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1. Einleitung

1.1 Die Bedeutung alternativer SpleiBprozesse

Das menschliche Genom besteht aus ca. 30.000 Genen, welche eine Proteinzahl
kodieren, die um mindestens eine Grollenordnung hdher ist (Ladomery et al., 2007).
Der Hauptgrund fur diese Diskrepanz sind alternative Spleillprozesse an der Préa-
messenger RNA (Pra-mRNA) (Stamm et al., 2005). Man nimmt heute an, dass ca. 75
% der Gene des Menschen alternativ gespleif3t werden (Johnson et al., 2003; Clark
et al, 2007). Aus einer Prd&-mRNA koénnen dadurch verschiedene
Translationsprodukte mit unterschiedlichen Eigenschaften im Hinblick auf die
Lokalisierung, Aktivitdt und Funktion entstehen (Stamm, 2002; Bogdanov, 2006).
Alternatives Spleillen von Pra-mRNA ist daher ein essenzieller regulatorischer
Mechanismus zur Kontrolle der Proteindiversitat und funktionellen Vielfalt des
Proteoms, besonders auch in Reaktion auf Umweltverdnderungen (Black, 2003;
Ladomery et al., 2007).

Serin/Arginin-reiche (SR) Proteine stellen eine Familie von hochkonservierten
Faktoren dar, welche der Regulation des konstitutiven und alternativen Splei3ens
von Pré-mRNA dienen (Bourgeois et al., 2004). Die Aktivitdt von SR-Proteinen wird
Uber ihren Phosphorylierungszustand reguliert (Stamm et al., 2008; Prasad et al.,
1999). SR-Proteinkinasen, wie die Cdc2-like Kinase (Clk)-Familie, welche aus vier
Mitgliedern besteht (CIk1/Sty und Clk2—4) (Muraki et al., 2004), die
DNA Topoisomerase | (DNA topo |I) (Rossi et al., 1996), die Proteinkinase B/Akt
(Blaustein et al., 2005) sowie die SR-Proteinkinasen (SRPK) 1 und 2 (Stamm, 2002)
regulieren die Phosphorylierung von SR-Proteinen und damit auch deren
intrazellulare Lokalisierung und Aktivitdt wahrend alternativer Spleil3prozesse
(Abbildung 1).
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Abbildung 1. Regulation des alternativen Spleilens.

Darstellung der Regulation der Lokalisierung und der SpleiRaktivitdt des SR-Proteins
SF2/ASF sowie dessen Struktur. Die zytoplasmatischen SR-Proteinkinasen (SRPK 1
und 2) regulieren den Transfer von SF2/ASF in spezielle Speicherorte (nuclear
Speckles), welche im Zellkern lokalisiert sind. Die nukledren SR-Proteinkinasen

DNA Topoisomerase | und die Clk-Familie regulieren Uber spezifische
Phosphorylierungen der SR-Proteine deren Aktivitat beim alternativen Spleifl3en, die
Auswahl der Spleif3orte, die Zusammenlagerung der SpleiRapparatur (Spleiffosom) und
somit die Bildung unterschiedlicher Splei3produkte. Camptothecin und TG003 sind
pharmakologische Inhibitoren der nukledren SR-Proteinkinasen (DNA Topoisomerase |
und Clk1, 2 und 4).

Alternative Spleil3prozesse sind sowohl unter normalen Bedingungen als auch bei
verschiedenen Krankheitsbildern und deren Entwicklung von grof3er Bedeutung
(Faustino et al., 2003; Stamm et al., 2005). Die Prozesse des alternativen Spleilens
spielen eine wichtige Rolle bei der Pathogenese verschiedener kardiovaskulérer
Krankheiten (Giordano et al., 2007), wobei die Funktion des Endothels bzw. dessen
Veradnderung unter pathogenen Bedingungen entscheidend ist (Holmes, 2005;
Bogdanov, 2006). In diesem Zusammenhang spielt das alternative Spleillen von
Tissue Factor (TF) und der endothelialen Stickstoffmonoxidsynthase (eNOS) eine
bedeutende Rolle (Bogdanov et al.,, 2003; Lorenz et al., 2007). Diese beiden



Faktoren sind maRgeblich an der Regulation endothelialer Funktionen, wie der
Zellproliferation und Migration, der Apoptose, der Adhéasion sowie der Angiogenese
und Thrombogenitat unter normalen und pathophysiologischen Bedingungen beteiligt
(Hobbs et al., 2007; Szotowski et al., 2007; Rauch et al., 2000; Desjardins et al.,
2006; Jagadeesha et al., 2009; Cui et al., 2009).

1.2 Das Endothel und seine Funktionen

Das Endothel stellt eine einschichtige Barriere zwischen Blut und Gewebe dar,
welche aus annahernd 1 x 10" Einzelzellen besteht (Jaffe, 1997). Das Endothel ist
von grofer Bedeutung flr die Regulation der GefdalRwandhomdostase und der
Thrombogenitat des Blutes (Rauch et al., 2000; Morel et al., 2006). Dabei sind die
Endothelzellen in entscheidendem Malde an der Kontrolle wichtiger Funktionen, wie
der Regulation des Blutdrucks Uber die Vasodilatation und die Vasokonstriktion
(Stangl et al. 2004, Dschietzig et al., 2003), der Adhasion und Migration von
Leukozyten (Ley et al., 2007; Zakrzewicz et al., 1997), der intrazelluldren
Signaltransduktion (Riewald et al., 2005), der Blutgerinnung und Wundheilung
(Szotowski et al., 2005; Santiago-Delpin, 2004) oder der Angiogenese (Ahmad et al.,
2006) beteiligt. Des Weiteren spielen sie sowohl unter normalen als auch unter
pathophysiologischen Bedingungen, wie bei Vorliegen atherosklerotischer
Erkrankungen (Busse et al., 1996), bei der Sepsis (van Eijk et al., 2008) oder unter
inflammatorischen Bedingungen (Nold-Petry et al., 2009) eine wichtige Rolle.
Endothelzellen exprimieren eine Vielzahl von I6slichen und zelloberflachen-
gebundenen Proteinen, welche an den zuvor genannten Mechanismen und
Pathomechanismen beteiligt sind (Bruneel et al., 2003; Roesli et al., 2008). Neben
verschiedenen Chemokinen und Adhasionsmolekilen sind auch Faktoren wie
beispielweise Tissue Factor (TF) oder die endotheliale Stickstoffmonoxidsynthase
(eNOS) unter diesen Proteinen vertreten (Pober et al., 1990; Lin et al., 2005). TF ist
dabei besonders wegen seiner Rolle bei der Regulation der Thrombogenitat von
groler Bedeutung (Mackman, 2004), wahrend eNOS Uber die Synthese von
Stickstoffmonoxid (NO) in entscheidendem Malie an der Kontrolle des Gefaldtonus
und der Gewebsperfusion beteiligt ist (Li et al., 2007). Sowohl das Muster als auch
die Expressionsrate der verschiedenen endothelial gebildeten Faktoren kann sich
beim Ubergang von physiologischen zu pathologischen Bedingungen &ndern

(Minagar et al., 2008; Kadl et al., 2002). Im aktivierten inflammatorischen Zustand
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der Endothelzellen wird das Expressionsmuster einer Vielzahl dieser Proteine
modifiziert (Schouten et al., 2007), was das klinische Bild der inflammatorischen
Reaktion bestimmt (Kadl et al., 2002). Dabei verandert sich unter inflammatorischen
Bedingungen auch die Expression sowie die Aktivitat von TF und eNOS, wodurch die
Endothelfunktion unter diesen Umstanden malfgeblich beeinflusst wird (Napoleone
et al., 2002; Szotowski et al., 2005; Ying et al., 2007; Tai et al., 2004).

1.3 Die biologische Bedeutung von Tissue Factor

Im Jahre 1892 wurde erstmalig im Rahmen der Blutgerinnung von einer unbekannten
Substanz gesprochen, welche in der Lage sei, Prothrombin zu Thrombin
umzuwandeln und dadurch die Gerinnung des Blutes zu induzieren (Schmidt, 1892).
Morawitz bestatigte diese Aussage und benutzte in diesem Zusammenhang
erstmalig den Begriff ,Thrombokinase® fur den Faktor, welcher die Blutgerinnung
beeinflusst (Morawitz, 1905). Im Laufe der Zeit wurden weitere Begriffe fir dieses
Protein gepréagt, wie 1938 durch Nolf die Bezeichnung ,Thromboplastin“ oder ,Tissue
Factor durch Howel im Jahre 1935 (Howel, 1935; Nolf 1938). Die Isolierung und
genauere Charakterisierung dieses Proteins gelang allerdings erst in den 80er
Jahren des 20. Jahrhunderts (Bach et al., 1981; Broze Jr. et al., 1985). Im Hinblick
auf eine einheitliche Nomenklatur spricht man heute nur noch von Tissue Factor (TF,
Faktor Ill, CD 142). Dieser Begriff begriindet sich auf der Vorstellung, dass TF im
Gewebe vorliegt, erst nach der Verletzung der GeféalBwand mit dem zirkulierenden
Blut in Kontakt tritt und mit den darin enthaltenen Gerinnungsfaktoren wechselwirken
kann. Die Grundlage zum heutigen Verstédndnis der Ablaufe wahrend der
Blutgerinnung stellt die 1964 aufgestellte ,Wasserfall-“ bzw. ,Kaskaden-Theorie"
(Davie et al., 1964; Mac Farlane, 1964) dar. Im Rahmen dieser Theorie wird davon
gesprochen, dass die Zymogene, inaktive Vorlaufer der Gerinnungsfaktoren, im
Laufe eines kaskadenartigen Ablaufes durch Serinproteasen und Ko-Faktoren in die
aktiven Enzymformen Uberfihrt werden und ihrerseits nachfolgende Proenzyme
spalten kdnnen. TF wurde extravaskular in diversen menschlichen Geweben, wie der
Lunge, den Nieren, der Leber oder dem Gehirn, nachgewiesen (Drake et al., 1989;
Fleck et al., 1990). Dort soll die Expression von TF vor spontanen Blutverlusten
schitzen. Im Rahmen der Blutgerinnung unterscheidet man zwischen zwei
Systemen der sogenannten extrinsischen (TF-aktivierten) und der intrinsischen

(kontaktaktivierten)  Gerinnungskaskade (Abbildung 2). Das extrinsische
10



Gerinnungssystem wird auf exogenem Wege durch TF gestartet. Das intrinsische
System wird nach dem Kontakt mit anionischen Oberflachen, wie der Wand eines
Reagenzglases, durch die Aktivierung des Gerinnungsfaktors (F)XIl ausgeldst, der
intrinsisch, d.h. im Blut zirkulierend, vorhanden ist. Uber beide Systeme kommt es
zur Bildung von FXa, welcher Prothrombin proteolytisch spaltet und so aktiviert, was
schlief3lich zur Fibrinbildung fuhrt.

Intrinsisches Gerinnungssystem Extrinsisches Gerinnungssystem
Xlasxi
PPK
HMWK ™ o
xn &7 S
HMWK
Xlla Xa
xi ] - <Z Vwi

Vila

Xla
x @ D < Wx
Xa
Prothrombin &7 <0

Thrombin

Fibrinogen & D
Fibrin

X @

Thrombin Xllla

Fibin (0 <O

Fibrin stabilisiert

Abbildung 2. Schematische Darstellung der Blutgerinnungskaskade
nach Davie und Mac Farlane, 1964.

(HMWK) hochmolekulares Kininogen; (PPK) Plasma-Prakallikrein; (TF) Tissue Factor.

Es wurde jedoch aus den Arbeiten anderer Gruppen ersichtlich, dass der intrinsische
FIX ebenfalls durch den TF/FVIla-Komplex aktiviert wird, was einer strikten Trennung
zwischen intrinsischem und extrinsischem System widerspricht (Osterud et al., 1977;
Bauer et al., 1990). Des Weiteren aktiviert Thrombin FXI ohne Beteiligung von FVII
(Gailani et al., 1993; Naito et al., 1991).

Nach dem aktuellen Kenntnisstand spielt das intrinsische System hauptsachlich beim
Kontakt von Blut mit kiinstlichen, negativ geladenen Oberflachen eine Rolle in der
Blutgerinnung und nicht als physiologischer Hauptaktivator der Fibrinbildung

(Courtney et al., 1994). Dies zeigte sich aus der Beobachtung, dass ein Mangel an
11



Kontaktaktivierungsfaktoren, wie FXIl oder hochmolekularem Kininogen, keine
gesteigerte Blutungsneigung erkennen lie} (Kienast et al., 1993). Im Gegensatz dazu
waren Mangelzustdnde an extrinsischen Gerinnungsfaktoren, wie FVII, FX oder FV,
meist letal (Aasrum et al., 2002; Yang et al., 2000). Ferner wurden bis heute keine
Falle von Patienten mit einem mutationsbedingten Ausfall des TF-Gens bekannt. Im
Mausmodell zeigte sich, dass das Ausschalten (,knock-out‘) des TF-Gens immer
letal verlief (Mackman, 2004). Diese Ergebnisse fiihrten dazu, dass ein neues
Gerinnungsschema aufgestellt wurde, im dem TF als primarer Initiator der

Koagulationskaskade angesehen wird (Abbildung 3).
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! J
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Aktivierung 4

Abbildung 3. Schematische lllustration der Blutgerinnung. (in vereinfachter Form)
F: Faktor, PL: Phospholipide, TF: Tissue Factor.

Vaskularer TF ist Rezeptor und Ko-Faktor flr FVII oder den im Blut zirkulierenden
aktivierten FVII (FVIla) (Bach, 1988; Nemerson, 1988). Der TF/FVlla-Komplex
aktiviert die Zymogene FIX und FX, was zur Bildung geringer Mengen an Thrombin
und dadurch zur partiellen Aktivierung von Thrombozyten und einer quantitativen
Umsetzung der Ko-Faktoren V und VIII fihrt (Esmon, 1979; Eaton et al., 1986). Uber

einen positiven Rlckkopplungsmechanismus, bei dem auf Membranoberflachen

12



FVIlla mit FIXa komplexieren, was zur Bildung von einer 50- bis 100-fach gréReren
Menge an FXa im Vergleich zum TF/FVIla-Komplex fuhrt, wird die Blutgerinnung
verstarkt. Ferner fihrt die Bildung des sogenannten Prothrombinase-Komplexes aus
FXa, FVa und Prothrombin zu einer 25-fachen Erhéhung der Thrombinbildung und
schliel3lich zur Bildung eines stabilen Fibringerinnsels (Nemerson et al.,, 1982;
Kalafatis et al., 1994). Dieses Modell zeigt, dass bereits geringe Mengen an TF
genugen, um ein Gefal} zu verschlie3en.

Uber seine Bedeutung als primarer Initiator der physiologischen Blutgerinnung
hinaus spielt TF auch unter pathologischen Bedingungen eine wichtige Rolle. Dazu
zahlen unter anderem die Entstehung von Thrombosen (Osterud, 1998; Rauch et al.,
2000), die Pathogenese der Atherosklerose (Marutsuka et al., 2005; Rauch et al.,
2001) und die Verstarkung inflammatorischer Reaktionen (Schouten et al., 2008).
Des Weiteren ist TF an einer Vielzahl weiterer Prozesse, wie der Angiogenese
wahrend der Embryonalentwicklung (Carmeliet et al., 1996), der Migration bzw.
Transmigration von monozytéren Zellen durch das Endothel (Muller et al., 1999), der
Wundheilung (Chen et al.,, 2005), der Tumorangiogenese, -progression und
-metastasierung (Milsom et al., 2007; Rauch et al., 2005) und der Signaltransduktion
Uber sogenannte Protease-aktivierte Rezeptoren (PARs) beteiligt (Schouten et al.,
2008).

1.4 Die Struktur und Expression von Tissue Factor

TF ist ein transmembranares Glykoprotein mit einem Molekulargewicht von 47 kD
und gehoért zur Familie der Klasse-ll-Zytokinrezeptoren (Bazan, 1990). Das
Polypeptid besteht aus 295 Aminosduren (AS), aus dem nach Abspaltung eines
Signalpeptides ein 263 AS langes reifes Protein gebildet wird. TF wird in drei
Domanen unterteilt: a) die extrazellulare Domane, welche aus 219 AS besteht, b)
eine 23 AS lange Transmembrandomane und c) die zytoplasmatische Domé&ne mit
21 AS (Edgington et al., 1991). Uber die extrazelluldre Doméne erfolgt die Bindung
von FVII/VIla (Banner et al., 1996), was eine Aktivierung von FVlla bewirkt und die
hydrolytische Umsetzung von FX um den Faktor 2 x 107, verglichen mit FVlla allein,
verstarkt (Edgington et al., 1997). Die transmembranare Doméne verankert das TF-
Protein in der Zellmembran. Diese Doméne ist fur die funktionelle Aktivitat des
TF/FVlla-Komplexes nicht essenziell, erhdht aber dessen Affinitdt zur Bindung von

FX und FIX. Allerdings ist die Assoziierung von TF mit Phospholipiden entscheidend
13



fur die Aktivitat (Paborsky et al., 1991). Die Komplexierung von TF mit FVlla flhrt zur
Aktivierung einer Phosphatidylinositol-spezifischen  Phospholipase und zur
Mobilisierung von intrazelluldarem Kalzium, was uber die zytoplasmatische Doméane
vermittelt wird (Rottingen et al., 1995). Ferner fihrt diese Komplexbildung zur
Bindung der zytoplasmatischen Domé&ne an das Aktin-bindende Protein 280
(ABP280) sowie zur Phosphorylierung der fokalen Adhasionskinase (FAK) (Ott et al.,
1998).

Das humane TF-Gen umfasst 12,4 kb und ist auf dem Chromosom 1 p21-p22
lokalisiert (Carson et al., 1985). Es besteht aus 6 Exons, welche durch 5 Introns
voneinander getrennt sind (Mackman et al., 1989). Exon 1 beinhaltet die genetische
Information fir die Translationsinitiation, die posttranslationale Prozessierung und
den Einbau von TF in die Zellmembran. In den Exons 2 bis 5 ist die extrazellulare
Doméne von TF kodiert, wahrend Exon 6 die Transmembrandoméne sowie den
zytoplasmatischen Bereich von TF abbildet (Bogdanov et al., 2003). Das TF-Gen
wird in eine 2,2 kb groe mRNA transkribiert, welche in das TF-Protein translatiert
wird (Abbildung 4).

TF-Gen Y/ —_— /A

1 Transkription

TFpra-mRNA [E1 1 B 2 B = B » [E5] s [Ee

TF-mRNA

TF-Protein

Zellmembran

Membranprotein IGsliches Protein

Abbildung 4. Schematische Darstellung des TF-Gens, dessen Transkription, mMRNA-SpleilRen und
Translation.

asHTF: alternativ gespleifldter humaner TF, TF: Tissue Factor, E: Exon, I: Intron.

14



Zellen, die keinen direkten Kontakt zum zirkulierenden Blut besitzen, wie
perivaskulare Zellen (Fibroblasten oder Perizyten) und extravaskuldre Zellen
(Keratinozyten), exprimieren TF konstitutiv (Drake et al., 1989; Wilcox et al., 1989).
Im Gegensatz dazu exprimieren Zellen wie Monozyten, Makrophagen und
Endothelzellen, die mit dem Blutstrom in Berlihrung kommen, unter physiologischen
Bedingungen kein TF. In diesen Zellen ist die TF-Expression durch die Stimulation
mit Entzindungsmediatoren, wie Interleukinen, Tumor-Nekrose-Faktor-alpha (TNF-a)
Lipopolysacchariden, Wachstumsfaktoren, oder durch andere Reize, wie
ionisierende Strahlung, induzierbar (Szotowski et al., 2005; Schwartz et al., 1981;
Goldin-Lang et al., 2007; Ahamed et al., 2007). Die transkriptionelle Regulation ist fur
die TF-Expression von entscheidender Bedeutung (Edgington et al., 1991), wobei die
Trankriptionsfaktoren, AP-1, NF-kB, SP-1 und EGR-1 eine wichtige Rolle spielen
(Mackman et al., 1990).

1.5 Die Generierung und Bedeutung alternativ gespleiBter Formen von
Tissue Factor

Uber alternative SpleiRprozesse an der TF-pr&-mRNA kommt es zur Bildung
verschiedener Spleillvarianten von TF. Auf mRNA-Ebene fihrt die Insertion von
Intron 1 zur Generierung zweier mRNA-Splei3varianten. Durch ein Stopp-Kodon,
welches in Intron 1 auftritt, kommt es zu einem vorzeitigen Abbruch der Translation,
sodass kein reifes TF-Protein aus diesen Transkripten gebildet wird (van der Logt et
al., 1992). Chand et al. zeigten 2006, dass in verschiedenen Typen von Tumorzellen
eine weitere Spleivariante synthetisiert wird. Diese beinhaltet ein 495 bp grolles
Teilstlick von Intron 1, welches durch alternatives Splei3en der TF-pr&-mRNA in der
reifen mRNA inseriert bleibt (Chand et al., 2006). Bei dieser mRNA-Isoform kommt
es ebenfalls zu einem verfrihten Abbruch der Translation, der auf ein zuséatzliches
Stopp-Kodon innerhalb des intronischen Fragmentes zurlckzufihren ist. In
gesunden Zellen stellt diese Spleillvariante nur ca. 1 % aller TF-Transkripte dar,
wahrend dieser Anteil in verschiedenen Tumorzellen auf bis zu 10 % ansteigt. Die
Bedeutung dieser TF-mRNA-Isoform ist bislang unklar, aber es wird derzeit gepriift,
ob dieses Transkript als diagnostischer Marker zur Detektion solider Tumoren
geeignet ist.

Neben der Bildung reiner mRNA-Spleilvarianten kommt es durch alternatives

Spleillen der TF-pr&-mRNA auch zur Bildung von TF-Isoformen auf Proteinebene.
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Bogdanov et al. wiesen 2003 eine humane TF-Isoform nach, die durch das
Heraussplei3en von Exon 5 aus der pr&-mRNA von TF generiert wird (Bogdanov et
al., 2003) (Abbildung 4). Exon 4, welches mit einem kompletten Kodon endet, wird
direkt an Exon 6 geflgt, welches mit einem unvollstdndigen Kodon beginnt. Dies
fuhrt zu einer Leserasterverschiebung (,frameshift’) des offenen Leserahmens
(,open reading frame®) der gespleilten mMRNA. Die mRNA-Expression dieser
alternativ gespleif3ten TF-Variante konnte in verschiedenen humanen Geweben, wie
dem Gehirn, der Lunge, dem Herzen oder der Niere, nachgewiesen werden. Das
Verhéltnis von alternativ gespleil3tem (asH)TF zu ,full length® (fl)TF liegt im
Lungengewebe deutlich héher als in anderen Geweben, was darauf hindeutet, dass
diese SpleiRvorgange reguliert werden. Faktoren, welche an der Regulation der
differenziellen TF-lIsoform-Expression beteiligt sein kdnnten, sind sowohl die schon
zuvor beschriebenen SR-Proteine als auch deren SR-Proteinkinasen, wie die Clk-
Familie oder die DNA topo | (Abbildung 1). Beide Kinasen regulieren alternative
SpleilRprozesse Uber die Phosphorylierung verschiedener SR-Proteine wie SF2/ASF
oder SRp55 (Prasad et al., 1999; Rossi et al., 1996). Ob diese Faktoren tatsachlich
an der Regulation der differenziellen TF-Isoform-Expression beteiligt sind, ist
allerdings bislang nicht bekannt.

Die Translation dieser alternativ gespleiten TF-mRNA fihrt zur Bildung einer nur
206 AS langen TF-Isoform, wéhrend membrangebundener fITF 263 AS lang ist.
Augrund der zuvor beschriebenen Verschiebung des offenen Leserahmens fehlt der
humanen alternativ gespleiten TF-Isoform die Transmembrandomane, wodurch
dieses Protein I6slich ist. AsHTF beinhaltet die vollstdndige, 166 AS lange,
extrazelluldare Domane, wie sie auch in fITF vorhanden ist. An den Positionen 165
und 166 ist damit auch das L-Lysin-Doppel in beiden TF-Isoformen vorhanden,
welches fir die Bindung von FVlla an TF bedeutsam ist (Rao et al., 1995). Im
Gegensatz zu fITF schlie3t sich daran aber eine 40 AS lange und nur fur asHTF
typische C-terminale Abschlusssequenz an, anstelle der flITF-typischen
transmembrandren und C-terminalen Doméne (Bogdanov et al., 2003). Es wurde
gezeigt, dass fITF mit asHTF unter pathologischen und prothrombogenen
Bedingungen kolokalisiert (Bogdanov et al., 2003; Rauch et al., 2005). Des Weiteren
wurden beide TF-Isoformen in ex vivo generierten Thromben, die durch Perfusion
von Blut Uber Kollagen beschichtete Oberflachen bzw. lGber arterielle Tunica media

entstanden sind, nachgewiesen (Giesen et al., 1999), was auf das Vorhandensein
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von asHTF im Plasma und damit auf dessen Ld&slichkeit hindeutet (Bogdanov et al.,
2003). Die losliche TF-Isoform stellt einen wesentlichen Teil (10-30 %) des im
Plasma zirkulierenden TF dar (Hathcock, 2004).

Nicht nur die Inkorporation von asHTF in eine Phospholipidmembran, sondern schon
eine einfache Verbindung mit Phospholipiden fihrt zur Induktion einer
prokoagulatorischen Aktivitdt der I6slichen TF-lsoform (Szotowski et al., 2005;
Bogdanov et al.,, 2003), welche allerdings im Vergleich zu fITF eher eine
untergeordnete Rolle spielt (Yu et al., 2004). Welche biologische Bedeutung asHTF
darUber hinaus aufweist, ist aber bislang unklar. Erste Arbeiten einer anderen
Gruppe weisen darauf hin, dass asHTF eine Bedeutung fir die Zellproliferation und

Angiogenese in Geweben besitzt (Hobbs et al., 2007).

1.6 Die Struktur und physiologische Bedeutung der endothelialen
Stickstoffmonoxidsynthase

Stickstoffmonoxid (NO), das im Endothel von der endothelialen
Stickstoffmonoxidsynthase (eNOS) gebildet wird, ist essenziell fir die
Aufrechterhaltung der vaskuldren Homdéostase und hat dartber hinaus auch eine
groRe Bedeutung unter pathophysiologischen Bedingungen (Ying et al., 2007;
Heitzer et al.,, 2001). NO beeinflusst unter anderem den Gefal3tonus, die
Thrombozytenaggregation und die Proliferation von glatten Muskelzellen (Lefroy et
al., 1993; Azuma et al., 1986; Garg et al., 1989). Das 135 kD grof3e eNOS-Protein

setzt sich aus drei wichtigen Domé&nen zusammen (Abbildung 5).

NHA Arg/Him/BH, CaM

Oxigenase Domine Reduktase Domine

Abbildung 5. Darstellung der linearen Struktur von eNOS.

Eingetragen sind die Bindeorte fir: Arg: L-Arginin, BH,: Tetrahydrobiopterin, CaM:
Calmodulin, FMN und FAD: Flavine und NADPH:
Nicotinamidadenindinukleotidphosphat in der Doméanenstruktur des Proteins.
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Die Carboxy (C)-terminale Reduktasedomane ist fir die Bindung von
Nicotinamidadenindinukleotidphosphat (NADPH) und Flavinen verantwortlich und ist
Uber eine regulatorische Calmodulin (CaM)-Doméne mit der Amino (N)-terminalen
Oxigenasedoméne verbunden. Die Oxigenasedoméne beinhaltet eine prostethische
Ham-Gruppe und bindet (6R)-5,6,7,8-Tetrahydrobiopterin (BH4), molekularen
Sauerstoff und das Substrat L-Arginin. Sowohl die N-terminale Oxigenasedomane
als auch die C-terminale Reduktasedomane sind entscheidend fur die enzymatische
Funktion von eNOS bei der Bildung von NO aus dem N-terminal gebundenen
Substrat L-Arginin. Elektronen werden, vermittelt Gber Flavine, von NADPH zur Hadm-
Gruppe transportiert und dienen dort der Reduktion von molekularem Sauerstoff,
welcher dann in die Guanidin-Gruppe des L-Arginins integriert wird. Bei dieser ersten
Reaktion entsteht Hydroxy-L-Arginin. Im zweiten katalytischen Schritt wird das
Stickstoffmolekil der Guanidin-Gruppe weiter oxidiert, was zur Bildung von L-Citrullin
und NO fihrt (Maarsingh et al., 2008). Die NO-Bildung durch eNOS wird im
vaskuldren System unter physiologischen Bedingungen sowohl transkriptionell als
auch post-transkriptionell, zum Beispiel Uber die reversible Phosphorylierung oder
Acetylierung reguliert (Li et al., 2002; Dudzinski et al., 2006). Der wichtigste
regulatorische Mechanismus der eNOS-vermittelten NO-Synthese ist die Bildung von
Homodimeren, was notwendig fir die Aktivierung von eNOS ist und Uber die N-

terminale Oxigenasedomane vermittelt wird (Albrecht et al., 2003).

1.7 Die Beeinflussung der endothelialen Stickstoffmonoxidsynthase
unter pathophysiologischen Bedingungen

Unter pathophysiologischen Bedingungen kann es zur endothelialen Dysfunktion
kommen. Dieser Begriff bezeichnet sehr allgemein den Verlust der normalen
homdostatischen Funktionen des Endothels, wie der Vasodilatation, der Inhibition der
Thrombozytenaggregation und der Leukozytenadhasion (Busse et al., 1996). Eine
endotheliale Dysfunktion tritt oft in frihen Stadien vaskuldrer Erkrankungen wie der
Atherosklerose, Diabetes mellitus oder der Hypertonie auf (Kawashima, 2004;
Vanhoutte, 2009) und wird durch erhéhten oxidativen Stress im vaskuldren System
bewirkt (Tumur et al., 2009). Dieser oxidative Stress entsteht durch die vermehrte
Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) wie Superoxid unter

pathophysiologischen Bedingungen (Minzel et al., 2008). Die endotheliale
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Dysfunktion ist durch eine verringerte NO-Bioaktivitdt gekennzeichnet, was neben
einer verringerten Bildung von NO durch die zusatzliche oxidative Inaktivierung von
vorhandenem NO durch reaktive Sauerstoffspezies (ROS) hervorgerufen wird
(Potenza et al., 2009).

Verschiedene Arbeiten zeigten, dass die Expression und Aktivitdt von eNOS unter
inflammatorischen Bedingungen von grof3er Bedeutung ist (Ying et al., 2007; Eum et
al., 2007). So fuhrte die chronische Inhibition von eNOS zu vaskularer Inflammation
und zur Atherosklerose im Rattenmodell (Ni et al., 2001). In einem Mausmodell
bewirkte der ,knock-out‘ von eNOS Bluthochdruck und eine verschlechterte Reaktion
auf Verletzungen (Huang et al., 1995; Huang et al, 1996). Ferner wurde in mehreren
Arbeiten dargestellt, dass die Stimulation endothelialer Zellen mit dem
proinflammatorischen Zytokin TNF-a zu einer Reduktion der Expression sowie der
Aktivitat von eNOS fuhrt (Goodwin et al., 2007; Li et al., 2002). Diese Ergebnisse

deuten darauf hin, dass eNOS eine wichtige Rolle wahrend der Inflammation spielt.

1.8 Das alternative SpleiBen der endothelialen
Stickstoffmonoxidsynthase

Das Gen, welches fir humanes eNOS kodiert, ist auf Chromosom 7 lokalisiert und
umfasst eine Region von 22 kb. Dieses eNOS-Gen beinhaltet 26 Exons, die durch
25 Introns unterbrochen sind, wobei Intron 13 das gréfite ist (Nadaud et al., 1994).
Innerhalb des Introns 13 liegen polymorphe CA-Wiederholungssequenzen (,CA-
repeats®), deren Anzahl von 14 bis 44 variieren kann. Die Lange dieser CA-
Sequenzen korreliert mit einem erhéhten Risiko flr das Auftreten der Koronaren
Herzkrankheit (Stangl et al., 2000). Ferner wurde gezeigt, dass diese CA-
Wiederholungssequenzen als intronische SpleilRverstarker (,intronic  splice
enhancer’; ISE) fungieren koénnen, wobei die L&nge dieser Sequenz die
SpleilRaktivitat bestimmt (Hui et al., 2003). Lorenz et al. gelang es, neben eNOS drei
weitere Isoformen, eNOS13A, B und C, zu identifizieren. Die Expression dieser
eNOS-Isoformen wurde sowohl in humanen Endothelzellen als auch in
verschiedenen humanen Geweben, wie dem Herzen, der Plazenta oder der Niere,
nachgewiesen. Diese mRNA-Spleildvarianten beinhalten die vollstdndigen
Exons 1-13, wie diese auch in eNOS =zu finden sind. Durch alternative

Spleiprozesse am Ubergang von Exon 13 zu Intron 13 kommt es zur Insertion
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dreier verschieden langer Fragmente von Intron 13, welche die neuen alternativen
Exons 13A, B und C in der reifen mRNA bilden. Die Translation dieser
SpleilBvarianten fuhrt zur Bildung verkirzter eNOS-Isoformen, in denen die
Reduktasedomane fehlt, wodurch diese Isoformen keine eNOS-Aktivitdt mehr
aufweisen (Lorenz et al., 2007). Fir die Aktivitdt von eNOS ist die Bildung von
eNOS-Homodimeren notwendig (Albrecht et al.,, 2003). Die verkirzten eNOS-
Isoformen sind in der Lage, Heterodimere mit eNOS zu bilden. Die
Heterodimerisierung der inaktiven eNOS-Isoformen mit eNOS fihrt Uber einen
dominant-negativen Effekt dieser Spleillvarianten zu einer Reduktion der eNOS-
Aktivitat (Lorenz et al., 2007). Diese Daten deuten darauf hin, dass das alternative
Spleillen von eNOS mdglicherweise einen post-transkriptionellen
Regulationsmechanismus der eNOS-Aktivitdt unter pathologischen Bedingungen
darstellen kénnte (Lorenz et al., 2007). Wie die differenzielle eNOS-Isoform-

Expression reguliert wird, ist bislang allerdings weitgehend unerforscht.
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2. Zielsetzung

Das alternative Spleilden ist ein entscheidender regulatorischer Mechanismus zur
Kontrolle der Proteindiversitat und funktionellen Vielfalt eukaryotischer Zellen, wobei
ausgehend von einer Pra&-mRNA (ber diese Prozesse verschiedene
Translationsprodukte mit unterschiedlichen Eigenschaften im Hinblick auf die
Lokalisierung, Aktivitdt und Funktion entstehen kdnnen. Die Clk-Familie und die
DNA topo | regulieren alternative Spleil3prozesse Uber die Phosphorylierung und
damit die Steuerung der Aktivitdt von SR-Proteinen. Das Endothel ist von grol3er
Bedeutung fur die Kontrolle der GefaRwandhomdéostase und der Thrombogenitat
sowohl unter normalen als auch unter pathologischen Bedingungen. TF und eNOS
kommt in diesem Zusammenhang eine bedeutende Rolle bei der Regulation dieser
endothelialen Funktion zu. Uber alternative Spleiprozesse werden verschiedene
Isoformen von TF sowie von eNOS gebildet. Wie das alternative Spleilden dieser
beiden Faktoren reguliert wird, ist allerdings bislang unbekannt, ebenso wie die
Bedeutung der Regulation der differenziellen Isoform-Expression von TF bzw. eNOS

fur die Funktion des Endothels.

In der vorliegenden Arbeit werden daher folgende Ziele verfolgt:

e Der Einfluss der Clk-Familie und DNA topo | auf die Regulation des
alternativen Spleiltens von TF und eNOS in endothelialen Zellen unter dem
Einfluss des proinflammatorischen Zytokins TNF-a.

e Die Bedeutung der SR-Proteine bzw. deren Phosphorylierungsmusters fiir die
Regulation der differenziellen Isoform-Expression von TF und eNOS.

e Diese Untersuchungen werden im Hinblick auf den Einfluss der TF- bzw.
eNOS-Isoformen auf die Funktionen des Endothels (Thrombogenitat bzw. NO-

Bildung) unter inflammatorischen Bedingungen durchgefihrt.
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3. Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Chemikalien und Substanzen

Es wurden Chemikalien des hdéchsten Reinheitsgrades verwendet.

Acrylamid Bio-Rad Laboratories (Minchen, D)
Ammoniumpersulfat (APS) Bio-Rad Laboratories (Munchen, D)
3-[(4-Methylphenyl)sulfonyl]-2- Calbiochem (Darmstadt, D)
Propenetril (BAY 11-7082)
Bovines Serumalbumin (BSA) Sigma-Aldrich (Miinchen, D)
Camptothecin Calbiochem (Darmstadt, D)
Corn-Trypsin-Inhibitor Calbiochem (Darmstadt, D)
Cdc2-like Kinase-Inhibitor (TG003) Calbiochem (Darmstadt, D)
Diaminofluorescein-2-Diacetat BACHEM (San Carlos, CA, USA)
(DAF-2DA)
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich (Minchen, D)
Dithiothreitol (DTT) Calbiochem (Darmstadt, D)
Ethidiumbromid Bio-Rad Laboratories (Minchen, D)
Ethylendiamintetraacetat (EDTA) Sigma-Aldrich (Miinchen, D)
Rekombinantes Hirudin Fluka (Basel, CH)
Humaner Faktor X American Diagnostica GmbH
(Pfungstadt, D)
Humaner Faktor Xa Haematologic Technologies, Inc. (Essex

Junction, VT, USA)

Humaner rekombinanter Tissue Factor American Diagnostica GmbH

(lipidiert) (Pfungstadt, D)
Natriumdodecylsulfat (SDS) Sigma-Aldrich (Minchen, D)
Natriumdesoxycholat Sigma-Aldrich (Minchen, D)

N,N-Bis (2-hydroxyethyl)-glycin (Bicin) Sigma-Aldrich (Minchen, D)
N,N’-(1,2-Dihydroxyethylen)-bisacrylamid Bio-Rad Laboratories (Minchen, D)
N,N’-Dimethyl-9,9’-bisacridiniumdinitrat Fluka (Basel, CH)

(Lucigenin)

n-Octyl-pB-D-Glycopyranosid Calbiochem (Darmstadt, D)
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NovoSeven® (rekombinanter Faktor VIla) NovoNordisk (Kopenhagen, DK)

Phosphatase Inhibitor Cocktail 1
Protease Inhibitor Cocktail
Pyrrolidindithiocarbamat (PDTC)
SeaKem LE Agarose

Spectrozyme® FXa

N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin
(TEMED)
Tumor-Nekrose-Faktor-alpha (TNF-a)

Wasser, nukleasefrei

3.1.2 Kits
BCA Protein Assay Kit

ECL plus Detection Kit

First Strand cDNA Synthesis Kit for RT-
PCR (AMV)

Griess Reagent Kit for Nitrite
Determination

HUVEC Nucleofector® Kit

MinElute Gel Extraction Kit
Mycoplasma Detection Kit 1296744
NucleoSpin® RNA Il Extraction Kit
QCL-1000® Chromogenic Endpoint LAL
Kit

QIAquick Gel Extraction Kit
QlAshredder Columns

Sigma-Aldrich (Minchen, D)
Sigma-Aldrich (Minchen, D)
Sigma-Aldrich (Minchen, D)
BioWhittaker Molecular Application
(Rockland, ME, USA)
American Diagnostica GmbH
(Pfungstadt, D)

Serva Electrophoresis GmbH
(Heidelberg, D)
Sigma-Aldrich (Minchen, D)
Promega (Mannheim, D)

Pierce Chemical Company (Rockford, IL,
USA)

GE Healthcare Bioscience (Little
Chalfont, UK)

Roche Applied Science (Mannheim, D)

Invitrogen (Karlsruhe, D)

Lonza Cologne AG (Kdlin, D)

Qiagen (Hilden, D)

Roche Applied Science (Mannheim, D)
Macherey-Nagel (Duren, D)
BioWhittaker Molecular Application
(Rockland, ME, USA)

Qiagen (Hilden, D)

Qiagen (Hilden, D)
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3.1.3 Nukleotide, Primer und Sonden
Alle Primer und Sonden wurden von der Firma TIB-MOLBIOL GmbH (Berlin, D)
synthetisiert. Mit Hilfe der BLAST-Software (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) wurden

sie auf die Amplifikation von unerwiinschten Fragmenten hin Uberprift. Als
Nukleotide wurde ein dNTP Mix (10 mM, Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, D)

verwendet.

In der nachfolgenden Tabelle sind die sequenzspezifischen Primerpaare sowie die

Sondensequenzen fir die konventionelle PCR bzw. fur die quantitative Real-Time-
PCR aufgefihrt. Alle Sonden wurden mit 5°-FAM als Farbstoff und 3'-TAMRA als

Quencher markiert.

Tabelle 1. Verzeichnis der verwendeten Primer und Sonden.

Zielsequenz Forward 5’-3’ Reverse 5’-3’ Sonde 5’-3’
asHTF (real) |GGG ATGTTTTTG |CCA GGATGATGA |AAT CTT CAA GTT CAG GAA AGA
GCA AGG ACTTA CAAGGATGA TG AAT ATT CTA CAT CATTGG A
TF (real) GCG GTT CAC GCA |CCA CAAATACCA |TTC AAGCAGTGATTC CCT CCC
CTA CAA AT CAG CTC CA GAA CA
GAPDH (real) | CCACCC ATGGCA |TCGCTC CTG GAA |CAC CGT CAA GGC TGA GAA
AAT TCC GAT GGT G CGT
TF+asHTF |CGC CGC CAACTG |TGC AGT AGC TCC
GTA GAC AAC AGT GC
TF-A CTGCTC GGC TGG |GTG TAG ACT TGA
GTCTTC TTG ACG GGT TTG
eNOS GTC CCTCGAACA |AGATCC GCTTCA
CGA GAC ACA GCATC
eNOS13 A,B,C | GTC CCT CGAACA |GTT TCG CCT GCT
CGA GAC CTA GAA CG
DNAtopol |[CTC CAC AAC GAT |TATTTT TGC ATC
TCC CAG AT CCC AGA GG
Clk1 GAA CAAGCG CTG |TACCTCCCGCTT
CAA ATACA TAT GAT CG
Clk2 AAT ATC AGC GGG |ATG ATC TTC AGG
AGA ACA GC GCA ACT CG
Clk3 TTCACGTTCTCG |TTC AGG GCAACC
TCATCGTC TGAGACTT
Clk4 AAG TCA CAA GCG |CAC GGT AAC GGC
GAA GAG GA CTACATTT
SF2/ASF CAC TGG TGT CGT |GGC TTC TGC TAC
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GGAGTT TG GAC TAC GG
SRp75 GCTCTC GAAGCA |GACTCCTGCTCC
GAC ATT CC GACTTTTG
GAPDH AGT ATGATG ACA |ATGGTATTC AAG
TCA AGA AGG AGA GTA GGG
GAPDH GCCACATCGCTC |GGT TGA GCA CAG
Standard AGA CAC CAT GGTACTTTATTG
ATG
TF+asHTF |CGC CGC CAACTG |TGC AGT AGC TCC
Standard GTA GAC AAC AGT GC
3.1.4 siRNAs

siSFRS1 On-Target plus smart pool
(SF2/ASF)

siSFRS4 On-Target plus smart pool
(SRp75)

siControl® Non-Target siRNA #1
siClk1 pre-designed siRNA-pool
siClk4 pre-designed siRNA-pool
siTop1 pre-designed siRNA-pool

3.1.5 Enzyme

GenTherm-DNA-Polymerase
Pfu-DNA-Polymerase

Platinum® Pfx-DNA-Polymerase

TagMan Universal PCR Master Mix No

AmpErase® UNG

Dharmacon (Chicago, IL, USA)

Dharmacon (Chicago, IL, USA)

Dharmacon (Chicago, IL, USA)

Applied Biosystems (Darmstadt, D)
Applied Biosystems (Darmstadt, D)
Applied Biosystems (Darmstadt, D)

Rapidozym (Berlin, D)
Rapidozym (Berlin, D)
Invitrogen (Karlsruhe, D)

Applied Biosystems (Darmstadt, D)
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3.1.6 Antikérper

3.1.6.1 Primarantikérper

Monoklonale Antikorper

Anti-GAPDH (Klon 6C5) Calbiochem (Darmstadt, D)

Anti-human Tissue Factor (#4508) American Diagnostica GmbH
(Pfungstadt, D)

Anti-human Tissue Factor (Klon TFE280) Enzyme Reasearch Laborattories Ltd
(Swansea, UK)

Anti-SC35 (Klon SC-35) Abcam (Cambridge, UK)
Anti-SF2/ASF (Klon 16H3ES8) Invitrogen GmbH (Karlsruhe, D)
Anti-SR-Protein (Klon 1H4) Invitrogen GmbH (Karlsruhe, D)
(phosphorylierungsabhangig)

Anti-SR-Protein (Klon 16H3ES8) Invitrogen GmbH (Karlsruhe, D)
(phosphorylierungsunabhangig)

Anti-Top1 (Klon 1A1) Abnova GmbH (Heidelberg, D)

3.1.6.1.1 Polyklonale Antikérper

Anti-asHTF (C30) Pineda Antikdrper-Service (Berlin, D)
Anti-Clk1 (N-Term) ABGENT (San Diego, CA, USA)
Anti-Clk2 (N-Term) ABGENT (San Diego, CA, USA)
Anti-Clk3 (N-Term) ABGENT (San Diego, CA, USA)
Anti-Clk4 (N-Term) ABGENT (San Diego, CA, USA)

3.1.6.2 Sekundarantikorper

Goat anti-rabbit immunoglobulins-HRP- DakoCytomation (Glostrup, DK)
konjugiert (Klon DAK-GO1, 1gG1)

Rabbit anti-mouse immunoglobulins- DakoCytomation (Glostrup, DK)
HRP-konjugiert (Klon DAK-RA1, IgG1)
MFP488 goat anti-mouse 1gG (H+L) MoBiTec (Géttingen, D)
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MFP488 goat anti-rabbit IgG (H+L)
MFP555 goat anti-mouse IgG (H+L)
MFP555 goat anti-rabbit IgG (H+L)

3.1.7 Zellen

Humane Nabelschnurvenen-
Endothelzellen (HUVEC, kryokonserviert)

MoBiTec (Géttingen, D)
MoBiTec (Géttingen, D)
MoBiTec (Géttingen, D)

PromoCell (Heidelberg, D)

3.1.8 Medien und Zusitze fiir die Zellkultur

Endothelial Cell Growth Medium (Low
Serum)

Endothelial Cell Basal Medium
(phenolrotfrei)

Fibronektin

Penicillin/Streptomycin
Phosphat-gepufferte Salzlésung (PBS)
Trypanblau

Trypsin/EDTA

3.1.9 GroBRenmarker

e DNA-Grékenmarker
Ready-Load 100 bp DNA ladder
Ready-Load 1 Kb DNA ladder

e Protein-GréRenmarker

Dual Color Protein Standard

3.1.10 Puffer und Lé6sungen

PromoCell GmbH (Heidelberg, D)

PromoCell GmbH (Heidelberg, D)

TEBU Bio (Offenbach, D)
PAA Laboratories (Pasching, A)
PAA Laboratories (Pasching, A)
Invitrogen (Karlsruhe, D)
PAA Laboratories (Pasching, A)

Invitrogen (Karlsruhe, D)

Invitrogen (Karlsruhe, D)

Bio-Rad Laboratories (Minchen, D)

e 30 % (w/v) Acryl-Bisacrylamid-Lésung
29 % (w/v) Acrylamid, 1 % (w/v) N,N’-Methylenbisacrylamid
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o Puffer fur die TF-Aktivitdtsmessung
10 mM HEPES, 5 mM CaCly, 0,1 % (w/v) BSA, pH 7,5

o EDTA-Puffer
50 mM Bicin, 100 mM NaCl, 25 mM EDTA, 0,1 % (w/v) BSA, pH 8,5

e HEPES/Ca?*-Puffer
20 mM Hepes, 150 mM NaCl, 2 mM CaCl,, pH 7,4

e 1xPBS
115 mM NaCl, 27 mM KCI, 16 mM Na;HPO4, 4 mM KH,POy4, pH 7,4

o RIPA-Puffer
50 mM Tris, 150 mM NacCl, 1 % (v/v) Igepal CA-630, 0,5 % Na-Desoxycholat,
0,1 % (w/v) SDS, pH 8,0

e 1x SDS PAGE-Laufpuffer
192 mM Glycin, 25 mM Tris, 0,1 % (w/v) SDS

e 50x TAE
40 mM Tris-Acetat, 1 mM EDTA, pH 8,0

e 10x TBS
100 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, pH 7,5

e 10x TBS-T
100 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, 1 %(v/v) Tween 20, pH 7,5

3.1.11 Gerate

ABI 7000 Sequence Detection System Applied Biosystems

(Foster City, CA, USA)
BioDoc Analyzer Biometra (Géttingen, D)
BioPhotometer Eppendorf AG (Wesseling-Berzdorf, D)
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Centrifuge 5415R
COgz-Inkubator C-200

Durchlichtmikroskop DMIL
Durchflusszytometer FACScan

Fastblot B44 (Semi-dry Blotting Device)
Fluoreszenzmikroskop Leica DM IRBE

Harvard Spritzenpumpe

Minifuge GL

Mini-PROTEAN 3 Electrophoresis Cell
MINI-Rocker (Schwenkschttler)

Mini SUBCELL GT

NanoDrop ND-1000

Nucleofector® Device

Objekttrager (76 mm x 26 mm x 1 mm)
Orion | Mikroplatten Luminometer
Peltier Thermal Cycler PTC-200
PowerPac 1000

Ultraschall-Bad Bandelin Sonorex RK31

Versamax Microplate Reader

3.1.12 Sonstige Materialien
Hybond-P PVDF-Membran

Hyperfilm ECL

Sterilfilter 0,22 ym

Eppendorf AG (Wessling-Berzdorf, D)
Labotect Labor-Technik-Géttingen
GmbH (Géttingen, D)

Leica Microsystems GmbH (Wetzlar, D)
Becton Dickinson GmbH (Heidelberg, D)
Biometra (Géttingen, D)

Leica Microsystems GmbH (Wetzlar, D)
Harvard Apparatus Co. Inc.

(Dover, MA, USA)

Heraeus Holding GmbH (Hanau, D)
Bio-Rad (Minchen, D)

G.Kisker GbR(Steinfurt, D)

Bio-Rad Laboratories (Minchen, D)
PaglLab Biotechnologie GmbH
(Erlangen, D)

Lonza Cologne AG (Kdlin, D)

Carl Roth (Karlsruhe; D)

Berthold Technologies GmbH & Co. KG
(Bad Wildbad, D)

MJ Research Inc. (South San Francisco,
CA, USA)

Bio-Rad Laboratories (Miinchen, D)
Bandelin electronic GmbH (Berlin, D)

Molecular Devices GmbH (Ismaning, D)

GE Healthcare Bioscience (Little
Chalfont, UK)

GE Healthcare Bioscience (Little
Chalfont, UK)

Schleicher & Schull (Nirnberg, D)
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3.2 Methoden

3.2.1 Versuchsaufbau

Die Untersuchungen zum Einfluss der SR-Proteinkinasen (DNA topo | und CIk-
Familie) auf die TF-Isoform-Expression sowie auf die endotheliale Thrombogenitat
nach Stimulation mit TNF-a (10 ng/ml) wurden wie in Abbildung 6 schematisch
dargestellt durchgefuhrt. Die dazu angewandten Methoden sind in den folgenden
Abschnitten  detailliert  beschrieben. Mit  Hilfe der semiquantitativen
Polymerasekettenreaktion (PCR) und Real-Time-PCR erfolgte die Quantifizierung
der mRNA-Expression zu den in der Abbildung angegebenen Zeitpunkten. TF-
Protein und die SR-Protein-Phosphorylierung wurden per Western Blot detektiert. Die
Aktivitat der TF-Isoformen wurde mit einem chromogenen Aktivitats-Assay bzw. Gber

die Bildung von Faktor (F)Xa bestimmt.

Inhibitoren gegen:
Cdc2-like Kinasen  -> TGOO3 [10 piv]

Inkubation Aushungern der HUVEC DNA Topoisomerase | -> Camptothecin [100 piv]
mit SIRNAS Inkubation mit ocder
gegen SR "
Proteine ohne Inhibitoren
und
Kinasen
_H/I 1 1 Ll 1 1 'y [ I [ [
4 1 ] Tl ) 77 ] | ] ] >
-48 -2 -1 0 1 2 5 6 7 8 Zeitin[h]
Analyse der SR RNA-Isolation, Chromogener
Protein- PCR und Real- TF-Aktivitats-Assay, Messung der
Phosphorylierung Time-PCR (zu FXa-Konzentration
mittels Western Blot- den TF- und Western Blot-Analysen der
Analysen Isoformen) TF-Isoform-Expression
(2 min nach TNF-a- (1 hnach TNF - (5 und 8 h nach TNF-«-Stimulation)
Stimulation) Stimulation)

Abbildung 6. Der Versuchsaufbau zur Untersuchung der TF-Expression und prokoagulatorischen
Aktivitat.

Der Versuchsaufbau zum Einfluss des DNA topo |- sowie des Clk-Inhibitors auf die
Zytokin-induzierte mRNA-Expression der Isoformen von eNOS in Exon 13, bzw. die
eNOS-Aktivitat sind in Abbildung 7 dargestellt. Die Analyse der mRNA-Expression
wurde mittels semiquantitativer PCR-Verfahren durchgefiihrt. Die eNOS-Aktivitat
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wurde mittels eines Griess-Assays und durchflusszytometrischer Messungen Gber

die Konzentration an NO bestimmit.

Inhibitoren gegen:

Cdc2-like Kinasen => TG003 [10 piT]
Inkubation Aushungern der HUVEC DNA Topoisomerase | -> Camptothecin [100 pM]
mit siRNAs
Inkubation mit oder
gegen SR _
Protein- ohne Inhibitoren

o -

-7/ i —tt++
0 1 5

-48 -2 -1 2 3 4 6 Zeitin [h]
eI
Analyse der SR RNA-Isolation Messung der intra- und
Protein- und PCR (zu den extrazelluldren NO-Konzentration
Phosphorylierung eNOS-Exon 13- zur Bestimmung der eNOS-
mittels Western Blot- Isoformen}) Aktivitat
Analysen {1 hnach TNF-a- (2, 3und 5 h nach TNF-e-Stimulation)

(10 min und 3 h nach TNF- Stimulation)

o= Stimulation)

Abbildung 7. Der Versuchsaufbau zur Untersuchung der eNOS-Expression und -Aktivitat.

3.2.2 Die Experimente an humanen Endothelzellen

3.2.2.1 Die Zellkultur von HUVEC

Die Kultivierung der humanen Nabelschnurvenen-Endothelzellen (HUVEC) erfolgte
in einem Inkubator bei 37 °C, 5 % CO; und 98 % relativer Luftfeuchtigkeit. Der
Mediumwechsel wurde im Abstand von 2-3 Tagen durchgefuhrt. Die konfluente
Einzelschicht zeigte im Phasenkontrastauflicht-Mikroskop das fir Endothelzellen
typische Erscheinungsbild polygonaler, pflastersteinartiger Zellen. Die Zellen wurden
bei Erreichen der Konfluenz passagiert. Dazu wurde das Kulturmedium abgesaugt,
der Zellrasen mit 10 ml PBS gewaschen und die Zellen durch Zugabe von 6 ml
Trypsin/EDTA abgeldst. Der Trypsinabverdau wurde durch Zugabe des gleichen
Volumens von FCS-haltigem Kulturmedium gestoppt, die Zellen in ein 15-ml-
Réhrchen Uberflhrt und zentrifugiert (150 x g, 5 min, RT). Das erhaltene Zellpellet
wurde in Kulturmedium resuspendiert und im Verhaltnis 1:3 in neuen Kulturgefal3en

ausgesat. Die Kultivierung der HUVEC erfolgte in Endothelial Cell Growth Medium
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(Low Serum), dem 100 U/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin zugesetzt
wurden.

Die Konservierung und Lagerung der Endothelzellen erfolgte in flussigem Stickstoff.
HUVEC wurden bis zur Konfluenz in 75-cm?-Zellkulturflaschen kultiviert, mit PBS
gewaschen und mit Trypsin/EDTA abgelést. Danach wurden die Zellen zentrifugiert
(150 x g, 5 min, RT), nochmals mit 4 °C kaltem PBS gewaschen und erneut
zentrifugiert. Das Zellpellet wurde anschliel3end in eiskaltem
Kryokonservierungsmedium (95 % FCS, 5 % DMSO) resuspendiert und die
Zellsuspension in Kryoréhrchen aliquotiert, um danach mit Hilfe eines Einfriergerates
(,Mr. Frosty“, Nalgene Nunc) langsam (1 °C/min) auf -80 °C eingefroren zu werden.
Im letzten Schritt wurden die Zellen bis zur weiteren Verwendung in flissigen
Stickstoff gegeben und gelagert.

Zur erneuten Kultivierung wurden die Endothelzellen in einem 37 °C-Wasserbad
aufgetaut, in ein 15-mlI-Réhrchen Uberfihrt und das DMSO-haltige Einfriermedium
durch Zugabe von 10 ml PBS verdinnt. Diese Zellsuspension wurde dann
zentrifugiert (150 x g, 5 min, RT), die Zellen in vorgewdrmtes Kulturmedium
aufgenommen und in eine 75-cm?-Zellkulturflasche ausgest.

Die Zellvitalitat wurde mittels einer Trypanblau-Ausschlussfarbung bestimmt. Dazu
wurden 50 yl der Zellsuspension mit 50 pl Trypanblau-Lésung (0,4 %) angefarbt und
anschlieBend lichtmikroskopisch in einer Neubauer-Zdhlkammer ausgezahlt. Blau

gefarbte Zellen wurden als tot definiert.

3.2.2.2 Der Nachweis von Endotoxinen

Endotoxine induzieren die TF-Expression und -Aktivitat in einer Vielzahl von Zellen.
Daher wurden regelméfig die Endotoxin-Konzentrationen mittels des Limulus-
Amobozyten-Lysat-Tests Uberprift, um sicherzustellen, dass die in dieser Arbeit
gemessene Expression und Aktivitdt von TF nicht auf eine Induktion durch
Endotoxine zurlckzufihren war. Die Quantifizierungen erfolgten mit dem QCL-

1000®-Test anhand eines vom Hersteller vorgelegten Protokolls.

3.2.2.3 Der Nachweis von Mykoplasmen

Da Mykoplasmen die Expression von verschiedenen Proteinen und verschiedene
Stoffwechselvorgange in den Zellen beeinflussen und so zu einer Verfalschung der
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Versuchsergebnisse fiihren kénnen, wurde eine moégliche Kontamination der HUVEC
mit Mykoplasmen mittels eines ELISA (Mycoplasma Detection Kit) geprift und diese
ausgeschlossen. Die Durchfihrung des ELISA erfolgte nach den Angaben des

Herstellers.

3.2.2.4 Die Inhibition und Stimulation der Endothelzellen im statischen System

FUr die Inhibitions- und Stimulationsexperimente im statischen Zellkultursystem
wurden HUVEC zunéachst in 25-cm?-Zellkulturflaschen kultiviert und zur Konfluenz
gebracht. Danach wurden die Zellen mit PBS gewaschen und fir mindestens 1 h in
Basalmedium ohne Serum gehalten. Die Vorinkubation der Zellen mit bzw. ohne die
Inhibitoren der Clk-Familie oder der DNA topo | erfolgte fir 1 h in frischem
Basalmedium. Anschlieliend wurden diese Zellen mit 10 ng/ml TNF-a stimuliert und
bei 37 °C inkubiert. Die Charakterisierung des SR-Protein-Phosphorylierungsmusters
erfolgte 2 min nach der Induktion mit TNF-a. Die mRNA-Expression wurde nach 1 h
analysiert und die Proteinexpression bzw. die Bestimmung der Aktivitdt von TF bzw.
eNOS erfolgte 3, 5 und 8 h nach der TNF-a-Stimulation. Als Kontrollen dienten
unbehandelte Zellen, welche fir denselben Zeitraum in Basalmedium gehalten
wurden. Nach der Stimulation wurden die Zellen auf Eis gestellt, der Uberstand
abgenommen und die Zellen mit eiskaltem PBS gewaschen. Die Zellen bzw. die
Zellkulturtiberstdnde wurden sofort fir die entsprechenden Versuche verwendet
(Abbildungen 6 und 7).

3.2.2.5 Inhibitions- und Stimulationsversuche im dynamischen
Flusskammermodell

Die Durchfihrung dieser Versuche folgte dem Protokoll von Zakrzewicz et al.
(Zakrzewicz et al., 1997). Die HUVEC wurden auf Fibronektin-beschichteten
Objekttrdgern ausgesét und bis zur Ausbildung einer konfluenten Endothelzell-
Einzelschicht kultiviert. Wie im Punkt 3.2.2.4 beschrieben folgte eine einstindige
Vorinkubation mit den Inhibitoren der entsprechenden SR-Proteinkinasen und eine
daran anschlieende Stimulation der Zellen mit TNF-a fir einen Zeitraum von 8 h.
Danach wurde der Objekttrager mit der Endothelzell-Einzelschicht in eine parallele
Flusskammer Uberfihrt und die Zellen darin einer definierten laminaren Strémung

ausgesetzt. In der Kammer wurden mit einer Harvard-Spritzenpumpe physiologische
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Stromungsbedingungen bei einer Flussrate von 116 ul/min eingestellt, was einem
Schergrad von 366 s' entsprach. Die Perfusion der Endothelzell-Einzelschicht
erfolgte mit einem Hepes/Ca?*-Puffer bei 37 °C. Dem Puffer wurden physiologische
Konzentrationen der Blutgerinnungsfaktoren FVila (0,1 nM) und FX (170 nM)
beigeflgt. Die Zugabe von 50 pg/ml Corn-Trypsin-Inhibitor diente dazu, mégliche
Einflisse des intrinsischen (Kontaktaktivierungs-) Signalweges auf die FXa-Bildung
auszuschlief3en. Die maximale Perfusionsdauer in diesen Versuchen betrug 15 min.
Nach 10 bzw. 15 min wurden Aliquots von 100 ul aufgefangen und durch Zugabe von
100 pl EDTA (25 mM) die FXa-Bildung in den Proben gestoppt. Die Bestimmung der
FXa-Konzentration im Perfusions-Puffer/EDTA-Gemisch erfolgte direkt im Anschluss

an die Probenentnahme.

3.2.2.6 Die Transfektion von Endothelzellen mit siRNAs

Fur die siRNA-vermittelte Inhibition (,knock-down®) der Expression und damit der
Aktivitat von Clk1, Clk4, DNA topo |, SF2/ASF und SRp75 wurden 1 x 10° HUVEC,
mit Hilfe eines Nucleofector®-Gerates und eines optimierten HUVEC-Nucleofector®
Kits transient transfiziert. Die Transfektion erfolgte nach den Angaben des
Herstellers. Die Zellen wurden mit 75 pmol der entsprechenden siRNA transfiziert.
48 h nach der Transfektion schloss sich die Stimulation der Zellen mit 10 ng/ml
TNF-a fur 1 h bzw. 8 h an. Als Kontrollen dienten nichtstimulierte HUVEC bzw. die
Zellen, die mit Kontroll-siRNAs ohne inhibitorische Effekte (Non-Target siRNA)

transfiziert wurden. Die weiteren Schritte erfolgten wie in Punkt 3.2.2.4 beschrieben.

3.2.3 Molekularbiologische Methoden zum Umgang mit RNA und DNA

3.2.3.1 Die RNA-Isolation

Die RNA-Isolation erfolgte mittels des NucleoSpin® RNA Il Extraction Kit der Firma
Macherey-Nagel. Nach der Zelllyse wurde die Probe zundchst mit Hilfe einer
NucleoSpin®-FiIterséuIe homogenisiert. Der Zellaufschluss und die RNA-Freisetzung
erfolgten in einem stark denaturierenden, RNAse-inaktivierenden Puffer. Durch
Zugabe von Ethanol wurden optimale Bedingungen hergestellt, sodass die Gesamt-
RNA spezifisch an die Silicagel-Membran in der NucleoSpin® RNA 1I-S3ule binden

konnte. Andere im Lysat enthaltene Substanzen wie Proteine oder DNA konnten so
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effizient herausgewaschen werden. Im Anschluss wurde die reine RNA mit 21 pl
RNAse-freiem Wasser von der Membran eluiert und entweder sofort fur weitere

Versuche verwendet oder bei -80 °C eingefroren.

3.2.3.2 Methoden zur RNA-Quantifizierung und -Qualitdtskontrolle

Die Konzentration und Reinheit der eluierten RNA wurde mittels eines Nanodrop-
Spektralphotometers bestimmt. Dieser Messmethode liegt zugrunde, dass zyklisch
konjugierte n-Elektronen der Pyrimidin- und Purinbasen sich durch UV-Licht anregen
lassen. Bei einer Wellenldnge von 260 nm besitzen Nukleinsduren ein
Absorptionsmaximum, bei dem der Absorptionswert (Azs) einer Probe gemessen
wird und als Grundlage fur die weitere Berechnung der Konzentration dient. Dieser
Absorptionswert wird mit der Geratekonstanten, welche von der Schichtdicke
abhangig ist, und der Verdiinnung multipliziert. So betragt die Geratekonstante, zum
Beispiel bei einer Schichtdicke von 1 cm den Wert 40. Im Ergebnis erhalt man die
Nukleinsaurekonzentration in pg/ml. Der Absorptionswert sollte bei der Messung
zwischen 0,1 und 1 liegen, da nach dem Lambert-Beerschen-Gesetz nur in diesem
Bereich Absorption und Konzentration proportional zueinander sind.

Des Weiteren wird der Absorptionsquotient, also das Verhaltnis Azso zu Aggo
(Absorptionsmaximum von Proteinen), bestimmt, um die Qualitdt und Reinheit der
isolierten RNA zu Uberprufen. Dieser Wert sollte zwischen 1,5 und 2 liegen.
Verunreinigungen mit Proteinen bzw. Salzrickstdnden, welche bei nachfolgenden
Untersuchungen an diesen RNA-Proben zu Stérungen oder Ungenauigkeiten flhren
kénnen, werden durch einen geringen Absorptionsquotienten (< 1,6) angezeigt. In
der vorliegenden Arbeit wurden nur Proben mit einem Zahlenwert gréf3er als 1,6
verwendet.

Eine weitere Methode der Qualitatskontrolle ist die elektrophoretische Auftrennung
von 1 ug RNA auf einem 1 %igem Formamid-Agarosegel. Dabei werden die Banden
der mitochondrialen 18S- und 28S-Untereinheiten durch die Einlagerung von
Ethidiumbromid im UV-Licht sichtbar gemacht (Abbildung 8). DNA-Verunreinigungen

bzw. die Degradation der RNA lassen sich auf diese Weise visuell nachweisen.
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Abbildung 8. RNA-Qualitéatskontrolle anhand eines TAE-Agarosegels.

3.2.3.3 Die Reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR)

RNA ist als Matrize fur die Amplifikation eines Genproduktes mittels einer PCR
ungeeignet. Daher wurde zunachst die RNA mittels reverser Transkription in cDNA
umgeschrieben (Abbildung 9). Dazu wurde die RNA fir 5 min bei 65 °C denaturiert.
Anschlie®end erfolgte die cDNA-Synthese gemal Herstellerangaben mit dem First
Strand cDNA Synthesis Kit for RT-PCR (AMV), in dem die Avian-Myeloblastosis-
Virus-Reverse-Transkriptase (AMV-RT) verwendet wird. Oligo (dT)-Primer wurden als
Nukleotide verwendet. Diese hybridisieren im Bereich des Poly(A)-Schwanzes
eukaryotischer mMRNA, wodurch selektiv. nur mRNA-Molekile in cDNA
umgeschrieben werden. Dieser Reaktionsansatz wurde dann bei -20 °C eingefroren

oder sofort auf Eis fur die Analyse der cDNA weiterverarbeitet.

Standardprotokoll fiir die Reverse Transkription Einstellungen des Thermocyclers
10 x Reaktionspuffer 2 ul 65°C 5 min
25 mM MgCl, 4 ul 25°C 10 min
Desoxynukleotid-Mix (je 10 mM) 2yl 42 °C 60 min
Oligo-p(dT)4s-Primer (0,8 pg/ul) 2 ul 99 °C 5 min
RNase-Inhibitor (50 U/pl) 1ul 4°C 5 min
AMV-RT 0,8 pl Anschlief3ende Lagerung bei -20 °C mdglich
RNA 1 Hg

Nuklease-freies Wasser Ad 20 pl

Abbildung 9. Standardprotokoll zur Reversen Transkription mit den dazugehdérigen Thermocycler-
Einstellungen.
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3.2.3.4 Die Amplifikation von DNA mittels PCR und die Auftrennung der
Amplifikate mit Hilfe der Gelelektrophorese

Mit Hilfe der Polymerasekettenreaktion (PCR) ist es méglich, definierte lineare DNA-
Abschnitte enzymatisch zu amplifizieren. Oligonukleotide (Primer) werden dabei zur
Bestimmung der zu amplifizierenden Abschnitte verwendet. Uber zyklisch
wiederholte Sequenzen aus Denaturieren, Hybridisieren und Elongieren wird die
Amplifikation der DNA erreicht. Die Lange des zu amplifizierenden DNA-Fragmentes
bestimmt dabei die Synthesedauer und die Komplementaritat. Die L&nge der Primer
bestimmt die Hybridisierungstemperatur der Reaktion. Alle DNA-Polymerasen
wurden gemaly den Herstellerangaben verwendet. Zur Amplifikation der DNA-
Standards fur die Real-Time-PCR wurde das folgende Protokoll verwendet
(Abbildung 10).

Standardprotokoll fiir die PCR Einstellungen des Thermocyclers

10 x Pfx Amplification Buffer 5l 1 94 °C 2 min

50 mM MgSO, 1l 2 94 °C 15s
Desoxynukleotid-Mix (je 10 mM) 1,5 ul 3 57 °C 30s
Sequenzspezifische Primer (0,8 ug/ul) 1,5l 4 68 °C 90 s
Platinum Pfx DNA Polymerase 0,4 pl 5 4°C 5 min

DNA Matrize (10 pg - 200 ng) > 1l 33 Zyklen fur Schritt 2 - 4
Nuklease-freies Wasser Ad 50 pl Anschlieflende Lagerung bei -20 °C mdglich

Abbildung 10. Standardprotokoll zur Polymerasekettenreaktion mit dazugehdériger Thermocycler-
Einstellung.

Far alle weiteren konventionellen PCR-Ansatze wurde die GenTherm-DNA-
Polymerase, bzw. die Pfu-DNA-Polymerase zur Amplifikation von zu
sequenzierenden DNA-Fragmenten mit den dazugehdrigen Puffern gemal den
Herstellerangaben verwendet.

Der Amplifikation der doppelstrangigen DNA-Molekiile folgte deren Auftrennung in
1,5 %igen Agarosegelen per Gelelektrophorese. Dazu wurden vier Teile des PCR-
Produktes mit einem Teil 5 x DNA-Ladepuffer versetzt und in vorbereitete
Probentaschen pipettiert. Die Auftrennung erfolgte standardmafig bei 65 Volt. Als
Laufpuffer wurde 1 x TAE verwendet. Die Visualisierung der DNA-Fragmente im Gel

erfolgte mittels Ethidiumbromid (0,2 pg/ml Gelvolumen). Dadurch konnten die damit
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angefarbten DNA-Banden nach der Gelelektrophorese unter UV-Licht sichtbar

gemacht und festgehalten werden.

3.2.3.5 Die DNA-Extraktion aus dem Elektrophoresegel fiir die nachfolgende
Identifizierung von PCR-Produkten mittels DNA-Sequenzierung

DNA-Molekule, die zur Identifizierung bestimmter PCR-Produkte oder fur die
Herstellung der DNA-Standards fir die Real-Time-PCR dienten, wurden nach der
Elektrophorese aus dem Gel extrahiert. Dazu wurden die Gelbereiche, welche die
DNA-Banden einer gewilnschten Groée enthielten, auf einem UV-Durchlichtschirm
sichtbar gemacht und mit einem Skalpell aus dem Agarosegel ausgeschnitten. Mit
Hilfe des QIAquick Gel Extraction Kit erfolgte die Isolation und Aufarbeitung der DNA
entsprechend der Herstellerangaben. Die extrahierten PCR-Produkte wurden zur
standardisierten DNA-Sequenzierung an die Firma Eurofins MWG Operon
(Ebersberg, D) versendet. Durch Vergleiche der erhaltenen Sequenzen mit Hilfe der
BLAST-Software (www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST/) erfolgte die Verifizierung der
Identitdt der PCR-Produkte.

3.2.3.6 Die Berechnung der DNA-Standards fiir die Real-Time-PCR

Nach der Amplifikation und ldentifikation der DNA-Standards fir die Real-Time-PCR
von fITF, asHTF und Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) wurden
die DNA-Konzentrationen anschlieRend spektralphotometrisch bestimmt. Anhand
folgender Formel erfolgte die Berechnung der Anzahl der DNA-Kopien in den

Eluaten:

Amplikongrifie

X 6,022x102 = KopienzahlliL  .1c.  g42 o

GAPDH: 1227 bp

DNA-Konzentration [g/uL]
AmplikongréRe x 660

Die Lésungen wurden auf eine bestimmte Kopienzahl eingestellt, aus denen fir
jedes Gen eine Standardverdinnungsreihe (Verdinnungsverhdltnis 1:10) erstellt

wurde.
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3.2.3.7 Die Durchfiihrung der Real-Time-PCR mit sequenzspezifischen
Fluoreszenzsonden

Mit Hilfe der quantitativen Real-Time-PCR kann, Uber die Bestimmung der Menge an
PCR-Produkten, auf die eingesetzte Menge an RNA bzw. cDNA und damit die
Transkriptionshaufigkeit eines Zielgens geschlossen werden. Wahrend des
Hybridisierungsschrittes binden neben sequenzspezifischen Primern auch
sequenzspezifische Fluoreszenzsonden an die entsprechende Zielsequenz. Diese
Sonden sind mit einem Fluoreszenzfarbstoff (FAM) als Reporter und einem
Quencher-Molekil (TAMRA) markiert. Der Quencher dient dazu, das
Fluoreszenzsignal des Reportes zu unterdriicken. Daher erhédlt man am Anfang der
Reaktion kein Messsignal. Erreicht die Tag-DNA-Polymerase die Sonde wahrend der
Zweitstrangsynthese, so wird diese durch die 5-3’-Exonukleaseaktvitat der DNA-
Polymerase hydrolytisch gespalten. Auf diese Weise wird der Reporter vom
Quencher getrennt und dessen Fluoreszenzemission kann nach Anregung mit einem
Laser detektiert werden. Dabei ist die Intensitdt der Fluoreszenz direkt proportional
zur Menge an neu amplifizierten DNA-Fragmenten. Damit sind Ruckschlisse auf die
Ausgangsmenge an DNA mdglich. Die Messungen wurden mit Hilfe eines ,ABI 7000
Sequence Detection“-Systems durchgefiihrt und die daraus erhaltenen Daten mit der
firmeneigenen SDS-Software Version 2.0 ausgewertet.

Die Positionen der TF-Isoform-spezifischen Primer in der cDNA-Matrize (Exon-
Strukturen) wurden so gewahlt, dass nur eine der beiden TF-Isoformen amplifiziert
und detektiert wird. So war es mdglich, unabhangige Aussagen Uber die differenzielle
MRNA-Expression der beiden TF-Isoformen zu treffen. In Abbildung 11 ist die Lage

der verwendeten Primer und Sonden schematisch dargestellt.
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Forward- fITF- Reverse-

Primer Sonde Primer
Exon 4 Exon 5 Exon 6
fITF-mMRNA

Forward- asTF- Reverse-

Primer Sonde Primer

——
Exon 4 Exon 6
asTF-mRNA

Abbildung 11. Schematische Lage der Real-Time-PCR-Primer zur Quantifizierung der TF-Isoformen.

Der Zyklus, an dem die Fluoreszenzzunahme den Schwellenwert (Threshold) zur
Schwankungsbreite der Basisfluoreszenz Uberschreitet und ab dort Gber mehrere
Zyklen stabil messbar bleibt, wird als Ci+Wert (Threshold Cyclus) der jeweiligen
Probe bezeichnet. Alle Vergleiche zwischen verschiedenen Proben werden auf
diesen Ci-Wert bezogen. Zur Quantifizierung der Proben wurden DNA-Standards mit
bekannter Kopienzahl eingesetzt (siehe oben). Mittels der CiWerte fiir diese
Standards lasst sich eine Korrelationsgerade (Standardkurve) fur die jeweiligen
Zielgene ableiten.

Die amplifizierten Produkte wurden nach der Real-Time-PCR auf die richtige Grolie
hin kontrolliert. Die Quantifizierung der Ziel-mRNA erfolgte fir jede gemessene
Probe als Dreifachbestimmung und wurde danach auf die Expression eines stabil
exprimierten ,Houskeeping“-Gens bezogen (normalisiert), wozu in diesen Versuchen
GAPDH verwendet wurde.

Das nachfolgende Protokoll zeigt das Temperaturprogramm des Real-Time-PCR-

Thermocyclers auf (Abbildung 12).
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Standardprotokoll fiir die Real-Time-PCR Einstellungen des Thermocyclers

2 x TagMan Universal PCR Master Mix 12,5yl 1 50 °C 2 min
Primer-Mix (20 uM) 0,5 pl 2 95 °C 10 min
Sonde (10 uM) 0,3 pl 3 95 °C 15s
cDNA Matritze (10 ng - 1 pg) 3ul 4 60 °C 1 min
Nuklease-freies Wasser Ad 25 ul 39 Zyklen fir Schritt 3 - 4

Anschlief3ende Kontrolle der Amplifikat-

Lange maéglich

Abbildung 12. Standardprotokoll zur Real-Time-PCR.

3.2.4 Methoden zur Analyse der prokoagulativen Aktivitidt von Tissue Factor

3.2.4.1 Die Bestimmung der zelluldren Tissue Factor-Proteinaktivitat im
statischen Zellkulturmodell

Der TF/FVlla-Komplex spaltet FX entweder direkt oder indirekt Uber eine FIX-
Aktivierung (siehe Abbildung 2). Dabei entsteht proteolytisch aktiver FXa. Die
Bestimmung der funktionellen Aktivitdt von TF erfolgte Gber den hier verwendeten
TF-Aktivitdtstest. Dieser Aktivitatstest beruht auf der direkten Aktivierung von FX
durch den TF/FVlla-Komplex. Der dabei entstandene FXa setzt ein chromogenes
FXa-Substrat (Spectrozyme FXa) unter Abspaltung des Farbstoffes p-Nitroanilid um.
Die spezifische Extinktion dieses Farbstoffes wird dann bei 405 nm photometrisch
bestimmt. FXa entsteht dabei direkt proportional zur TF-Aktivitat in der Probe. Bei
dieser Methode werden die Blutgerinnungsfaktoren FVIla (NovoSeven®) und FX,
nicht aber die antikoagulatorischen Proteasen Antithrombin und Protein C, die unter
physiologischen Bedingungen vorzufinden sind, zugegeben. Da also nur
prokoagulatorische, aber nicht antikoagulatorische Faktoren berlcksichtigt wurden,
handelt es sich hierbei um eine Methode zur Bestimmung der TF-Aktivitadt unter
nichtphysiologischen Versuchsbedingungen.

Zur Durchfihrung dieses Aktivitatstests wurden die adharenten Zellen (HUVEC)
nach erfolgter Inhibition bzw. Stimulation mit eiskaltem PBS gewaschen, danach
mittels Trypsin/EDTA von der Oberflache der Kulturgefal3e gelést und anschliel3end
zentrifugiert (150 x g, 5 min), um den restlichen Uberstand von den Zellen zu
trennen. Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte nach der Aufnahme der HUVEC in TF-
Aktivitatspuffer lichtmikroskopisch mit Hilfe einer Neubauer-Zdhlkammer. Im

nachsten Schritt wurden 5 x 10* Zellen in 200 pl Aktivitatspuffer aufgenommen und
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mit Hilfe von 0,1 M n-Octyl-B-D-Glycopyranosid 15 min bei 37 °C lysiert. Die weiteren
Schritte erfolgten in einer 96-Well-Mikrotiterplatte. Zu 100 ul der Zellsuspension
wurden in 50 yl FVlla-Lésung (Endkonzentration 2 nM) pipettiert und dieser Ansatz
fur 10 min bei 37 °C inkubiert. Darauf folgte die Zugabe von weiteren 50 pl einer FX-
Lésung (Endkonzentration 150 nM) zur Probe. Uber einen Zeitraum von 4 min
wurden dann jede Minute 40 ul des Ansatzes abgenommen und in 100 yl 25 mM
EDTA-L6sung Uberfiihrt. Dies diente dazu, durch die Komplexierung des Kalziums
die FXa-Bildung in der Probe zu stoppen. Zu diesem Ansatz wurden 25 ul
Spectrozyme® FXa (0,5 mM Endkonzentration) pipettiert und der Anstieg der
optischen Dichte (OD) danach fir 30 min mit Hilfe eines ELISA-Readers
photometrisch bei 37 °C gemessen.

Die Berechnung der TF-Aktivitat in Units (U), als MaR fir die Umsetzung von FX zu
FXa, erfolgte mit Hilfe einer Standardkurve. Diese TF-Aktivitdts-Standardkurve ergab
sich aus der Bestimmung der TF-Aktivitdt definierter Konzentrationsreihen von
lipidiertem, rekombinant hergestelltem TF. Eine Aktivitats-Unit entspricht dabei einem

Absolutwert von 5,6 pg lipidiertem, rekombinantem TF (Abbildung 13).

TF-Aktivitits-Standardkurve
120
100 —
o -

£ o0 -
g e -
o w s y =5,5835x + 1,2662
o - RF=0,9956 |

20 —

—
0 .
0 5 10 15 20
TF-Aktivitat [U]

Abbildung 13. Standardkurve zur Berechnung der TF-Aktivitat in Units (U) aus der optischen Dichte
bei 405 nm (OD 4050m)-

3.2.4.2 Die Bestimmung der FXa-Bildung unter dynamischen
Flussbedingungen

Aus den zuvor beschrieben Flusskammerversuchen mit den entsprechend

praparierten Endothelzell-Einzelschichten wurden nach 10 min bzw. 15 min Aliquots

des Perfusionspuffers aufgefangen und mit demselben Volumen an EDTA gemischt.

Die photometrische Messung der FXa-Konzentration in den jeweiligen Proben
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erfolgte in 96-Well-Mikrotiterplatten unter Verwendung eines FXa-Bildungs-Assays.
Dazu wurden den Anséatzen jeweils 2,5 U/ml rekombinantes Hirudin zugesetzt, um
mogliche Einflisse durch Thrombin auf die Umsetzung des FXa-Substrates
(Spectrozyme® FXa) in der darauf folgenden Reaktion auszuschlieRen. AnschlieRend
wurden 0,4 mM des Substrates Spectrozyme® FXa zu den Proben gegeben und
diese danach fur 30 min bei 37 °C inkubiert. Die Spaltung des Substrates durch den
in den Proben enthaltenen FXa fihrte zur Bildung eines gelblichen Farbstoffes. Die
Konzentration des Farbstoffes wurde Uber die OD photometrisch in einem ELISA-
Reader bei 405 nm in einer Endpunktmessung bestimmt. Die Berechnung der FXa-
Konzentration in den jeweiligen Proben erfolgte mittels einer Standardkurve
(Abbildung 14). Diese FXa-Bildungs-Standardkurve wurde mit Hilfe von reinem
humanem Faktor Xa erstellt. Uber die Menge an gebildetem FXa erhéht sich das
prokoagulante Potenzial auf der Oberflache einer Endothelzell-Einzelschicht unter

proinflammatorischen und dynamischen Bedingungen.

FXa-Bildungs-Standardkurve
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Abbildung 14. Standardkurve zur Berechnung der Konzentration an gebildetem FXa in uM aus der
optischen Dichte bei 405 nm (OD 4050m)-

3.2.5 Proteinbiochemische Untersuchungsmethoden

3.2.5.1 Die Isolation und Quantifizierung von Proteinen

Den zuvor beschriebenen Inhibitions- und Stimulationsversuchen folgend wurden
Proteinproben aus den HUVEC isoliert. Dazu wurden die Zellen zuerst mit eiskaltem
PBS gewaschen. AnschlieRend wurden die HUVEC mit Hilfe eines Zellschabers von
der Oberflache der jeweiligen Zellkulturgefal’e abgel6st, in ein 15-ml-Reaktionsgefal’
Uberfihrt und zentrifugiert (500 x g, 5 min, 4 °C). Der dabei entstandene zellfreie

Uberstand wurde entfernt und das Pellet in eiskaltem Proteinisolationspuffer (RIPA-
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Puffer), welcher zusétzlich je 1 % Protease- und Phophatase-Inhibitor-Cocktail
enthielt, resuspendiert. Nach der anschlieRenden Inkubation dieser Suspension fiir
30 min bei 4 °C folgte ein Zentrifugationsschritt (12.000 x g, 30 min, 4 °C). Der dabei
gewonnene proteinhaltige Uberstand wurde vom Pellet, welches Zellfragmente und
andere Verunreinigungen enthielt, getrennt und in ein neues 1,5-ml-Reaktiongefaf’
Uberfuhrt. Bis zur Bestimmung der Proteinkonzentration in den Proben wurden diese
bei -80 °C gelagert. Die Quantifizierung des Gesamtproteingehalts der Proben
erfolgte mit Hilfe des BCA-Protein Assay Kits. Das Prinzip der dabei angewandten
Quantifizierungsmethode beruht auf der Reduktion von Cu?*-lonen zu Cu*-lonen in
Anwesenheit von Aminosduren wie Serin, Cystein oder Threonin. Diese Cu’-lonen
verbinden sich in der L6sung mit dem Natriumsalz der darin ebenfalls enthaltenen
Bicinchoninsdure zu einem farbigen Komplex, der photometrisch bei einer
Wellenldnge von 562 nm detektiert werden kann. Die Quantifizierung der
Proteinkonzentration in der jeweiligen Probe erfolgte mit Hilfe einer Standardkurve.

Die Durchfuhrung der Methode erfolgte nach den Herstellerangaben.

3.2.5.2 Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)
Mit Hilfe der Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) ist

es mdoglich, Proteine aus einer Lésung nach ihrer Gré3e bzw. dem Molekulargewicht
unter denaturierenden Bedingungen aufzutrennen. Die Bewegungsgeschwindigkeit
eines Proteins in einem elektrischen Feld héngt dabei von seinem Molekulargewicht
und seiner Ladung ab. Natriumdodecylsulfat (SDS) ist ein Detergenz, welches die
Proteine wahrend der SDS-PAGE denaturiert. Dieses anionische Tensid Uberdeckt
die Eigenladung der Proteine und bindet in einem Verhaltnis von 1,4 g SDS je 1 g
Protein, wodurch denaturierte Proteine eine konstante Ladungsverteilung erhalten
und so ihrer GréRe entsprechend im SDS-Gel aufgetrennt werden. Zuséatzlich wird
eine schérfere Bandentrennung erreicht, indem Gber dem Trenngel ein Sammelgel
gegossen wird, in dem die Proteine am Ubergang zum Trenngel fokussiert werden.
Die Spannbreite der Molekulargewichte der hier untersuchten Proteine, wie
beispielsweise SR-Proteine, fITF oder asHTF, reichte von 30 kD bis 75 kD. Deshalb
wurden Trenngele mit einem Acrylamid-Anteil von 12 % eingesetzt, um diese
Spannbreite moéglichst optimal abzudecken. 20-30 ug Protein je Probe wurden mit
Probenpuffer gemischt und fir 5 min bei 95 °C denaturiert. Anschlielend wurden die

Proben in die entsprechenden Taschen des Sammelgels (Acrylamid-Gehalt 4 %)
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pipettiert. Zur Bestimmung der Molekulargewichte der Proteinbanden im SDS-Gel
wurde ein mehrfarbiger Proteinmarker verwendet. Die Fokussierung der Proben am
Ubergang vom Sammelgel zum Trenngel erfolgte bei 35 mA. Die Auftrennung selbst
wurde bei einer Stromstédrke von 60 mA im Trenngel durchgefihrt. Um eine bessere
Vergleichbarkeit der Versuche zu erreichen, wurde die Auftrennung einheitlich

beendet, sobald die Bromphenolblaubanden das Ende des Trenngels erreichten.

3.2.5.3 Western Blots

Beim Western Blot-Verfahren werden Proteine aus einem SDS-Gel auf eine
Membran Ubertragen und darauf immobilisiert. Im Anschluss daran kann man die
transferierten Proteine in den komplexen Proteingemischen mit Hilfe von
spezifischen Antikérpern identifizieren.

Nach der Auftrennung der Proteinproben mittels der SDS-PAGE erfolgte die
Aquilibrierung des Gels und der Filterpapiere fir ca. 15 min im Transferpuffer. Eine
hydrophobe PVDF-Membran wurde zunéchst fir 30 s in Methanol aktiviert und
ebenfalls fir 15 min in Transferpuffer gegeben. Der Transfer der Proteine erfolgte
nach der Aquilibrierung aller Bestandteile mit Hilfe der ,Fastblot B44 - Semi-dry
Blotting“-Apparatur (Abbildung 15).

Kathode

Filterpapier

Gel

PVDF-Membran

Transferrichtung

Filterpapier

Anode

Abbildung 15. Aufbau der ,Semi-Dry Western Blot“-Apparatur.

Der Transfer der Proteine aus dem Gel auf die PVDF-Membran wurde bei einer
Leistung von 7 W fur 45 min durchgefiihrt. Die Uberpriifung der Effizienz des
Proteintransfers erfolgte mittels einer Farbung mit Ponceau-S-Lésung. Nach dem
Entfarben mit TBS-T wurde die Membran fur 60 min in 5 % Magermilchldsung auf
einem Schwenkschittler inkubiert. Dies diente dazu, unspezifische Bindungen auf

der Membran zu blockieren. Zwischen allen nachstehenden Schritten erfolgte ein
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dreimaliger Waschschritt fir jeweils 10 min mit TBS-T. AnschlieBend wurde die
Membran Uber Nacht (fiir ca. 16 h) bei 4 °C mit dem jeweiligen Primarantikérper
(Tabelle 2) inkubiert. Nach dem Entfernen unspezifisch gebundener Antikérper durch
dreimaliges Waschen mit TBS-T-Puffer folgte die Inkubation der PVDF-Membran mit
einem Peroxidase-konjugierten Sekundarantikdrper (1:5000 verdinnt in 5 %
Magermilchlésung) fir 60 min bei RT. Nach einem letzten Waschschritt mit TBS-T
wurde die Membran in eine Plastikfolie Gberfihrt und mit Hilfe des ECL plus Kits, den
Angaben des Herstellers folgend, die spezifischen Proteinbanden visualisiert. In
einer Dunkelkammer erfolgte die Inkubation der Réntgenfilme mit der so préparierten
Membran fur 30 s bis 10 min. Nach der Entwicklung der belichteten Filme waren die

sichtbar gewordenen Proteinbanden fiur die visuelle Auswertung zugénglich.

Tabelle 2. Primarantikérper-Verdinnungen fur Western Blot; (m) monoklonal, (p) polyklonal.

Primérantikérper Verdiinnung
anti-asHTF (p) 1:100
anti-human TF (m) 1:300
anti-Clk1 (p) 1:500
anti-Clk2 (p) 1:500
anti-CIk3 (p) 1:500
anti-Clk4 (p) 1:500
anti-GAPDH (m) 1:5000
anti-SC35 (m) 1:300
anti-SF2/ASF (m) 1:300
anti-SR-Protein (Klon 1H4) (m) 1:300
anti-SR-Protein (Klon 16H3E8) (m) 1:300
anti-Top1 (m) 1:500

3.2.6 Methoden zur Analyse der NO-Synthese und eNOS-Aktivitat

3.2.6.1 Der Griess-Assay zur Bestimmung der Nitrat/Nitrit-Konzentration

Nitrat (NOs) und Nitrit (NO;) sind die stabilen Oxidationsprodukte von
Stickstoffmonoxid (NO). Sie dienen als Indikatoren der endogenen Synthese von NO.
Mit Hilfe der Griess-Reaktion kénnen diese Indikatoren gemessen werden. Analysiert
wurden die Ubersténde zuvor inhibierter bzw. stimulierter HUVEC im Vergleich zu
TNF-a-stimulierten Zellen (Positivkontrollen) und unbehandelten Kontrollzellen
(Negativkontrollen). Wie im Abschnitt 3.2.1 beschrieben, wurden 1 x 10°® HUVEC
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vorbehandelt (Abbildung 7). Die Abnahme der Zelliberstéande erfolgte 2 h, 3 h bzw.
5 h nach der Stimulation mit TNF-a. Daran schloss sich ein Zentrifugationsschritt
(12.000 x g, 10 min, 4 °C) an. Dem folgte die Bestimmung der Nitrit-Konzentration im
Uberstand mit Hilfe des Griess Reagent Kit nach den Angaben des Herstellers. Jeder
Probe wurde das Griess-Reagenz hinzugefligt. Diesem Schritt folgte eine Inkubation
der Ansatze fir 30 min unter Lichtabschluss und bei RT. AnschlieRend wurde ein
Aliquot von 100 pl jeder Probe in eine Mikrotiterplatte Uberfiihrt. Die Bestimmung der
Menge des entstandenen farbigen Substratprodukts erfolgte photometrisch mit Hilfe
eines ELISA-Readers bei einer Wellenldnge von 548 nm. Die Bestimmung des NO-
Gehaltes in den Zelliiberstanden erfolgte mit Hilfe einer Standardkurve, welche sich
aus der Messung der OD bei definierten Natriumnitrit-Konzentrationsreihen ergab
(Abbildung 16). Uber die Konzentration an NO waren Riickschliisse auf die Aktivitat
der endothelialen Stickstoffmonoxidsynthase (eNOS) in den HUVEC méglich.

NO-Bildungs-Standardkurve
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Abbildung 16. Standardkurve zur Berechnung der Konzentration an gebildetem NO in uM aus der
optischen Dichte bei 548 nm (OD s48nm)-

3.2.6.2 Durchflusszytometrische Analysen der intrazelluldren
Stickstoffmonoxid-Konzentration

Die Durchflusszytometrie dient der fluoreszenzabh&ngigen und multiparametrischen
Erfassung und Analyse von Zellen in Suspension. Das Funktionsprinzip beruht auf
der simultanen Messung von Fluoreszenz- und Streulichteigenschaften von
Zellsuspensionen, die mit Fluoreszenzfarbstoffen behandelt wurden. Es sind parallel
Untersuchungen zur GréRe und Granularitdt der Zellen Uber die Lichtstreuung sowie
zu anderen Zelleigenschaften durch Assoziation von Fluoreszenzfarbstoffen
durchfuhrbar.
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Mit spezifischen Fluoreszenzfarbstoffen markierte Zellen werden in einer Suspension
Uber hydrodynamische Fokussierung an einem Laserstrahl vorbeitransportiert
(Abbildung 17). Nach Anregung der Elektronen des Fluoreszenzfarbstoffes durch
den monochromatischen Laserstrahl werden diese auf ein hdheres Energieniveau
gehoben, um direkt nach dem Laserpuls unter Abgabe von Energie (in Form von
Photonen) wieder auf ihr Ursprungsniveau zuriickzufallen. Die emittierten Photonen
werden von einem Photodetektor registriert. Die Photonenkonzentration verhalt sich
dabei proportional zur Menge an Fluoreszenzfarbstoff je Zelle. Durch die
Lichtbeugung und -streuung kénnen zuséatzlich Informationen tber die ZellgréRe und
die Grolie des Zellkerns sowie die Granularitdt des Zytoplasmas gewonnen werden.
In den hier durchgefuhrten Versuchen wurde mit Hilfe des Fluoreszenzfarbstoffes
Diaminofluorescein-2-Diacetat (DAF-2DA) die intrazellulare Konzentration an NO,
einem wichtigen Regulator der GefalRhomdostase in lebenden Zellen bestimmt. DAF-
2DA ist ein nichtfluoreszierendes zellpermeables Reagenz, dessen Diacetat-
Gruppen nach der Aufnahme in die Zelle durch zytosolische Esterasen hydrolysiert
werden. Dabei entstent DAF2, das irreversibel innerhalb der Zelle gebunden bleibt
und in Gegenwart von NO zu dem fluoreszierenden Triazol-Derivat DAF-2T
umgewandelt wird. Die Menge an DAF-2T lasst sich Uber die Messung der Extinktion
bei 488 nm und Emission bei 515 nm bestimmen, wodurch Ruickschlisse auf die
NO-Menge und damit auf die Aktivitdt von eNOS innerhalb der Zelle méglich sind.
Die Auswertung der Versuche wurde mit Hilfe der CellQuest®-Software (Becton
Dickinson GmbH, Heidelberg, D) durchgefihrt.
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Abbildung 17. Prinzip der Durchflusszytometrie (hydrodynamische Fokussierung), entnommen aus
der Gebrauchsinformation des FACScan.

3.3 Statistische Auswertung

Die in dieser Arbeit erhobenen Daten sind, soweit nicht anders gekennzeichnet, als
arithmetische Mittelwerte und Standardabweichung dargestellt und stammen aus
mindestens drei unabhéngigen Experimenten. Die Entscheidung, ob Unterschiede
zwischen den Ergebnissen der einzelnen Versuchsgruppen signifikant waren, wurde
fur normalverteilte Daten unter Durchfiihrung eines ungepaarten ,t-Tests® getroffen.
In Versuchen, bei denen mehr als zwei verschiedene Gruppen miteinander
verglichen wurden, erfolgte die statistische Analyse mittels eines ,,One Way*-ANOVA
(Analysen zur Varianz)-Tests mit anschlieRender Bonferroni-Korrektur. Die
statistische Auswertung erfolgte mit der Software GraphPad Prism 4 Version 4.03
(GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA). Eine Irrtumswahrscheinlichkeit von
p<0,05 wurde fur alle erhobenen Daten als minimales Signifikanzniveau

angenommen.
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4. Ergebnisse

Die im Rahmen dieser Arbeit erhobenen Daten stammen aus Zellkultur-Versuchen
an humanen Endothelzellen aus Nabelschnurvenen (HUVEC). Dieser Zelltyp stellt
ein geeignetes und gut beschriebenes Modell fir in vitro-Analysen zur
Endothelfunktion dar.

4.1 Die Charakterisierung des Expressionsmusters der Clk-Familie und
der DNA topo | in HUVEC

Literaturrecherchen und Sequenzvergleiche mittels der BLAST-Software
(www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) ergaben, dass in humanen Zellen die
Priméartranskripte aller vier Mitglieder der Clk-Familie, nicht aber der DNA topo |
alternativ gespleil3t werden. Dadurch kommt es auf mMRNA-Ebene zur Bildung von
Clk-Spleildvarianten (Abbildung 18).
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Abbildung 18. Schematische Darstellung der mMRNA-Spleilvarianten von Clk1, 2, 3, 4 und der mRNA
der DNA topo |.

Angegeben sind die Bezeichnungen der jeweiligen Originalsequenzen
(Akzessionsnummer), die Sequenzlénge, die Positionen der spezifischen Primer und
die alternativ gespleiten Regionen in der Sequenz der Primartranskripte. Die
Darstellung der mRNA-SpleiRvarianten erfolgt in 3’-5-Ausrichtung.

Auf mRNA-Ebene exprimierten HUVEC alle vier ,full length“-Formen der Clk-Familie

konstitutiv, ebenso wie die alternativ gesplei3ten mRNA-Varianten der Clks1, 2 und 4
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(Abbildung 19A). Die alternative mRNA-Spleildvariante von Clk3 konnte in HUVEC
nicht detektiert werden (Abbildung 19A). 1 h nach der Stimulation der Zellen mit
TNF-a war die Expression aller .full length“-Formen erhéht (Abbildung 19A). Die
Expression der funktionslosen alternativ gesplei3ten mRNA-Varianten erwies sich als
supprimiert unter diesen Bedingungen (Abbildung 19A). Verglichen mit den
nichtstimulierten Kontrollen war die Proteinexpression aller vier Mitglieder der Clk-
Familie 5 h nach der Stimulation mit TNF-a ebenfalls erhéht (Abbildung 19B).

Clk 1 Clk 2
Clk 1 Clk 2
<+ (437 bp) * (286 bp) |
GAPDH GAPDH GAPDH GAPDH
TNF-a - + - + TNF-a - + - +
[10 ng/mI] [10 ngimI]
?gosb - ::5':04pr Clk 3 Clk 4
-
GAPDH GAPDH GAPDH GAPDH
TNF-a - + - + TNF-a - + - +
[10 ng/ml] [10 ng/ml]

Abbildung 19. Expression der Mitglieder der Clk-Familie in HUVEC.

Dargestellt sind die Ergebnisse der Expressionsanalyse auf Ebene der mRNA-Bildung,
1 h nach der Stimulation (A) und die der Proteinsynthese, 5 h nach der Stimulation mit
TNF-a (B). Verglichen werden Zellen, die mit 10 ng/ml TNF-a stimuliert wurden (+),
und nichtstimulierte Kontrollen (-). Angegeben sind die GroRen der detektierten PCR-
Produkte in Basenpaaren (bp) und der Proteine in Kilodalton (kD). GAPDH dient als
Ladekontrolle.

Unstimulierte HUVEC exprimieren konstitutiv DNA topo | sowohl auf mRNA- als auch
auf Proteinebene (Abbildung 20). Die Stimulation mit TNF-a fuhrte nach 1 h zu einer
vermehrten mRNA-Expression der DNA topo | (Abbildung 20A). Auch auf
Proteinebene fuhrte die TNF-a-Induktion nach 5 h zu einer deutlichen Erhéhung der
DNA topo I-Expression (Abbildung 20B).
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[10 ng/ml]

Abbildung 20. Expression der DNA topo | in HUVEC.

(A) Darstellung der mRNA-Expression 1 h nach Stimulation mit TNF-a und (B) der
Proteinexpression von DNA topo | 5 h nach der Induktion. Darstellt sind die GréRen
der detektierten PCR-Produkte in Basenpaaren (bp) und der Proteine in Kilodalton
(kD) im Vergleich von TNF-a-stimulierten (+) zu nichtstimulierten Zellen (-).

4.2 Die Bedeutung der Regulation alternativer SpleiBprozesse fiir die
Expression und die prokoagulatorische Aktivitat von TF

4.2.1 Der Einfluss der Clk-Familie und der DNA topo | auf die differenzielle TF-
Isoform-Expression auf mMRNA-Ebene

Um den Einfluss der SR-Proteinkinasen auf das alternative Spleilten von TF und
damit die differenzielle TF-lIsoform-Expression zu untersuchen, wurden die
spezifischen pharmakologischen Inhibitoren TG003, ein Inhibitor fir Clk1, 2 und 4,
und Camptothecin, ein Inhibitor der DNA topo |, verwendet.

Die Basalexpression beider TF-Isoformen in nichtstimulierten HUVEC erwies sich als
sehr gering ausgepragt (Abbildung 21). Die pharmakologische Inhibition der Clk-
Familie wie auch die Hemmung der DNA topo | besal} keinen signifikanten Einfluss
auf die mRNA-Expression von asHTF (Abbildung 21A) oder fITF (Abbildung 21B) in
ruhenden HUVEC.
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Abbildung 21. Der Einfluss der Clk- und DNA topo I-Inhibitoren auf die mRNA-Expression von asHTF

(A) und fITF (B) in nichtstimulierten HUVEC. Dabei werden unbehandelte HUVEC mit
Zellen verglichen, die fiir 1 h mit TG003 oder Camptothecin vorinkubiert wurden. (n.s.)
nicht signifikant unterschiedlich.

Eine einstindige  Stimulation der humanen Endothelzellen mit dem
proinfammatorischen Zytokin TNF-a fiihrte zu einer signifikanten Erhéhung der
MRNA-Expression der I6slichen TF-Isoform asHTF verglichen mit nichtstimulierten
HUVEC (Abbildung 22A). In den TNF-o-induzierten Zellen bewirkte die
vorhergehende Inhibition der Clk-Familie eine vollstdndige Reduktion der asHTF-
MRNA-Expression bis auf das Basalniveau (Abbildung 22A). Im Gegensatz dazu
fuhrte die DNA topo I-Inhibition in den proinflammatorisch stimulierten HUVEC zu
einer signifikanten Erhéhung der Expression von asHTF (Abbildung 22A). Die
Stimulation mit TNF-a induzierte ebenfalls die mRNA-Expression von fITF (Abbildung
22B). Die Inhibition der Clk-Familie fihrte zu einer signifikanten Reduktion der
TNF-a-induzierten fITF-mRNA-Expression um ca. 50 % (Abbildung 22 B). Die
pharmakologische Hemmung der DNA topo | verringerte die fITF-Expression um ca.
75 % unter diesen Bedingungen (Abbildung 22 B).
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Abbildung 22. Die mMRNA-Expression der TF-Isoformen:

asHTF (A) und fITF (B), normalisiert gegen GAPDH, 1 h nach Stimulation mit TNF-a.
Verglichen werden nichtstimulierte Kontrollen, Zellen, die mit TNF-a stimuliert wurden,
und Zellen, die vor der Stimulation mit Camptothecin bzw. TG003 vorbehandelt
wurden. (*) p<0,05; (#) p<0,01; (§) p<0,0001.

Zusatzlich nutzten wir herkdmmliche PCR-Verfahren zur Darstellung und
semiquantitativen Auswertung der Einfliisse der oben genannten pharmakologischen
Inhibitoren in HUVEC unter proinflammatorischen Bedingungen (Abbildung 23). Die
Identitdt der PCR-Produkte wurde mittels DNA-Sequenzierung verifiziert.

Die Ergebnisse der semiquantitativen PCR zeigen Ubereinstimmend mit den Daten
der Real-Time-PCR, dass das Niveau der basalen Expression beider TF-Isoformen
in unbehandelten HUVEC sehr gering ist (Abbildung 23). Die einstiindige Stimulation
der Zellen mit TNF-a fuhrte zu einer deutlichen Induktion der mRNA-Expression
beider TF-Isoformen (Abbildung 23). Die pharmakologische Inhibition der Clk-Familie
reduzierte die Expression beider TF-Isoformen in den TNF-a-stimulierten HUVEC
(Abbildung 23). Die Inhibition der DNA topo | hingegen resultierte in einer Erhéhung
von asHTF, wahrend die mRNA-Expression von fITF deutlich verringert wurde 1 h
nach der Stimulation mit TNF-a (Abbildung 23).
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+ + + TNF-a

Abbildung 23. Die mRNA-Expression von fITF und asHTF in HUVEC 1 h nach der Stimulation mit
TNF-a.

Dargestellt ist der Vergleich von unbehandelten Kontrollen, Zellen, die mit 10 ng/mi
TNF-a stimuliert wurden, und Zellen, die vor der Stimulation mit Camptothecin (DNA
topo I-Inhibitor) bzw. 10 yuM TGO003 (CIk-Inhibitor) vorbehandelt wurden. Als
Ladekontrolle diente GAPDH, und als Marker wurde eine 100-Basenpaar (bp)-Leiter
eingesetzt. Die PCR-Produkte waren fITF (931 bp), asHTF (771 bp) und GAPDH (185

bp).

Um zu bestéatigen, dass der Einfluss der pharmakologischen Inhibitoren auf die
spezifische Hemmung der oben genannten SR-Proteinkinasen zurlckzufihren war,
wurden exemplarisch die DNA topo |, die Clk1 sowie die Clk4 mit Hilfe spezifischer
siRNAs herunterreguliert (,knock-down").

Eine einstiindige Stimulation der humanen Endothelzellen mit TNF-a fihrte zu einer
signifikanten Erhéhung von asHTF (Abbildung 24A) und fITF (Abbildung 24B)
gegenuber den unbehandelten Kontrollen, deren TF-Basalexpression, wie schon
zuvor gezeigt, sehr gering ausgepragt war (Abbildung 24). Die siRNA-vermittelte
Inhibition von CIlk1 und Clk4, allein oder in Kombination, verringerte die asHTF-
Expression gegeniber den TNF-a-stimulierten Kontrollen in signifikantem Malie
(Abbildung 24A). Im Gegensatz dazu resultierte der DNA topo I-,knock-down“ in
einer deutlichen Erhéhung der mRNA-Expression von asHTF (Abbildung 24 A). Die
siRNA-vermittelte Herunterregulation von Clk1 oder Clk4 allein beeinflusste die
TNF-a-induzierte fITF-mRNA-Expression nicht (Abbildung 24 B). Die Inhibition beider
Clks hingegen verminderte die fITF-Expression um ca. 50 %. Die siRNA-vermittelte
Hemmung der DNA topo | reduzierte ebenfalls signifikant die mRNA-Expression von
fITF. Diese Beobachtungen bestatigten die Ergebnisse der pharmakologischen

Inhibition der SR-Proteinkinasen.
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Abbildung 24. Darstellung der mMRNA-Expression von asHTF (A) und fITF(B) in HUVEC 48 h nach
der Transfektion mit spezifischen siRNAs und 1 h nach der Stimulation mit TNF-a.

Verglichen werden unbehandelte Kontrollen, TNF-a-stimulierte HUVEC und Zellen, die
48 h vor der Stimulation mit spezifischen siRNAs gegen Clk1, Clk4, Clk1 und 4 sowie
DNA topo | transfiziert wurden. (*) p<0,05; (#) p<0,01; $ p<0,001; (i.t.) p<0,15 (im
Trend); (n.s.) nicht signifikant unterschiedlich.

In zusatzlichen semiquantitativen PCR-Analysen wurde gezeigt, dass in TNF-o-
stimulierten HUVEC die vorhergehende Inhibition der Clk-Familie die Expression
einer dritten TF-mRNA-SpleilRvariante induziert (Abbildung 25). Die ldentitdt der
PCR-Produkte wurde mittels DNA-Sequenzierung belegt.

Wie schon in den vorhergehenden Versuchen dargestellt wurde, induzierte die TNF-
a-Stimulation der humanen Endothelzellen die Expression von fITF (140 bp-
Fragment; Abbildung 25). Die pharmakologische Inhibition der Clk-Familie
verringerte die fITF-Expression in den TNF-a-stimulierten HUVEC nur in geringem
Malde, wahrend die Hemmung der DNA topo | zu einer deutlichen Reduktion der
MRNA-Expression von fITF fihrte (Abbildung 25). Ferner fuhrte die Inhibition der Clk-
Familie in den TNF-a-induzierten Endothelzellen zur Expression eines weiteren PCR-
Produktes bei 635 bp, welches in den anders behandelten Proben nicht

nachgewiesen wurde (Abbildung 25).
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Abbildung 25. Darstellung der mRNA-Expression von fITF und der TF-A-Spleivariante nach
einstiindiger Stimulation der HUVEC mit TNF-a.

Charakterisiert wurde das Expressionsmuster dieser beiden TF-Splei3varianten in
unbehandelten Kontrollen, TNF-a-stimulierten Endothelzellen und HUVEC, die vor der
Stimulation mit Camptothecin (DNA topo I-Inhibitor) bzw. TG003 (Clk-Inhibitor)
vorbehandelt wurden. Als Ladekontrolle diente GAPDH. Als Marker wurde eine 100-
Basenpaar (bp)-Leiter verwendet. Die dargestellten Amplikons sind fITF (140 bp), TF-A
(635 bp) und GAPDH (185 bp).

Analysen mit Hilfe der BLAST-Software (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) zeigten,
dass die Sequenz des Amplikons der nichtkodierenden mRNA-Splei3variante TF-A
entsprach (Abbildung 26). Bei der Bildung dieser humanen TF-Spleil3variante kommt
es Uber alternative Spleil3prozesse zur Insertion eines Fragmentes von Intron 1 in die
reife mMRNA (Abbildung 27).

aagactgcga gctcccocgea ccccctocgea ctcoccectoctgy cocggoeccagg gogecttcag cccaacctco ccagccocccac gggogoccacy
gaacccgctc gatctcgoccg ccaactggta gacatggaga ccocctgoctyg gococcocogggtoe cogogocoog agaccogecgt cgetcoggacyg

ctoctgeteg gotgggtett cgoccaggtyg goocggogett cag
TF-E1 for

Exon 1

gtttggg tagaggcaat ccaaaaggge tggattgetg cttagattgg

Exon A agcaggtaca acgittgtgea tgcccecgtat téctacgagg tgttocgggac ggogtagaga ctgggacctg cigeogtactg goazagecaga

cctitcataag azataatcect gatcoccaatac agcoccgacggt gtgacaggcce acacgtcococcoce gtgggtectect gtggaagttt cagtgtageg

acatttcaga taaaagtgga aaaagigaag tétggeotttt ttcatttgta tgecagtcoccocta actecttgtca cacgtgtggg atttatcttt

ttocataact tactgaaaac cocttooctgge gggotgaacce tgactectice tgagectgagt ccoctggactgg cacactgatg gotoctggget
ctteccggte aagttataac aaggeittge ccatgaataa tttcaaacga aaatgtcaag atccttgeecg gtgteccoctggg attacaaqg

ge
actacaaata ctgtggcage atataattta acttggaaat caactaattt caagacaatt ttggagtggg aacccaaacc cgtcaatcaa
gtctacactg ttcaaataag

Exon 2

TF-E2 rev

Abbildung 26. Die Ergebnisse der Sequenzanalyse.

Dargestellt ist die Sequenz des TF-A-Amplikons, in Ubereinstimmung mit der
bekannten Sequenz der TF-A-mRNA (GenBank Akzessionsnummer: AY940729). Die
Sequenz ist in 5’-3’-Richtung des ,Sense“-Stranges dargestellt. Die Positionen der
Primer sind unterstrichen, und die exonischen Sequenzen sind fettgedruckt. Die
Sequenz von Exon 1A, die dem vorderen Teil von Intron 1 entspricht, ist kursiv
gedruckt.
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In Abbildung 27 sind die Vorgénge, welche zur Bildung der drei oben beschriebenen

TF-Spleillvarianten fuhren, ausgehend von der TF-pr&-mRNA schematisch

dargestellt.
SpleiRprozesse reifes mRNA-SpleiBprodukt
TF-pri-mRNA
1) alle Introns werden entfernt nnn n fITF
E1H2 [2E3 [3E4 MES 15 E6 2) zusatzlich zu 1) wird Exon 5
5 5 \ herausgespleift [ 2/ 3] 4] 6] asHTF
3) Zusatzlich zu 1) wird ein Teil von _ TF-A
Intron 1 nicht herausgespleift mnﬂn n

Abbildung 27. Schematische Darstellung der TF-pra-mRNA und der Spleil3prozesse, welche zur
Bildung der drei TF-mRNA-SpleiRvarianten fiihren.

Die Bedeutung der Symbole ist dabei wie folgt definiert: E = Exon; | = Intron.

4.2.2 Analysen zum Einfluss der SR-Proteinkinasen auf die Proteinexpression
von fITF und asHTF

Western Blot-Versuche dienten dazu, den Einfluss der Inhibition der Clks und der
DNA topo | auf Proteinexpression der beiden TF-lsoformen abzuschatzen. Dazu
wurden die HUVEC fir 5 h und 8 h mit TNF-a stimuliert und danach die Proteine
isoliert und untersucht.

Ruhende HUVEC exprimierten beide TF-lsoformen auf Proteinebene nur in sehr
geringen Mengen (Abbildung 28). Die Stimulation mit TNF-a fihrte sowohl nach 5 h
als auch nach 8 h zu einem deutlichen Anstieg der Expression beider Isoformen von
TF (Abbildung 28). 5 h nach der Stimulation besal} die Inhibition der Clks keinen
Einfluss auf die TNF-a-induzierte Erhéhung von fITF (Abbildung 28A). Im Gegensatz
dazu verringerte die Inhibition der DNA topo | die fITF-Proteinexpression bis auf das
Basalniveau (Abbildung 28A). Die asHTF-Expression wurde durch die beiden
Inhibitoren gegensatzlich beeinflusst. So flihrte die Inhibition der Clks zu einer
Reduktion von asHTF gegeniiber den TNF-a-stimulierten Kontrollen (Abbildung 28A).
Die Inhibition der DNA topo | hingegen erhéhte die asHTF-Expression (Abbildung
28A). 8 h nach der Stimulation erwies sich die Proteinexpression von fITF als
reduziert in den Clk-inhibieten HUVEC verglichen mit den TNF-a-stimulierten
Kontrollen (Abbildung 28B). Die TNF-a-induzierte Expressionserhéhung von asHTF
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wurde unter diesen Bedingungen vollstdndig aufgehoben (Abbildung 28B). Im
Gegensatz zur Clk-Inhibition fuhrte die Inhibition der DNA topo | zu einer drastischen
Verringerung von fITF-Protein (Abbildung 28B). Die asHTF-Expression hingegen
blieb unter diesen Bedingungen unbeeinflusst (Abbildung 28B).

A

« fITFA7kD) —»

«— asHTF (30 kD) —

< GAPDH (37 kD) —

- - - + Camptothecin - - - +
- - + - TG003 - - + -
- + + + TNF-a - + + +
5 h nach Stimulation mit TNF-a 8 h nach Stimulation mit TNF-a

Abbildung 28. Die Proteinexpression der TF-Isoformen in HUVEC nach TNF-a-Stimulation.

In der Abbildung sind Western Blots von Zelllysaten 5 h (A) und 8 h (B) nach der
Stimulation mit TNF-a dargestellt. Dabei werden unbehandelte Kontrollen, TNF-a-
induzierte Zellen und Zellen, die vor der Stimulation mit Camptothecin bzw. TG003
vorbehandelt wurden, verglichen. Die fITF-Isoform wurde mit einem gegen die
extrazellulare Domane gerichteten Antikérper und asHTF mit einem spezifischen,
gegen den typischen C-Terminus der Isoform gerichteten Antikorper detektiert.
GAPDH diente als Ladekontrolle.

4.2.3 Die Wirkung der Clk- und DNA topo I-Inhibition auf die Prokoagulabilitat
endothelialer Zellen

Der Bedeutung der SR-Proteinkinasen fir die Steuerung der prothrombogenen

Aktivitdt humaner Endothelzellen nach Stimulation mit dem proinflammatorischen

Zytokin TNF-a wurde im statischen sowie im dynamischen Modell analysiert.

4.2.3.1 Der Einfluss der Inhibition der SR-Proteinkinasen auf die zellulare
Prokoagulabilitit von HUVEC

Unter statischen Zellkulturbedingungen erfolgte die Bestimmung des Einflusses der
Clk-Familie und der DNA topo | auf die intrazellulére endotheliale prokoagulatorische

Aktivitat anhand eines chromogenen TF-Aktivitats-Assays.
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Sowohl 5 h als auch 8 h nach der Stimulation mit TNF-a erwies sich die TF-Aktivitat
gegenuber den unbehandelten Kontrollen als signifikant erhdéht (Abbildung 29).
Ubereinstimmend mit den Daten der TF-Proteinexpression (Abbildung 28) besaR die
Inhibition der Clk-Familie 5 h nach der TNF-a-Stimulation keinen Einfluss auf die TF-
Aktivitat (Abbildung 29A). Nach achtstiindiger Stimulation mit TNF-a wurde die
prokoagulative Aktivitdt von TF in den Clk-inhibierten Zellen hingegen verringert
(Abbildung 29B). Im Gegensatz dazu fuhrte die Inhibition der DNA topo | zu einer
signifikanten Reduktion der TNF-a-induzierten Erhéhung der TF-Aktivitdt sowohl
nach 5 h als auch nach 8 h (Abbildung 29).
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Camptothecin - - - + Camptothecin - - - +
TG003 - - + - TG003 - - +
TNF-a - + + + TNF-a - + + +
5 h nach Stimulation mit TNF-a 8 h nach Stimulation mit TNF-a

Abbildung 29. Die zelluldre TF-Aktivitdt 5 h (A) und 8 h (B) nach Stimulation mit 10 ng/ml TNF-a.

Die TF-Aktivitat wird in U (Units) je 10® HUVEC angegeben. Analysiert wurden
unbehandelte Kontrollen und TNF-a-stimulierte Zellen sowie Zellen, die vor der
Stimulation mit Camptothecin bzw. TG003 vorinkubiert wurden. (*) p<0,05; (#) p<0,01;
($) p<0,001; (n.s.) nicht signifikant unterschiedlich.

4.2.3.2 Die Bedeutung der Clk-Familie und der DNA topo I fiir die TF-abhédngige
Generierung von FXa unter Flussbedingungen

Unter dynamischen Strémungsbedingungen wurde der Einfluss der oben genannten
SR-Proteinkinasen mittels eines FXa-Bildungs-Assays bestimmt.

Die basale FXa-Bildung unbehandelter HUVEC unter dynamischen
Flussbedingungen betrug ca. 4 yM FXa in einem Durchflussvolumen von 100 pl
Perfusionslésung (Abbildung 30). Die Stimulation der HUVEC-Einzelschicht mit
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TNF-a fihrte zu einer 2,5-fachen Erhéhung der FXa-Generierung sowohl 10 min
(Abbildung 30A) als auch 15 min nach Perfusionsbeginn (Abbildung 30B). Die Clk-
Inhibition verringerte die TNF-a-induzierte Erhéhung von FXa um ca. 30 % zu beiden
Messzeiten (Abbildung 30). Die pharmakologische Inhibition der DNA topo | fihrte
ebenfalls zu einer deutlichen Verringerung der FXa-Bildung von ca. 60 % 10 min
(Abbildung 30A) und ca. 50 % 15 min nach Begin der Perfusion (Abbildung 30B).
Diese Daten zeigen, dass unter physiologisch relevanten Strémungsbedingungen
Clks und die DNA topo | das TF-vermittelte prokoagulative Potenzial auf der

Oberflache TNF-a-stimulierter Endothelzellen reduzieren.
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Abbildung 30. Die Messung der FXa-Generierung 8 h nach der Stimulation einer HUVEC-
Einzelschicht mit TNF-a, 10 min (A) und 15 min (B) nach Beginn der Perfusion.

Es wurden nichtstimulierte Kontrollen, Zellen, die mit 10 ng/ml TNF-a induziert wurden,
und Zellen, die vor der Stimulation mit Camptothecin bzw. TG003 vorinkubiert wurden,
vergleichend miteinander dargestellt. Angegeben ist die FXa-Bildung (uM) in einem
Durchflussvolumen von 100 pl. ,BN* ist das zugrunde gelegte Basalniveau der FXa-
Bildung. (*) p<0,05; (#) p<0,01; (§) p<0,0001.

4.2.4 Die Auswirkungen der Clk- und DNA topo I-Inhibition auf das
Phosphorylierungsmuster der SR-Proteine

Zur Bestimmung des Einflusses der SR-Proteinkinasen auf die Expression und die
Phosphorylierung der SR-Proteine SRp75, SRp55, SC35 und SF2/ASF wurden
Western Blot-Experimente durchgefuhrt und die Ergebnisse quantifiziert.
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Sowohl unbehandelte als auch TNF-a-induzierte HUVEC exprimieren alle vier oben
genannten SR-Proteine (Abbildung 31). Weder die einstindige Vorbehandlung mit
den Inhibitoren der Clk-Familie bzw. DNA topo | noch die Stimulation mit TNF-a fur
2 min beeinflusste die Expression von SRp75, SRp55, SC35 und SF2/ASF in diesen
Zellen (Abbildung 31).

SRp75 (75kD) — [

SRpS5 (S5kD) _, W S S
SC35% (35kD) _,
sransr 310) . | ]

GAPDH (37 kD) _,

Camptothecin 5 L 5 +
TG003 - - + -
TNF-u - + + +

Abbildung 31. Die Proteinexpression der SR-Proteine 2 min nach Stimulation mit TNF-a.

Dargestellt ist die Expression von SRp75, SRp55, SC35 und SF2/ASF in
unbehandelten HUVEC, TNF-a-stimulierten Endothelzellen und Zellen, die vor der
Stimulation mit Camptothecin bzw. TG003 vorbehandelt wurden. Die Detektion der
entsprechenden SR-Proteine erfolgte mit Hilfe von phoshorylierungsunabh&ngigen
monoklonalen Antikérpern. GAPDH diente als Ladekontrolle.

Mit Hilfe des Antikérpers mAb1H4, welcher gegen die Phosphoepitope der SR-
Proteinfamilie gerichtet ist, wurden die Phosphorylierungszustande dieser Faktoren
in inhibierten bzw. stimulierten HUVEC untersucht (Abbildung 32).

In ruhenden humanen Endothelzellen wurden phosphorylierte Formen der SR-
Proteine SRp75, SRp55, SC35 und SF2/ASF detektiert (Abbildung 32A). Eine
zweiminutige Stimulation mit TNF-a verédnderte das Phosphorylierungsmuster der
SR-Proteine SC35 und SF2/ASF in HUVEC (Abbildung 32A). Die Inhibition der SR-
Proteinkinasen beeinflusste das Phosphorylierungsmuster der SR-Proteine SRp75,
SRp55 und SF2/ASF 2 min nach der TNF-a-Stimulation (Abbildung 32A). In
nichtstimulierten Zellen wurde das Phosphorylierungsmuster dieser Proteine
ebenfalls durch die Inhibition der Clk-Familie bzw. der DNA topo | sowohl nach 2 min
als auch nach 20 min verandert (Abbildung 32B).
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Abbildung 32. Darstellung des Phosphorylierungsmusters der SR-Proteine 2 min nach Stimulation
mit TNF-a (A) und 2 min bzw. 20 min ohne TNF-a-Induktion (B).

(A) Dargestellt ist das Phosphorylierungsmuster von SRp75, SRp55, SC35 und
SF2/ASF in nichtstimulierten HUVEC, Zellen, die mit TNF-a stimuliert wurden, und
Zellen, die vor der Stimulation mit Camptothecin bzw. TG003 vorbehandelt wurden. (B)
Darstellung des Einflusses der Inhibitoren auf nichtstimulierte HUVEC. Zur Detektion
wurde ein phoshorylierungsabhéngiger monoklonaler Antikérper verwendet. GAPDH
diente als Ladekontrolle.

Die Quantifizierung des Phosphorylierungsmusters der SR-Proteine SRp75, SRs55,
SC35 und SF2/ASF erfolgte durch eine densitometrische Auswertung der Western
Blots (Abbildung 33). Die Stimulation der humanen Endothelzellen mit TNF-a fihrte
zu einer Induktion der Phosphorylierung von SC35 und SF2/ASF (Abbildung 33C und
D). Der Phosphorylierungszustand von SRp75 sowie von SRpS55 blieb unter diesen
Bedingungen unbeeinflusst (Abbildung 33A und B). Die Inhibition der Clks, nicht aber
der DNA topo | flhrte zu einer signifikanten Verminderung der Phosphorylierung von
SRp75 gegenitber den TNF-a-stimulieten HUVEC (Abbildung 33A). Die SRp55-
Phosphorylierung wurde hingegen sowohl durch die Inhibition der Clk-Familie als
auch durch die Hemmung der DNA topo | signifikant reduziert (Abbildung 33B). Die
Inhibition der Clks flihrte zu einer deutlicheren Reduktion der Phosphorylierung von
SRp55, als es nach der Hemmung der DNA topol zu beobachten war
(Abbildung 33B). Der Phosphorylierungszustand von SC35 blieb unbeeinflusst durch
die Inhibition der jeweiligen SR-Proteinkinasen, verglichen mit den TNF-a-
stimulierten Kontrollen (Abbildung 33C). Sowohl die Inhibition der Clks als auch die
Hemmung der DNA topo | fihrte zu einer signifikanten Verminderung der
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Phosphorylierung von SF2/ASF 2 min nach der Stimulation mit TNF-a
(Abbildung 33D).
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Abbildung 33. Quantifizierung der Untersuchungen zur Phosphorylierung der SR-Proteine.

Analysiert wurden die Phosphorylierungsmuster von SRp75, SRp55, SC35 und
SF2/ASF, im Vergleich zwischen unbehandelten HUVEC, TNF-a-induzierten Zellen
und Endothelzellen, die vor der TNF-a-Stimulation mit Camptothecin bzw. TG003
vorbehandelt wurden. Dargestellt sind die Messungen der Gesamtdichte der Western
Blot-Banden als relative optische Dichte (OD). (*) p<0,05; (#) p<0,01; ($) p<0,001; (i.t.)
p<0,15 (im Trend); (n.s.) nicht signifikant unterschiedlich.

4.2.5 Die Bedeutung von SR-Proteinen fiir die Expression und Aktivitit der TF-
Isoformen

Um die Bedeutung der SR-Proteine bei der Regulation der differenziellen TF-
Isoform-Expression zu charakterisieren, wurden exemplarisch die SR-Proteine
SRp75 und SF2/ASF mit Hilfe spezifischer siRNAs herunterreguliert (,knock-down").
Die Uberprifung Effektivitdt des ,knock-downs® erfolgte mittels semiquantitativer
PCR und Western Blot-Analysen (Abbildung 34).

Die mRNA-Expression von SF2/ASF und SRp75 (Abbildung 34A und B), wie auch
die Proteinexpression dieser Faktoren (Abbildung 34C), war 48 h nach der
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Transfektion signifikant reduziert. Die Transfektion mit Kontroll-siRNAs beeinflusste
die Expression von SRp75 oder SF2/ASF weder auf mMRNA- noch auf Proteinebene
(Abbildung 34). Die siRNA-vermittelte Hemmung eines der beiden SR-Proteine
zeigte ebenfalls keinen Einfluss auf die Expression des jeweils anderen SR-Proteins
(Abbildung 34). Im Gegensatz dazu filihrte der zeitgleiche ,knock-down“ beider
Faktoren in HUVEC zu einer signifikanten Expressionsreduktion beider SR-Proteine.
Aus diesen Daten geht hervor, dass die Reduktion von SRp75 und SF2/ASF mit Hilfe

entsprechender siRNAs spezifisch fur das jeweilige Zielgen ist.
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Abbildung 34. Bestimmung der Transfektionseffizienz spezifischer siRNAs gegen SRp75 und
SF2/ASF.

Gestestet wurde die mMRNA-Expression von SF2/ASF (A) und SRp75 (B) 1 h nach der
TNF-a-Stimulation und 48 h nach der Transfektion. (C) Die Analyse der
Proteinexpression beider SR-Proteine in HUVEC erfolgte 5 h nach der TNF-a-
stimulation und 48 h nach der Transfektion. Verglichen werden unbehandelte
Kontrollen, TNF-a-stimulierte HUVEC und Zellen, die vor der Stimulation mit Kontroll-
siRNAs (siControl), siRNAs gegen SRp75 (siSRp75) oder siRNAs gegen SF2/ASF
(siSF2/ASF) transfiziert wurden. GAPDH diente als Ladekontrolle. Die mRNA-
Expression wurde quantifiziert und als relative optische Dichte (OD) angegeben. (*)
p<0,05; (#) p<0,01; ($) p<0,001; (§) p<0,0001; (n.s.) nicht signifikant unterschiedlich.
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Der Einfluss der siRNA-vermittelten Inhibition von SF2/ASF und SRp75 auf die
MRNA-Expression der TF-Isoformen wurde mittels Real-Time-PCR 1 h nach der
Stimulation mit TNF-a bestimmt.

Eine einstlndige Stimulation der HUVEC mit TNF-a flhrte, wie schon zuvor gezeigt,
zu einer signifikanten Induktion der mRNA-Expression beider TF-Isoformen
(Abbildung 35). Die Transfektion der Endothelzellen mit Kontroll-siRNAs hatte keinen
Einfluss auf die TNF-a-induzierte Expressionserhéhung der TF-lIsoformen
(Abbildung 35). Im Gegensatz dazu verdnderte die Transfektion dieser Zellen mit
spezifischen siRNAs gegen die SR-Proteine SRp75 bzw. SF2/ASF das
Expressionsmuster der TF-Isoformen in unterschiedlicher Weise. Die Transfektion
mit siRNAs gegen SF2/ASF fihrte zu einer Erhéhung der asHTF-Expression nach
einer einstindigen Stimulation der HUVEC mit TNF-a (Abbildung 35A). Die
Expression von fITF wurde hingegen signifikant verringert unter diesen Bedingungen
(Abbildung 35B). Der ,knock-down“ von SRp75 allein beeinflusste die Expression der
|6slichen TF-Isoform nicht (Abbildung 35A). Im Gegensatz zu asHTF wurde die
Expression von fITF in den TNF-a-stimulierten Endothelzellen deutlich reduziert
(Abbildung 35B). Die simultane Hemmung beider SR-Proteine flhrte zu einer
signifikanten Reduktion der mRNA-Expression von asHTF sowie von fITF in den

proinflammatorisch induzierten Zellen (Abbildung 35A und B).
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Abbildung 35. Die mRNA-Expression von asHTF (A) und fITF(B) in HUVEC 48 h nach der
Transfektion und 1 h nach der Stimulation mit TNF-a.
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Vergleichend dargestellt sind unbehandelte Kontrollen, Zellen, die mit TNF-a stimuliert
wurden, und Zellen, die 48 h vor der Stimulation mit Kontroll-siRNAs (siControl),
siRNAs gegen SRp75 (siSRp75) oder siRNAs gegen SF2/ASF (siSF2/ASF) transfiziert
wurden. (*) p<0,05; (#) p<0,01; § p<0,0001; (n.s.) nicht signifikant unterschiedlich.

Um den Einfluss der siRNA-vermittelten Inhibition von SF2/ASF und SRp75 auf die
thrombogene Aktivitdt in Endothelzellen abzuschatzen, wurde die TF-Aktivitat in
HUVEC 48 h nach der siRNA-Transfektion und 5 h bzw. 8 h nach der Induktion mit
TNF-a bestimmt.

Im Vergleich zu den unbehandelten HUVEC fluhrte die Stimulation der humanen
Endothelzellen mit TNF-a zu einer deutlichen Steigerung der TF-Aktivitdt sowonhl
nach 5 h (Abbildung 36A) als auch nach 8 h (Abbildung 36B). Die Transfektion der
Zellen mit Kontroll-siRNAs beeinflusste die TNF-a-induzierte Erhéhung der TF-
Aktivitat nicht (Abbildung 36). Die spezifische Inhibition von SF2/ASF verringerte 5 h
nach der TNF-a-Stimulation die endotheliale TF-Aktivitat signifikant (Abbildung 36A).
Die Hemmung von SRp75 allein beeinflusste die TF-Aktivitdt unter diesen
Bedingungen nicht (Abbildung 36A). Die simultane Inhibition beider SR-Proteine
fuhrte hingegen zu einer tendenziellen Reduktion der thrombogenen Aktivitat in
HUVEC gegentber den TNF-a-stimulierten Kontrollen (Abbildung 36A). 8 h nach der
Stimulation mit TNF-a fuhrte sowohl die siRNA-vermittelte Hemmung von SRp75
oder SF2/ASF allein als auch sie gleichzeitige Inhibition beider Faktoren zu einer
signifikanten Reduktion der zellularen TF-Aktivitat in HUVEC.
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Abbildung 36. Darstellung der zelluldren TF-Aktivitdt von HUVEC 48 h nach der Transfektion und 5 h
(A) bzw. 8 h (B) nach Stimulation mit 10 ng/ml TNF-a.

Es sind unbehandelte Kontrollen, TNF-a-stimulierte HUVEC und Endothelzellen, die 48
h vor der TNF-a-Stimulation mit Kontroll-siRNAs (siControl), siRNAs gegen SRp75
(siSRp75) oder siRNAs gegen SF2/ASF (siSF2/ASF) transfiziert wurden dargestellt.
Die TF-Aktivitat wird in U (Units) je 10° Zellen angegeben. (*) p<0,05; (#) p<0,01; (§)
p<0,0001; (i.t.) p<0,15 (im Trend); (n.s.) nicht signifikant unterschiedlich.

4.3 Die Bedeutung und Kontrolle des alternativen SpleiBens von Exon
13 der endothelialen Stickstoffmonoxidsynthase

Die im folgenden Abschnitt dargestellten Ergebnisse befassen sich mit dem Einfluss
der Clk-Familie und der DNA topo | auf die Regulation des alternativen Spleildens
von Exon 13 der endothelialen Stickstoffmonoxidsynthase (eNOS) und der daraus

resultierenden Beeinflussung der eNOS-Aktivitdt unter proinflammatorischen

Bedingungen.

4.3.1 Regulationsmechanismen der differenziellen eNOS-Isoform-Expression

Unbehandelte HUVEC exprimierten konstitutiv sowohl eNOS als auch die alternativ
gespleildten Isoformen eNOS 13A, B und C (Abbildung 37A). Die einstiindige
Stimulation der Zellen mit TNF-a fiihrte zu einer deutlichen Erhéhung der Expression
der alternativ gespleiten eNOS-Isoformen, nicht aber von eNOS selbst (Abbildung
37A). Die Vorinkubation der Endothelzellen mit dem Inhibitor der Clk-Familie
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beeinflusste das Expressionsmuster der eNOS-Isoformen unter diesen Bedingungen
nicht (Abbildung 37A). Im Gegensatz dazu flhrte die Inhibition der DNA topo | zu
einer Reduktion der TNF-a-induzierten Expressionserhéhung von eNOS 13A, B und
C zu diesem Zeitpunkt (Abbildung 37A). Die Lage der eNOS-Isoform-spezifischen
Primer ist der Abbildung 37B zu entnehmen.
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Abbildung 37. Die mMRNA-Expression von eNOS und der alternativ gespleiften Isoformen eNOS 13A,
B und C in HUVEC.

Die Zellen wurden fur 1 h mit 10 ng/ml TNF-a stimuliert. (A) Dargestellt sind
unbehandelte Kontrollen, TNF-a-induzierte Zellen und HUVEC, welche vor der
Stimulation mit 100 nM Camptothecin (DNA topo I-Inhibitor) bzw. 10 yM TG003 (Clk-
Inhibitor) vorbehandelt wurden. Als Ladekontrolle diente GAPDH. Der verwendete
Marker war eine 100-Basenpaar (bp)-Leiter. Die PCR-Produkte sind eNOS (172 bp),
eNOS 13A (136 bp), eNOS 13B (482 bp), eNOS 13C (642 bp) und GAPDH (185 bp).
(B) Schematische Darstellung der eNOS-mRNA-Spleil3varianten mit der Position der
verwendeten Primer (Pfeile). Die Exons sind mit 1-26 nummeriert, und der intronische
Abschnitt hinter Exon 13 ist mit A, B und C gekennzeichnet.

Die densitometrische Auswertung der PCR-Versuche zeigte, dass sowohl die
einstindige Stimulation mit TNF-a als auch die Vorbehandlung der humanen
Endothelzellen mit den Inhibitoren der jeweiligen SR-Proteinkinasen die Expression
von eNOS nicht beeinflussten (Abbildung 38A). Im Gegensatz zu eNOS wurde die
Expression der drei Isoformen eNOS13A, B und C durch die Stimulation mit TNF-a
signifikant erhdéht gegenlber den unbehandelten HUVEC (Abbildung 38B, C, D). Die
pharmakologische Inhibition der Clk-Familie besal® keinen Einfluss auf die
TNF-a-induzierte Erhéhung der eNOS-Isoform-Expression (Abbildung 38B, C, D).

Die Inhibition der DNA topo | hingegen fiihrte zu einer signifikanten Reduktion der
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Expression von eNOS 13A, B und C nach Stimulation mit TNF-a (Abbildung 38B,
C, D).
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Abbildung 38. Quantifizierung der MRNA-Expression der eNOS-mRNA-Splei3varianten in HUVEC.

Untersucht wurde die mMRNA-Expression von eNOS, eNOS13A, eNOS13B und
eNOS13C und als x-fache Induktion der Isoform-Expression 1 h nach der Stimulation
mit TNF-a dargestellt. Nichtstimulierte Zellen, TNF-a-stimulierte Zellen, und HUVEC,
die vor der Stimulation mit Camptothecin bzw. TG003 vorbehandelt wurden, wurden
miteinander verglichen. (*) p<0,05; (#) p<0,01; ($) p<0,001; (n.s.) nicht signifikant
unterschiedlich.

Um die Bedeutung der beiden SR-Proteinkinasen bei der differenziellen eNOS-
Isoform-Expression zu untermauern, wurden exemplarisch die Clk1 und die Clk4
sowie die DNA topo | mit Hilfe spezifischer siRNAs herunterreguliert (Abbildung 39).
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Diese Ergebnisse stimmen mit den Daten aus der pharmakologischen Inhibition der
SR-Proteinkinasen in HUVEC Uberein (Abbildung 37).
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Abbildung 39. Darstellung der mRNA-Expression von eNOS und der alternativ gespleiten Isoformen
eNOS 13A, B und C in HUVEC.

Die Expression wurde 48 h nach der Transfektion und 1 h nach der Stimulation der
Zellen mit TNF-a untersucht. Verglichen wurden unbehandelte Kontrollen, TNF-a-
stimulierte HUVEC und Endothelzellen, welche mit Kontroll-siRNAs (siControl) bzw.
spezifischen siRNAs gegen Clk1, Clk4, Clk1 und 4 und DNA topo | transfiziert wurden.
Die Amplikons sind eNOS (172 bp), eNOS 13A (136 bp), eNOS 13B (482 bp), eNOS
13C (642 bp) und GAPDH (185 bp). GAPDH wurde als Ladekontrolle verwendet. Als
Marker diente eine 100-bp-Leiter.

Die densitometrische Analyse der PCR-Versuche ergab, dass ruhende HUVEC
sowohl eNOS als auch die Isoformen eNOS 13A, B und C konstitutiv exprimieren
(Abbildung 40). Unter proinflammatorischen Bedingungen wurde die Expression von
eNOS in HUVEC nicht beeinflusst (Abbildung 40A). Die Stimulation der HUVEC mit
TNF-a fir 1 h fUhrte zu einer signifikanten Erhéhung der Expression der drei
alternativ gespleiflten eNOS-Isoformen (Abbildung 40B, C, D). Im Vergleich zu den
TNF-a-stimulierten Kontrollen beeinflusste die siRNA-vermittelte Inhibition der Clks 1
und 4 allein oder in Kombination die mRNA-Expression von eNOS 13A, B und C
nicht (Abbildung 40B, C, D). Die spezifische Hemmung der DNA topo | hingegen hob
die TNF-a-induzierte Expressionserhéhung von eNOS 13A, B und C vollstandig auf
(Abbildung 40B, C, D).
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Abbildung 40. Die quantitative Analyse der mRNA-Expression der eNOS-Spleilvarianten in HUVEC.

Untersucht wurde die mMRNA-Expression von eNOS, eNOS13A, eNOS13B und
eNOS13C. Die Ergebnisse wurden als x-fache Induktion der Isoform-Expression 48 h
nach der Transfektion und 1 h nach der Stimulation mit TNF-a dargestellt. Untersucht
wurden unbehandelte Kontrollen, TNF-a-induzierte Endothelzellen und HUVEC,
welche mit Kontroll-siRNAs (siControl) bzw. mit spezifischen siRNAs gegen Clk1, Clk4,
Clk1 und 4 und DNA topo | transfiziert wurden. (*) p<0,05; (#) p<0,01; ($) p<0,001; (§)
p<0,0001; (n.s.) nicht signifikant unterschiedlich.

4.3.2 Die Bedeutung der SR-Proteinkinasen fiir die eNOS-Aktivitidt in HUVEC
Die eNOS-Aktivitdat kann Uber die Stickstoffmonoxid (NO)-Synthese abgeleitet

werden. Daher wurde die Konzentration von NO sowohl im Zelliberstand als auch in

den Zellen bestimmt, um Rickschlisse auf die eNOS-Aktivitdt ziehen zu kbnnen.
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4.3.2.1 Die Bestimmung der extrazelluliren NO,-Konzentration im
Zelluberstand

Die Menge an NO im Zelluberstand von HUVEC wurde mit Hilfe der Griess-Reaktion
bestimmt. Die Stimulation der HUVEC mit TNF-a fihrte sowohl nach 2 h als auch
nach 3 h zu einer Reduktion der NO,-Konzentration im Zelliberstand gegentiber den
unbehandelten Kontrollen (Abbildung 41A, B). Die pharmakologische Inhibition der
Clk-Familie beeinflusste diesen TNF-a-induzierten Effekt in den Endothelzellen nicht
(Abbildung 41A, B). Im Gegensatz dazu verhinderte die Vorbehandlung der HUVEC
mit dem DNA topo I-Inhibitor die TNF-a-induzierte Verringerung des NO,-Gehaltes
sowohl 2 h als auch 3 h nach der Stimulation (Abbildung 41A, B). 5 h nach der
TNF-a-Stimulation né&herte sich der NO>-Gehalt im Zelliberstand der TNF-a-
stimulierten Kontrollen sowie der Clk-inhibierten HUVEC wieder dem Niveau der
unbehandelten Kontrollen an (Abbildung 41C). Die Inhibition der DNA topo | fihrte
5 h nach der Stimulation der Endothelzellen sogar zu einer signifikanten Erhéhung
der NO,-Konzentration im Zelltberstand (Abbildung 41C).

| — [
A . B :
. - S
15 n.s. % 15 n.s. *
[ T | I T T T 1
— it § n.s = § * n.s
E& 1.0 = 107
o o
g = 2
051 — 061 %
00" y - 00° ' '
Camptothecin - - - + Camptothecin - ) - +
TGOO3 - - + - TG003
TNFa + + + TNFa . + O+ +
2 h nach der Stimulation mit TNF-a 3 h nach der Stimulation mit TNF-a
C
§
n.s. *
T T T 1
15 it. n.s. $
Z 101
g
z
0.5 1
00~
Camptothecin - - - +
TGOO3
TNF-a - + -+ -+

5 h nach der Stimulation mit TNF-a

Abbildung 41. Die Messung der NO-Konzentration im Zelliberstand von HUVEC 2 h (A), 3 h (B) und
5 h (C) nach der Stimulation mit TNF-a.
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Verglichen werden nichtstimulierte Kontrollen, HUVEC, die mit TNF-a stimuliert
wurden, und Zellen, die vor der Stimulation mit Camptothecin bzw. TG003 vorinkubiert
wurden. Dargestellt wurde die Konzentration an NO in uM. (*) p<0,05; (#) p<0,01; ($)
p<0,001; (§) p<0,0001; (i.t.) p<0,15 (im Trend); (n.s.) nicht signifikant unterschiedlich.

4.3.2.2 Der Einfluss der Inhibition der Clk-Familie und der DNA topo | auf die
intrazellulare NO-Konzentration
In weiterflhrenden Versuchen wurde der Einfluss der SR-Proteinkinasen auf den
intrazellularen NO-Gehalt Uber die Konzentration an NO, untersucht. Mit Hilfe von
durchflusszytometrischen Methoden wurde die Umwandlung von DAF-2DA zu dem
fluoreszierenden Produkt DAF-2 in Gegenwart von NO; bestimmt.
Die dreistindige Stimulation der Zellen mit TNF-a verringerte den NO,-Gehalt
innerhalb der Zellen signifikant gegeniber den unbehandelten HUVEC
(Abbildung 42). Die Hemmung der Clk-Familie besal® keinen Einfluss auf die TNF-o-
induzierte Verringerung der intrazelluldaren NO2-Konzentration zu diesem Zeitpunkt
(Abbildung 42). Im Gegensatz dazu hob die Vorinkubation der HUVEC mit dem
Inhibitor der DNA topo | diesen TNF-a-induzierten Effekt vollstdndig auf
(Abbildung 42).

20 _ —
15

10 |
05 I =L

0.0 _ %

x-fache Induktion der
NO,-Konzentration

Camptothecin - - - +
TGOO3 - - + .
TNF-a - + + +

Abbildung 42. Die Bestimmung der intrazelluldren NO,-Konzentration in HUVEC 3 h nach der
Stimulation mit TNF-a.
Vergleichend dargestellt sind unbehandelte Zellen, TNF-a-induzierte HUVEC und
Endothelzellen, die mit Camptothecin bzw. TG003 vorbehandelt wurden. Angegeben
ist die x-fache Induktion der Konzentration an NO,. ($) p<0,001; (n.s.) nicht signifikant
unterschiedlich.
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5. Diskussion

Die in dieser Arbeit vorgelegten Ergebnisse zeigen, dass die SR-Proteinkinasen
DNA topo | und die Clk-Familie eine wichtige Rolle bei der Regulation der
differenziellen TF-Isoform-Expression spielen. In diesem Zusammenhang besitzen
sie auch groRen Einfluss auf die Modifikation der thrombogenen TF-Aktivitat
proinflammatorisch stimulierter Endothelzellen sowohl unter statischen als auch
dynamischen Bedingungen. Des Weiteren ist die DNA topo I, nicht jedoch die Clk-
Familie fur die Regulation der Isoform-Expression und der Funktion von eNOS unter
proinflammatorischen Bedingungen von grof3er Bedeutung. Ferner zeigte sich in
Transfektionsversuchen, dass verschiedene SR-Proteine, deren Phosphorylierungs-
zustand Uber die oben genannten Kinasen reguliert wird, ebenfalls das alternative
Spleilen und damit die prokoagulatorische Aktivitdt von TF in humanen
Endothelzellen beeinflussen. Diese Beobachtungen deuten darauf hin, dass die
Regulation alternativer Spleillprozesse von TF sowie eNOS bedeutsam fir die
Aufrechterhaltung der endothelialen Homobostase und Thrombogenitadt des Blutes

sind.

5.1 Das endotheliale Expressionsmuster der Clk-Familie und DNA topo |
unter normalen sowie proinflammatorischen Bedingungen

Alternatives SpleiRen von Pra-mRNA ist ein essenzieller Mechanismus, welcher der
post-transkriptionellen Regulation der Genexpression, der Proteindiversitat sowie der
funktionellen Vielfalt des Proteoms in eukaryotischen Zellen dient (Black et al., 2003;
Stamm et al., 2005). Die SR-Proteinkinasen DNA topo | und die Mitglieder der Clk-
Familie regulieren alternative SpleilRprozesse Uber die Phosphorylierung von SR-
Proteinen (Soret et al., 2003; Muraki et al., 2004; Stamm et al., 2008). Innerhalb der
Clk-Familie kommt es durch alternative Spleillprozesse zur Ausbildung zweier
verschiedener Isoformen aller vier Mitglieder, die sich sowohl in ihrer Struktur als
auch ihrer Aktivitat unterscheiden (Duncan et al., 1995; Duncan et al., 1998). Durch
diese Spleillprozesse entstehen verkirzte (,truncated“) Clk-Isoformen, die keine
Kinasefunktion aufweisen, und funktionelle (,full length) Isoformen, welche SR-

Proteine phosphorylieren und so alternative Spleil3prozesse regulieren kénnen. Fur
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die DNA topo | sind derartige Isoformen, bzw. deren Expression unter natlrlichen
Bedingungen nicht bekannt (Soret et al., 2003; Matsubara et al., 2003). Die Bildung
dieser zuvor genannten SR-Proteinkinasen bzw. deren Isoformen in humanen
Endothelzellen wurde bisher nicht untersucht. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit
erfolgte erstmalig die Charakterisierung des Expressionsmusters der Clk-Familie
bzw. der DNA topo | in humanen Nabelschnurvenen-Endothelzellen.

Es zeigte sich in den durchgefiihrten Untersuchungen, dass HUVEC auf mRNA-
Ebene alle vier ,full length“-lsoformen exprimierten. Ferner bildeten diese
Endothelzellen die alternativ gespleifldten verkirzten Isoformen von Clk1, 2 und 4. Die
funktionslose  mRNA-Spleilvariante von CIk3 konnte aber nicht nachgewiesen
werden. Die Stimulation der Endothelzellen mit TNF-a fuhrte zu einer Erhéhung der
Sfull length“-lsoform-Expression der Clks und zu einer Expressionsreduktion der
alternativ gespleiten Clk-Isoformen. Auch auf Translationsebene ergab sich eine
induktive Wirkung der TNF-a-Stimulation auf die Expression der ,full length“-Clks.
Duncan et al. berichteten, dass Clk1 Heterodimere mit seiner nicht-aktiven alternativ
gespleildten Isoform bildet und dass diese Heterodimerisierung an der Regulation der
Clk1-Aktivitat beteiligt ist (Duncan et al., 1995). Die TNF-a-induzierten
Verdnderungen des Spleilmusters der aktiven ,full legth“-Clks und ihrer inaktiven
alternativ  gespleildten Isoformen stellt moglicherweise einen zuséatzlichen
regulatorischen Mechanismus zur Steuerung der Clk-Aktivitdt in Endothelzellen unter
normalen sowie proinflammatorischen Bedingungen dar. Diese Hypothese wird

derzeit in weiterfilhrenden Experimenten geprift.

5.2 Der Einfluss des alternativen SpleiRens von TF auf die
Thrombogenitat humaner Endothelzellen

TF ist neben seiner Funktion als priméarer Initiator der Blutgerinnungskaskade auch
an weiteren wichtigen Prozessen unter normalen sowie pathophysiologischen
Bedingungen beteiligt (Szotowski et al., 2006). So spielt TF unter anderem eine
wichtige Rolle bei der Wundheilung, der Blutgefal3entwicklung, der intrazellularen
Signaltransduktion, der Zelladhdsion und Transmigration, der embryonalen sowie
tumorassoziierten Angiogenese, der Tumormetastasierung und der Inflammation
(Mackman et al., 2004; Eilertsen et al., 2004). TF ist ein bedeutender Regulator der
GefalRwandhomoostase und der Thrombogenitdt des Blutes unter physiologischen

sowie pathologischen Bedingungen, wie bei der Bildung von Tumoren, der
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Atherosklerose, der Sepsis und anderen entziindlichen Krankheiten (Szotowski et al.,
2006; Mackman et al., 2004).

Das proinflammatorische Zytokin TNF-a stellt einen starken Induktor der TF-
Expression dar (Szotowski et al., 2005). Die Transkriptionsfaktoren Aktivator-Protein
1 (AP-1) und nukleéarer Transkriptionsfaktor kappt B (NFkB) gelten als essenziell fir
die TNF-o-induzierte Transkription des TF-Gens (Bierhaus et al., 1995).
Posttranskriptionell kommt es Uber alternatives Spleilen der TF-pr&-mRNA zur
Bildung zweier TF-Isoformen auf Proteinebene, der membrangebundenen fITF und
der lI6slichen alternativ gespleiten Isoform asHTF (Bogdanov et al., 2003). Die
beiden Isoformen unterscheiden sich sowohl in ihrer Struktur als auch in ihren
Funktionen (Szotowski et al., 2006; Bogdanov et al., 2003). In unserer Arbeitsgruppe
wurde gezeigt, dass fITF und weniger asHTF entscheidend fir die prothrombogene
TF-Aktivitat ist. AsHTF induziert hierbei in einem deutlich geringeren Ausmal} die
Entstehung von FXa (Bogdanov et al., 2003; Szotowski et al., 2005). Die weitere
biologische Bedeutung der I6slichen TF-Isoform ist unbekannt. Erste Arbeiten weisen
darauf hin, dass asHTF eine Bedeutung fir die tumorassoziierte Angiogenese,
Zellmigration und Zelldifferenzierung besitzt (Hobbs et al., 2007; He et al., 2008).

Wie schon dargestellt, ist es bekannt, dass TNF-a die Expression beider TF-
Isoformen in Endothelzellen stimuliert (Stahli et al., 2007; Szotowski et al., 2005).
Bislang liegen allerdings keine Erkenntnisse Uber die Mechanismen der
posttranskriptionellen Regulation der differenziellen TF-Isoform-Expression in
humanen Endothelzellen unter proinflammatorischen Bedingungen vor. In dieser
Studie wurde daher der Einfluss der Regulation alternativer Spleil3prozesse auf die
Isoform-Expression von TF und die Bedeutung dieser Prozesse fur die
Thrombogenitat TNF-a-stimulierter humaner Nabelschnurvenen-Endothelzellen

untersucht.

5.2.1 Die Regulation des alternativen SpleiBens der TF-pra-mRNA in TNF-a-
stimulierten HUVEC

5.2.1.1 Die Bedeutung der Clk-Familie und der DNA topo | fiir die mRNA-
Expression der TF-Isoformen

Die Regulation alternativer SpleilRprozesse Uber die Phosphorylierung von SR-

Proteinen durch SR-Proteinkinasen, wie den Mitgliedern der Clk-Familie oder der
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DNA topo |, sind von fundamentaler Bedeutung firr die posttranskriptionelle Kontrolle
der Genexpression und der funktionellen Diversitdt des Proteoms (Stamm et al.,
2005; Soret et al., 2003; Muraki et al., 2004). Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen,
dass sowohl die Clk-Familie als auch die DNA topo | die differenzielle Expression der
TF-mRNA-Isoformen in TNF-a-stimulierten Endothelzellen in unterschiedlicher Form
beeinflussen. Eine Hemmung der Clks fUhrte zu einer signifikanten Verringerung der
MRNA-Expression von asHTF sowie von fITF. Im Gegensatz dazu bewirkte die DNA
topo I-Inhibition einerseits eine Induktion der asHTF-mRNA und andererseits eine
Reduktion von fITF, die allerdings deutlich intensiver war als die nach Hemmung der
Clk-Familie. Diese Beobachtungen wurden exemplarisch mit Hilfe der siRNA-
vermittelten Inhibition von Clk1 und 4 bzw. der DNA topo | bestatigt. Dabei war zu
beobachten, dass der ,knock-down“ von Clk1 bzw. Clk4 allein nur einen geringen,
aber nicht signifikanten Einfluss auf die fITF-Expression in TNF-a-stimulierten
HUVEC besal, wahrend die Inhibition beider Clks eine deutliche Reduktion bewirkte.
Dieser additive Effekt deutet auf eine redundante Funktion der Mitglieder der Clk-
Familie bei der Regulation des alternativen TF-Spleillens hin. In Arbeiten anderer
Arbeitsgruppen wurde dargestellt, dass alle vier Mitglieder der Clk-Familie ahnliche
Konsensussequenzen bevorzugen (Nikolakaki et al., 2002). Sowohl Clk2 als auch
Clk3 sind in der Lage, die subnukleare Verteilung von SR-Proteinen zu verandern
und das alternative Spleilen adenoviraler E1A-pr&-mRNA gleichsinnig zu
beeinflussen (Duncan et al., 1998). Diese Beobachtungen lassen, wie die in dieser
Arbeit vorgestellten Daten, ebenfalls auf redundante Funktionen innerhalb dieser
Kinase-Familie schliel3en.

Aus den zuvor erlduterten Versuchen zur pharmakologischen Inhibition der beiden
SR-Proteinkinasen geht hervor, dass die Inhibition der Clk-Familie, nicht aber der
DNA topol, mit der Bildung einer weiteren nichtkodierenden TF-mRNA-
Spleivariante, namlich TF-A in TNF-a-stimulierten humanen Endothelzellen,
verbunden war. Alternative Spleil3prozesse fiihren dazu, dass ein Teil von Intron 1
nicht aus der TF-pr&-mRNA zwischen dem Exon 1/Exon 2-Ubergang entfernt wird.
Diese Vorgange resultieren in der Expression der reifen TF-A-mRNA. Diese
SpleiRvariante wurde zuvor ausschlieBlich in verschiedenen Tumorzelllinien
nachgewiesen (Chand et al, 2006). |hre biologische Funktion ist allerdings
unbekannt. Mdglicherweise kdnnte die Bildung von TF-A eine Form der zellularen

Regulation der TF-Synthese lUber kompetitive Einfliisse dieser mMRNA-Spleilvariante
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darstellen. Dies wurde beispielsweise fir die Regulation der mRNA-Expression des
mitochondrialen Proteins ,Uncoupling Protein-3“ (UCP3) im menschlichen
Skelettmuskel gezeigt (Millet et al., 1998).

5.2.1.2 Die Steuerung des Phosphorylierungsmusters der SR-Proteine durch
die Clks und die DNA topo |

Die regulatorische Funktion von sowohl Clks als auch der DNA topo | wird tber die
Phosphorylierung und damit die Aktivitdt von SR-Proteinen kontrolliert (Prasad et al.,
1999; Rossi et al., 1996; Stamm et al., 2008). Daher wurde im Zusammenhang mit
der differenziellen TF-Isoform-Expression auch der Einfluss der Clk- bzw. DNA topo -
Inhibition auf die Phosphorylierung der SR-Proteine untersucht. Die Inhibition der
SR-Proteinkinasen fuhrte zu einer Modifizierung des Phosphorylierungsmusters der
SR-Proteine. Die Expression dieser Proteine wurde dadurch aber nicht verédndert.
Die Inhibition der Clk-Familie verringerte die Phosphorylierung von SRp75, SRp55
und SF2/ASF. Die DNA topol-Inhibition hingegen reduzierte nur die
Phosphorylierung von SRp55 und SF2/ASF. Diese Daten stimmen mit den
Beobachtungen anderer Gruppen Uberein, die bestatigen, dass beide Kinasen die
Phosphorylierung der oben genannten SR-Proteine modifizieren (Rossi et al., 1996;
Soret et al., 2003; Nikolakaki et al., 2002; Nowak et al., 2008).

Wie schon zuvor erldutert, wird die Aktivitat, Lokalisierung und RNA-Bindungs-
Affinitdt Uber die reversible Phosphorylierung von SR-Proteinen determiniert
(Bourgeois et al., 2004; Stamm et al., 2008). Die Wahl des Spleifortes wird durch
bestimmte regulatorische Sequenzen (,cis-acting“-Elemente), wie exonische
Spleilverstarker (,exonic splice Enhancer”, ESE), bestimmt (Soret et al., 2003). Die
richtige Erkennung solcher regulatorischer Sequenzen bewirkt Veranderungen
sowohl der Struktur als auch der Zahl der verschiedenen mRNA-Spezies, welche aus
einer Pr&-mRNA entstehen kénnen (Bogdanov et al., 2006; Duncan et al., 1997).
Bogdanov et al. berichteten, dass in Exon 5 der humanen TF-pra-mRNA funktionelle
ESEs fur SR-Proteine, wie SF2/ASF, vorhanden sind (Bogdanov et al., 2006; Tardos
et al., 2008). Ubereinstimmend mit unseren Ergebnissen demonstrierten Schwertz et
al., dass die Inhibition von CIk1 zu einer Reduktion der Phosphorylierung von
SF2/ASF und, im Zusammenhang damit, zu einer signifikant verringerten fITF-

Expression in Thrombin-stimulierten Thrombozyten flhrte (Schwertz et al., 2006).
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5.2.1.3 Der Einfluss der SR-Proteine auf die differentielle Expression der
mRNA-SpleiBvarianten von TF

Aufgrund der oben genannten Beobachtungen, in Verbindung mit den in dieser
Arbeit erhobenen Daten zur Inhibition der Clks bzw. der DNA topo |, wurde im
nachsten Schritt die Bedeutung der SR-Proteine fir die differenzielle TF-lIsoform-
Expression charakterisiert. Dies erfolgte exemplarisch mit Hilfe der siRNA-
vermittelten Inhibition von SRp75 und SF2/ASF. Aus den Ergebnissen dieser
Experimente ist zu ersehen, dass der spezifische ,knock-down® eines der beiden
untersuchten SR-Proteine, bzw. beider Proteine gemeinsam, die mRNA-Expression
beider Isoformen in unterschiedlicher Form, induktiv bzw. reduktiv beeinflusst. Dies
l&sst vermuten, dass beide SR-Proteine an der Regulation der differenziellen TF-
Isoform-Expression in humanen Endothelzellen beteiligt sind. Sowohl SF2/ASF als
auch SRp75 sind in der Lage, alternative Spleil3prozesse zu steuern (Bourgeois et
al., 2004; Schwertz et al., 2006). Der simultane ,knock-down“ von SF2/ASF und
SRp75 verringerte die mRNA-Expression von asHTF sowie fITF in &hnlicher
Intensitdt, wie es auch nach der pharmakologischen Inhibition der Clks zu
beobachten war. Dies ging wiederum mit einer Reduktion der Phosphorylierung
dieser beiden SR-Proteine einher. Die siRNA-vermittelte Inhibition von SF2/ASF
allein fuhrte zu einer Erhéhung der asHTF-mRNA und einer Verminderung der fITF-
Expression. Diese Induktion bzw. Reduktion der beiden TF-Isoformen entsprach in
ihrer Intensitdt dem Ausmald der pharmakologischen Inhibition der DNA topo I. In
diesen Zellen war die SF2/ASF-Phosphorylierung ebenfalls reduziert. Diese Daten
deuten darauf hin, dass sowohl die Clk-Familie als auch die DNA topo | sowie
SF2/ASF und SRp75 an der Regulation des alternativen SpleiRens der TF-pra-
MRNA involviert sind.

Auch in Arbeiten anderer Gruppen wurde die Beteiligung dieser beiden Kinasen und
der SR-Proteine SF2/ASF und SRp75 bei der Steuerung alternativer Spleil3prozesse
verschiedener Pra-mRNAs nachgewiesen (Pilch et al., 2001; Nowak et al., 2008;
Soret et al., 2003; Yomoda et al., 2008). Die Kinase-Aktivitdt der DNA topo | ist von
grolRer Bedeutung fir die Phosphorylierung von SF2/ASF und das Spleilien der
B-Globin-pra-mRNA (Pilch et al., 2001). Ferner demonstrierten Yomoda et al., dass
die Clk-Familie das alternative Splei3en adenoviraler E1A-pra-mRNA beeinflusst und
im Zusammenhang damit die Phosphorylierung von SRp75 reguliert (Yomoda et al.,

2008). Diese Beobachtungen stitzen die Hypothese, dass die Clks bzw. die
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DNA topo | das alternative SpleiRen der TF-pra-mRNA Uber die Regulation des
Phosphorylierungsmusters der SR-Proteine SF2/ASF und SRp75 steuern.

5.2.2 Die Bedeutung der differenziellen TF-lsoform-Expression fiir die
endotheliale Thrombogenitéit unter proinflammatorischen Bedingungen

5.2.2.1 Der Einfluss des alternativen SpleiBens von TF auf die endotheliale
Thrombogenitét im statischen Zellkultursystem

Den oben dargestellten Ergebnissen entsprechend wurde neben der mRNA-
Expression auch die TF-Isoform-Expression auf Proteinebene durch die Inhibition der
SR-Proteinkinasen DNA topo | sowie die Clk-Familie beeinflusst. Schwertz et al.
zeigten, dass die Inhibition von Clk1 die fITF-Synthese sowohl auf mRNA- als auch
auf Proteinebene in mit Thrombin aktivierten Thrombozyten vollstdndig reduzierte
(Schwertz et al., 2006). Unter diesen Bedingungen konnte im gewahlten
Versuchsaufbau keine asHTF-mRNA in Blutplattchen nachgewiesen werden. In
TNF-a-stimulierten Endothelzellen fihrte die Hemmung der Clks nur zu einer
teilweisen Reduktion der fITF-Expression. Eine mdgliche Erkldrung fur die
unvollstdndige Reduktion von fITF in HUVEC kdénnte darin liegen, dass diese
Endothelzellen alle vier Mitglieder der Clk-Familie exprimieren. In Thrombozyten
hingegen wurde ausschlielllich Clk1 nachgewiesen. Der spezifische Inhibitor
(TGO003), welcher in dieser Studie eingesetzt wurde, blockt nur die Funktion von
CIk1, 2 und 4, nicht aber CIk3 in der hier verwendeten Konzentration von 10 uM
(Muraki et al., 2004). Daher ist es mdéglich, dass die fITF-Synthese in den hier
durchgefiihrten Untersuchungen nur teilweise reduziert wurde, da die Aktivitat von
Clk3 und damit dessen Einfluss auf die TF-Isoform-Expression nicht gehemmt war.
Ferner fihrte die Inhibition der Clks zu einer nahezu vollstdndigen Reduktion der
Proteinexpression von asHTF. Zusammenfassend lasst sich schlussfolgern, dass die
Clk-Familie die Expression beider TF-Isoformen in humanen Endothelzellen reguliert.
Verschiedene Arbeiten anderer Forscher zeigen, dass die DNA topo | eine grol3e
Bedeutung fiir ESE-abhangige Spleiprozesse besitzt (Rossi et al., 1996; Pilch et al.,
2001; Soret et al., 2003). Aus den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit geht hervor,
dass die Inhibition der DNA topo | die Proteinexpression von fITF in HUVEC unter
proinfammatorischen Bedingungen deutlich verringerte. Dies war mit einer

drastischen Reduktion der prothrombogenen TF-Aktivitat in diesen Zellen verbunden.
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Im Gegensatz zu fITF wurde die Proteinsynthese von asHTF signifikant erhdht. Die
Inhibition der Clk-Familie hingegen fuhrte, in Verbindung mit der weniger deutlichen
Verringerung der Proteinexpression von fITF und trotz der nahezu vollstdndigen
Reduktion der I6slichen TF-Isoform, erst acht Stunden nach der TNF-a-Stimulation
zu einer Reduktion der TF-Aktivitat um 30 %.

Der Beitrag der l6slichen TF-Isoform zur Gesamt-Thrombogenitét ist Gegenstand
aktueller Diskussionen. In einer kirzlich erschienenen Arbeit von Censarek et al.
wurde keine prothrombotische Aktivitat von asHTF nach der Uberexpression dieser
TF-Isoform in eukaryotischen Zellen entdeckt (Censarek et al., 2007). Die TF-Isoform
wurde in den von Censarek et al. durchgefilhrten Versuchen allerdings nicht in den
Uberstand sezerniert. Daher ist es mdglich, dass asHTF aufgrund einer verénderten
Konformation keine prothrombogene Aktivitat entwickeln konnte (Mackman, 2007).
Aus anderen Arbeiten geht hervor, dass asHTF in Gegenwart von Phospholipiden
die Bildung von FXa induziert (Szotowski et al., 2005). Die prokoagulatorische
Aktivitat von asHTF ist allerdings sehr viel geringer als die von fITF (Bogdanov et al.,
2003; Szotowski et al., 2005). Diese Beobachtung wurde durch die Arbeit von Yu und
Rak bestatigt, in der gezeigt wurde, dass fITF-tragende Mikropartikel und weniger die
|6sliche Isoform die prothrombogene TF-Aktivitdt bestimmen (Yu und Rak, 2004).
Diese Beobachtungen weisen darauf hin, dass nach der Clk-Inhibition die
Verringerung der Proteinexpression von fITF eine deutliche Reduktion der TF-
Aktivitat bewirkt und die Erhéhung der asHTF-Expression kaum Einfluss auf die
Prokoagulabilitdt besall. Mdglicherweise ist der hier verwendete chromogene TF-
Aktivitatstest nicht sensitiv genug, um den relativen Beitrag der einzelnen TF-
Isoformen zur Gesamtsumme der thrombogenen Aktivitat innerhalb einer Probe zu
bestimmen bzw. zu unterscheiden. Zu diesem Zeitpunkt steht allerdings auch kein
anderer TF-Aktivitatstest zur Verfigung, mit dem dies méglich ware. Nichtsdestotrotz
kann die I6sliche TF-Isoform von Endothelzellen in die Umgebung sezerniert werden.
Somit beeinflusst asHTF eher die prokoagulative Aktivitdt des Blutes bzw. des
Plasmas und nicht die der Endothelzellen.

Auf mRNA-Ebene fihrte die Hemmung der Clk-Familie zu einer Verringerung der
fITF-Expression um 50 % und zu einer nahezu vollstdndigen Reduktion der I6slichen
TF-Isoform 1 h nach der Stimulation mit TNF-a. Die Inhibition der DNA topo |
reduzierte die fITF-mRNA um 75 % in den TNF-a-stimulierten HUVEC. Im Gegensatz

dazu wurde die mMRNA-Expression von asHTF in diesen Zellen signifikant erhéht. Auf
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Ebene der Proteinexpression filhrte die Inhibition der Clks erst 8 h nach der TNF-ao-
Induktion zu einer leichten Reduktion von fITF. In DNA topol-inhibierten
Endothelzellen hingegen wurde die Proteinexpression von fITF schon funf Stunden
nach der Stimulation mit TNF-a signifikant reduziert. Ebenso war die Hemmung der
Clk-Familie nur mit einer Reduktion die TF-Aktivitdt um 30 % assoziiert. Im
Gegensatz dazu fuhrte die Inhibition der DNA topo | zu einer weitaus deutlicheren
Verringerung der thrombogenen Aktivitat. Eine Erkldrung dafiur kénnte in dem
dramatischen Anstieg des Verhéltnisses von asHTF zu fITF in den DNA topol-
inhibierten HUVEC auf mRNA-Ebene liegen. Die Hemmung der Clk-Familie in den
TNF-a-stimulierten Endothelzellen flhrte hingegen nicht zu einer Erhéhung der
asHTF/fITF-Ratio. Dieses geanderte Verhélinis zu Gunsten von asHTF fihrt
moglicherweise zu einer vermehrten Bildung von asHTF in den Zellen, die mit dem
Inhibitor der DNA topo | vorinkubiert wurden. In Verbindung mit der deutlich erhéhten
Bildung von asHTF kdénnte dies zu einer zusatzlichen Verminderung der fITF-
Expression sowie einer reduzierten prothrombogenen Gesamt-TF-Aktivitdt auf der
Endothelzelloberflache fihren. Andererseits ist es allerdings auch denkbar, dass die
Inhibition der DNA topo | in HUVEC die fITF-Proteinexpression zu einem friheren
Zeitpunkt beeinflusst als in den Zellen, die mit dem Clk-Inhibitor behandelt wurden.
Zusammenfassend kann man sagen, dass die selektive Hemmung der Clks bzw. der
DNA topo | in TNF-a-stimulierten humanen Endothelzellen das Verhéltnis der
gebildeten TF-Isoformen modifiziert, was sowohl die sekretierte prokoagulative TF-
Aktivitat als auch die TF-vermittelte Thrombogenitat auf der Oberflache der
Endothelzellen in entscheidender Weise beeinflusst.

Im Zusammenhang mit der Beeinflussung der prothrombogenen TF-Aktivitat durch
alternatives Spleiken von TF wurde auch die Bedeutung der SR-Proteine
exemplarisch an SF2/ASF und SRp75 untersucht. Es zeigte sich in
Transfektionsversuchen, dass die siRNA-vermittelte simultane Inhibition beider SR-
Proteine die Gesamt-TF-Aktivitat in HUVEC acht Stunden nach der Stimulation mit
TNF-a verringerte, was wiederum mit den Ergebnissen der pharmakologischen CIk-
Inhibition Ubereinstimmt. Der ,knock-down“ von SF2/ASF allein fihrte sowohl schon
funf als auch acht Stunden nach der TNF-o-Stimulation zu einer signifikanten
Reduktion der zelluldren prokoagulatorischen TF-Aktivitat, wie es auch in den Zellen

zu beobachten war, die mit dem DNA topo I-Inhibitor behandelt wurden.
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5.2.2.2 Die Auswirkungen der Inhibition der Clks und der DNA topo | auf die
prothrombogene Aktivitat des Endothels unter dynamischen
Bedingungen

Die aus den Zellkulturversuchen gewonnenen Erkenntnisse, welche unter statischen
Bedingungen erhoben wurden, filhren zu der Frage nach der physiologischen
Bedeutung der Regulation der differenziellen TF-Isoform-Expression durch die oben
genannten SR-Proteinkinasen. Die Ergebnisse aus den dazu durchgeflihrten
dynamischen Flusskammerversuchen machen deutlich, dass sowohl die Clks als
auch die DNA topo | die prothrombogenen Eigenschaften auf der Oberflache von
humanen Endothelzellen unter proinflammatorischen Bedingungen beeinflussen. Es
zeigte sich, dass die Inhibition der Clks sowie der DNA topo | zu einer Reduktion der
TF-vermittelten Bildung von FXa in einem, den physiologischen Bedingungen
angenaherten, dynamischen Flusskammermodell fuhrte. Unter dynamischen
Bedingungen fuhrte die Hemmung der DNA topo | zu einer deutlicheren Reduktion
der FXa-Bildung und damit der prokoagulativen TF-Aktivitadt, als dies die Inhibition
der Clks zur Folge hatte. Diese Beobachtungen stimmen mit den Daten der
Inhibitionsversuche im statischen Zellkulturmodell tberein. Obwohl die Hemmung der
DNA topo | eine deutlichere Reduktion der TF-Aktivitat auf der Endothelzell-
oberflache bewirkte, fihrte es daneben aber auch zu einer gesteigerten Bildung von
sekretiertem asHTF. Dies kdnnte daher einen erheblichen Einfluss auf die Erhéhung
der TF-Aktivitdt im zirkulierenden Plasma haben, welcher zu einem bedeutenden
Anteil durch die 18sliche TF-lIsoform bestimmt wird (Bogdanov et al., 2003; Hathcock,
2004).

Zusammenfassend deuten diese Daten darauf hin, dass sowohl die Clk-Familie als
auch die DNA topo | sowie die beiden SR-Proteine SF2/ASF und SRp75 an der
Steuerung des alternativen SpleiRens von TF in TNF-a-induzierten humanen
Endothelzellen beteiligt sind. Ferner zeigen diese Ergebnisse, dass die Regulation
der differenziellen TF-Isoform-Expression in Endothelzellen die Aktivierung der
Gerinnungskaskade unter statischen sowie dynamischen Bedingungen beeinflusst.
Diese Daten weisen somit auf einen bisher unbekannten Mechanismus zur

Steuerung der endothelialen prothrombogenen Aktivitat hin.
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5.3 Die Regulation des alternativen SpleiRen und der Aktivitat von eNOS
in TNF-a-stimulierten HUVEC

In  zunehmendem MaRe wird eNOS als ein zentraler Regulator der
GefalRhomobostase unter normalen sowie proinflammatorischen Bedingungen
angesehen (Ying et al.,, 2007; Heitzer et al.,, 2001). Man weil3, dass alternative
Spleilprozesse fir die Regulation der vaskularen Funktionen von groRer Bedeutung
sind (Hui et al., 2005; Bogdanov et al., 2006; Nowak et al., 2008, Stamm et al.,
2005). Vor kurzem zeigten Lorenz et al., dass Uber alternative Spleil3prozesse an
Exon 13 von eNOS die Expression verschiedener Isoformen dieses Faktors
gesteuert wird. Diese Vorgange beeinflussen die Aktivitdt von eNOS entscheidend
(Lorenz et al., 2007). Wie die differenzielle Isoform-Expression und dadurch die
Funktion von eNOS reguliert werden, ist allerdings nicht bekannt. Daher war es ein
weiteres Ziel dieser Arbeit, den Einfluss der Clk- bzw. DNA topo I-vermittelten
Regulation alternativer SpleilRprozesse auf das Expressionsmuster und die Funktion
von eNOS in humanen Endothelzellen unter proinflammatorischen Bedingungen zu

charakterisieren.

5.3.1 Die Beeinflussung des alternativen SpleiBens von eNOS-Exon 13 durch
die Clk-Familie und die DNA topo | in humanen Endothelzellen

Die Bedeutung der Clks sowie der DNA topo | fir die differenzielle eNOS-Isoform-
Expression wurde zunachst auf mRNA-Ebene analysiert. Im Rahmen dieser
Versuche zeigte sich, dass die Hemmung der DNA topo |, nicht aber die der CIk-
Familie die TNF-a-induzierte Expressionserhéhung der eNOS-Isoformen eNOS 13A,
B und C in humanen Endothelzellen vollstandig aufhob. Die spezifische siRNA-
vermittelte Inhibition von Clk1 und Clk4 sowie der DNA topo | bestéatigte diese
Beobachtungen. Des Weiteren beeinflusste, wie schon im vorhergehenden Teil
dieser Promotionsarbeit dargestellt, die pharmakologische Inhibition dieser Kinasen
das Phosphorylierungsmuster der SR-Proteine in differenzieller Weise. Dies kénnte
zu einer Veranderung der Aktivitat dieser Faktoren bei alternativen SpleilRprozessen
fuhren (Prasad et al., 1999; Stamm, 2008). Diese Ergebnisse lassen daher den
Schluss zu, dass die SR-Proteinkinase DNA topo I, nicht aber die Clk-Familie ein

wichtiger regulatorischer Faktor fir das alternative SpleiRen von eNOS unter
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proinfammatorischen Bedingungen ist, was mdglicherweise Uber dynamische

Verénderungen des Phosphorylierungsmusters der SR-Proteine vermittelt wird.

5.3.2 Einfluss der SR-Proteinkinasen auf die eNOS-Aktivitat in TNF-a-
stimulierten HUVEC

NO ist einer der wichtigsten Regulatoren der vaskuldren Homobostase und ist unter
anderem an der Steuerung des Blutdruckes, der Funktion des Immunsystems sowie
der Aggregation und Adhésion von Thrombozyten beteiligt (Klahr, 2001; Lorenz et
al., 2007). Im vaskuladren System wird NO hauptsachlich durch eNOS gebildet und
spielt sowohl unter normalen als auch unter inflammatorischen Bedingungen eine
wichtige Rolle (Ying et al., 2007; Rassaf et al., 2006). Im Zusammenhang mit diesen
Beobachtungen und den Daten zur differenziellen eNOS-Isoform-Expression wurde
der Einfluss der SR-Proteinkinasen auf die Aktivitdt von eNOS bzw. auf NO-
Synthese in TNF-a-stimulierten HUVEC untersucht. Im Rahmen dieser Versuche
ergab sich, dass die Stimulation der Zellen mit TNF-a zu einer signifikanten
Reduktion der NO-Konzentration sowohl intrazellular als auch im Zelluberstand
fuhrte. Diese Wirkung ging mit der Induktion der Isoform-Expression von eNOS 13A,
B und C, die zuvor schon in HUVEC und verschiedenen humanen Geweben
nachgewiesen wurden, einher (Lorenz et al., 2007). Die Dimerisierung von eNOS ist
fur dessen enzymatische Aktivitdt notwendig (Rodriguez-Crespo et al., 1996). Lorenz
et al. zeigten in ihren Experimenten, dass eine gesteigerte Expression von eNOS
zusammen mit der Isoform eNOS 13A in COS-7-Zellen mit einer Verringerung der
eNOS-Aktivitdt verbunden war (Lorenz et al., 2007). Die ,full length“-Form von eNOS
bildet mit seinen enzymatisch inaktiven Isoformen Heterodimere, welche im
Gegensatz zu eNOS-Homodimeren eine verringerte enzymatische Aktivitat
aufweisen. Aus den in dieser Arbeit erhobenen Daten ging hervor, dass die
Hemmung der Clk-Familie die TNF-a-induzierte Expressionserhéhung der alternativ
gespleildten Isoformen von eNOS nicht beeinflusst. Die Inhibition der DNA topo |
hingegen hob die Erhéhung der eNOS-Isoform-Expression und damit verbundene
Reduktion der NO-Bildung in Reaktion auf die Stimulation der humanen
Endothelzellen mit TNF-a vollstandig auf.

Die Behandlung der HUVEC mit TNF-a fuhrte zu einer Erhéhung der DNA topo -
Expression sowohl auf mRNA- als auch Proteinebene. In den Arbeiten anderer

Gruppen zeigte sich, dass die Stimulation muriner sowie humaner Zellen mit TNF-a
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eine transiente Induktion der enzymatischen Aktivitdt der DNA Topoisomerase | und
Il bewirkte. Dies deutete auf eine direkte Verbindung dieses proinflammatorischen
Zytokins und der SR-Proteinkinase DNA topo | hin (Baloch et al., 1990; Utsugi et al.,
1990). Die Phosphorylierungsaktivitdt der DNA topo | reguliert — neben anderen
Prozessen — die Aktivitdt von SR-Proteinen (Soret et al.,, 2003; Bourgeois et al.,
2004). Wir konnten, wie schon zuvor erlautert, demonstrieren, dass die Inhibition der
SR-Proteinkinasen den Phosphorylierungsstatus verschiedener SR-Proteine
beeinflusst. Das alternative Spleillen von eNOS-Exon 13 wird Uber A/C-reiche
intronische SpleilRverstarker (,intronic splice Enhancer”, ISE) kontrolliert (Lorenz et
al., 2007). Spleillprozesse werden lber die Anbindung von SR-Proteinen an solche
regulatorische Sequenzen in entscheidender Weise gesteuert (Bourgeois et al.,
2004; Soret et al., 2003).

Zusammenfassend weisen diese Beobachtungen darauf hin, dass die
SR-Proteinkinase DNA topo | von grol3er Bedeutung fur die Kontrolle der
differenziellen eNOS-Isoform-Expression unter proinflammatorischen Bedingungen
ist, was —mdglicherweise — durch die Regulation dynamischer Verdnderungen des
Phosphorylierungsmusters der SR-Proteine gesteuert wird. Dies koénnte einen
zusatzlichen posttranskriptionellen Regulationsmechanismus zur Steuerung der NO-
Synthese in Endothelzellen unter entziindlichen Bedingungen darstellen, wie sie bei

kardiovaskulédren Erkrankungen auftreten.

5.4 Ausblick

Welche Bedeutung die Regulation der differenziellen Isoform-Expression von TF
sowie von eNOS unter normalen und pathologischen Bedingungen, wie bei der
Pathogenese kardiovaskularer Erkrankungen, besitzt, ist bisher unklar und bedarf
weiterer Untersuchungen. Die DNA topo | und die Clk-Familie sind an der Regulation
dieser alternativen SpleilRprozesse in humanen TNF-a-stimulierten Endothelzellen
beteiligt. Diese Ereignisse werden dabei — mdglicherweise — Uber die Regulation des
Phosphorylierungsmusters der SR-Proteine gesteuert. In weiterfihrenden Versuchen
sollte die Rolle weiterer Faktoren und Signalwege analysiert werden. Die
Proteinkihnase B und die  Mitglieder der heterogenen  nukledren
Ribonukleoprotein (hnRNP)-Familie, welche ebenfalls an der Regulation alternativer,
wie auch konstitutiver Spleil3prozesse beteiligt sein kénnen (Black, 2003; Blaustein et

al., 2005), wéren hierbei von groliem Interesse. Der Einfluss der SR-Proteinkinasen
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auf die verschiedene SpleiRvorgange eines jeden Gens, von dem Pra-mRNA
gebildet wird, und eines jeden Pr&-mRNA-Segments, aus dem eine Spleil3variante
entsteht, sollte hierbei gesondert betrachtet werden. Die Beeinflussung dieser
alternativen Spleil3prozesse lasst neue Einblicke in die Regulationsmechanismen der
endothelialen Funktionen zu und tragt — mdglicherweise — zur Entwicklung neuer
Therapiestrategien zur Verringerung thrombotischer Komplikationen bei Vorliegen
einer arteriosklerotischen Erkrankung bei.
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6. Zusammenfassung

Alternatives Spleilen ist ein entscheidender regulatorischer Mechanismus zur
Kontrolle der Proteindiversitat sowie der funktionellen Vielfalt und spielt besonders
unter pathologischen Bedingungen eine wichtige Rolle. Die DNA Topoisomerase |
(DNA topo 1) und die Cdc2-like Kinase (Clk)-Familie steuern alternative
SpleilRprozesse Uber die Phosphorylierung von Serin/Arginin-reichen (SR) Proteinen.
Tissue Factor (TF) und die endotheliale Stickstoffmonoxidsynthase (eNOS) sind zwei
der wichtigsten Regulatoren der Endothelfunktion und spielen eine entscheidende
Rolle bei der Pathogenese von Gefallkrankheiten. Durch alternative Spleil3prozesse
werden sowohl strukturell als auch funktionell verschiedene Isoformen von TF (,full
length® (f)TF und alternativ gesplei3ter humaner (asH)TF) und von eNOS (eNOS,
eNOS 13A, B und C) gebildet. Wie das alternative Spleilen von TF und eNOS
reguliert wird und welche Bedeutung diese Prozesse fir die Funktion des Endothels
haben, ist bislang nicht bekannt. Diese Arbeit untersucht den Einfluss der Clk-Familie
und der DNA topo | sowie der beiden SR-Proteine SF2/ASF und SRp75 auf das
alternative Spleilen von TF und eNOS in humanen Endothelzellen unter
proinfammatorischen  Bedingungen. Die  Bedeutung dieser alternativen
SpleilBprozesse auf die Funktion des Endothels wurde im Hinblick auf die NO-
Synthese sowie die endotheliale Thrombogenitéat erforscht.

Sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene exprimierten HUVEC die DNA topo |
und alle vier Mitglieder der Clk-Familie. Die Stimulation der humanen Endothelzellen
mit TNF-a flihrte zu einer Induktion der mMRNA-Expression beider TF-Isoformen. Auf
MRNA-Ebene reduzierte die Vorinkubation der TNF-a-stimulierten Endothelzellen mit
einem Inhibitor der Clks die Expression von fITF und asHTF. Die Inhibition der
DNA topo | hingegen flihrte zu einer signifikanten Induktion von asHTF und einer
Reduktion der fITF-Expression in TNF-a-stimulieten HUVEC. Ferner resultierte die
Hemmung der Clk-Familie in der Bildung einer weiteren mRNA-Spleilvariante (TF-
A), deren Funktion allerdings unbekannt ist. Auf Proteinebene fuhrte die
Vorinkubation der Zellen mit einem Inhibitor der DNA topo | ebenfalls zu einer
deutlichen Reduktion der TNF-a-induzierten fITF-Expression. Die Expression von
asHTF wurde hingegen nicht beeinflusst unter diesen Bedingungen. Die Hemmung
der DNA topo | in den TNF-a-stimulieten HUVEC ging mit einer signifikanten

Reduktion der thrombogenen TF-Aktivitdt sowohl unter statischen als auch unter
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dynamischen Bedingungen einher. Die Inhibition der Clk-Familie flhrte zu einer
weniger deutlichen Reduktion der Proteinexpression von fITF, wahrend die TNF-a-
induzierte Expressionserhéhung von asHTF vollstandig inhibiert wurde. Die TF-
Aktivitat wurde in diesen Zellen nur geringflgig reduziert. Diese Ergebnisse weisen
darauf hin, dass die Thrombogenitat hauptsachlich durch fITF bestimmt wird,
wéhrend die |8sliche TF-Isoform nur eine geringe Prothrombogenitédt aufweist. Die
Analysen zum Einfluss der beiden oben genannten SR-Proteinkinasen auf die
Phosphorylierung und damit die Aktivitdt der SR-Proteine wéhrend des alternativen
Spleilens ergaben, dass die Hemmung der Clk-Familie bzw. der DNA topo | das
Phosphorylierungsmuster der SR-Proteine beeinflusste. Die siRNA-vermittelte
Inhibition von SF2/ASF und SRp75 fiihrte zu einer Modifikation der differenziellen
TF-Isoform-Expression. Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass sowohl die DNA topo |
als auch die Clk-Familie sowie die beiden SR-Proteine SF2/ASF und SRp75 an der
Regulation des alternativen SpleiRens von TF in TNF-a-stimulierten humanen
Endothelzellen beteiligt sind. Diese Prozesse beeinflussen die endotheliale
Thrombogenitat unter statischen sowie dynamischen Bedingungen in entscheidender
Weise.

Wie zuvor erwahnt fihren alternative SpleilRprozesse an der Pra&-mRNA von eNOS,
neben der Bildung der ,full length“-Form von eNOS auch zur Expression der
Isoformen eNOS 13A, B und C. Die Stimulation von HUVEC mit TNF-a induzierte die
Expression der alternativ gespleilten eNOS-Isoformen, nicht aber von eNOS, und
verringerte die NO-Synthese und damit die eNOS-Aktivitdt. Die Hemmung der
DNAtopo I, nicht aber die der Clk-Familie hob die TNF-a-induzierte
Expressionserhdhung von eNOS 13A, B und C nahezu vollstdndig auf. Ebenso
verhinderte die Vorinkubation der HUVEC mit dem Inhibitor der DNA topo | die
TNF-a-induzierte Reduktion der NO-Bildung und damit die eNOS-Aktivitat. Die
Inhibition der Clks hingegen besal} hierauf keinen Einfluss. Diese Daten legen den
Schluss nahe, dass die DNA topo | eine gro3e Bedeutung fur die Steuerung der
differenziellen eNOS-Isoform-Expression und der damit verbundenen endothelialen
NO-Synthese unter proinflammatorischen Bedingungen besitzt. Diese Funktion wird
— moglicherweise — durch die Regulation des Phosphorylierungsmusters der SR-
Proteine vermittelt.

Diese Arbeit eréffnet neue Einblicke in die Regulation des alternativen Spleilens von

TF und eNOS und verdeutlicht die Bedeutung des alternativen Spleildens fiir die
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endotheliale Thrombogenitat und NO-Synthese. Weiterfilhrende Untersuchungen,
aufbauend auf den Ergebnissen dieser Arbeit, tragen — moglicherweise — zur
Entwicklung neuer Therapiestrategien mit dem Ziel der Reduktion thrombotischer

Komplikationen bei Vorliegen arteriosklerotischer Erkrankungen.
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7. Summary

Alternative splicing is an essential mechanism for regulating the proteomic diversity
and the functional plasticity, especially under pathologic conditions. The DNA
topoisomerase | (DNA topo 1) and the Cdc2-like kinase (CIk) family control alternative
splicing processes by phosphorylating serine/arginine-rich (SR) proteins. Tissue
Factor (TF) and the endothelial nitric oxide synthase (eNOS) are crucial for the
endothelial function and play an important role for the pathogenesis of vascular
diseases. Alternative splicing processes lead to the formation of structurally and
functionally divers isoforms of TF (,full length* (f)TF and alternatively spliced human
(asH)TF) and eNOS (eNOS, eNOS 13A, B und C). How alternative splicing of TF and
eNOS is regulated as well as the meaning of these processes for the endothelial
function is still unknown.

Therefore, this study investigates the impact of Clks and DNA topo | as well as the
SR proteins SF2/ASF and SRp75 on the alternative splicing of TF and eNOS in
human endothelial cells under proinflammatory conditions. Moreover, the relevance
of the alternative splicing on the endothelial function, especially, the NO synthesis
and thrombogenicity was analysed.

HUVEC were found to express DNA topo | as well as all four members of the Clk
family. Stimulation of cells with TNF-a induced the expression of these SR protein
kinases. The stimulation of HUVEC with TNF-a induced the expression of both
TF isoforms, fITF and asHTF. On mRNA level the inhibition of Clks reduced the
expression of both TF isoforms. In contrary, DNA topo | inhibition resulted in a
significant induction of asHTF and reduction of fITF expression in TNF-a-stimulated
HUVEC. Furthermore, the inhibition of Clks led to the generation of a third mRNA-
splice variant (TF-A). The function of the TF-A splice variant is unknown. On protein
level the inhibition of DNA topo | also resulted in a reduction of fITF but not asHTF in
TNF-a-stimulated humane endothelial cells. Corresponding to this observation a
significant reduction of thrombogenic TF activity was found under static as well as
dynamic conditions. Clk-inhibition led to a slightly reduced protein expression of fITF,
whereas asHTF was completely reduced. After inhibition of DNA topo | the TNF-a-
induced TF activity was also marginally diminished. These results are in line with the
observation of other groups that showed fITF rather than asHTF to be the main

contributor to thrombogenicity. Furthermore, the influence of the SR protein kinases
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on the phosphorylation and the activity of SR proteins was analyzed during
alternative splicing processes. The inhibition of Clks or DNA topo |, influenced the
phosphorylation pattern of these SR proteins. Moreover, the siRNA-mediated
inhibition of the SR proteins SF2/ASF as well as SRp75 was found to modify the
differential TF isoform expression in TNF-a-induced HUVEC. These data indicate
DNA topo | and the Clk family as well as both SR proteins SF2/ASF and SRp75 to be
involved in the regulation of alternative splicing of TF in TNF-a-stimulated human
endothelial cells. These alternative splicing processes determine the endothelial
thrombogenicity under static as well as dynamic conditions.

As mentions above, alternative splicing of eNOS-pre-mRNA resulted in the
expression of three truncated and enzymatic inactive isoforms eNOS 13A, B and C,
beside active eNOS. Stimulation of HUVEC with TNF-a led to the induction of eNOS
isoforms, but not of eNOS expression. The induction of eNOS isoforms led to a
reduction of NO synthesis or, more precisely, eNOS activity. The analysis of the
effect of the two SR protein kinases on alternative splicing of eNOS exon 13 and the
enzymatic activity of eNOS revealed that DNA topo | inhibition but not inhibition of
Clks almost completely abolished the TNF-a-mediated induction of eNOS 13A, B and
C. Pre-incubation of HUVEC with the DNA topo | inhibitor prevented the TNF-a-
induced reduction of NO generation. In contrary, the inhibition of Clks had no impact
on the eNOS activity. These results suggested that it is the DNA topo | to play an
important role in controlling the differential eNOS isoform expression, thereby,
regulating the NO synthesis in HUVEC under proinflammatory conditions.

In conclusion, this study reveals new insights into the regulation of alternative splicing
of TF and eNOS. The alternative splicing of TF and eNOS determine the endothelial
thrombogenicity and the degree of NO generation. Continuative analysis based on
the presented data may contribute to the development of novel therapeutic strategies

for reducing thrombotic complications in the pathogenesis of arteriosclerotic disease.
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8. Abkiirzungsverzeichnis

A
ABP-280
AMV
AP-1
APS

Arg

AS
asHTF

BCA
BN

bp
BSA
C-
CaM
ca.
cDNA
Clk

Ct
DAF-2DA
DMSO
DNA
DNA topo |
dNTP
DTT

E
EDTA
EGR-1
ELISA
eNOS
ESE

F

FAK
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Absorption

Aktinbindendes Protein 280 (Filamin A)
Avian-Myeloblastosis-Virus

Aktivator Protein-1

Ammoniumpersulfat

Arginin

Aminosaure(n)

alternativ gespleiter humaner Tissue Factor (alternatively spliced
human tissue factor)

Bicinchoninsaure (bicinchoninic acid)

Basalniveau

Basenpaare

bovines Serum-Albumin

Carboxy-

Calmodulin

circa

komplementare Desoxyribonukleinsaure (copy desoxyribonucleic acid)
Cdc2-ahnliche Kinase (cell division cycle2-like kinase)
Schwellenwert (Threshold Cycle)
Diaminofluorescein-2 Diacetat

Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinsdure (desoxyribonucleic acid)
DNA Topoisomerase |

2'-Desoxynukleotid 5°-Triphosphat

Dithiothreitol

Exon

Ethylendiamintetraacetat

early growth response gene 1

Enzyme-linked Immunosorbent Assay

endotheliale Stickstoffmonoxidsynthase

exonischer Spleillverstarker (exonic splice enhancer)
Faktor

fokale Adhasionskinase



FAM
FCS
fITF

GAPDH

HMWK
hnRNP
HRP
HUVEC

min
mMRNA

NADPH
NF-kB
NO
NO,
NO3
n.s.
oD
PAR
PBS
PCR
PDTC
PK

PL
PPK

6-Carboxyfluorescein

fetales Kalberserum

Sfull length” Tissue Factor

Erdbeschleunigung
Glycerinaldehyd-3-phosphat-dehydrogenase

Stunde

hochmolekulares Kininogen (high molecular weigth kininogen)
heterogenes nukledres Ribonukleoprotein
Meerrettich-Peroxidase (horseradish peroxidase)
humane Endothelzellen aus der Nabelschnur (human umbilical vein
endothelial cells)

Intron

Immunglobulin G

Interleukin

Intronischer Spleil3verstarker (intronic splice enhancer)
Kilobasenpaare

Kilodalton

Minuten

messenger Ribonukleinsdure

Amino-

Nikotinamidadenindinukleotidphosphat

nukleédrer Faktor kappa B

Stickstoffmonoxid

Nitrit

Nitrat

nicht signifikant unterschiedlich

Optische Dichte

Protease-aktivierter Rezeptor

Phosphat-gepufferte Kochsalz-Lésung
Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction)
Pyrrolidindithiocarbamat

Plasma-Kallikrein

Phospholipid

Plasma-Prakallikrein

95



PVDF
RIPA
RNA
ROS
rpm
RRM
RT
RT-PCR
S

SDS PAGE
SDS
SEM
SF2/ASF
SiRNA
SP-1
SR
SRPK
TAE
TAMRA
TBS
TEMED
TF
TF-A
TNF-a
U

UCP3
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Polyvinylidenfluorid
Radio-Immunoprazipitations-Assay
Ribonukleinsaure (ribonucleic acid)

reaktive Sauerstoff-Spezies (reactive oxygen species)
Umdrehungen pro Minute (rounds per minute)
RNA-Erkennungsmotiv (RNA recognition motiv)
Raumtemperatur
Reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion
Sekunden

sodiumdodecylsulfate-polyacrylamide gel electrophoresis
Natriumdodecylsulfat

Standardfehler des Mittelwertes

alternativer Spleil3faktor/Spleildfaktor 2

small interfering RNA

specificity protein 1

Serin/Arginin-reich

SR-Proteinkinase

Tris-Acetat-EDTA
6-Carboxy-tetramethyl-rhodamin

Tris-gepufferte Kochsalz-Lésung
N,N,N‘,N‘-Tetramethylethylendiamin

Tissue Factor

“alternative exon 1A” Tissue Factor

Tumor Nekrose Faktor-alpha

Unit

Uncoupling protein 3
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