytokine initiilert und zu einer vermehrten Expression von
Adhasionsmolekulen fihrt (Bauer, 2002). Bereits wenige Nanaogramm LPS konnen im
Tierversuch zu einem Endotoxinschock fuhren (Krishnagopalan et al., 2002) .

In Deutschland sterben jahrlich ca. 130000 Patienten an einer Sepsis (Mueller-Werdan et al.,
1999) Trotz erheblicher Fortschritte der Sepsistherapie liegt die Letalitdt immer noch bei bis
80 % (Angus et al., 2001). Deshalb ist ein besseres Verstehen der zelluldaren Vorgéange bei

Sepsis essentiell zur Optimierung der Therapie.

1.5 Ziele dieser Arbeit

Ziel dieser Arbeit war es, LOX-1 der Ratte in vitro genauer zu charakterisieren und im
Anschluss die Modulation der Expression von LOX-1 bei verschiedenen pathologischen
Zusténden in vivo zu untersuchen.

Ziel war es, LOX-1 der Ratte und dessen Untereinheiten zu klonieren und rekombinant
darzustellen. Es sollten polyklonale Antikdrper, sowohl gegen den zytosolischen Teil als auch
gegen zwei extrasolische Doménen gewonnen werden

Es ist bekannt dass die Expression des LOX-1-Rezeptors in den unterschiedlichen Geweben
variiert. In dieser Arbeit sollten folgende Fragen beantwortet werden:

Wie ist die Verteilung der LOX-1-Proteinexpression in verschiedenen Geweben der Ratte ?
Es ist bekannt, dass verschiedene Rezeptorproteine durch Phosphorylierung ihre
Funktionsweise andern. Der LOX-1-Rezeptor verfiigt uber mehrere potentielle
Phosphorylierungsstellen. Deshalb sollte in dieser Promotionsarbeit die Frage beantwortet
werden: Wird LOX-1 in vitro phosphoryliert?

Kommt es durch Ischdmie zu einer vermehrten Expression des LOX-1-Rezeptors in
Herzmuskelgewebe der Ratte? Moduliert die Vorbehandlung der Ratten mit Sildenafil, einem
Phosphodiesterasehemmer, die Expression des LOX-1-Rezeptors im Herzmuskelgewebe der
Ratte unter Ischdmie?

Kann in einem LPS induziertem Sepsismodell ein Einfluss auf die Expression des LOX-1-
Rezeptors nachgewiesen werden? Dies sollte im Darmgewebe eines Rattensepsismodells

untersucht werden.
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2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Chemikalien wurden in p.a.-Qualitdt von den
folgenden Firmen bezogen: VWR Internationl, Bremen; Carl Roth GmbH, Karlsruhe; Sigma-
Aldrich, Taufkirchen; Fluka Chemie AG, Neu-Ulm. Weitere spezielle Chemikalien, Enzyme

und sonstige Materialien sind bei den entsprechenden Methoden angegeben.

2.1.2 Enzyme

Lysozym wurde von Sigma-Aldrich Chemie Taufkirchen verwendet.

Die Restriktionsendonukleasen ECoRI , HindIII, BamHI ,Xhol, Sphl

und die dazugehorenden Puffer wurden von Promega GmbH, Mannheim bezogen. DNA-

Ligase wurde von New England Biolabs verwendet.

2.1.3 Molekulargewicht- und GroéRenstandards

Als Proteinmarker wurde vorgefarbter ,,Precision Protein Standard™ mit den GroBen 250,
150, 100, 75, 50, 37, 25, 15, 10 kDa von BioRad Laboratories, Miinchen, verwendet.

Fir DNA wurde als GroBenstandard die ein Kilobasenpaar Leiter der Firma Invitrogen
GmbH, Karlsruhe mit den FragmentgroBen (in Bp) 12216-7126, 6108, 5090, 4072, 3054,
2036, 1636, 1018, 517, 506, 396, 344 und 298 bezogen.

Als RNA-Marker wurde die 0,24-9,5 kb Leiter der Firme Gibco BRL mit den
FragmentgroBen (in kb) 9,49, 7,46, 4,40 2,37, 1,35 und 0,24 verwendet.

2.1.4 Antikorper

Ziege-Anti- GST Amersham Biosciences, Freiburg

Anti-Desmin in Kaninchen erzeugt Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen
Kaninchen/ Ziege- Anti-IgG, AP-Konjugat Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen
Kaninchen Anti- IgG, HCL-Konjugat Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen

2.1.5. Bakterienstamme

E.coli K12 BL21(DE3)pLysS Promega GmbH, Mannheim
E.coli K12 JM109 Promega GmbH, Mannheim
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E.coli K12 XL1 Blue Supercompetent cells
E.coli K12 DH5a

2.1.6 Plasmide
pCR2.1
pGEM-T-Easy
pGEX-5X-3

2.1.7. Synthetische Oligonukleotide

Stratagene, Heidelberg
Hanahan (1983)

Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Promega GmbH, Mannheim

Amersham Biosciences, Freiburg

Die zur PCR verwendeten Oligonucleotide wurden bei der Firma metabion GmbH,

Martinsried bezogen.

Primer zur Klonierung des LOX-1 Rezeptors:

Name Sequenz 5°—3’ % GC Tnin °C
RnLOX1.FOR TCA GTT TCC CAT TCT TGG CAT 42.9 45,29
RnLOX02.FOR TCC CAT TCT TGG CAT GAA TTT GGA |41,7 48,8
RnLOXO03.FOR TGG CTG ACT GAG GTC CTC TAC TGT |54,2 53,9
RnLOX04.REV AGG TCT TCT CCT GTT CTT CTC CAG  |48,0 52,5
RnLOXO05.REV ACT GAC TCG TCA AGG CCA CATGT |52,2 51,9
RnLOX06.FOR ACT GCA TCA GAA GCT CGA GC 55,0 48,7
RnLOX07.REV TGT GAA GCATTTTCT GCTTT 35,0 40,5
RnLOX08.FOR GCA ATA CCA AGC AAACCTTACT 40,9 45,9
RnLOX09.REV ACA GTT TTC TTT ATG CCA GAT C 36,4 44,1
RnLOX10.FOR TTC AGG TCC TTG TCC ACA AG 50,0 46,7
RnLOX11.REV TTA CAC CCA AGA AAG GAT AG 40,0 42,55
RnLOX12.FOR TTC AGT TTC TTG GC 45,0 30,3
RnLOX13.REV GGT CTT CTC CTG TTC TTC TC 50,0 46,7

Primer zur Klonierung der zytosolischen Doméane, der Transmembrandomane, der

»~interdomain®, der ,,repeats* und der ,,C-type-lectin-like domain*:

Lox14.FOR CGG GAT CCA AAT GGC TTT TGA TGA |43,3 55,3
CAA GAT
Lox15.REV CCG CTC GAG CCA TGT GGA AGA AAG (53,3 59,2
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CAA ATG

Lox16.FOR CGG GAT CCG GTG CCC TGC TGC TGT |70 66,1
GAC

Lox17.REV CCG CTC GAG TAA CTG TGT CTG CTG |50 57,9
ATC AAT

Lox18.FOR -CGG GAT CCT ACT CCA GGT ATC TGA | 56,7 60,8
CCT CCT

Lox19.REV CCG CTG GAG TTG TGA AGC ATT TTC | 46,7 56,7
TGC TTT

Lox20.FOR CGG GAT CCA AGA ATC AAA GAG 46,7 56,7
GGA ACT GAA

Lox21.REV CCG CTC GAG ACC TGA AGA GTT TGC | 56,7 60,8
AGCTCT

Lox22.FOR CGG GAT CCG TCC TTG TCC ACA AGA|56,7 60,8
CTG GAT

Lox23.REV CCG CTC GAG TCA CTG AGT TAG CAA |43,3 55,0

TAA ATT

Bei folgenden Nukleotiden enthielten die ,,forward*“-Primer (.FOR) eine Schnittstelle fur

das Enzym BamHI, die ,revers“-Primer (REV) fir die Restriktionsendonuklease
Hindlll. Die Schnittstellen dienten nach der PCR zur Ligation der c-DNA in den

Uberexpressionsvektor pGEX-5X-3:

Name Sequenz 5°—3’ % GC Tm in°C

LOX01/pQE30.FOR |CGG GAT CCA TG CTT TTG ATG ACC |46,2 53,8
TA

LOX02/pQE30.REV |CCC AAG CTT CCA TGG AGA GTA AAG |444 53,1
AAA

LOX03/pQE30.FOR |CGG GAT CCT CCC AGG TGT CTG ACC | 65,4 61,7
TC

LOX04/pQE30.REV |CCC AAG CTIT CTT CTG CTT GTT GCC |59,3 59,2
GGG

LOX05/pQE30.FOR |CGG GAT CCG AGT CAG AAA ACG AAC|53,8 57,0

12




2 Material und Methoden

TC

LOX06/pQE30.REV |CCC AAG CTT AGC TGA ACA ATT TGC |44.,4 53,1
TAC

LOX07/pQE30.FOR |CGG GAT CCC CTT GTC CGC AAG ACT |654 61.7
GG

LOX08/pQE30.REV |CCC AAG CTT CTG TGC TCT TAG GTT|51,9 56,2
TGC

LOX10/pQE30.REV |AAA CTG CAG CCA TGG AGA GTA AAG |40,7 51,6
AAA

LOX12/pQE30.REV |AAA CTG CAG CTT CTG CTT GTT GCC | 55,6 57,7
GGG

LOX14/pQE30.REV |AAA CTG CAG AGC TGA ACA ATT TGC | 40,7 51,6
TAG

LOX16/pQE30.REV |AAA CTG CAG CTG TGC TCT TAG GTT | 48,1 54.6
TGC

Die Schmelztemperatur errechnete sich fiir 50 uM Oligonukleotidlésungen nach folgender
Formel, wobei der GC- Gehalt als prozentualer Wert angegeben wird, n bezeichnet die

Anzahl der Basen im Oligonucleotid:

Tm =59.9 +(% GC- Gehalt x 0.41) =675

n

2.1.8. Medien und Ldsungen zur Bakterienanzucht

Flussigmedien:

2YT: 16 g Pepton
10 g Hefeextrakt
5 g Natriumchlorid
ad 1000 ml Aqua dest.

LB: 10 g Caseinhydrolysat
5 g Hefeextrakt
10 g Natriumchlorid
ad 1000 ml Aqua dest.
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Feste Medien:
Um festes Medium herzustellen wurde den Fliissigmedien vor dem Autoklavieren 15 mg/ 1
Agar zugegeben. Zur Selektion wurden die folgenden Antibiotika in der angegebenen

Endkonzentration verwendet: Ampicillin 40pg/ml, Chloramphenicol 40pug/ml, Kanamycin

40pg/ml.

2.1.9. Allgemeine Puffer und Lésungen

10 x PBS: 750 mM NaCl
30 mM KCI
45 mM NazHPO4
15 mM KH,PO4

1 x TE: 10 mM Tris-HCI pH 8.0
10 mM EDTA

50xTAE: 2 M Tris
1 M Natriumacetat
20 mM EDTA
pH 7.4-7.6

4x Tris HCL: 1,5 M Tris;

(pH 6,8 und 8,8):

2.1.10 Tiere
Ratten:
Fiir die Generierung von RNA und Proteinen aus verschiedenen Organen wurden ca. 50 Tage

alte, weille Ratten (Rattus norvegiens, Wistar) von der Tierzucht Schonwalde/Berlin bezogen.
Kaninchen:

Zur Gewinnung der polyklonalen Antikorper wurde das Immunogen Kaninchen der Rasse
New Zealand white (Firma Charles River Deutschland, Kifllegg) verabreicht. Verwendet

wurden weibliche Tiere mit einem Gewicht von 1,5 kg.

Die Tierschutzbestimmungen wurden eingehalten
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2.2 Methoden

2.2.1 Methoden zur Gewinnung und Analyse von RNA

2.2.1.1 Gesamt-RNA-Isolation aus Rattengewebe

Fiir die RNA-Isolierung aus Rattengewebe wurde der RNEasy Mini Kit der Firma QIAGEN
GmbH, Hilden verwendet. Das Rattengewebe wurde sofort nach Explantation in fliissigem
Stickstoff schockgefroren und wurde bis zur weiteren Verwendung bei —80 °C autbewabhrt.
Das homogenisierte Gewebe wurde in RLT-Puffer aufgenommen und drei Minuten bei 13000
UpM/RT zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen, nach Volumenbestimmung mit
der gleichen Menge 70 %igen Ethanols gemischt und unverziiglich auf eine RNEasy-Mini-
Saule aufgebracht. Diese wurde 15 s bei 10000 UpM/RT zentrifugiert. Der Durchfluss wurde
verworfen und die Sdule mit RW1-Puffer und RPE-Puffer gewaschen. Fiir die Eluierung der
RNA wurde die RNEasy-Séule auf ein neues Sammelgefdll gesetzt, RNasefreies Wasser di-
rekt auf die Membran aufgebracht, nach einer Minute Inkubation wurde eine Minute bei
10000 UpM/RT zentrifugiert. Der Durchfluss, der die DNA enthdlt wurde nach Mengenbe-
stimmung bei —20 °C aufbewabhrt.

2.2.1.2 mRNA-Isolierung aus Gesamt-RNA

Es wurde der Oligotex mRNA Kit von QTAGEN GmbH, Hilden, verwendet. 250 pul der Ge-
samt-RNA in RNasefreiem Wasser wurden mit 250 ul OBB Puffer und 15 pl Oligotex Sus-
pension gemischt. Danach wurde die Mischung drei Minuten bei 70 °C inkubiert, gefolgt von
zehn Minuten bei Raumtemperatur. Um das Oligotex-mRNA-Gemisch zu sammeln, wurde
zwei Minuten bei 13000 UpM/RT zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Sediment
wurde zweimal in OW2 Puffer resuspendiert und bei 13000 UpM/RT zentrifugiert. Der Uber-
stand wurde verworfen. Das Oligotexsediment wurde dann mit heilem (70 °C) OEB Puffer
gemischt und bei 13000 UpM/RT zentrifugiert. Danach wurde der Uberstand, der die mRNA
enthélt, abgenommen und in ein anderes Gefal} liberfiihrt und bis zur weiteren Verwendung

bei —20 °C gelagert.

2.2.1.3 Fallung von Nukleinsauren
Ein Volumenanteil der nukleinsdurehaltigen Losung wurde mit 0,1 Volumenanteilen 3 M

Natriumacetat und 2 Volumenanteilen Ethanol abs. gemischt und eine Stunde bei Raumtem-

peratur inkubiert. Danach wurde das Gemisch 20 Minuten bei 130000 UpM/4 °C zentrifu-
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giert. Der Uberstand wurde abgenommen und verworfen. Das Sediment wurde mit 70%igem
DEPC-Ethanol versetzt und erneut fiir 20 Minuten bei 13000UpM/4 °C zentrifugiert. Der
Uberstand wurde abgenommen und das Sediment getrocknet. Nach dem Trocknen wurde das
Sediment in dem gewiinschten Volumen Wasser aufgenommen und bis zur weiteren Ver-

wendung bei —20 °C gelagert.

2.2.1.4 Elektrophorese von Nukleinsauren

Bei der Agarosegelelektrophorese wandern die Nukleotide aufgrund der bei entsprechend
eingestelltem pH-Wert negativ geladenen Phosphatgruppen im Gleichstromfeld zur Anode.
Die Wanderungsgeschwindigkeit ist abhdngig von der MolekiilgroBe, der Agarosekonzentra-
tion, der Konfiguration der Nukleinsduren und der Stromstérke. So werden die Nukleinséuren

nach Molekulargewicht aufgetrennt, da kleine Molekiile schneller als grof3ere wandern.

2.2.1.4.1 Elektrophorese von RNA

1 x MEN-Puffer wurde mit 1,2%iger (w/v) Agarose in der Mikrowelle aufgekocht, anschlie-
Bend auf 50-60 °C abgekiihlt, mit 0.55 Volumenanteilen Formaldehyd versetzt und in eine
horizontale Gelapparatur gegossen. Nach dem Erstarren wurde das Gel mit 1 x MEN-Puffer
tiberschichtet und die vorbereiteten Proben in die Geltaschen eingebracht. Die Elektrophorese
erfolgte bei 10 V/ecm Gellidnge bis die Bromphenolblaufront ca. dreiviertel des Gels gelaufen
war. Zur Probenvorbereitung wurde ein Volumenanteil der RNA mit 1,8 Volumenanteilen
Auftragspuffer versetzt. Die Mischung wurde zur Denaturierung der RNA zehn Minuten bei
65 °C inkubiert, zwei Minuten auf Eis gesetzt, kurz abzentrifugiert und auf das Gel aufge-

bracht.

2.2.1.4.2 Elektrophorese von DNA

1 x TAE-Puffer wurde mit 3,5%iger (w/v) Agarose in der Mikrowelle aufgekocht und an-
schlieBend auf 50-60 °C abgekiihlt. Je 100 ml Gellosung wurden 5 ul Ethidiumbromid hinzu-
gefligt. Die Losung wurde in eine horizontale Gelapparatur eingebracht und nach dem Erkal-
ten mit 1 x TAE-Puffer iiberschichtet. Die DNA-Proben wurden mit 0,1 Volumenanteil Lade-
puffer versetzt und in dieTaschen gefiillt. Die Elektrophorese erfolgte bei 10 V/em Gelldnge

bis zur gewiinschten Auftrennung.
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2.2.1.5 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsaureldsungen im Photome-

ter

Die Konzentrationsbestimmung erfolgte iiber die Messung der optischen Dichte mittels Ab-
sorbtionsspektrometrie bei einer Wellenlinge von 260 nm. Die Nukleinsdurekonzentration
errechnet sich aus der OD bei 260 nm, der Verdiinnung und einem fiir DNA und RNA spezi-
fischen Multiplikationsfaktor.

Das Verhéltnis der Extinktionsquotienten 260/280 ist ein Mal3 fiir die Reinheit der DNA-

Losung, bzw. deren Verunreinigung mit Proteinen.

2.2.1.6 Reverse Transkription und Polymerasekettenreaktion

Die RT-PCR wurde mit RT-PCR-beads von Amersham durchgefiihrt. Es wurde m-RNA als
Template eingesetzt. Als Primer diente ein Oligo-dT-Primer. Die m-RNA, der Oligo-dT-
Primer und das DEPC-Wasser wurde auf die RC-PCR-beads pipettiert und die Tubes wurden
dann fiinf Minuten auf Eis inkubiert bis die Beads sich aufgeldst hatten. Im Thermocycler
fand dann die reverse Transkription 30 Minuten bei 42 °C statt. Zur Inaktivierung der rever-
sen Transkriptase und zur Denaturierung der DNA folgten fiinf Minuten bei 95 °C. Danach
wurden die genspezifischen Primer fiir die PCR zugesetzt. Es folgten 26 Zyklen mit einer
Denaturierung von 30 Sekunden bei 95 °C und einer Annealing-Zeit von einer Minute. Die
Annealingtemperaturwurde an die Primer angepasst. Die Elongationsphase betrug 90 Sekun-

den bei 72 °C.

2.2.2 Gewinnung und Analyse von DNA

2.2.2.1 Polymerasekettenreaktion

Die PCR wurde mit PCR-beads von Amesham pharmacia durchgefiihrt. Es wurde 1 pg DNA
eingesetzt. Die genspezifischen Primer, die DNA und H,O ad 25 pl wurden zu den Beads
gegeben. Es wurde fiinf Minuten bis zur Losung der Beads auf Eis inkubiert. Dann erfolgte
die PCR im Thermocycler. Die Zyklenzahl variierte abhidngig vom interessierenden Ge-
nabschnitt zwischen 20 und 36. Die Annealingtemperatur wurde nach der Schmeltemperatur

der Primer gewdhlt. Die Elongationsphase lag zwischen 60 und 120 Sekunden.

2.2.2.2 5’-Exonuklease-Test mit dem ,,Taq-Man®“

Fiir jede untersuchte Probe wurden jeweils drei Parallelproben fiir den TagMan® vorbereitet.
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Wasser, steril 16,25 pul
Tag-Man® Puffer A 5,0 ul
MgCl, 11,0 pl
deoxy ATP 1,0 ul
deoxy GTP 1,0 ul
deoxy CTP 1,0 ul
deoxy UTP 1,0 ul
Forward Primer 1,0 ul
Reverse Primer 1,0 ul
Probe 1,0 ul
AmpErase UNG 0,5 ul
AmpliTaq Gold DNA 0,25 ul
Polymerase

Je 40 pl des Ansatzes wurden in dieVertiefungen einer Mikrotiterplatte (96er) gegeben und
mit 10 pl cDNA gemischt. Es folgte die Zentrifugation fiir eine Minute bei 800 UpM. Die
Platte wurde anschlieBend in den TagMan® gestellt und eine ,,realtime-PCR* durchgefiihrt:
Dabei wurde in einem ersten Schritt fiir zwei Minuten bei 50 °C die AmpErase“Uracil-N-
Glykosylase (UNQG) aktiviert,. dabei hydrolysiert das Enzym die Uracil-glykosidischen Bin-
dungen an den dU enthaltenden DNA Regionen. Es folgte die Aktivierung der AmpliTaq”
Gold bei 95 °C fiir 10 min. Es schlossen sich 40 Zyklen einer 2-Schritt PCR an. Dabei wech-
selte ein Denaturierungsschritt bei 95 °C fiir 15 sec mit der Anlagerungs- und Verldngerungs-

phase (60 °C fiir 1 min) .

2.2.2.3 Auswertung der Realtime-PCR Daten

Zur Auswertung der Daten wurde die 27" Methode verwendet. Bei dieser Methode zur rela-
tiven Quantifizierung wird das PCR Signal des Zieltranskriptes in der behandelten Gruppe mit
dem der unbehandelten Gruppe in Beziehung gesetzt (Livak und Schmittgen, 2001). Unter-
sucht wurden die Anderungen der Expression der Zielgenebezogen auf ein konstant bleiben-
des Haushaltsgen (GAPDH, BAktin). Zu jedem Zeitpunkt wurden Mehrfachbestimmungen
durchgefiihrt. Von jeder Probe wurde die entsprechende cDNA synthetisiert und damit die
Realtime PCR durchgefiihrt.

Die Daten wurden nach folgender Formel analysiert:

AACT = (Cr, enos, Lox-1— C1 GAPDH) Zeitpunkt x — (Cr, eNos, Lox-1 —“CT, GAPDH) Zeitpunkt 0

Der Zeitpunkt x stellt dabei den jeweiligen untersuchten Zeitpunkt dar, wahrend der Zeitpunkt
0 der 1x Expression der Zielgene bezogen (normalisiert) auf das Haushaltsgen entspricht. Die
mittleren CT-Werte filir die Zielgene und das interene Kontrollgen wurden zum Zeitpunkt
Null bestimmt und in der obigen Gleichung verwendet. Fiir jede Probe wurde die Anderung

der Zielgene bezogen auf das Haushaltsgen relativ zu der Expression zum Zeitpunkt Null er-
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rechnet. (Livak und Schmittgen, 2001). Fiir jeden Wert wurden im Anschluss der Mittelwert
und der Standardfehler bestimmt.

Standardfehler o- = o

n

2.2.2.4 Plasmidpréaparation nach Birnboim und Doly (1979)

Verwendete Losungen:
Losung I:

50 mM Glucose

10 mM EDTA

25 mM Tris-Hcl pH 8,0
Losung I1:

0,2 M NaOH

1% SDS
Losung I

3,0 M Kaliumacetat

1,8 M Ameisensiure
Lysozym:

1 mg/ml
Rnase A:

10 mg/ml

10 ml 2YT-Medium, das mit 40 pg/ml Ampicillin versetzt war, wurde mit einer Einzellkolo-
nie beimpft und tiber Nacht bei 37 °C unter Schiitteln inkubiert. Am néchsten Tag wurden 1,5
ml in ein Reaktionsgefal iiberfiihrt und eine Minute bei 6000 UpM/4 °C zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und das Sediment wurde zur Entfernung der Proteine, der RNA
sowie der chromosomalen Bakterien-DNA nacheinander in 150 pl Losung I und mit 1 pl Ly-
sozym resuspendiert und 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden 150 pl
der Losung Il zugegeben, gemischt, zwei Minuten gewartet und dann 150 pl Lésung III hin-
zugefiigt. Die Losungen zur Plasmisisolation sind im Materialteil angegeben. Nach neuerli-
chem Durchmischen wurden die Proben fiinf Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und
dann bei 10000 UpM/4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues Reaktionsgefif3
tiberfiihrt und mit 1 pl RNase (10 mg/ml) versetzt und 30 Minuten bei 37 °C inkubiert. Die
DNA-Anreicherung erfolgte mittels Ethanolprézipitation. Dazu wurden 900 pl Ethanol abs.
zugegeben, fiinf Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und 15 Minuten bei 13000 UpM/4 °C
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet mit 900 ul Ethanol 70%ig gewa-
schen,erneut bei 13000 UpM/4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Sedi-
ment wurde getrocknet und in 30ul Aqua Wasser aufgenommen. Die Plasmid-DNA wurde bis

zur weiteren Verwendung bei —20 °C gelagert
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2.2.2.5 Restriktionsanalyse

Mit Restriktionsendonukleasen konnen DNA-Molekiile an bestimmten Stellen geschnitten
werden. Die Endonuklease erkennt eine bestimmte Sequenz und trennt die DNA in der Néhe
dieser Sequenz nach immer gleichem Muster auf. Zundchst wurde die erforderliche Menge
DNA in ein Reaktionsgefd3 pipettiert, dann wurde die entsprechende Menge der Restriktion-
sendonuklease zugegeben. Zum Einstellen der benotigten lonenstirke wurde ein vom Herstel-
ler mitgelieferter Puffer zugegeben. Die Mischung wurde mit Wasser ad 10 pl aufgefiillt und
fiir ein bis zwei Stunden bei 37 °C inkubiert. Zur Lingenanalyse der Fragmente nach der

Spaltung wurde die Probe iiber Agarosegelelektrophorese aufgetrennt.

2.2.2.6 DNA-Fragmentisolierung aus dem Agarosegel

Die interessierende mit Ethidiumbromid gefarbte DNA-Bande wurde unter UV-Licht aus dem
TAE-gepuffertem Agarosegel geschnitten. Zur Eluierung wurden die ,,Gen EluteTM Minus
EtBr SPIN COLUMS* von Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, verwendet.

Die Sdulen wurden zundchst mit 100 pl 1 x TE &quilibriert und 30 Sekunden bei 13000
UpM/RT zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen und die Sdule in ein neues Sammel-
gefd3 gegeben. Das Gelstiick wurde auf die Sdule gebracht und zehn Minuten bei 13000
UpM/RT zentrifugiert. Der Durchfluss wurde bei —20 °C eingefroren.

2.2.2.7 DNA-Sequenzierung mit dem Kettenabbruchverfahren nach Sanger

(1977)

Die Sequenzierung erfolgte mit dem ABI PRISM TM 377 DNA Sequenzer und den dazuge-
horigen Reagenzien von Applied Biosystems GmbH, Weiterstadt. Fiir die Sequenzierungs-
PCR wurden 100 ng der zu sequenzierenden DNA, 50 nM des zugehérenden Primers, 3 pl
Big Dye TM (enthilt u.a. AmpliTaq DNA Polymerase und fluoreszenzfarbstoffmarkierte Di-
desoxynukleotide) und destilliertes Wasser zu 10 pul gemischt. Die PCR erfolgte in 25 Zyklen
mit einer Denaturierungsphase von zehn Sekunden bei 96 °C, fiinf Sekunden Hybridisie-
rungszeit bei 50 °C und einer Elongationsphase von vier Minuten bei 60 °C. Danach wurde
die DNA aus der Sequenzierungs-PCR gefillt und das getrocknete Pellet in 20 pul TSR
(Template Supression Reagent) aufgenommen. AnschlieBend wurde die Probe zwei Minuten
bei 90 °C denaturiert , auf Eis abgekiihlt und mit dem ABI Prism 377 analysiert. Die Auswer-
tung der erhaltenen Sequenzen erfolgte mit dem Programm ,,BLAST 2 SEQUENZES* (Tatu-
sova et al.1999)
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2.2.3 Klonierung von DNA-Fragmenten

2.2.3.1 Herstellung kompetenter Zellen nach der CaCl-Methode

100 ml eines 2YT-Mediums wurden mit 1 ml einer Ubernachtkultur beimpft. Diese Kultur
wurde unter Schiitteln bei 37 °C bis zu einer OD von 0,6 bei 595 nm inkubiert. Dann wurden
die Bakterien zehn Minuten bei 6000 UpM/4 °C abzentrifugiert und der Uberstand verworfen.
Die Bakterien wurden in 0,5 Volumenanteilen 0,1 M kalter CaCl,-Lésung resuspendiert und
30 Minuten auf Eis gestellt. Danach wurde erneut bei 6000 UpM/4 °C fiir zehn Minuten
zentrifugiert, der Uberstand wurde verworfen und die Bakterien wurden in 0,1 Volumenantei-
len 0,05 M CaCl,-Losung aufgenommen. Die gewonnenen Zellen wiesen eine Haltbarkeit von

ca. sieben Tagen bei 4 C° auf.

2.2.3.2 Ligation

Fiir die Ligation wurden 2 pl frisches PCR-Produkt, 2 ul des geschnittenen Vektors, 1 pl 10 x
Ligationspuffer, 1 ul T4-DNA-Ligase sowie Wasser ad 10 pl gemischt und iiber Nacht bei 14
°C inkubiert.

2.2. 3.3 Transformation von E. coli K 12

100 pl der kompetenten Bakterien wurden mit 5 pl des Ligationsansatzes gemischt und auf
Eis fiir 30 Minuten inkubiert. Danach erfolgte ein Hitzeschock fiir 90 s bei 42 °C. Anschlie-
Bend wurde die Probe wieder fiinf Minuten auf Eis gestellt, daraufhin mit 1 ml 2YT-Medium
gemischt und eine Stunde bei 37 °C inkubiert. Anschlielend wurden die Bakterien auf einem

selektiven Medium (2Y T-Amp-Platten) ausplattiert und iiber Nacht bei 37 °C bebriitet.

2.2.4 Methoden zur Analyse von Proteinen

2.2.4.1 Darstellung von rekombinanten Proteinen im praparativen Mal3stab
Fiir die Uberexpression wurde E. coli K12 BL21 (DE3) pLys sowie der Vektor pGex-5X-3

mit dem jeweiligen Insert verwendet. Durch Sequenzierung war geklart worden, dass sich der
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Leserahmen des Inserts bei der Ligation in den Vektor nicht verschoben hatte. Eine Uber-
nachtkultur wurde 1:100 verdiinnt und mit Ampicillin (Endkonzentration 40 pg/ml) versetzt
und auf dem Flachbettschiittler bei 37 °C bis zu einer OD 560 von 0,6 inkubiert. Dann erfolg-
te die Induktion mit IPTG (Endkonzentration ImM) und die weitere Inkubationg bei 30 °C.
Zu bestimmten Zeitpunkten nach Induktion wurden Aliquote flir den nachweis des rekombi-
nanten Proteins entnommen. AnschlieBend wurden die Bakterien nach durch Zentrifugation
bei 6000 UpM/4 °C fiir 20 Minuten gesammelt und bei —20 °C eingefroren. Der Uberstand

wurde verworfen.

2.2.4.2 Proteinisolierung aus Bakterienkulturen

Die abzentrifugierten Bakterien werden in 0,3 Volumenanteilen (bezogen auf die Menge des
Mediums vor Zentrifugation) 1 x PBS-Puffer resuspendiert. Als Proteaseinhibitoren wurden
dem PBS-Puffer PMSF (in einer Endkonzentration vonl mM) und Complete der Firma Roche
(1Tablette/50ml) zugegeben.

Zur Zerstorung der Zellwéande wurde das Zellgemisch sechsmal fiir zehn Sekunden im Sonifi-
cator behandelt und anschlieBend fiir 30 Minuten bei 10000 UpM/4 °C zentrifugiert. Der

proteinhaltige Uberstand wurde vorsichtig abgenommen, das Sediment wurde verworfen..

2.2.4.3 Elektrophorese von Proteinen

2.2.4.3.1 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese nach Lammli (1970)

Zur Proteinauftrennung wurde ein diskontinuierliches, denaturierendes Gelsystem nach
Lammli verwendet.

Zur Herstellung von 10 ml eines x %-igen Trenngels bendtigt man:
0,1 ml 10 % SDS
y ml 3 0% Acrylamidldsung
2,5 ml 4 x Tris pH 8,8
z ml H2O
35 ul 10 % APS
TEMED 8 ul
Zur Herstellung von 10 ml 4% Sammelgel ben6tigt man:
0,1 ml 10 % SDS
1,3 ml Acrylamidlosung
2.5 ml 4 x Tris pH 6,8
6,1 ml H,O
50 pl 10 % APS
10 ul TEMED

Protein-Auftragspuffer:
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0,25 M Tris HCI pH 6.8

8 % SDS (w/v)

40 % Glyzerin (v/v)

20 % Mercaptoethanol (v/v)
0,02 % Bromphenolblau (w/v)

Es wurden je nach GroBe des gesuchten Proteins 7,5 bis 15 %ige Trenngele verwendet. Das
Trenngel wurde zwischen die Glasplatten der Elektrophoresekammer (BioRad Laboratories
GmbH, Miinchen; Amersham Pharmacia Biotech Europe GmbH, Freiburg) gegossen. Damit
das Gel in den 30 Minuten, die es zum Auspolimerisieren benétigt, nicht austrocknet, wurde
es mit Isobutanol iiberschichtet. Nach Polymerisation des Gels wurde das Isobutanol durch
mehrmaliges Spiilen mit 4xTris-Puffer pH 6,8 entfernt. Auf das Trenngel wurde dann das
4 %ige Sammelgel gegossen und die Kdmme eingesetzt, die die Taschen fiir die Proteinpro-
ben freihalten. Nach Polymerisation von circa 45-60 Minuten konnte das System in die E-
lektrophoresekammer eingesetzt werden und mit 1x SDS-Laufpuffer gespiilt werden. Die Pro-
teinproben wurden im Verhéltnis 1:1 mit 4x Ldmmlipuffer gemischt und bei 100 °C 3-5 Mi-
nuten im Heizblock denaturiert. Direkt im Anschlu3 werden die Proben in die gespiilten Ta-
schen des Sammelgels gebracht..

Die Auftrennung der Proteinfraktionen erfolgt bei 10-15 mA/cm iiber mehrere Stunden.

2.2.4.3.2 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese nach Schéagger/von Jagow
(1987)

Zur Herstellung von 10 ml eines x %igen Gels bendtigt man:
2,5 ml Gelpuffer (1 M Tris pH 8,45/0,3 % SDS)
n ml 30 % Acrylamidldsung
1 ml Glycerin
z ml H2O
35 ul 10 % APS
TEMED 8 ul
10 x Anodenpfter:
2 M tris/HCI pH 8,8
10 x Kathodenpuffer :
1 M Tris
1 M Tricine
1 % w/v SDS
Probenauftragspufter:
50 mM Tris/HCl pH 6,8
12 % w/v SDS
36 % v/v Glycerin
6 % Mercaptoethanol
0,03 % w/v Bromphenolblau
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Da Proteine unter 10kDa im Lammlisystem nicht dargestellt werden konnen, wurde das
Schigger-Jagow-Polyacrylamidgelsystem verwendet. Dieses eignet sich besonders zur Sicht-
barmachung auch recht kleiner Proteinfraktionen mit einer GroBe zwischen filinf bis zehn kDa.
Es wurden 12 bis 20 %ige Trenngele benutzt. Wie auch beim Ldmmligel wurde das Trenngel
mit einem 4 %-igen Sammelgel iiberschichtet. Das Schigger-Jagow-Gelsystem bendtigt je-
doch zwei verschiedene Laufpuffer. So wurde die Elektrophoresekammer mit unterschiedli-
chem Anoden- und Kathodenpuffer befiillt. Die Proteinproben wurden mit dem Probenauf-
tragspuffer gemischt und dann zur Denaturierung fiir drei Minuten auf 99 °C erhitzt. Nach

Einbringung der Proben in die Taschen lief das Gel bei 15 mA/cm iiber mehrere Stunden.

2.2.4.4 Nachweis von Proteinen mit Coomassie®/Silber/Pouceau-Rot/ECL -
Western blotting

Coomassie-Farbung von Proteingelen:

Coomassie-Losung : 40 % (w/v)  Ethanol

10 % Essigsdure

100 %o (w/v) Coomassie®
Entfarbeldsung : 10 % Essigséure

50 % Ethanol

40 % H,O
Um nach der Gelelektrophorese die aufgetrennten Proteine sichtbar zu machen, wurde eine
Féarbung mit Coomassie durchgefiihrt. Coomassie ist ein kéduflicher Farbstoff, der irreversibel
an die Proteine bindet. Durch die Ethanol/ Essigsdure/Wasser-Mischung der Farbstofflosung
erfolgte gleichzeitig die Fixierung der Proteine im Gel. Die Detektionsgrenze liegt bei ca.
200-300 ng Protein. Zur Farbung wurde das Gel 60 Minuten bei Raumtemperatur auf dem
Schiittler belassen. Zur Entfiarbung der Areale des Gels, die keine Proteine enthalten wurde
das Gel danach fiir 120 Minuten unter Schiitteln in Entfarbelosung inkubiert. Die Entfarbels-

sung wurde mehrmals gewechselt. Zur Konservierungwurde das Gel anschlieBend zwischen

Plastikfolien im Geltrockner getrocknet.

Silberfarbung von Proteingelen:

Geringere Proteinmengen, die mit der Coomassie-Farbung nicht darzustellen waren, konnten
mit der empfindlicheren Silberfarbung sichtbar gemacht werden. Die Detektiongrenze liegt
bei dieser Methode bei 2 bis 5 ng Protein.

Es wurde der Silver Staining Kit Protein von Pharmacia Biotech verwendet. Dabei wurde das

Gel zwei Stunden unter leichtem Schiitteln in der Farbelosung inkubiert. Danach erfolgte eine
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30miniitige Fixation in der Fixierlosung. Dann wurde das Gel fiir 30 Minuten in die Sensiti-
zing—Losung gegeben. Anschliefend wurde das Gel dreimal fiir fiinf Minuten in destilliertem
Wasser gewaschen. Danach erfolgte die Silberreaktion, wozu das Gel fiir 20 Minuten in die
Silberlosung gegeben wurde. Nachdem das Gel dann zweimal eine Minute lang mit destillier-
tem Wasser gesplilt worden war, wurde es in die Entwicklungslosung gegeben, wo es bis zur
gewiinschten Farbintensitdt verblieb (2-5 Minuten). Zum Schlufl erfolgte das Stoppen der
Entwicklungsreaktion zehn Minuten lang in der Stoplosung. AnschlieBend wurde das Gel
noch einmal mit destillierten Wasser dreimal fiinf Minuten lang gespiilt.

Zur Haltbarmachung der Gele erfolgt die 20miniitige Inkubation in Preseving-Losung. Da-
nach wurde das Gel zwischen diinnen Plastikfolien bei Raumtemperatur {iber Nacht getrock-

net. Es wurden Losungen des Kits verwendet.

Proteinfarbung mit Ponceaurot:

Ponceaurot-Farbelosung: 2 %iges Ponceaurot in 3 %iger Trichloressigséure)

Die Proteinfarbung mit Ponceaurot erfolgte nach den Transfer der Proteine auf eine Nitrozel-
lulosemembran. Es ist eine empfindliche Férbemethode, die Proteine bis zu 50 ng/Bande
sichtbar macht Die Membran wurde drei Minuten in der Ponceaurot-Losung inkubiert. Da-
nach wurde vorsichtig mit destilliertem Wasser gespiilt um den Hintergrund zu entfiarben. Die

Féarbung mit Ponceaurot ist eine reversible Farbung.

ECL Western blotting:

Mit dem ECL Western blot konnen mit einem Antikorper markierte Proteine sichtbar gemacht
werden. Es wurde ECL Western blotting detection and analysis system von Amersham Bios-
ciences verwendet. Nach der Elektrophorese wurde das Gel wie oben beschrieben auf eine
PVDF-Membran geblottet. Danach wurden die nicht spezifischen Bindestellen durch Inkuba-
tion fiir eine Stunde in Losung A blockiert. Danach wurde die Membran iibernacht mit dem
primdren Antikorper inkubiert. Danach wurde die Membran jeweils viermal fiir 15 Minuten
mit Losung B gewaschen. Danach wurde der sekundédre Antikérper (1:1000 in PBS-Puffer
verdiinnt) fiir eine Stunde mit der Membran inkubiert. Der sekundire Antikorper ist mit Meer-
rettichperoxidase markiert. Anschliefend wurde nicht gebundener Antikdrper durch viermali-
ge Inkubation flir 15 Minuten in Losung B entfernt. Zur Detektion wurden gleiche Mengen
Detektionlosung I und II, die im Kit enthalten waren, gemischt und die Membran damit be-
netzt. Nach einer Minute wurde die Membran in eine Rontgenkassette gelegt und ein Autora-

diographiefilm wurde fiir 15 Sekunden in der Dunkelkammer exponiert und danach entwi-
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ckelt. Es wurde Hyperfilm ECL verwendet. Die Entwicklung erfolgte wie vom Hersteller an-

gegeben.

2.2.4.5 Proteinbestimmung nach Bradford (1976)

Stammlosung;: 0,5 mg/ml Coomassie Blue G/ Methanol
25 % (w/v) 85 %ige Phosphorsdure
ad Aqua dest.

Farbstofflosung: 1 Volumen  Stammldsung

4 Volumen  Aqua dest.

Die Konzentrationsbestimmung der Proteine erfolgte nach Bradford. Dazu wurden 100 pl
einer verdiinnten Proteinprobe mit 1 ml der Farbstofflosung gemischt, fiir zwei Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert und anschlieBend zwei Minute bei 13000 UpM zentrifugiert. Der
Uberstand wurde dann bei 595 nm im Photometer gemessen. Der Proteingehalt (in mg/ml)

wurde anhand einer zuvor mit BSA erstellten Eichkurve bestimmt.

2.2.4.6. Reinigung Uber Affinitdtschromatographie (nativ/ denaturierend)

Die Aufreinigung des bei der Uberexpression erhaltenen GST-Fusionsproteines aus dem bak-
teriellen Proteingemisch erfolgte per Affinititschromatographie. Dazu wurden Sdulen mit
1,33 ml Glutathionsepharose befiillt. Die Glutathionsepharose und die Sdulen wurden von
Amersham Biosciences, Freiburg bezogen. Die Sidulen wurden mit 10 ml 1 x PBS-Puffer i-
quilibriert, dann wurde das Lysat (=bakterielles Proteingemisch nach Uberexpression) iiber
die Séulen gegeben. Dabei wurde iiber eine Reaktion der Glutathion-S-Transferase des GST-
Fusionsproteins mit dem an die Sepharosekiigelchen gebundenen Gluthation eine Bindung
des gesuchten Proteins an die Sédule erreicht. Der Durchfluss wurde autbewahrt. Anschlie3end
wurde die Sdule mit 30 ml 1 x PBS-Puffer gewaschen. Dann wurde das Fusionsprotein durch
Zugabe von 0,5 ml glutathionhaltigen Elutionspuffer von der Sédule geldst und eluiert. Das
Eluat wurde bei —20 °C aufbewahrt. Zur Effizienzkontrolle der Aufreinigung wurden das Ly-

sat, der Durchfluss, die Waschldsung und das Eluat iiber ein Proteingel gegeben.

2.2.4.7 Aufreinigung von ,,inclusion bodies* (Einschlusskorper) im prapara-
tiven Malistab

Saccharosekissen: 40 % Saccharose
50 mM Tris, pHS,0
3 mM EDTA
50 mM NaCl
Waschlosung 1: 1 xTE
0,4 M NaCl
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I mM DTT

0,5 % IPEGAL CA-630 (Sigma)
Waschlosung 2: 1 xTE

50 mM NaCl

I mM DTT

0,5 % IPEGAL CA-630 (Sigma)
Waschlosung 3: 1 xTE

50 mM NaCl

I mM DTT
Puffer A: 20 % Saccharose

20 mM Tris, pH 8,0

2mM EDTA
Puffer B: 50 mM Tris, pH 8,0

20 mM EDTA
Zur Aufreinigung der Einschlusskdrperchen wurden die Bakterienzellen nach der Uberexpres-

sion durch Zentrifugation bei 4000 UpM in der Kontronzentrifuge(8000 x g) fiir 20 Minuten
gesammelt. Der Uberstand wurde verworfen. Die Zellen wurden in 200 ml Puffer A re-
suspendiert und durch erneute Zentrifugation (5 Min., 9500 UpM.) wurde das Periplasma ab-
getrennt und verworfen. Die Zellen wurden in 20 ml Puffer A resupendiert. Als Proteinasein-
hibitoren wurden Complete® und PMSF zugegeben. Dann wurden die Bakterien durch Soni-
fizieren (6 x 15 s) aufgeschlossen. Anschliefend wurden die Einschlusskorperchen 30 Minu-
ten bei 8000 UpM sedimentiert. Der Uberstand, der die Proteine des Cytoplasmas und die
Plasmamembranen enthélt, wurde verworfen und das Sediment in 10 ml Puffer A aufgenom-
men. Das Homogenat wurde auf 10 ml Saccharosekissen gegeben und 20 Minuten bei 12000
UpM zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Sediment in Puffer A riickgeldst,
dann erfolgte erneut die Zentrifugation iiber das Saccharosekissen wie im vorhergehenden
Schritt. Dann wurde das Sediment nacheinander in 10 ml Waschlosung 1-3 resuspendiert und
anschlieBend jeweils 20 Minuten bei 12000 UpM zentrifugiert. Der Uberstand wurde verwor-
fen und das Sediment des letzten Waschschritts, das die Einschlusskdrperchen enthielt, wurde
in einer Losung aus 7 M Harnstoff und 30mM HEPES, pH 8,0 aufgenommen und in fliissi-
gem Stickstoff schockgefroren. Die Aufbewahrung erfolgte bei —20 °C. Von allen Uberstiin-
den und den resuspendierten Sedimenten wurden Aliquote entnommen, die in einem Protein-
gel aufgetrennt wurden, so dass nachgewiesen werden konnte, dass das gesuchte Protein sich

tatsdchlich in der Fraktion der Einschlusskdrperchen befand.

2.2.4.8 Spaltung des GST- Fusionsproteins durch Faktor Xa

Zur Auftrennung des GST-Fusionproteins in die Glutathion-S-Transferase und das interessie-
rende Protein erfolgte die Inkubation mit Faktor Xa, einer Proteinase, flir die im Fusionsprote-

in eine spezielle Schnittstelle vorhanden war. Pro mg Fusionsprotein wurden 10 ul (entspricht
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10 units) Faktor Xa zugegeben. Zur Bestimmung der idealen Inkubationszeit wurde fiir jedes
Protein im analytischen MaBstab eine Kinetikbestimmung durchgefiihrt. Aliquote wurden
nach 0, 2, 4, 6, 8, 16 Stunden entnommen. Es erfolgte auch die Spaltung des GST-
Fusionsproteins im préparativen Mafstab bei einer Inkubationszeit von 16 Stunden und unter

Zugabe von 10 units Faktor Xa pro mg Fusionsprotein.

2.2.4.9 Dialyse

Die Dialyse ist ein auf Diffusionsvorgéngen beruhendes Verfahren zur Abtrennung niedermo-
lekularer Molekiile aus wissriger Losung von hochmolekularen Substanzen mit Hilfe semi-
permeabler Membranen. Die Poren der verwendeten Membranen bestimmen die Trenneigen-
schaften. So konnen Salze und kleinere Molekiile von den Proteinen abgetrennt werden. Die
zu reinigende Proteinmischung wurde in eine Dialysekammer der Firma Pierce gegeben, de-
ren Winde Poren aufwiesen, durch die Molekiile die kleiner als 3,5 kDa waren, hindurchdif-
fundieren konnten. Diese Kammern wurden zehn Stunden lang in vier Grad Celsius kalten 1 x
PBS-Puffer gegeben. Ein Pufferwechsel erfolgte nach fiinf Stunden. AnschlieBend wurden die

gereinigte Proteinmischung aus den Dialysekammern wieder entnommen.

2.2.4.10 Transfer und ,,Western*“-Analyse

Blotten:

10 x Blotting-Puffer: 1,5 M Glycerin
0,2 M Tris

Beim Blotten wurden die durch Elektrophorese aufgetrennten Proteine von dem Polyacryla-
midgel auf eine Nitrozellulose- oder PVDF(Polyvinylidendifluorid)-Membran {ibertragen.
Zum Blotten wurden Blotting-Kammern von BioRad, Miinchen und Amersham-Biosciences
verwendet. Nach erfolgter Elektrophorese wurde das Gel ausgemessen, dann wurden mehrere
Whatmanpapiere sowie die Membran auf die gleiche GroBle zugeschnitten. Die PVDEF-
Membran wurde zunédchst kurz in Methanol geschwenkt, danach wurden die Membran, die
Whatmanpapiere und die zur Blotkammer gehérenden Schwéamme in 1 x Blotting-Puffer ein-
geweicht.

In der Blotting-Kammer wurde dann von Kathode zu Anode ein Schwamm, eine Schicht
Whatmanpapier, das Polyacrylamidgel, die Membran, eine weitere Schicht Whatmanpapier,
sowie die restlichen Schwidmme angeordnet. Als Transferpuffer wurde 1x Blotting-Puffer in

die Apparatur gegeben. Der Transfer erfolgte bei 45 V fiir zwei Stunden.
Immunologischer Nachweis von Proteinen auf Nitrozellulosemembranen:
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Losung A: 1 x PBS

1% Tween 20

5% Milchpulver (w/v)
Losung B: 1 x PBS

1% Tween 20
Losung C: 0,1 M Diethanolamin, pH 9,6

1 mM MgCl,:
Zundchst wurde die Membran nach dem Blotten fiir eine halbe Stunde unter leichtem Schiit-
teln in Losung A belassen. Auch alle weiteren Schritte fanden bei Raumtemperatur auf dem
Schiittler statt. Danach wurde die Membran mit dem priméren Antikorper, der gegen das inte-
ressierende Protein gerichtet war und 1000-fach in Losung A verdiinnt wurde, fiir zwei Stun-
den inkubiert. AnschlieBend wurde die Membran viermal fiir zehn Minuten in Losung A ge-
waschen. Danach wurde der sekundire Antikérper, der mit dem Enzym alkalische Phosphata-
se gekoppelt wurde (Monoclonal Anti-Rabbit IgG, Alcaline Phosphatase Conjugate von Sig-
ma) und 10000-fach in Losung A verdiinnt wurde, fiir eine Stunde zu der Membran gegeben.
Dann wurde die Membran zunichst zweimal fiir zehn Minuten mit Losung B gewaschen, an-
schlieBend zweimal zehn Minuten mit Losung C. Zum Firben wurden 10 ml Losung C plus
33 ul  BceiP  (5-Bromo-4-chloro-3-indolylphosphat) und 330 pul NBT (4-
Nitrotetrazoliumchlorid-blue, 25 mg/ml sterilem Wasser) zur Membran gegeben. Diese Che-
mikalien wurden von der alkalischen Phosphatase umgesetzt, so dass die Bezirke der Memb-
ran, die das gesuchte Protein mit den gebundenen Antikorpern enthielten, violett geféarbt er-

schienen. Wenn die gewiinschte Farbintensitét erreicht war, wurde die Farbreaktion mit Was-

ser gestoppt und die Membran nach dem Trocknen im Dunkeln aufbewahrt.

2.2.4.11 Vorbereitung des Immunogens

Ca. 600 mg des mit Faktor Xa gespaltenen Proteingemischs wurde durch ein 12 %-iges PAA-
Proteingel aufgetrennt und bei 45 V iiber zwei Stunden auf eine Nitrozellulosemembran
geblottet. Zur Sichtbarmachung der Proteine wurde die Membran mit Ponceau-Rot gefarbt.
Nicht gebundener Farbstoff wurde durch kurzes Waschen mit Aqua dest. entfernt. Die inte-
ressierenden Bande wurde ausgeschnitten und das Immunogen bis zur Verarbeitung luftdicht

verschlossen bei 4 °C im Dunkeln aufbewahrt.

2.2.5 Gewinnung polyklonaler Antikorper

2.2.5.1 Blutentnahme am Kaninchen
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Zur Blutentnahme am Kaninchen wurde die Ohrvene nach vorsichtiger Rasur der Region und
Betupfen mit einem mit Xylol getrdnkten Tuch mit dem Skalpell in Langsrichtung tiber ca. 1-
2 mm inzidiert. Durch Kompression proximal der Schnittstelle konnte die Blutung verstérkt
werden. Das Blut wurde in einem sterilen Gefd3 aufgefangen. Die anschlieBende Blutstillung

erfolgte mittels Kompression.

2.2.5.2 Immunisierung der Kaninchen

Die Immunisierung der Kaninchen erfolgte nach der 1992 von Bennett beschriebenen Metho-
de(Benett,1992). Das vorbereitete Nitrozellulosemembran (siehe Punkt 2.2.4.12) wurde in
200 pl Dimethylsulfoxid geldst und unmittelbar vor der Immunisierung mit 200 pl des Adju-
vans gemischt. Die Erstimmunisierung erfolgte mit Titermax Gold (Sigma Chemie, Deisenho-
fen) als Adjuvans, bei weiteren Impfungen wurde Freund'sches Adjuvans inkomplett (Sigma)
verwendet. Die Einbringung des Immunogens erfolgte durch subkutane Impfung an zwei bis

vier Stellen paravertebral.

2.2.5.3 Gewinnung von Antikdrpern aus Kaninchenblut

Das Kaninchenvollblut wurde nach der Entnahme in einem Falcon Tube aufrecht gelagert bis
das Blut geronnen war. Nach Zentrifugation bei 5000 UpM/RT fiir 15 Minuten wurde das
Serum vorsichtig abgenommen und zur Zerstdrung der Komplementfaktoren 20 Minuten bei

56 °C erhitzt. Die Auftbewahrung des IgG-haltigen Serums erfolgte bei —20 °C.

2.2.5.4 Injektions- und Blutentnahmeprotokoll

Drei Wochen nach Erhalt der Kaninchen wurden 10 ml Blut entnommen um daraus das
Praeimmunserum zu gewinnen. Zwei Wochen spéter erfolgte die erste Immunisierung. Nach
drei Wochen wurde geboostet. Die weiteren Immunisierungen erfolgten im Abstand von vier
bis sechs Wochen. Die Blutentnahmen zur Antikorpergewinnung erfolgten zehn bis14 Tage

nach den Impfungen, da zu diesem Zeitpunkt die hdchsten Antikdrpertiter erwartet wurden.

2.2.6 In vitro-Phophorylierung von Proteinen

Fiir den Reaktionsansatz wurden 50 pmol Protein eingesetzt. Das entsprach je nach Protein-
grofle 100 bis 1000 ng Protein. Zu dem Protein wurde x pl steriles H,O gegeben, so dass der
Reaktionsansatz zum Schluss 50 pl betrug sowie 5 pl 10x Kinasepuffer und 6pl y->*P-ATP
(3000Ci/mmol,10uCi/ul). Als letztes wurde 1 pl Proteinkinase (Die Herzmuskelkinase wurde
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von der Firma Sigma, Deisenkirchen bezogen und in einer Konzentration von 6mg/ ml H,O
verwendet) zugefiigt und der Reaktionsansatz 90 Minuten bei 30°C inkubiert. Anschlieend
wurden die Proteine in SDS-Auftragspuffer aufgenommen, fiinf Minuten bei 90°C denaturiert
und auf Eis gestellt bis zum Auftragen auf ein 10 %iges SDS-Polyacrylamidgel. Nach der
Elektrophorese wurde das Gel im Geltrockner getrocknet und 12 bis 72 Stunden auf die
Phosphoimagerscreen gelegt. Im Phosphoimager wurde dann die Radioaktivitit sichtbar ge-
macht.

Alle Arbeiten der In vitro-Phophorylierung wurden im Isotopenlabor durchgefiihrt. Die Strah-

lenschutzmaBnahmen wurden eingehalten.

2.2.7 Tiermodell fur die ischamische Praconditionierung

Die aufgereinigten Proteine aus dem Tiermodell fiir die ischdmische Prikonditionierung wur-
den freundlicherweise von D. Lamotte zur Verfiigung gestellt. Es wurden médnnliche Wistar-
ratten im Alter von ca. 50 Tagen verwendet. Die Richtlinien der Tierschutzverordnung wur-
den eingehalten. Das Modell der ischdmischen Priconditionierung von Rattenherzen an der
Langendorfanlage wurde im Labor etabliert. Nach einer 30miniitigen Einschlagphase erfolgte
die Behandlung der Herzen in drei Gruppen. In der Kontrollgruppe wurden die Herzen nach
der 30miniitiger Einschlagphase abgenommen und der Proteinisolation zugefiihrt (Proben K).
In der Ischdmiegruppe folgten einer 10 Minuten verldngerten Einschlagphase 20 Minuten
Ischdmie und danach eine 30miniitige Reperfusion. Fiinf, zehn und zwanzig Minuten nach
Ischdmiebeginn, sowie nach der 30miniitigen Reperfusionsphase, wurden Herzen abgenom-
men und der Proteinisolierung zugefiihrt (Proben A, B, C, D). In der Gruppe der ischdmischen
Priaconditionierung folgte nach der reguldren Einschlagphase eine flinfmintitige Ischdmiepha-
se, dann eine fiinfminiitige Reperfusionsphase bevor sich eine weitere Ischdmiephase von 20
Minuten, gefolgt von einer 30miniitigen Reperfusion. Fiinf, zehn und zwanzig Minuten nach
dem zweiten Ischdmiebeginn, sowie nach der 30miniitigen Reperfusionzeit wurden Herzen

abgenommen und der Proteinisolierung zugefiihrt (Proben E, F, G H).

2.2.8 Tiermodell fur Ischdmie/Phosphodiesterasehemmer

Die cDNA wurde freundlicherweise von H. Meyer zu Schwabediissen und T. Krieg zu verfii-
gung gestellt. Es wurden ménnliche Ratten im Alter von ca 50 Tagen verwendet. Die Tiere
wurden in zwei Gruppen unterteilt: Die Hélfte der Raten erhielt iiber sieben Tage téglich eine
Behandlung mit Sildenalfil, das oral verabreicht wurde. Die andere Gruppe enthielt kein Me-

dikament. An der Langendorfanlage wurden die Herzen einer dreifligminiitigen Einschlagpha-
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se unterzogen, der dreilig Minuten Ischdmie folgte. Fiir die Basiswerte wurden dann die Her-
zen in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bis zur weiteren Verwendung bei —80 °C ge-
lagert. Die Herzen der Ischdmie/Reperfusionsgruppe wurden nach einer dreifigminiitigen
Einschlagphase gefolgt von einer Ischdmiephase von einer halben Stunde einer 120miniitigen
Reperfusionsphase ausgesetzt. AnschlieBend wurden die Proben ebenfalls schockgefroren und

bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert.

2.2.9 Tiermodell far die Sepsis

Es wurden ca. 50 Tage alte Ratten der Art Wistar und Lewis verwendet. Die Richtlinien der
Tierschutzverordnung wurden eingehalten. In Stickstoff gefrorene Anteile des Darms der Tie-
re wurde uns freundlicherweise von dem Institut fiir Andsthesie der Ernst-Moritz-Arndt-
Universitét liberlassen. Die Tiere wurden auf einer Warmematte gelagert und mit Pentabarbi-
tal narkotisiert, es erfolgte nach Katheterisierung der Carotisgefile die intravendse und
intraarterielle Druckmessung. AnschlieBend erfolgte die mediane Laparotomie. Das terminale
Ileum wurde aufgesucht und eine Darmschlinge proximal der Ileocoecalklappe wurde ever-
tiert. Die Priparation dauerte 30 Minuten. Nach einer 15 miniitigen Stabiliierungsphase wurde
mit der LPS-Infusion(0,2 mg/kgKG) begonnen. In den Untergruppen erfolte mit dem Beginn
der LPS-Infusion die spezielle Medikation (Imipenem 1,5 mg/Kg/KG). Die LPS-Infusion
wurde kontinuierlich iiber zwei Stunden verabreicht. Danach wurde Darmgewebe entnommen
und in fliissigem Stickstoff schockgefroren. Und bis zur weiteren Verwendung bei —20 °C

aufbewahrt.
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3.1 Klonierung der cDNA von LOX-1 aus Ratte

Die mRNA-Gewinnung erfolgte aus den gefalireichen Organe Niere, Lunge, Aorta und Leber,
da LOX-1 hauptséchlich von Endothelzellen exprimiert wird.

Fur die RT-PCR (Zur Durchfihrung der RT-PCR siehe Absatz 2.2.1.6) des LOX-1-Gens
wurden verschiedene Primer eingesetzt. Mit den Kombinationen LOX03FOR/04REV und
LOX03FOR/O1REV (siehe Absatz 2.1) konnten ausreichende Mengen cDNA erreicht
werden. Als optimale Reaktionsbedingungen wurden eine Anealingtemperatur von 55 °C und

eine Elongationszeit von zwei Minuten und 36 Zyklen ermittelt (Abb. 4).

3054 bp

2036 bp
1636 bp

1018 bp

3054 bp

2036 bp
1636 bp

1018 bp

Abb 4: Nachweis von LOX-1. Oberes Bild: Aus Lunge war mRNA isoliert worden. AnschlieRend erfolgte die
RT-PCR. Das RT-PCR-Produkt wurde auf ein Agarosegel aufgetragen, es erfolgte die Elektrophorese. Die
Bande bei 1040 bp stellt die amplifizierte cDNA von LOX-1 dar.

Unteres Bild: Nach Ligation der cDNA von LOX-1 in den Vektor erfolgte die Transformation in E. coli. Nach
Anzucht von Kolonien erfolgte aus diesen die Plasmidisolation und die Behandlung der Plasmide mit der
Protease EcoRI. Das Produkt des Verdaus wurde auf ein Agarosegel aufgetragen und eine Elektrophorese
durchgefiihrt. Nach erfolgreicher Transformation ist bei 1040 bp eine Bande zu erkennen. Die Proben a bis d
stellen verschiedene Kolonien dar, die der Plasmidisolation zugefiihrt wurden. (1,5 %ige Agarosegele, Farbung
mit Ethidiumbromid)
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Nach Ligation in den Vektor pGEM-T-Easy war die Transformation in E. coli JM109

erfolgreich. Die klonierte cDNA wurden durch Sequenzierung auf ihre Sequenzidentitat im

Vergleich zur publizierten Sequenz verglichen.

3.2 Rekombinante Expression von LOX-1 und seiner Subdomanen

Fur Funktionsuntersuchungen des Proteins, war es wichtig die verschiedenen funktionellen

Bereiche des LOX-Rezeptors einzeln vorliegen zu haben. Dafur wurden die flr die

Untereinheiten kodierenden Sequenzen in den Expressionsvector pGEX-5X-3 kloniert. Als
Template fur die PCR zur Gewinnung der DNA der LOX-Doménen wurde der pGEM-T-

Easy-Vektor, der das LOX-Gen in korrekter Sequenz enthielt, eingesetzt. Es wurden Primer

verwendet, die am Ende Schnittstellen fir die Restriktionsendonukleasen BamHI und Xhol

aufwiesen und das LOX-Gen wie in Abb. 5 ersichtlich aufteilen:

zytosolischer Anteil  TM / extrazelluldrer Anteil
/
N- C-
Terminus _I- l I_Tcrminus
Zwischendomine spezifische Repeats C-type lectin-like domain
LOX 14 LOX 16 LOX I8 LOX 20 LOX 22

[T3 bp | 80bp | 1086p | 415 bp ] 397 bp

l I 1 | cona

I | 1 ] C-DN!

LOX ISLOX 17 LOX 19 LOX 21 LOX 23

Abb. 5 : Schematischer Aufbau von LOX-1. Oberes Bild : Schematischer Aufbau des Proteins.

Unteres Bild : Ubersicht iiber die Primerkombinationen und generierte cDNA-Fragmente.
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Fur die zytosolische Doméne (Aminosalren 1-34) wurden die Primer LOX14/15 verwendet,
fiir die transmembrandse Domane (AS 35-56) die Kombination LOX16/17. Zur Klonierung
der Interdomain (AS 57-93) dienten die Primer LOX18/19, fur die repeats (AS 94-232)
LOX20/21 und fir die C-type-lectin-like domain (AS 233-364) verwendeten wir die
Primerkombination LOX22/23.

PGEX-5X-3 ist ein spezieller Uberexpressionsvektor. Vor der multiplen Klonierungsstelle
sitzt ein bakterieller Promoter, so dass durch die Zugabe von IPTG die Expression des
Fusionsproteins initiiert werden konnte. Das GST-Tag diente spater zur Aufreinigung der
rekombinanten Proteine mittels Affinitatschromatographie.

Der Vektor pGEX-5X-3 stellte die klonierten Proteine als GST-Fusionsproteine dar. Das
heil3t, an das rekombinante Protein wird das Enzym Glutathion-S-Tranferase angehéngt.

Fur die Uberexpression wurde der Bakterienstamm E. coli BL21(DE 3) pLys S verwendet.
Zunéchst wurde eine Uberexpressionskinetik erstellt. 30, 60, 90, 120, und 240 Minuten nach
IPTG-Zugabe wurden Aliquote entnommen und auf ein 12 %iges Proteingel aufgetragen. Da
die Ausbeute nach 240 Minuten bei allen Konstruktionen am héchsten war (Abb. 6), wurden
die Bakterien spater immer nach vier Stunden abzentrifugiert. Als Kontrolle wurde E. coli
BL21 ohne Vektor aufgetragen, und die Bakterien mit dem Vektor pGex-5X-3 ohne Insert.
Das ca. 23 kD groRe, induzierbare Protein entsteht durch Uberexpression der Glutathion-S-

Transferase.
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zytosolische Transmembran-
Domiine domiine interdomain repeats

ab c¢c defabc defab c defab c deftf

= - 2 ol et
50 kD 4 * t . . - ¥ 2.4 =

C-type lectin-
like domain LOX -1 GST BL21

a b cdef abc detf abc def abocdef
8 W = R ey ]

50 kD e .
37kD

25kD

Abb. 6: Uberexpression der LOX-Domanen in dem Vektor p-GEX-5X-3. Zu verschiedenen Zeiten nach der
Induktion der Zellen mit IPTG wurden Aliquote entnommen (a: 0 min; b: 30 min; c¢: 60 min; d: 90 min; e: 120
min; f: 240 min). Als Kontrolle wurden auch die E. coli BL21 ohne Vektor aufgetragen, und die Bakterien mit
dem Vektor pGEX-5X-3 ohne Insert. Das ca. 23 kD groRe, induzierbare Protein entsteht durch Uberexpression
der Glutathion-S-Transferase. Das Vollangenprotein als GST-Fusionsprotein musste ungefahr 50kD grof3 sein.
Das dargestellte Protein ist aber nur ca. 20 kD groB. Es ist also davon auszugehen, dass das Protein in den
Bakterien proteolytisch abgebaut wird. 12%iges PAA-Gel, Coomassie®-Farbung

Das dargestellte GST-Fusionsprotein, das das Vollangenprotein darstellen soll ist nur ca. 20
kD groR3. Erwartet wurde ein ca. 50 kD grofRes Protein. Mdglicherweise kommt es zu einem
proteolytischem Abbau des Proteins in den Bakterien. Deshalb erfolgte die Induktion bei
niederen Temperaturen um einen Abbau zu verzégern (25, 20, 15°C). Es erfolgte eine
Entnahme von Aliquoten 5, 10, 20 Minuten nach der Induktion. Ein 50 kD grof3es Protein ist
Protein nicht darstellbar (Daten nicht gezeigt). Es ist davon auszugehen dass es zu einer
Degradierung des rekombinanten Proteins in E. coli kommt.

38



3 Ergebnisse

3.3 Reinigung der rekombinanten Proteine tber Affinitatschromatographie
Der Erfolg der Affinitdtschromatographie wurde auf einem Proteingel kontrolliert. Fir jedes
Protein wurden nebeneinander zunéchst das Lysat, dann der Durchfluss und die Waschldsung
und zum Schluss das Eluat aufgetragen (Abb. 7).

zytosol. Doméne transmem. Domiéine interdomain
L D W E L D W E L D W E
i 1
100 kD E T - - o
75 kD - - " 4
S0kD ;i B
37kD 4 : sy .
2550 e Gp- E
i — -
repeats C-type lectin-like domain
L D W E L D W E
100 kD l I L i TR— Iw
75kD | - - .. il
i
50 kD H

! e
== =z

ISKD | —— AR
Abb 7: Aufreinigung der rekombinanten GST-Fusionsproteine Gber Affinitdtschromatographie. Nach der
Uberexpression waren die Bakterienzellen durch Ultraschall aufgeschlossen worden und die nicht 16slichen
Zellanteile waren durch Zentrifugation vom proteinhaltigen Lysat getrennt worden. Dann wurde das Lysat Uber
die Glutathionsepharoseséulen gegeben. Nachdem die proteinhaltige Flissigkeit die S&ulen passiert hatte, wurde
aus dem Durchfluss ebenfalls ein Aliquot entnommen. AnschlieBend wurden die S&ulen mit PBS-Puffer
gewaschen. Auch diese Waschlésung wurde gesammelt und ein Aliquot enthommen. Danach wurden die
Fusionsproteine von der Glutathionsepharose durch Zugabe von glutathionhaltigem Elutionspuffer von der Saule
gelést und gesammelt. Von diesem Eluat wurde das letzte Aliquot entnommen. Der Erfolg der
Affinitatschromatographie wurde auf einem Proteingel kontrolliert. Flr jedes Protein wurden nebeneinander
zunéchst das Lysat, dann der Durchfluss und die Waschlésung und zum Schluss das Eluat aufgetragen. (L:

Lysat; D: Durchfluss; W: Waschpuffer; E: Eluat) 15%iges PAA-Gel,. Farbung mit Coomassie®
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Als GST-Tag lassen sich die zytosolische Domane, die Interdomain und die Repeats gut
aufreinigen (Abb. 7). Im Durchfluss ist weniger Protein als im Lysat und das Eluat enthalt in
genugend hoher Konzentration das Fusionsprotein. Eine Aufreinigung Uber die gewahlte
Affinitatschromatographie ist fur diese Proteine also mdglich.

Bei den Gelen mit der Transmembrandoméne und der C-type-like-domain ist keine Bande im
Eluat nachweisbar (Abb. 7). Auch ist die Proteinmenge im Durchfluss nicht niedriger als im
Lysat. Das bedeutet, dass diese beiden Fusionsproteine nicht an die Sdule gebunden haben.
Die Versuche wurden wiederholt, nachdem dem Lysat verschiedene Ldsungsvermittler und
Detergentien zugegeben worden waren. Zugegeben wurden unter anderem DTT 5 mM zur
Reduktion der Disulfidbriicken, Laurylsulfat als Detergens, sowie beide Stoffe als
Kombination. Im Eluat konnte kein Protein nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). Auch
eine Zugabe von Triton X-100 in einer Endkonzentration von 10% erzielte keine Bindung an
die Saule. Auch eine Zugabe von EDTA, einem Chelatbildner, in einer Konzentration von 1
mM und auch von 1%igem Ctab, einem weiteren Detergens, wurden verwendet, es konnte
jedoch kein Protein im Eluat nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt).

Auch eine hundertfache Verdinnung des Lysats in PBS-Puffer und die anschlieende
Farbung des Proteingels mit der Silberfarbung, die auch kleinste Proteinmengen nachweisen
kann erbrachte kein Nachweis des gesuchten Proteins im Eluat (Daten nicht gezeigt).

3.4 Nachweis von GST-Fusionsproteinen (Transmembrandomane/ C-type

lectin-like domain) in Inclusionbodies

Da bekannt ist, dass in bakteriellen Expressionssystemen die Proteine h&ufiger nicht 16slich
sind, sondern in Einschlusskdrperchen (inclusion bodies) akkumulieren, wurden diese wie
unter Punkt 2.2.4.7 beschrieben aufgereinigt. Besonders hydrophobe Proteine werden in
diesen Einschlusskorperchen gespeichert. In den nacheinander folgenden Schritten wurden

jeweils Aliquote entnommen.
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Transmebrandomine
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C-type lectin-like domain
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Abb. 8: Nachweis von GST-Fusionsproteinen (Transmembrandomane und C-type lectin-like domain) in
inclusion bodies. Uber differenzielle Zentrifugation erfolgte die Aufreinigung der inclusions bodies
(Transmembrandoméne und C-type-lectin-like domain). Die Buchstaben a bis | entsprechen den Aliquoten, die
wahrend der verschiedenen Aufreinigungsschritte entnommen wurden. Die in den Einschlusskdrperchen

enthaltene Proteine entsprechen der Fraktion I. 15%iges PAA-Gel, Farbung mit Coomassie®

Die schon im Lysat erkennbare Bande der Fusionsproteine ist in den verschiedenen
Aufreinigungsschritten gut zu verfolgen, zuletzt in der Fraktion der inclusion bodies.
Es lasst sich also nachweisen, dass sich die GST-Fusionsproteine der C-type lectin-like-

domain und der Transmembrandomane in inclusion bodies befinden.

3.5 Spaltung der GST-Fusionsproteine (Zytosolische Doméane, Interdomain,

Repeats) mit Faktor Xa

Die Spaltung der Fusionsproteine erfolgte nach der Dialyse, wie in Absatz 2.2.4.8 beschrieben
mit dem Enzym Faktor Xa. Zundchst wurde eine Kinetikbestimmung durchgefuhrt: 0, 2, 5, 9,
16 Stunden nach Faktor Xa-Zugabe wurden Aliquote enthommen und auf ein Proteingel
gegeben. Als optimale Inkubationszeit wurden 16 Stunden ermittelt. Auf das in Abb. 9
abgebildete Proteingel wurden GST und die oben angegebenen LOX-1-Doménen als GST-
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Fusionsproteine aufgetragen. Die Proteine wurden die angegebenen Zeiten mit Faktor Xa
inkubiert. Das GST wurde nicht gespalten, die Bande hat auch nach 16 h noch die gleiche
GroRe wie zu Beginn. Das GST-Fusionsprotein der zytosolischen Doméane wird gespalten.
Schon nach 2 h taucht eine zweite Bande auf: Das GST. Die abgespaltenen Doménen sind
zwischen 15 und 8 kD grof3 und kdnnen in dem verwendeten Gelsystem (PAA-Gel nach

Lammli) nicht sichtbar gemacht werden.

GST/Xa zytosol. Domine / Xa
Oh 2h 5h 9h leh 0Oh 2h 5h 9h 16 h
FTKD -
25kD -
&
»
10 kD
interdomain / Xa repeats / Xa
0Oh 2h 5h 9h 16h 0Oh 2h 5h 9h 16 h
50 kD — —
37kD hae
25kD - g
. 8-
15 kD -
—-—aa- .
- e -

Abb. 9: Spaltung der GST-Fusionsproteine (Zytosolische Doméne, Interdomain, Repeats) mit Faktor Xa.
Die GST-Fusionsproteine wurden mit Faktor Xa inkubiert. Nach den angegebenen Zeiten wurden Aliquote
entnommen. Als Kontrolle wurde auch GST, das ebenfalls mit Faktor Xa inkubiert wurde, verwendet. 15%iges

PAA-Gel nach Lammli. Farbung mit Coomassie®

3.6 Generierung polyklonaler Antikérper im Kaninchen

Nach erneuter Dialyse wurden die gespaltenen Fusionsproteine Uber ein Schagger/Jagow-
PAA-Gel gegeben, auf Nitrozellulose geblottet (wie in Absatz 2.2.4.10 beschrieben) und mit
Pouceaurot gefarbt. Mit dem Gelsystem nach Schégger und Jagow konnten auch die sehr

kleinen Proteine in der Elektrophorese gut aufgetrennt werden.
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repeats / Xa

75 kD

50 kD
37kD
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Abb. 10: Vorbereitung des Immunogens. Die in E. coli exprimierten rekombinanten GST-Fusionsproteine
wurden Gber Affinitdtschromatographie aufgereinigt. Danach erfolgte die Spaltung mit Faktor Xa. Die Proteine
wurden auf ein Polyacrylamidgel nach Schéagger und Jagow aufgetragen und elektrophoretisch aufgetrennt.
AnschlieRend erfolgte das Blotten auf eine Nitrozellulosemembran die mit Pouceaurot gefarbt wurde. Bei ca. 50
kD sieht man eine Bande, die durch die Reste des unverdauten Fusionsproteins zustande kommt. Die kréftige
Bande bei ca. 25 kD entsteht durch das GST. Die mit Pfeil markierte Bande entspricht den repeats.

Die markierte Bande wurde ausgeschnitten und nach Verarbeitung (unter Absatz 2.2.4.11 zu
entnehmen) den Kaninchen gespritzt.

Vor der ersten Immunisierung wurde den Kaninchen Blut entnommen und dieses wurde dann
auf Kreuzreaktionen mit dem Immunogen untersucht. Eine Kreuzreaktion war nicht
nachzuweisen (Daten nicht gezeigt).

Die generierten Antikorper erkannten LOX-1 in Rattengewebe spezifisch. In Abbildung 11 ist
der immunologische Nachweis von LOX-1 mit den generierten Antikérpern gezeigt.
Aufgetragen wurde Lungengewebe von gesunden Wistar Ratten, aufgetrennt in I6sliche und
unlésliche Proteinfraktion. Bei 42 KD ist eine deutliche Bande zu erkennen. Dieses
Molekulargewicht  entspricht dem nach der Aminosduresequenz  errechneten

Molekulargewicht von LOX-1 der Ratte. Ebenfalls aufgetragen wurden isolierte
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Kardiomyozyten und Herzmuskel von gesunden, erwachsenen Wistarratten. Bei gesunden
Tieren ist LOX-1 auf Proteinebene im Herzmuskel nicht nachweisbar.
Nach Inkubation des Antikdrpers mit dem Antigen verschwand die spezifische Bande (Daten

nicht gezeigt). Dies unterstreicht noch einmal die Spezifitat des Antikorpers.
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Abb. 11.: Immunologischer Nachweis von Ratten-LOX-1 mit polyklonalen Antikérpern (Antirepeats und
antizytosolische Doméne) Die Proteine waren durch SDS-Page aufgetrennt worden und auf eine PVDF-
Membran transferiert worden. Die generierten Anti-LOX-1 Antikdrper waren als primére Antikorper verwendet

worden. Sekundarer Antikdrper war Anti-Kaninchen IgG als Meerrettichperoxidasekonjugat.

3.7 LOX-1 wird in gefalRreichen Organen der Ratte exprimiert

Mit den gewonnenen Antikorpern sollte eine Untersuchung des Vorkommens des LOX-
Rezeptors in verschiedenen Organen und Geweben einer unbehandelten weiblichen Ratte
mittels Western blot gemacht werden. Dazu wurden aus den unten genannten Geweben die
Gesamtproteine aufgereinigt. Diese Proteine wurden durch Elektrophorese aufgetrennt und

mit den LOX-Antikorpern markiert.

44



3 Ergebnisse

SOKD

Abb. 12: Immunologischer Nachweis von Ratten-LOX-1 mit polyklonalen Antikérpern (Primérer
Antikorper A: Antirepeats (AS 94-232); B: antizytosolische Doméne (AS 1-34)) Die Proteine waren durch
SDS-Page aufgetrennt worden und auf eine PVDF- Membran transferiert worden. Die generierten Anti-LOX-1
Antikorper waren als primére Antikdrper verwendet worden. Sekundédrer Antikérper war Anti-Kaninchen 1gG
als Meerrettichperoxidasekonjugat. Vorkommen des LOX-1-Rezeptors in verschiedenen Geweben der Ratte im
Westernblot, 10% AA-Gel,

Es ist zu erkennen, das LOX-1 in gefaBreichen Organen (Niere, Leber, Lunge, Milz und
Muskel) der Ratte exprimiert wird. Auch in Dunndarm wird LOX-1 bei gesunden Tieren

exprimiert.

3.8 Die generierten Antikérper erkennen auch humanes LOX-1

Es sollte getestet werden ob mit den polyklonalen Antikdrpern, die mit dem rekombinanten
Rattenproteinen gewonnen worden waren auch in menschlichem Gewebe LOX-1

nachgewiesen werden kann. Es wurden menschliche Vene und Arterie und Plazenta
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eingesetzt. Es zeigte sich, dass die verwendeten Antikdrper auch humanes LOX-1 erkennen
kénnen. In Plazenta und Arterie ist bei 52 kD eine Bande nachweisbar. Dies entspricht der
publizierten GroRe des humanen LOX-1-Proteins. In humaner Vene ist LOX-lauf

Proteinebene mit der verwendeten Methode nicht nachweisbar.
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Abb. 13: Immunologischer Nachweis von humanem Lox-1 mit polyklonalen Antikérpern(Priméarer
Antikérper A: Antirepeats B: antizytosolische Doméane) Die Proteine waren durch SDS-Page aufgetrennt
worden und auf eine PVDF- Membran transferiert worden. Die generierten Anti-LOX-1 Antikdrper waren als
primare  Antikdrper verwendet worden. Sekundarer Antikérper war Anti-Kaninchen 1gG als
Meerrettichperoxidasekonjugat. Bei 52 kD kann in atheromattsem Plaque und Plazenta LOX-1 nachgewiesen

werden.

3.9 In vitro-Phosphorylierung der zytosolische Doméane des LOX-Rezeptors
Fir die In-vitro-Phosphotylierung wurden die verwendeten Proteine mit radioaktiv
markiertem ATP und einer Kinase (porcine Herzmuskelkinase) inkubiert. AnschlieRend
erfolgte die Elektrophorese und die Detektion des phosphorylierten Proteins mittels
Phosphoimager. Da die oben genanten Proteine als GST-Fusionsproteine verwendet wurden,

erfoltge eine Kontrolle der Phosphorylierung auch mit GST.
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Abb.14: In-vitro-Phosphorylierung der Zytosolischen Doméane mit Herzmuskelkinase Fur die In-vitro-
Phosphotylierung wurden die verwendeten Proteine mit radioaktiv markiertem ATP und einer Kinase (porcine
Herzmuskelkinase) inkubiert. AnschlieBend erfolgte die Elektrophorese und die Detektion des phosphorylierten
Proteins mittels Phosphoimager. Da die oben genannten Proteine als GST-Fusionsproteine verwendet wurden,
erfoltge eine Kontrolle der Phosphorylierung auch mit GST. Oberes Bild: In-vitro-Assay, GST bei 26 kD,
Zytosolische Domane von LOX-1 als GST-Fusionsprotein bei 31 kD. Unteres Bild Western Blot, GST bei 26
kD, Zytosolische Doméne von LOX-1 als GST-Fusionsprotein bei 31 kD.

Die zytosolische Doméane als GST- Fusionsprotein zeigt im Phosphoimager ein deutlich
starkeres Signal als das GST , obwohl &quimolare Mengen aufgetragen wurden. Es konnte
also der qualitative Nachweis einer Phosphorylierung der zytosolischen Domane in-vitro

erbracht werden.
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3.10 LOX-1-Expression wird durch Ischamie erhoht

Im Immunoblot war im nativen Herzmuskelgewebe bei 42 kD keine Bande nachweisbar. Die
Expression von LOX-1 war bei Rattenherzen, die nach einer Einschlagphase von der
Langendorfanlage abgenommen waren auf Proteinebene nicht nachweisbar. Bei den
ischamisch praconditionierten Herzen ist eine Bande zu erkennen. Durch ischdmische
Préconditionierung und nachfolgender Ischédmie ist in den untersuchten Proben mit dem in
dieser Arbeit generierten AntikOrper eine vermehrte Expression des LOX-1-Rezeptors in
Rattenmyokard in dieser Einzelprobe nachzuweisen.

Anti-repeats

37kD

Anti-zytosolische Domine

a b c

50 kD

37kD

Abb. 15: L OX-1-Expression wird durch Ischdmie erhéht. Immunologischer Nachweis von Ratten-Lox-1 mit
polyklonalen Antikdrpern (Antirepeats und antizytosolische Doméne) in ischdmischem Myokard und
Kontrollen. Die Proteine waren durch SDS-Page aufgetrennt worden und auf eine PVVDF- Membran transferiert
worden. Die generierten Anti-LOX-1 Antikorper waren als primare Antikorper verwendet worden. Sekundarer
Antikérper war Anti-Kaninchen IgG als Meerrettichperoxidasekonjugat. 1 humane Arterie, 2 humane Vene, 3
humane Plazenta.

Expression des LOX-1 Rezeptors in ischdmischem/ nichtischdmischem murinem Myokard (a: natives Myokard;
b: ischdmisch praconditioniertes Myokard nach 20 min Ischdmie; c: Lunge als Kontrolle). Westren blot ,10%iges
PAA-Gel, ECL-Farbung

48



3 Ergebnisse

3.11 Auswirkung von Ischamie auf die Expression des LOX-1 Rezeptors
und Effekte durch vorherige Gabe eines Phosphodiesterasehemmers
(Sildenafil)

Hierbei sollte die Auswirkung von Ischamie auf die Expression des LOX-1-Rezeptors auf
RNA-Ebene in Rattenherzen untersucht werden und die Veranderung der Expression nach
vorausgegangener Sildenafilgabe. Es konnte gezeigt werden, dass es durch Ischdmie zu einem
Anstieg der Expression von LOX-1 um circa 15 Prozent im Vergleich zur nicht ischdmisch
vorbehandelten Probe kommt, und dass dieser Effekt durch Vorbehandlung mit Sildenafil

abgeschwacht wird (Anstieg nur um circa sieben Prozent).

LOX-1 mRNA Expression

2O ‘
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Abb. 16: Ischamie erhéht die LOX-1-Expression. Vorbehandlung mit Sildenafil kann diesen Effekt
aufheben. Die Sildenafilgruppe hatte (iber sieben Tage 0,7 mg/kg Korpergewicht Sildenafil erhalten. Nach einer
30 minutigen Einschlagphase an der Langendorfanlage wurden aus beiden Gruppen (Sildenafil/ keine
medikamentdse VorbehandlIng) ,base-line“-Proben abgenommen und schockgefroren. Die restlichen Herzen

untergingen eine dreiligmindtige Ischdmie und eine 120 Minuten sich anschlieBende Reperfusionsphase. Pro
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Gruppe wurden acht Tiere untersucht. Im Tagman wurde semiquantitativ die Expression des LOX-1-Rezeptors
auf RNA-Ebene gemessen und in Vergleich zur Expression des konstanten B-Actin gesetzt. Die LOX-1-

Expression wurde auf die ,,base-line* bezogen und als Prozent angegeben.

3.12 Regulation von LOX-1 in einem Sepsismodel

Aus Rattendarmen, von Tieren die im Rahmen eines Sepsismodells zuvor mit LPS,
Peptidoglykan und einer salinen Loésung als Sham-Kontrolle behandelt wurden, sowie von
unbehandelten Kontrolltieren, wurde RNA und Gesamtprotein gewonnen. Im Tagman wurde
semiquantitativ die Expression des LOX-1-Rezeptors gemessen und in Vergleich zur
Expression des konstanten ,house-keeping“-Gens  [-Actin gesetzt Im Vergleich zur
Kontrollgruppe weisen die mit LPS behandelten Tieren einen signifikanten Anstieg der
Expression von LOX-1 auf RNA-Ebene auf. Die Expression war um den Faktor 4,8 hoher als
bei der Shamkontrolle. Die Infusion von LPS und Imipenem flhrte dagegen zu einer
Reduktion der LOX-1-Expression um den Faktor 3,4, der Effekt des LPS konnte also durch
die Gabe von Imipinem deutlich gesenkt werden. Bei gesunden unbehandelten Ratten der
Rasse Lewis und Wistar betrug die LOX-1-Expression nur das 0,87 bzw. 0,25-fache der
Shamkontrolle. Auch die Infusion von Pepidoglykan erhéhte die LOX-1-Expressio um den
Faktor 2,0.
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Abb. 17: Expression von LOX-1 auf RNA-Ebene im Rattendarm. Aus Rattenddrmen, von Tieren die im
Rahmen eines Sepsismodells zuvor mit LPS, Peptidoglykan und einer salinen Ldsung als Sham-Kontrolle
behandelt wurden, sowie von unbehandelten Kontrolltieren, wurde RNA und Gesamtprotein gewonnen. Im

Tagman wurde semiquantitativ die Expression des LOX-1-Rezeptors gemessen und in Vergleich zur Expression

Lewis
n=2

des konstanten ,,house-keeping“-Gens B-Actin gesetzt.
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4 Diskussion

4 Diskussion

LOX-1 ist ein membranstandiger Rezeptor fir oxidiertes LDL, der hauptsachlich auf
Endothelzellen, aber auch glatten Gefaimuskelzellen und Makrophagen vorkommt. LOX-1
spielt eine wesentliche Rolle bei der Entstehung und Progression der Atherosklerose. Im
Rahmen dieser Arbeit wurden polyklonale Antikorper gegen LOX-1 der Ratte aus Kaninchen
generiert. Daflir wurde LOX-1 aus Ratte, sowie dessen einzelne Doménen kloniert. Die
Herstellung der rekombinanten Proteine erfolgte als Fusion mit Glutathion-S-Transferase. Die
Aufreinigung der hydrophilen Bereiche (repeats (AS 94-232), interdomain (AS 57-93),
Zytosolische Domane(AS 1-34)) mittels Affinitdtschromatographie war in quantitativem
MaRstab mdoglich. Im Gegensatz dazu konnten die hydrophoben Bereiche
(Transmembrandomaéne (AS 35-93), C-type-lectin-like domain(AS 233-364)) nicht mittels
Affinitatschromatographie aufgereinigt werden. Da diese Proteine in unldslicher Form
vorlagen, wurde zundchst versucht, durch Zugabe von Triton X 100 2% als nichtionisches
Detergens die Loslichkeit der rekombinanten Proteine zu verbessern. Auch die Zugabe von
DTT, das durch Reduktion der SH-Gruppen der Glutathion-S-Transferase die Bindung an die
Glutathion-Sepharose beginstigt, (Frangioni et al, 1993) fuhrte zu keiner erhdhten Ausbeute
bei der Reinigung. Es wurde N-Lauroylsarcosin als Detergens zugegeben, um die Loéslichkeit
der Proteine zu verbessern und anschliefend Triton X-100 hinzuzufugt, um die durch das
Detergens reduzierte Affinitat fir die Gluthationsepharose zu erhdéhen. Dieses Verfahren
wurde ebenfalls von Fragione et al., 1993 erfolgreich verwendet, brachte aber in dieser Arbeit
keine Verbesserung. Es konnte schliellich nachgewiesen werden, dass die gesuchten Proteine
sich in sogenannten Einschlusskorperchen befanden. Hierbei handelt es sich um eine
intrazellulare Akkumulation der unldslichen Proteine als Aggregate. Physiologischerweise
dienen diese Einschlusskorperchen dazu, dass sich die Bakterienzelle fremder oder toxischer
Proteine (z.B. nach Phagenbefall) entledigen kann. Die Aufreinigung der Proteine aus den
Einschlusskorperchen und ihre Uberfilhrung in die native Form (und nur die bindet an die
Sepharoseséule) ist sehr aufwendig (Marston et al., 1990).

Das dargestellte GST-Fusionsprotein, das das Volldngenprotein darstellen sollte, war nur ca.
20 kD groR. Das errechnete Molekulargewicht betragt 50 kD. Es ist davon auszugehen, dass
in dem verwendeten Expressionssystem das Protein in den Bakterien proteolytisch abgebaut
wird. Auch durch Temperaturabsenkung nach Induktion der Bakterien und Untersuchung des
Gesamtproteinextraktes der Bakterien sehr kurz nach der Induktion erbrachte kein Nachweis

des Proteins. Auch andere Arbeitsgruppen gelang durch Reduktion der Wachstumstemperatur
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keine Darstellung der gesuchten Proteine, wie Zhao et al., 1997 die Penicillin bindendes
Protein als GST-Fusionsprotein darstellen wollten. Eine mogliche Ursache fir die geringe
oder vollig fehlende Expression von LOX-1 konnte am verwendeten Expressionssystem
liegen. Die verwendete cDNA ist eukaryotischen Ursprungs, das verwendete
Expressionssystem prokaryotisch. Es ist bekannt, dass das LOX-1-Rezeptorprotein bei
einigen Spezies posttranslationell modifiziert wird. Zur posttranlationellen Modifizierung
gehdren unter anderem die Glykosilierung, die Acetylierung, die Phosphorylierung, sowie die
proteolytische Prozessierung. In prokaryotischen Systemen finden diese Modifikationen nicht
oder nur fehlerhaft statt. Die fehlende Modifikation kann die biologische Aktivitat und ein
unterschiedliches Losungsverhalten bedingen.

Die in dieser Arbeit generierten Antikorper erkannten das Antigen spezifisch. Bei
Westernblots in denen Gesamtprotein aus Rattengewebe eingesetzt wurde, konnte mit allen
drei in dieser Arbeit generierten Antikorpern, LOX-1 nachgewiesen werden. Jedoch traten
auch weitere Banden auf. Nicht geklart ist ob es sich hierbei um unspezifische Banden
handelt, oder um Molekiile die eine strukturelle Ahnlichkeit mit LOX-1 aufweisen, oder ob es
sich sogar um unreife oder unterschiedlich posttranslational modifizierte Varianten von LOX-
1 handelt. In gefaRreichen Organen der Ratte konnte durch Western-Analysen die Expression
von LOX-1 nachgewiesen werden. In Lunge, Niere, Milz, Muskel, Leber, aber auch in
unbehandeltem Dinndarm stellte sich in Western-Analysen bei 42 kD eine Bande dar. Dies
entspricht dem aufgrund der Aminosdauresequenz ermitteltem Gewicht. Es ist also davon
auszugehen, dass es bei der Ratte nicht zu einer posttranslationellen Modifikation, wie sie bei
anderen Spezies nachzuweisen ist, kommt. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die
generierten Antikorper LOX-1 in humanen Geweben (Plazenta, Arterie) nachweisen kdnnen.
Funktionsuntersuchungen in menschlichem Gewebe sind also mit diesen Antikorpern

ebenfalls maglich.

In dieser Arbeit konnte eine Phosphorylierung der zytosolischen Domaéne in vitro gezeigt
werden. Fir die in vitro-Phosphorylierung wurde die zytosolische Domane als GST-
Fusionsprotein eingesetzt. Sowohl GST als auch die zytosolische Doméne verfiigen tber
potentielle Phosphorylierungsstellen. Da aquimolare Mengen Protein eingesetzt wurden und
die Schwérzung der zytosolischen Doméne im Vergleich zum GST deutlich vermehrt ist, ist
von einer in-vitro-Phosphorylierung der zytosolischen Domane auszugehen. Die
Phosphorylierung eines Proteins erfolgt durch ATP-abhéngige Proteinkinasen, die zu

verénderten Eigenschaften des Proteins fuhrt. Meist werden Seryl-, seltener Threonyl oder
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Tyrosylreste phosphoryliert. Die Phosphorylierung ist ein reversibler Prozess, da der
Phosphatrest durch eine Proteinphosphatase wieder abgespalten werden kann. Enzyme
kénnen durch Phosphorylierung aktiviert oder deaktiviert werden. Auch bei verschiedenen
Membranrezeptoren (z.B. Insulin-, IGF-, Acetylcholinrezeptor) ist eine
Aktivitatsbeeinflussung durch Phosphorylierung bekannt. (Lehrbuch der Biochemie; Loffler/
Petrides, Springer Verlag, 1998)
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Abb. 18.: Mdgliche Phosphorylierungsstellen von LOX-1 der Ratte. Die Errechnung der potentiellen

Phosphorylierungsstellen erfolgte mit dem Programm Netphos

Maoglicherweise kommt es auch in-vivo zur Phosphorylierung der zytosolischen Domane. Es
ist auch vorstellbar, dass die Phosphorylierung zu einer Funktionsanderung des Proteins
beitragt, oder dass Uber die Phosphorylierung intrazellulére Signaltransduktionswege
initialisiert werden. In der Folgezeit wird es nétig sein, die Bedingungen fir die
Phosphorylierung des LOX-1-Rezeptors und deren Auswirkungen genauer zu untersuchen.
Es konnte gezeigt werden, daR verschiedene inflammatorische Konditionen zu einer
verdnderten Expression von LOX-1 fuhren. Méglicherweise erfolgt eine Regulation der

Funktion von LOX-1 durch Phosphorylierung.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass es durch Ischamie im Herzgewebe der Ratte zu
einer vermehrten Expression des LOX-1-Rezeptors kommt. In den durchgefiihrten Western-
Analysen ist mit den verwendeten Antikdérpern in nicht vorbehandeltem Herzmuskelgewebe
der Ratte und Kardiomyozyten eine LOX-1-Expression nicht nachzuweisen. In Rattenherzen,
die einer Ischdmie unterzogen wurden lasst sich eine LOX-1 Expression auf Proteinebene
nachweisen. Verglichen wurde, wie in Abbildung 15 ersichtlich Lungengewebe als Referenz,

in dem der LOX-1-Rezeptor mit unserem Antikdrper immer nachweisbar war, sowie
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Herzgewebe, das nach 30mindtiger Einschlagphase von der Langendorfanlage abgenommen
worden war und Herzgewebe das an der Langendorfanlage einer 30minutige Ischdmiephase
ausgesetzt worden war. In den ischdmischen Proben war die LOX-1-Bande deutlich starker
ausgepragt als in den nichtischdmischen Proben. Es ist also davon auszugehen, dass es im
Herzgewebe bei Ratten zu einer vermehrten Expression von LOX-1 unter Ischdmie kommt.
Auch die Arbeitsgruppe Li et al. untersuchte 2002 die Auswirkung von Ischamie und
Reperfusion auf die Expression von LOX-1. Bei andasthesierten Ratten erfolgte fur 60

Minuten die Ligatur der linken Koronaraterie, es schlossen sich 60 Minuten Reperfusion an.
In diesem Versuch war die LOX-1-Expression deutlich erhoht wéhrend der Ischdmie- und
Reperfusionsphase. Gleichzeitig stieg auch die Expression von Matrixmetalloproteinase-1
und Adhasionsmolekilen (P-Selektin, VCAM-1, ICAM-1). Ebenfalls liel3 sich eine intensive
Leukozytenakkumulation im Ischamiereperfusionsbereich nachweisen. Die Gruppe, die mit
blockierenden LOX-1-Antikorpern behandelt worden war, zeigte alle diese Effekte deutlich
weniger ausgepragt. Aullerdem war die InfarktgroRe kleiner. Um die Verbindung zwischen
LOX-1 und Adhasionsmolekilexpression zu erforschen, wurde die Expression der auf
oxidativen Stress sensitiven p38 mitogenaktivierten Proteinkinase bestimmt. Deren
Expression wurde durch Ischdmie/Reperfusion erhéht, jedoch nicht bei den mit LOX-1-
Antikorper blockierten Zellen. Li et al. konnten also zeigen, dass die Inhibition von LOX-1
einen wichtigen protektiven Effekt auf die myokardiale Schadigung durch Ischamie und
Reperfusion besitzt.

Die Arbeitsgruppe um Schwarz et al. konnte 2002 nachweisen, dass es auch bei der
zerebralen Ischamie zu einer mehr als verzehntfachen Genexpression von LOX-1 im
Infarktgebiet kommt. Unklar ist noch in welchem Zelltyp im Gehirn LOX-1 vorkommt.
Schwarz et al. gehen davon aus, dass LOX-1 weder in den Neuronen noch in den
Endothelzellen des Gehirns in dieser signifikanten Menge gebildet wird.

Tatsuguchi et al. beschrieben 2003 eine Mutation des LOX-1-Gens beim Menschen. Es
handelt sich um einen Einzelnucleotidpolymorphismus, G501C, fur den ein signifikanter
Zusammenhang mit der Wahrscheinlichkeit einen Myokardinfarkt zu erleiden beschrieben
wurde. Ob dies auf einer verénderten Ischdmietoleranz oder eher einem erhéhtem Risiko fur
Atherosklerose beruht, ist nicht bekannt.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass es auf RNA-Ebene durch eine dreiBigminitige
Ischdmiephase und 120 Minuten darauf folgende Reperfusionsphase zu einer deutlich
vermehrten Expression von LOX-1 in Rattenherzen kommt, und dass dieser Effekt sich durch

Vorbehandlung der Tiere mit Sildenafil vermindern lasst. Diese Ergebnisse zeigten sich in
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dieser Arbeit als deutlicher Trend. Der Phosphodiesterasehemmer, Sildenafil ist ein
Medikament, das zur Behandlung der erektilen Dysfunktion eingesetzt wird.
Tierexperimentell konnte gezeigt werden, dass Sildenafil einen der ischdmischen
Prékonditionierung ahnlichen kardioprotektiven Effekt unter Ischdmie/Reperfusion vermittelt.
Es wird vermutet, dass dieser Effekt durch NO, das durch iNOS und eNOS generiert wird,
sowie durch die Proteinkinase C, die zur Offnung von mitochondrialen ATP-sensitiven
Kaliumkanalen fihrt, entsteht. Es konnte ebenfalls nachgewiesen werden, dass diese Substanz
Zelltod sowohl durch Nekrose als auch Apoptose in Kardiomyozyten vermindert (Kukreja et
al., 2005). Die Bedeutung von LOX-1 bei der Ischdmie und Reperfusion und deren zellulére
Mechanismen sind nicht vollstandig geklart und mussen in weiteren Arbeiten genauer

untersucht werden.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass es bei einer durch LPS induzierte Sepsis im
Rattendarm zu einer signifikant vermehrten mRNA-Expression von LOX-1 kommt. Durch
Gabe eines Antibiotikums (Imipinem) konnte die LPS-induzierte Expressionserhéhung von
LOX-1 verringert werden.

Frihere Studien konnten zeigen, dass LOX-1 eine Rolle in der Endotoxin-vermittelten
Entzundungsreaktion spielt. In einem Rattenmodell verminderte die Gabe eines LOX-1-
Antikdrpers bei den Ratten nach Endotoxininjektion den Grad der Leukopenie nach einer
Stunde und verhinderte den Tod der Tiere nach 24 Stunden.

In einem Uveitismodel (durch niedrige Endotoxindosen) hervorgerufen, zeigte sich, dass der
LOX-Antikorper die Leukozyteninfiltration und Proteinexsudation vermindert.

In einer Intravitalmikroskopie der Venen der Retina zeigte sich, dass der LOX-1-Antikorper
die Anzahl der rollenden Leukozyten und deren Geschwindigkeit reduzierte. Es ist davon
auszugehen, dass der LOX-1-Rezeptor ein Adhasionsmolekil ist, dass an der
Leukozytenrekrutierung mitwirkt und ein attraktiven Angriffspunkt fur die Behandlung der
endotoxininduzierten Entziindungsreaktion darstellt (Honjo et al., 2002).

Die Bedeutung von LOX-1 bei der Pathyphysiologie der Ischdmie und der Sepsis ist noch
nicht gekl&rt und muss in weiteren Arbeiten genauer untersucht werden. Die Ergebnisse
dieser Arbeit lassen vermuten, dass LOX-1 nicht nur als Rezeptor fur oxidiertes LDL
fungiert, sondern unter pathophysiologischen Bedingungen maoglicherweise weitere

Funktionen aufweist.
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5 Zusammenfassung

5 Zusammenfassung

LOX-1 ist ein membranstandiger Rezeptor fur oxidiertes LDL, der hauptsachlich auf
Endothelzellen vorkommt. LOX-1 spielt eine wesentliche Rolle in der Entstehung und der
Progression der Atherosklerose.

In dieser Arbeit wurde die cDNA von LOX-1 der Ratte kloniert und verschiedene Bereiche des
Rezeptors rekombinant dargestellt. Die Proteine wurden als Fusion mit Glutathion-S-Transferase
in E. coli exprimiert. Die hydrophilen Bereiche von LOX-1, die die “repeats” (AS 94-232), die
“interdomain” (AS 57-93) und den zytosolische Teil (AS 1-34) umfassen, wurden Uber
Affinitatschromatographie in quantitativen Mal3stab prépariert.

Fur die rekombinanten Proteine, die die hydrophoben Bereiche (Transmembrandoméne (AS 35-
56) und die “C-type lectin-like”- Domane (AS 232-364)) darstellen, konnte nachgewiesen
werden, dass diese in Einschlusskorperchen lokalisiert sind

Das Vollangenprotein konnte in E. coli nicht exprimiert werden. Uber Western-Analyse konnte

eine Degradierung des rekombinanten Proteins in E. coli nachgewiesen werden.

Es konnten polyklonale Antikdrper gegen zwei unterschiedliche Bereiche von LOX-1 generiert
werden. Die Funktionalitdt der generierten Antikorper konnte in Western-Analysen gezeigt
werden. LOX-1 wird in gefaBreichen Organen (Lunge, Niere, Milz, Leber, Muskel und
Dinndarm) der Ratte exprimiert. Die generierten Antikdrper konnten auch erfolgreich fiir den
Nachweis von LOX-1 in humaner Plazenta und humanem atheromatdsem Plaque verwendet

werden.

Uber Computeranalysen wurden mehrere potentielle Phosphorylierungsstellen in LOX-1

identifiziert. Der zytosolische Bereich von LOX-1 wird in vitro phosphoryliert.

Es ist bekannt, dass unter bestimmten pathophysiologischen Bedingungen die Expression von
LOX-1 moduliert wird. In dieser Arbeit konnte der Nachweis erbracht werden, dass Ischamie zu
einer vermehrten Expression von LOX-1 in Rattenherzen fuhrt. Durch VVorbehandlung der Tiere

mit Sildenalfil konnte dieser Effekt der Ischamie deutlich vermindert werden.
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5 Zusammenfassung

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine durch Lipopolysaccharide induzierte Sepsis im
Rattendarm zu einer erhéhten mRNA-Expression von LOX-1 flhrt. Durch das Antibiotikum

Imipinem konnte die LPS-induzierte Expressionserhdhung von LOX-1 verringert werden.

Die Bedeutung von LOX-1 bei der Pathophysiologie der Ischdmie und Sepsis ist noch nicht
geklart und muss in weiteren Arbeiten genauer untersucht werden.
Es ist davon auszugehen, dass LOX-1 nicht nur als Rezeptor flr oxidiertes LDL fungiert, sondern

unter pathophysiologischen Bedingungen maglicherweise weitere Funktionen aufweisen kann.
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