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4. Ergebnisse

4.1 Wachstumsverhalten glatter GefaBmuskelzellen von Mausen mit den unter-
schiedlichen genetischen Hintergriinden NMRI und C57BL/6

Im Folgenden werden die Ergebnisse des Wachstumsverhaltens glatter GefdBmuskelzellen
von Méusen mit den unterschiedlichen genetischen Hintergriinden NMRI und C57BL/6 ge-
zeigt. Es wird postuliert, dass glatte GefaBmuskelzellen von C57Bl/6-Maiusen ein protektive-
res Verhalten gegeniiber schiadigenden Einfliissen zeigen als glatte GefdBmuskelzellen von
NMRI-Mdéusen. Eine schiitzende Wirkung spiegelt sich beispielsweise in der Féahigkeit der
glatten GefdaBmuskelzellen wider, auf pathogene Noxen mit einer verstirkten Teilungsrate zu
reagieren und dadurch schidigende Einfliisse auf die GefiBwand zu kompensieren.

Nachfolgend werden zunéchst Ergebnisse vorgestellt, die unter basalen Bedingungen gene-
riert wurden. Dies bedeutet, dass die Zellen wachsender Kulturen untersucht wurden und so-
mit Zellen aus jeder Phase des Zellzyklus zum Ergebnis beitrugen. Diese Untersuchungen
bieten einen Uberblick iiber das Wachstumsverhalten der Gesamtpopulation. Zur Spezifizie-
rung der Ergebnisse wurden die Zellen durch Serumentzug in die Go-Phase iiberfiihrt und

traten anschlieend synchron durch mitogene Stimulation in den Zellzyklus ein.

4.1.1  Proliferationsverhalten

Zur Uberpriifung des Wachstumsverhaltens der glatten GefiBBmuskelzellen von C57BL/6-
bzw. von NMRI-Midusen wurde die Proliferationsrate analysiert. Die Zellen wurden unter
basalen Bedingungen ausgesit und der ATP-Gehalt tiglich vom 0.Tag bis zum 4.Tag analy-
siert. Der ATP-Gehalt nimmt proportional zur Zellvermehrung zu. Die Wachstumskurve von
glatten GefdaBmuskelzellen von C57BL/6-Médusen zeigt einen steileren Anstieg und somit eine

hohere Proliferationsrate (s. Abb. 4.1).

4.1.2  Proteinexpression der Zellzyklusregulatoren unter basalen Bedingungen

Zur Uberpriifung der Proteinexpression der Zellzyklusregulatoren unter basalen Bedingungen
wurden die Zelllysate von 70-90% konfluenten glatten GefdBmuskelzellen auf die gesuchten
Proteingehalte untersucht. Die Bestimmungen erfolgten in dreifachen Ansdtzen. Die quantita-
tive Auswertung stellt die relative Proteinexpression dar, die sich proportional zur Bandenin-

tensitat verhilt. Die Versuche wurden mindestens dreimal wiederholt.
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Abbildung 4.1: Wachstumskurve glatter GefaBmuskelzellen von NMRI- und C57BL/6-
Maiusen von Tag 0 bis Tag 4. Die gemessene Lumineszenzintensitit verhdlt sich proportional
zum Anstieg des ATP-Gehaltes und somit zur Zellmenge. Die Ergebnisse eines flinffachen
Ansatzes stellen den Mittelwert + SEM dar.

4.1.2.1 Proteinexpression der Zellzyklusinhibitoren p21Cip1 und p27Kip1

Auf Grund der unterschiedlichen Proliferationsrate wurde die Proteinexpression der Zell-
zyklusinhibitoren p21<"" und p27"' unter basalen Bedingungen untersucht. p21<*" ist be-
kannt als Zellzyklusinhibitor, der in hohen Konzentrationen den Ubergang der Zellen aus der
G;-Phase in die S-Phase hemmt. p27Kipl hingegen liegt in der Gyp-Phase in hoher Konzentrati-
on vor und hemmt die Zellen am Eintritt in die G;-Phase (Sherr und Roberts, 1999).

Bei der Quantifizierung von p21“?' wurde die Bandenintensitit der NMRI-Ergebnisse auf
100% festgelegt. p21“' wird unter basalen Bedingungen in glatten GefiBmuskelzellen von
NMRI-Midusen 2,0fach stirker exprimiert als in C57BL/6-Zellen. Der Zellzyklusinhibitor

Kip1 .
""" wurde die Banden-

p275"! verhalt sich entgegengesetzt. Bei der Quantifizierung von p27
intensitdt der C57BL/6-Ergebnisse auf 100% festgelegt. In glatten GefdBmuskelzellen von
NMRI-Maiusen liegt er mit einer relativen Proteinmenge von 43% vor und wird somit in glat-
ten GefdaBBmuskelzellen von NMRI-Mausen 2,3fach schwécher exprimiert als in glatten Ge-

faBmuskelzellen von C57BL/6-Miusen (s. Abb. 4.2).
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Abbildung 4.2: Proteinexpression der Zellzyklusinhibitoren p21“?! und p27*"' in glatten
GefaBmuskelzellen von NMRI- und C57BL/6-Miusen unter basalen Bedingungen. A) Wes-
tern-Blot-Analyse der Zellextrakte. B) Quantitative Darstellung der relativen Proteinexpressi-
on von p21Cipl und p27Kipl. Das Ergebnis von drei Experimenten ist dargestellt als Mittelwert
+ SEM, P<0,05.

4.1.2.2 Proteinexpression von Cyclin D1

Cyclin D ist ein positiver Zellzyklusregulator und das erste Cyclin, das nach mitogener Stimu-
lation in der frithen G;-Phase exprimiert wird. Cyclin D umfasst die Subtypen Cyclin Dy,
Cyclin D; und Cyclin Ds. Der verwendete Cyclin D;-Antikdrper detektiert Cyclin D; und in
einem etwas geringeren Ausmal} Cyclin D,.

Cyclin D; wird in glatten GefaBmuskelzellen von NMRI-Médusen mit einer relativen Protein-
expression von 31% gebildet, bezogen auf die normalisierten Werte von C57BL/6-Zellen.
Unter basalen Bedingungen wird Cyclin D; in glatten GefédBmuskelzellen von C57BL/6-
Maiusen 3,2fach stérker exprimiert als in NMRI-Mausen. Die Werte unterscheiden sich statis-

tisch signifikant (s. Abb. 4.3).
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Abbildung 4.3: Proteinexpression von Cyclin D; in glatten GefaBmuskelzellen von NMRI-
und C57BL/6-Miusen unter basalen Bedingungen. A) Western-Blot-Analyse der Zellextrakte.
B) Quantitative Darstellung der relativen Proteinexpression von Cyclin D;. Das Ergebnis von
drei Experimenten ist dargestellt als Mittelwert + SEM, P<0,05.

4.1.2.3 Proteinexpression von Cyclin E, Cyclin A und cdk2

Cyclin E wird in der Mitte der G;-Phase des Zellzyklus verstdrkt exprimiert. Dies erfolgt
nach Phosphorylierung und Inaktivierung des Taschenproteins pRb. Uber einen Riickkopp-
lungsmechanismus fordert Cyclin E das Fortschreiten des Zellzyklus. Das Maximum der Cyc-
lin A-Expression befindet sich am Anfang der S-Phase. Cyclin A wird daher auch als S-
Phase-Marker betrachtet. Sowohl Cyclin E als auch Cyclin A wirken in aktivierter Form. Die
Aktivierung erfolgt durch die Bindung an cdk2 (Sherr und Roberts, 1999).

Cyclin E, Cyclin A und cdk2 werden unter basalen Bedingungen in glatten GefaBmuskelzel-
len von C57BL/6-Méiusen deutlich stirker exprimiert als in NMRI-Méusen. Diese Ergebnisse
bestitigen das Resultat der stirkeren Proliferationsrate in C57BL/6-Méusen. Die relative Pro-
teinexpression von Cyclin E in glatten GefdBmuskelzellen von NMRI-Maiusen betrégt 14,6%.
Der S-Phase-Marker Cyclin A liegt in NMRI-Zellen zu 5,4% exprimiert vor und cdk2 wird
mit 51,6% gebildet. Die Expressionsunterschiede sind statistisch signifikant (s. Abb. 4.4).
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Abbildung 4.4: Proteinexpression von Cyclin E, Cyclin A und ckd2 in glatten GefdaBmuskel-
zellen von NMRI- und C57BL/6-Méusen unter basalen Bedingungen. A) Western-Blot-
Analyse der Zellextrakte. B) Quantitative Darstellung der relativen Proteinexpression von
Cyclin E, Cyclin A und ckd2. Das Ergebnis von drei Experimenten ist dargestellt als Mittel-
wert + SEM, P<0,05.
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4.1.3  Eintritt in die S-Phase

Um zu tberpriifen in welcher Phase des Zellzyklus der Proliferationsunterschied stattfindet,
wurde der Fokus auf den G,/S-Ubergang gelegt. Dieser Ubergang wird hiufig blockiert durch
die Zellzyklusinhibitoren p21<*" und p27*"'. Die glatten Gefdmuskelzellen wurden durch
24-stliindigen Mitogenentzug synchronisiert und 24 Stunden nach Zugabe von Serum, Wachs-
tumsfaktoren und BrdU untersucht. Der S-Phase-Eintritt wurde durchflusszytometrisch tiber
die Quantifizierung der BrdU-Inkorporation analysiert. BrdU, ein synthetisches Nukleotid,
wird wahrend der Synthese-Phase in die DNA eingebaut. 54% der glatten GefaBBmuskelzellen
von C57BL/6-Méusen und 33% der NMRI-Zellen befinden sich in der S-Phase. Der Unter-
schied ist statistisch signifikant (s. Abb. 4.6).
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Abbildung 4.5: Durchflusszytometrische Untersuchung des BrdU-Einbaus in die DNA glat-
ter GefaBmuskelzellen von NMRI- und C57BL/6-Mausen. A) Quantifizierung des S-Phase-
Eintritts. Das Ergebnis von zwei unabhéngigen Experimenten ist dargestellt als Mittelwert +
SEM, P<0,05. B) Exemplarische Darstellung einer Messreihe der FACS-Ergebnisse.
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4.1.4  Proteinexpression der Zellzyklusfaktoren nach Synchronisation

Zur Verifizierung des Ergebnisses der durchflusszytometrischen Analyse wurde die Protein-
expression der Zellzyklusfaktoren unter synchronisierten Bedingungen untersucht. Hierfiir
wurden die glatten GefdBBmuskelzellen 48 Stunden unter Mangelbedingungen mit 0,5% Serum
synchronisiert und in der Go-Phase arretiert. Nach dieser Zeit wurden die Null-Stunden-Werte
generiert. Durch Zugabe von Wachstumsfaktoren und 20% Serum traten die Zellen in den
Zellzyklus ein. Nach 24-stlindiger mitogener Stimulation wurden die 24-Stunden-Werte er-
stellt.

4.1.4.1 Proteinexpression der Zellzyklusinhibitoren p21Cip1 und p27Kip1

Es ist bekannt, dass der Zellzyklusinhibitor p21“"" wihrend der Go-Phase kaum exprimiert
wird, durch mitogene Stimulation in der G;-Phase leicht ansteigt und durch Bindung an Cyc-
lin D den Zellzyklusprogress vorantreibt. Ab einer Grenzkonzentration wirkt p21“*" jedoch

als Zellzyklusinhibitor und hemmt den Ubergang in die S-Phase. p27<"'

ist ein Zellzyklusin-
hibitor, der in hoher Konzentration in der Gy-Phase vorliegt und die Zellen am Eintritt in die
G;-Phase hemmt. Erst durch mitogene Stimulation nimmt die Konzentration in der G;-Phase
langsam ab (Sherr und Roberts, 1999).

Die Expression von p21“P" in glatten GefiBmuskelzellen steigt sowohl in NMRI- als auch in
C57BL/6-Zellen von 0 bis 24 Stunden an. An beiden Messpunkten ist die Expression in
NMRI-Zellen stirker als in C57BL/6-Zellen, wodurch die Ergebnisse der Untersuchung unter
Basalbedingungen bestétigt werden. Zur Bestimmung der relativen Expressionsunterschiede
wurden die hochsten Bandenintensitit auf 100% festgelegt. Die p21"'-Expression in NMRI-
Zellen betrigt in der Go-Phase 60%. In C57BL/6-Zellen wird p21Cip ' zum Zeitpunkt 0 Stun-

den zu 6% und nach 24-stiindiger Stimulation zu 26% exprimiert. p27<"'

liegt in beiden Méau-
sestimmen in der Go-Phase in hoher Konzentration vor und nimmt mit Eintritt in den Zellzyk-
lus ab. Die Werte wurden normalisiert auf die Bandenintensitit der Null-Stunden-Werte der
p27Kip !_Expression in glatten GefaBmuskelzellen von C57/BL6-Miusen. Somit liegt p27Kipl
in NMRI-Zellen zum Zeitpunkt 0 Stunden 37% und nach 24 Stunden 7,5% exprimiert vor.
Der 24-Stunden-Wert von C57BL/6-Zellen betrdgt 39% (s. Abb. 4.6). An beiden Messpunk-

ten ist p27<"!

in glatten GefdBBmuskelzellen von C57BL/6-Miusen in hoheren Konzentratio-
nen zu finden und bestitigt damit das Western-Blot-Ergebnis, das unter Basalbedingungen

generiert wurde.
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Abbildung 4.6: Proteinexpression von p21“! und p27*"*" in glatten Gefédmuskelzellen von
NMRI- und C57BL/6-Méiusen zu den Zeitpunkten 0 und 24 Stunden nach Synchronisation.
A) Western-Blot-Analyse der Zellextrakte. B) Quantitative Darstellung der relativen Protein-
expression von p21“?! und p27"'. Das Ergebnis von drei Experimenten ist dargestellt als
Mittelwert £+ SEM. Die Werte der 24-Stunden-Vergleiche der p21“P_Expression sowie die
Null-Stunden-Werte der p27°"'-Expression unterscheiden sich statistisch signifikant, P<0,05.

4.1.4.2 Proteinexpression von Cyclin D1

Cyclin D; wird in glatten GefaBmuskelzellen von C57BL/6-Miusen deutlich stirker expri-
miert als in NMRI-Zellen. Zur Bestimmung der relativen Expressionsunterschiede von Cyclin
D; wurde die Bandenintensitdt der 24-Stunden-Werte der C57BL/6-Proben auf 100% festge-
legt. Zum Zeitpunkt 24 Stunden liegt Cyclin D; in C57BL/6-Zellen 1,5fach stérker exprimiert
vor als in NMRI-Zellen. Der Unterschied ist statistisch signifikant. Zum Zeitpunkt 0 Stunden
sind niedrige Cyclin D;-Mengen zu erkennen. In NMRI-Zellen betrdgt dieser Anteil 4,5%, in
CS57BL/6-Zellen 22% (s. Abb. 4.7).
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Abbildung 4.7: Proteinexpression von Cyclin D; in glatten GefaBmuskelzellen von NMRI-
und C57BL/6-Miusen zu den Zeitpunkten 0 und 24 Stunden nach Synchronisation. A) Wes-
tern-Blot-Analyse der Zellextrakte. B) Quantitative Darstellung der relativen Proteinexpressi-
on von Cyclin D;. Das Ergebnis von drei Experimenten ist dargestellt als Mittelwert + SEM.
Die Werte der 24 Stunden-Vergleiche unterscheiden sich statistisch signifikant, P<0,05.

4.1.4.3 Proteinexpression von Cyclin E, Cyclin A und cdk2

Die positiven Zellzyklusregulatoren Cyclin E, Cyclin A und cdk2 werden sowohl in der Go-
Phase als auch 24 Stunden nach Eintritt in den Zellzyklus in glatten GefdBBmuskelzellen von
C57BL/6-Maiusen stirker exprimiert als in NMRI-Zellen. Dies bestitigen die Western-Blot-
Ergebnisse unter basalen Bedingungen und geben Einblick in das Zellzyklusverhalten der
Zellen. Zur Bestimmung der relativen Expressionsunterschiede wurde jeweils die Bandenin-
tensitdt der 24-Stunden-Werte der C57BL/6-Proben auf 100% festgelegt. Ein Grundspiegel
von Cyclin E liegt bei 0 Stunden in C57BL/6-Zellen bereits zu 52% vor, ist hingegen zu die-
sem Zeitpunkt in NMRI-Zellen kaum nachweisbar. 24 Stunden nach Eintritt in den Zellzyklus
besteht die Funktion von Cyclin E darin, den Zellzyklus voranzutreiben. Zu diesem Zeitpunkt
wird Cyclin E in C57BL/6-Zellen doppelt so stark exprimiert wie in NMRI-Zellen. Der S-
Phase-Marker Cyclin A ist in beiden Méusestimmen in der Go-Phase kaum detektierbar. 24
Stunden nach mitogener Stimulation wird Cyclin A in C57BL/6-Zellen 1,7fach stirker gebil-
det als in NMRI-Zellen. Cdk2, der Aktivator von Cyclin E und Cyclin A, wird zum Zeitpunkt
24 Stunden in C57BL/6-Zellen 15% stérker exprimiert als in NMRI-Zellen (s. Abb. 4.8).
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Abbildung 4.8: Proteinexpression von Cyclin E, Cyclin A und cdk2 in glatten GefaBmuskel-
zellen von NMRI- und C57BL/6-Méusen zu den Zeitpunkten 0 und 24 Stunden nach Syn-
chronisation. A) Western-Blot-Analyse der Zellextrakte. B) Quantitative Darstellung der rela-
tiven Proteinexpression von Cyclin E, Cyclin A und cdk2. Das Ergebnis von drei Experimen-
ten ist dargestellt als Mittelwert + SEM. Alle Werte der 24 Stunden-Vergleiche unterscheiden
sich statistisch signifikant, P<0,05.
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4.1.5  mRNA-Expression von p21Cipl

4.1.5.1 Ergebnis der Affymetrix-Chip-Analyse

Zum besseren Verstindnis der Unterschiede zwischen glatten GefdBBmuskelzellen von
C57BL/6- und NMRI-Méusen wurden die Zelllysate mit Hilfe eines Mikroarrays untersucht.
Von besonderem Interesse bei der Untersuchung waren die Unterschiede der mRNA-
Expression der Zellzyklusregulatoren. Die mRNA von p21“?! liegt demnach in glatten
GefiaBmuskelzellen von NMRI-Méusen 2,0fach stirker exprimiert vor als in C57BL/6-
Mausen (s. Tab .4.1).

NMRI versus B6 Gentitel Gensymbol

2,0 cyclin-dependent kinase inhibitor 1A (p21) Cdknla

Tabelle 4.1: Affymetrix-Chip-Analyse der mRNA-Expression von p21“?! in glatten Geféf-
muskelzellen von NMRI- und C57BL/6-Méiusen eines einfachen Versuchsansatzes. Der
Faktor des Expressionsunterschieds ist angegeben.

4.1.5.2 Ergebnis der Real-time PCR-Analyse

Zur Verifizierung der Affymetrix-Chip-Analyse wurde die mRNA-Expression von p21<?" der
Zelllysate glatter GefiaBmuskelzellen von NMRI- und C57BL/6-Zellen mit Hilfe der Real-
time PCR untersucht. Die Auswertung zeigt in NMRI-Zellen eine statistisch signifikante
2,4fach starkere mRNA-Expression von p21Cipl als in C57BL/6-Zellen (s. Abb. 4.9).

p21

MRNA-Expression

NMRI B6

Abbildung 4.9: mRNA-Expression von p21P'. Real-time PCR-Analyse von Zelllysaten aus
glatten GefaBmuskelzellen von NMRI- und C57BL/6-M4iusen. Das Ergebnis von drei Expe-
rimenten ist dargestellt als Mittelwert £ SEM, P<0,05.
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4.1.6  mRNA-Expression von Id2

4.1.6.1 Ergebnis der Affymetrix-Chip-Analyse

Id2 wird auf dem Affymetrix-Chip mit zwei Oligo-Sequenzen reprédsentiert. Der erste
Probensatz zeigt eine 6,1fach stirkere 1d2 mRNA-Expression in glatten GefaBmuskelzellen
von NMRI-Miusen als in C57BL/6-Zellen. Beim zweiten Probensatz wird eine 3,8fache 1d2
mRNA-Expression in NMRI-Zellen festgestellt. Diese starken Ergebnisschwankungen

verdeutlichen die Notwendigkeit einer Ergebnisverifizierung (s. Tab. 4.2).

NMRI versus B6 Gentitel Gensymbol
6,1 inhibitor of DNA binding 2 Id2
3,8 inhibitor of DNA binding 2 Id2

Tabelle 4.2:  Affymetrix-Chip-Analyse der mRNA-Expression von Id2 in glatten
Gefilmuskelzellen von NMRI- und C57BL/6-Maiusen eines einfachen Versuchsansatzes. Der
Faktor des Expressionsunterschieds ist angegeben.

4.1.6.2 Ergebnis der Real-time PCR-Analyse

Die 1d2 mRNA-Expression in glatten GefaBmuskelzellen von NMRI- und C57BL/6-Miusen
wurde mittels Real-time PCR und mit Hilfe einer Tagman-Sonde analysiert. Die Auswertung
zeigt, dass 1d2 mRNA in NMRI-Zellen 3,1fach stirker exprimiert vorliegt als in C57BL/6-
Zellen, der Unterschied ist statistisch signifikant (s. Abb. 4.10).
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Abbildung 4.10: mRNA-Expression von Id2. Real-time PCR-Analyse von Zelllysaten aus
glatten GefaBmuskelzellen von NMRI- und C57BL/6-Miusen. Das Ergebnis von drei Expe-
rimenten ist dargestellt als Mittelwert £ SEM, P<0,05.
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4.2 Verhalten glatter GefaRmuskelzellen von 1d27-Mausen mit NMRI-Hintergrund

Auf Grund des Ergebnisses der unterschiedlichen mRNA-Expression von 1d2 in glatten
GefaBmuskelzellen von NMRI- und C57BL/6-Méusen stellte sich die Frage, ob zwischen
dem Verhalten von glatten Gefimuskelzellen von C57BL/6-Miusen und 1d2”"-Méusen mit
einem NMRI-Hintergrund eine Analogie besteht. Ausgehend von dieser Fragestellung wurden
glatte GefaBmuskelzellen von 1d2"- gegen Id2”-Méusen verglichen. Diese Miuse besitzen
einen NMRI-Hintergrund.

In friiheren Tierversuchsstudien wurde festgestellt, dass sich Wildtyp-NMRI- (auch als 1d2""
bezeichnet) und 1d2""-Miuse in ihrem Verhalten kaum unterscheiden, es bestehen jedoch
ausgeprigte Unterschiede im Vergleich des Verhaltens von 1d2™- und Id2"-Miusen. Auf
Grund dieser Datenlage wurde fiir die folgenden Untersuchungen das Vergleichsmodell Id2*"
- versus 1d2”-Zellen gewihlt. Zur Abklirung des dhnlichen Verhaltens von Wildtyp- und
1d2""-Zellen wurde bei den meisten Versuchen zusitzlich zum Vergleichspaar eine Probe

glatter GefdaBmuskelzellen von 1d2""*-Méusen mit NMRI-Hintergrund ausgewertet.

4.2.1  mRNA-Expression von Id2

Zur Bestitigung, dass es sich bei den verwendeten glatten Gefialmuskelzellen der Méuse mit
NMRI-Hintergrund tatsdchlich um 1d2"- bzw. um 1d2”-Zellen handelt, wurde die Id2
mRNA-Expression von beiden Zellarten sowie von Wildtypzellen untersucht. Sowohl die
Affymetrix-Chip-Analyse als auch der Nachweis mittels Real-time PCR bestidtigte die jeweils
entsprechende Ausknockung des Gens 1d2.

4.2.1.1 Ergebnis der Affymetrix-Chip-Analyse

Id2, das auf dem Affymetrix-Chip mit zwei Probensétzen reprisentiert wird, zeigt eine
546fach bzw. 86fach stirkere Expression von 1d2 mRNA in 1d2""- als in 1d2”"-Zellen. Beim
Vergleich der glatten GefdaBmuskelzellen von 1d2"- und 1d27-Miusen ist der
Expressionsunterschied etwas geringer. Hier wird Id2 mRNA in Id2""-Zellen 227fach bzw.
69fach stirker exprimiert als in 1d27"-Zellen (s. Tab. 4.3).
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1d2"" versus Id2"" | Id2"" versus Id2™ Gentitel Gensymbol
546 227 inhibitor of DNA binding 2 1d2
86 69 inhibitor of DNA binding 2 Id2

Tabelle 4.3:  Affymetrix-Chip-Analyse der mRNA-Expression von Id2 von Zelllysaten aus
glatten GefiBmuskelzellen von 1d2"*-, 1d2"- und 1d2”-Miusen eines einfachen
Versuchsansatzes. Die Faktoren der Expressionsunterschiede sind angegeben.

4.2.1.2 Ergebnis der Real-time PCR-Analyse

Zur Verifizierung der stark schwankenden Ergebnisse der Affymetrix-Chip-Untersuchung
wurde das Ergebnis mittels Real-time PCR analysiert. Das qualitative Ergebnis bestdtigt den
mittels Genchip nachgewiesenen Expressionsunterschied der Id2 mRNA in glatten Gefal3-
muskelzellen von 1d2""- und 1d2”-Méusen bzw. 1d2"-und Id2”-Miusen. Die quantitative
Auswertung zeigt jedoch deutlich stidrkere Expressionsunterschiede. 1d2 mRNA wird in
1d2""-Zellen 8,0%¥10° fach stirker exprimiert als in 1d2”-Zellen. In 1d2"-Zellen wird Id2
mRNA 3,5%10° fach stirker exprimiert als in Id2”-Zellen. Hingegen wird Id2 mRNA in
1d2""*-Zellen nur 2,3fach stirker exprimiert als in Id2"*-Zellen (s. Abb. 4.11).

1d2

50000 -
45000 -
40000 -
35000 -
30000 -
25000 +
20000 +
15000 +
10000 +

5000 -

MRNA-Expression

Id2 +/+ 1d2 +/- 1d2 -/-

Abbildung 4.11: mRNA-Expression von Id2. Real-time PCR-Analyse von Zelllysaten aus
glatten GefiBmuskelzellen von Id2"-, 1d2™"- und Id2"-M#usen. Das Ergebnis von drei Expe-
rimenten ist dargestellt als Mittelwert + SEM. Die Unterschiede des Vergleichs I1d2""- versus
1d27"-Zellen sind statistisch signifikant, P<0,05.
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4.2.2  Proliferationsverhalten

Das Replikationsverhalten glatter GefaBmuskelzellen von 1d2""-, Id2""- und 1d2”-Miusen
wurde mit Hilfe eines Proliferationsassays untersucht. Die Wachstumskurve von Id2"*-Zellen
steigt am stirksten, die Kurve von I1d2"- am geringsten an. Id2"”"- Zellen zeigen eine mittlere

Proliferationsrate (s.Abb.4.12).

12000 -

—o—1d2 +/+

—=—|d2 +/-

—a—d2 -/-

Proliferationsrate

Abbildung 4.12: Wachstumskurve glatter GefaBmuskelzellen von 1d2""-, 1d2""-und 1d2”-
Maiusen von Tag 0 bis Tag 4. Die gemessene Lumineszenzintensitit verhélt sich proportional
zum Anstieg des ATP-Gehaltes und somit zur Zellmenge. Die Ergebnisse eines flinffachen
Ansatzes stellen den Mittelwert £+ SEM dar.
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4.2.3  Proteinexpression der Zellzyklusfaktoren unter basalen Bedingungen

Zwischen dem Proliferationsunterschied glatter GefaBBmuskelzellen von 1d2""- und 1d27-
Maiusen und dem Proliferationsunterschied zwischen NMRI- und C57BL/6-Médusen besteht
eine deutliche Analogie. Dies stellte die Frage in den Vordergrund, ob diese Analogie auch in
der Proteinexpression der Zellzyklusregulatoren wieder zu finden ist. Zur Uberpriifung der
Proteinexpression der Zellzyklusfaktoren unter basalen Bedingungen wurden die Zelllysate
von 70-90% konfluenten glatten GefdBmuskelzellen auf die gesuchten Proteingehalte unter-
sucht. Die Bestimmungen erfolgten in dreifachen Ansétzen. Die Versuche wurden mindestens

zweimal wiederholt.

4.2.3.1 Proteinexpression der Zellzyklusinhibitoren p21Cipl und p27Kipl

Das Ergebnis der Proteinexpression der Zellzyklusinhibitoren p21“®' und p27"! in glatten
GefiBmuskelzellen von 1d2""- und Id2”-Mzusen zeigt eine qualitative Analogie zur Protein-
expression von p21“?! und p27°"! in NMRI- und C57BL/6-Zellen. Sowohl in Id2”"- als auch
in C57BL/6-Zellen wird p21Cipl geringer und p27Kipl stiarker exprimiert als in 1d2""- bzw.
NMRI-Zellen. Fiir die Quantifizierung wurden die Bandenintensititen der stirker exprimier-
ten Proteine auf 100% festgelegt. Der Zellzyklusinhibitor p21<"" wird in glatten Gefdmus-
kelzellen von Id2""-Zellen 1,9fach stirker exprimiert als in Id27-Zellen. Der Unterschied ist
statistisch signifikant, féllt jedoch geringer aus als im Vergleich NMRI- versus C57BL/6-
Zellen. Der Zellzyklusinhibitor p27<"" wird in Id2""-Zellen 2,9fach geringer exprimiert als in
1d27"-Zellen. Dieser statistisch signifikante Unterschied ist dem Expressionsunterschied in

NMRI- und C57BL/6-Zellen dhnlich (s.Abb.4.13).
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Abbildung 4.13: Unterschiedliche Expression der Zellzyklusinhibitoren p21“*' und p27**"'
in glatten GefiBmuskelzellen von 1d2""- und 1d2”-M#usen unter basalen Bedingungen. A)
Western-Blot-Analyse der Zellextrakte. B) Quantitative Darstellung der relativen Proteinex-
pression von p21“?" und p27*"'. Das Ergebnis von drei Experimenten ist dargestellt als Mit-
telwert =+ SEM, P<0,05.

4.2.3.2 Proteinexpression von Cyclin D1

Zur Uberpriifung, ob die Analogie zwischen den Unterschieden in Id2""- versus Id2""-Zellen
und in NMRI- versus C57BL/6-Zellen auch fiir positive Zellzyklusregulatoren bestdtigt wer-
den kann, wurde die Proteinexpression von Cyclin D; bestimmt. Interessanterweise ist kein
qualitativer Unterschied in der relativen Proteinexpression der Zelllysate von I1d2™ und 1d2"-
Maiusen erkennbar. Bei der Quantifizierung des Proteingehalts wurden die Werte auf die Er-
gebnisse der 1d2""-Zellen normalisiert. Mit einer Cyclin D;-Expression von 89% in 1d2""-
Zellen ist kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen glatten GefaBmuskelzellen von
1d2""- und 1d2”"-Méusen nachweisbar. Somit trifft die Analogie der Vergleiche 1d2""- versus
1d27"-Zellen und NMRI- versus C57BL/6-Zellen nicht auf die Proteinexpression des positiven
Zellzyklusregulators Cyclin D; zu (s.Abb.4.14).
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Abbildung 4.14: Proteinexpression von Cyclin D, in glatten GefiBmuskelzellen von Id2""
und I1d2”"-Musen unter basalen Bedingungen. A) Western-Blot-Analyse der Zellextrakte. B)
Quantitative Darstellung der relativen Proteinexpression von Cyclin D;. Das Ergebnis von
drei Experimenten ist dargestellt als Mittelwert + SEM, P>0,05.

4.2.3.3 Proteinexpression von Cyclin E, Cyclin A und cdk2

Da kein Unterschied in der Cyclin D;-Expression in glatten GefaBmuskelzellen zwischen
1d2""- und Id2"-Mausen nachgewiesen werden konnte, lag ein besonderes Interesse im
Nachweis der Proteinexpression weiterer positiver Zellzyklusregulatoren. Qualitativ ist ein
deutlicher Unterschied in der Expression von Cyclin E und Cyclin A erkennbar. Der qualitati-
ve Unterschied in der cdk2-Expression féllt etwas geringer aus. Die Quantifizierung bestétigte
dieses Ergebnis. Alle Werte wurden auf die jeweiligen Proteinexpressionen der Bandeninten-
sitit von 1d2""-Zellen normalisiert. Die relative Proteinexpression von Cyclin E in glatten Ge-
faBmuskelzellen von 1d2"-Zellen liegt mit 33% deutlich niedriger als in Id2”-Zellen. Die
relative Proteinexpression von Cyclin A in 1d2""-Zellen zeigt mit 31% ein dhnliches Ergebnis.
Auch cdk? ist mit einer relativen Expressionsrate von 67% in Id2""-Zellen in geringerem Ma-
Be vorhanden. Alle Unterschiede sind statistisch signifikant. Diese Ergebnisse bestitigen die
aufgestellte These der Analogie zwischen den Vergleichen in 1d2""- versus 1d2""-Zellen und

NMRI- versus C57BL/6-Zellen (s.Abb.4.15).
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Abbildung 4.15: Proteinexpression von Cyclin E, Cyclin A und ckd2 in glatten Gefamus-
kelzellen von 1d2"- und Id2”" -M#usen unter basalen Bedingungen. A) Western-Blot-Analyse
der Zellextrakte. B) Quantitative Darstellung der relativen Proteinexpression von Cyclin E,
Cyclin A und ckd2. Das Ergebnis von drei Experimenten ist dargestellt als Mittelwert + SEM,
P<0,05.
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4.2.4  Eintritt in die S-Phase

Zur Uberpriifung, ob die Ursache des Proliferationsunterschieds zwischen glatten GefdBmus-
kelzellen von 1d2""- und 1d2""-Zellen ebenfalls, wie bei dem Unterschied zwischen NMRI-
und C57BL/6-Zellen, durch einen verstirkten S-Phase-Block hervorgerufen wird, wurde der
Einbau von BrdU in die DNA durchflusszytometrisch gemessen. Die glatten GefaBmuskelzel-
len wurden durch 24stiindigen Mitogenentzug synchronisiert und 24 Stunden nach Zugabe
von Serum, Wachstumsfaktoren und BrdU untersucht. Der 33%ige BrdU-Einbau in Id2""-
Zellen unterscheidet sich kaum vom 37%igen BrdU-Einbau in 1d2""-Zellen. Jedoch erfolgt

die Inkorporation von BrdU in die DNA von Id2”"-Zellen zu 58% (s.Abb.4.16)
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Abbildung 4.16: Durchflusszytometrische Untersuchung des BrdU-Einbaus in die DNA
glatter Gefamuskelzellen von 1d2"*-, Id2""- und 1d2”-Miusen. A) Quantifizierung des S-
Phase-Eintritts. Das Ergebnis von zwei unabhéngigen Experimenten ist dargestellt als Mittel-
wert = SEM. Die Werte des Vergleichs 1d2""- versus 1d2""-Zellen sind statistisch signifikant
unterschiedlich P<0,05. B) Exemplarische Ergebnisdarstellung einer Messreihe der Untersu-
chung.
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4.2.5  Proteinexpression der Zellzyklusfaktoren nach Synchronisation

Durch die durchflusszytometrische Untersuchung konnte gezeigt werden, dass der Proliferati-
onsunterschied zwischen 1d2""- und Id2'/'—Zellen, ebenso wie beim Unterschied zwischen
NMRI- und C57BL/6-Zellen, auf Grund eines verstirkten S-Phase-Blocks in 1d2""- bzw. in
NMRI- Zellen hervorgerufen wird. Zur Verifizierung dieses Ergebnisses und zur Bestitigung
der unter Basalbedingungen generierten Ergebnisse der Proteinexpression wurden glatte Ge-
faBmuskelzellen von Id2""- und Id2”-Miusen synchronisiert und die Zelllysate auf die Prote-
inexpression der Zellzyklusregulatoren untersucht. Hierflir wurden die glatten GefdBmuskel-
zellen 48 Stunden unter Mangelbedingungen mit 0,5% Serum synchronisiert und in der Go-
Phase arretiert. Nach dieser Zeit wurden die Null-Stunden-Werte generiert. Durch Zugabe von
Wachstumsfaktoren und 20% Serum traten die Zellen in den Zellzyklus ein und nach 24

Stunden wurden die 24-Stunden-Werte erstellt.

4.2.5.1 Proteinexpression der Zellzyklusinhibitoren p21Cipl und p27Kipl

Qualitativ ist ein deutlicher Unterschied in der Proteinexpression des Zellzyklusinhibitors
p21<P! in glatten GefiBmuskelzellen von I1d2""- und Id2”-Mzusen zu erkennen. In beiden
Zellarten steigt die Expression von 0 Stunden bis 24 Stunden an. Jedoch liegt die relative Pro-
teinexpression zu beiden Zeitpunkten in 1d2""-Zellen in hheren Konzentrationen vor. Fiir die
Quantifizierung von p21Cip ! wurde die Bandenintensitit des 24-Stunden-Wertes der 1d2""-
Proben auf 100% festgelegt. In Id2""-Zellen betrigt die p21“"*'-Proteinexpression zum Zeit-
punkt 0 Stunden 58%, in Id2”-Zellen zum Zeitpunkt 0 Stunden 1% und nach 24-stiindiger
Stimulation 39%. Somit wird p21“?' 24 Stunden nach Eintritt in den Zellzyklus in Id2""-
Mausen 2,6fach stirker exprimiert als in 1d27"-Zellen. Dieser Unterschied ist statistisch signi-
fikant. Der Zellzyklusinhibitor p27*""" liegt in beiden Proben in der Go-Phase in hoher Kon-
zentration vor und nimmt mit Eintritt in den Zellzyklus ab, jedoch ist p27*"" in 1d2"-Zellen
zu beiden Zeitpunkten in hoherer Konzentration enthalten als in 1d2""-Zellen. Fiir die Quanti-
fizierung wurden die Werte der Bandenintensitét der p27Kip1-Expression auf 100% festgesetzt.

Kipl zum Zeitpunkt 0 Stunden in Id2""-Zellen 22% geringer

Die Auswertung zeigt, dass p27
exprimiert vorliegt als in Id2"-Zellen. Dieser Unterschied ist statistisch signifikant
(s.Abb.4.17). Die relative Proteinexpression der Zellzyklusinhibitoren p21“?' und p27%P
bestitigt die unter Basalbedingungen generierten Ergebnisse der Proteinexpression und ver-
deutlicht die Analogie zwischen den Vergleichen der glatten GefaBmuskelzellen von NMRI-

versus C57BL/6-Zellen und Id2™"- und 1d27"-Zellen.
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Abbildung 4.17: Proteinexpression von p21<"" und p27°"' in glatten GefiBmuskelzellen
von Id2""- und Id2”"-Miusen zu den Zeitpunkten 0 und 24 Stunden nach Synchronisation. A)
Western-Blot-Analyse der Zellextrakte. B) Quantitative Darstellung der relativen Proteinex-
pression von p21“?! und p27*""'. Das Ergebnis von drei Experimenten ist dargestellt als Mit-
telwert £ SEM. Die Werte der 24 Stunden-Vergleiche der p21“P'_Expression sowie die Null-
Stunden-Werte der p27**'-Expression unterscheiden sich statistisch signifikant, P<0,05.

4.2.5.2 Proteinexpression von Cyclin D1

Von besonderem Interesse war die Bestimmung der Proteinexpression von Cyclin D; in glat-
ten GefiBmuskelzellen von Id2""- und Id2”-Méusen in verschiedenen Zellzyklusphasen. Cyc-
lin D; wird zu beiden Zeitpunkten in glatten GefaBmuskelzellen von Id2""-Miusen stirker
exprimiert als in 1d27"-Zellen. Fiir die Quantifizierung wurde die Bandenintensitit der 24-
Stunden-Werte der 1d2""-Proben auf 100% festgelegt. Cyclin D, wird 24 Stunden nach mito-
gener Stimulation in 1d2""-Zellen 4,2fach stirker exprimiert als in 1d27"-Zellen. Dieser Unter-
schied ist signifikant (s.Abb.4.18). Bei der Proteinexpression von Cyclin D; besteht keine
Analogie zwischen den Vergleichen Id2"- versus 1d2"-Zellen und NMRI- versus C57BL/6-
Zellen.
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Abbildung 4.18: Proteinexpression von Cyclin D, in glatten GefiBmuskelzellen von Id2"-
und Id2”"-Miusen zu den Zeitpunkten 0 und 24 Stunden nach Synchronisation. A) Western-
Blot-Analyse der Zellextrakte. B) Quantitative Darstellung der relativen Proteinexpression
von Cyclin D;. Das Ergebnis von drei Experimenten ist dargestellt als Mittelwert + SEM. Die
Werte der 24 Stunden-Vergleiche unterscheiden sich statistisch signifikant, P<0,05.

4.2.5.3 Proteinexpression von Cyclin E, Cyclin A und cdk2

Die qualitative Darstellung der Proteinexpression der positiven Zellzyklusregulatoren Cyclin
E, Cyclin A und cdk?2 in glatten GefaBmuskelzellen von Id2"- und 1d2”-M#usen zeigt eine
starkere Expression des jeweiligen Proteins in 1d27"-Zellen als in Id2""-Zellen zum Zeitpunkt
24 Stunden. Die These der Analogie zwischen den Vergleichen 1d2""- versus 1d2”"-Zellen und
NMRI- versus C57BL/6-Zellen wird durch die Expression dieser drei Proteine wihrend des
Zellzyklusverlaufs bestitigt. Fiir die quantitative Auswertung wurden die Werte auf die jewei-
lige Bandenintensitit der 24 Stunden-Werte der 1d2”"-Proben normalisiert. Cyclin E liegt nach
24-stlindiger mitogener Stimulation in 1d27"-Zellen 2,6fach stirker exprimiert vor als in 1d2""-
Zellen. Der S-Phase-Marker Cyclin A wird zum Zeitpunkt 24 Stunden in Id2"-Zellen 1,9fach
stiarker exprimiert als in 1d2"-Zellen. Dies bestitigt das Ergebnis des durchflusszytometri-
schen BrdU-Einbaus. Der Aktivator von Cyclin E und Cyclin A, cdk2, liegt zum Zeitpunkt 24
Stunden in 1d2""-Zellen 69% exprimiert vor. Auffallend ist die besonders geringe cdk2-
Expression zum Zeitpunkt 0 Stunden in Id2"-Zellen, die sich nach mitogener Stimulation bis
zum Zeitpunkt 24 Stunden 2,3fach verstarkt, im Gegensatz zu einer 1,4fachen Verstiarkung in

1d27"-Zellen (s.Abb.4.19).
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Abbildung 4.19: Proteinexpression von Cyclin E, Cyclin A und ckd?2 in glatten GefaBmus-
kelzellen von Id2""- und 1d2”"-M#usen zu den Zeitpunkten 0 und 24 Stunden nach Synchroni-
sation. A) Western-Blot-Analyse der Zellextrakte. B) Quantitative Darstellung der relativen
Proteinexpression von Cyclin E, Cyclin A und ckd2. Das Ergebnis von drei Experimenten ist
dargestellt als Mittelwert = SEM. Alle Werte der 24 Stunden-Vergleiche unterscheiden sich

statistisch signifikant, P<0,05.
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4.2.6  mRNA-Expression des Zellzyklusinhibitors p21Cipl
Die Affymetrix-Vergleichsanalyse wurde im ersten Schritt auf unterschiedliche mRNA-

Kipl

Expressionen von Zellzyklusinhibitoren der Cip/Kip-Familie untersucht. Bei p27™"" konnte

auf mRNA-Ebene kein Expressionsunterschied festgestellt werden. Dies bestitigt die in der
Kip

Literatur bekannte Aussage, dass p27°"' posttranskriptionell reguliert wird (Sherr und Robert,

1999). Fiir p21Cip ! konnten mRNA-Unterschiede festgestellt werden.

4.2.6.1 Ergebnis der Affymetrix-Chip-Analyse
Die Auswertung der Genchip-Analyse zeigt einen Unterschied in der p21“?' mRNA-
Expression in glatten GefiBmuskelzellen von Id2"*- und Id2”"-Miusen bzw. 1d2"*"- und 1d2™
-Miusen. Die mRNA-Expression des Zellzyklusinhibitors p21“*' liegt in Id2""-Zellen
2,1fach stirker exprimiert vor als in 1d2”-Zellen. In Id2""-Zellen ist p21“"' mRNA 2,6fach
starker exprimiert als in 1d27"-Zellen (s.Tab.4.4).

1d2™" versus 1d2”" | 1d2"" versus 1d2™ Gentitel Gensymbol
2,1 2,6 cyclin-dependent kinase inhibitor Cdknla
1A (p21)

Tabelle 4.4: Affymetrix-Chip-Analyse der mRNA-Expression von 1d2 von Zelllysaten aus
glatten GefiBmuskelzellen von 1d2"*-, 1d2"- und 1d2”-Miusen eines einfachen
Versuchsansatzes. Die Faktoren der Expressionsunterschiede sind angegeben.

4.2.6.2 Ergebnis der Real-time PCR-Analyse

Zur Verifizierung des Affymetrix-Chip-Ergebnisses wurde die p21Cipl mRNA-Expression mit
Hilfe der Real-time PCR-Methode analysiert. Die Auswertung zeigt einen 2,3fachen
Unterschied in der p21“?' mRNA-Expression zwischen Id2"- und Id2"-Zellen. p21°"'
mRNA wird in 1d2"*-Zellen 1,3fach stiirker als in 1d2""-Zellen und 3,0fach stirker als in [d27
-Zellen exprimiert (s.Abb.4.20).
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Abbildung 4.20: mRNA-Expression von p21“P'. Real-time PCR-Analyse von Zelllysaten
aus glatten GefaBmuskelzellen von Id2”"-, Id2""- und 1d2”-Miusen. Das Ergebnis von drei
Experimenten ist dargestellt als Mittelwert = SEM. Der Unterschied in 1d2""- und 1d27-
Zellen ist statistisch signifikant, P<0,05.
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4.3 Zellulare Seneszenz in glatten GefaRmuskelzellen von 1d2”-Mausen

Das Phidnomen der zelluldren Seneszenz ist charakterisiert durch die Beendigung der
replikativen Lebenszeit, was sich in einem reduzierten Proliferationsverhalten duflert. Die
verminderte Fahigkeit der Zellteilung geht einher mit einem verédnderten Expressionsmuster
der Zellzyklusfaktoren. Die Proteinexpression von Cyclin E, Cyclin A und p27 nimmt mit
zunechmendem Alter ab. Als Seneszenz-Biomarker unter den Zellzyklusfaktoren gelten die
beiden Zellzyklusinhibitoren p2lCipl und im Besonderen pl6lnk4, die in seneszenten Zellen
stark exprimiert vorliegen (Gorenne et al., 2006).

Da die bisherigen Ergebnisse des Vergleichs der glatten GefaBmuskelzellen von 1d2""- und
1d2”"-Miusen diese Kriterien vorwiesen, stellte sich die Frage, ob glatte Gefdmuskelzellen

von Id2”-Miusen vor zelluldrer Seneszenz geschiitzt sind.

4.3.1  mRNA-Expression des Seneszenz-Biomarkers p16Ink4

Ergebnis der Affymetrix-Chip-Analyse

Die Vergleichsanalysen von glatten GefiBmuskelzellen von Id2”"- und 1d2”-Miusen bzw.
1d2""- versus 1d2”-Miusen der Affymetrix-Chip-Auswertung zeigen einen sehr starken
Expressionsunterschied des Seneszenz-Biomarkers und Zellzyklusinhibitors p16™*, In 1d2""-
Zellen wird p16™* mRNA 48fach und in 1d2""- Zellen 53fach stirker exprimiert als in 1d2”-
Zellen (s.Tab.4.5).

1d2™" versus 1d2”" | 1d2"" versus 1d2™ Gentitel Gensymbol

53 48 cyclin-dependent kinase inhibitor Cdkn2a
2A (pl6)

Tabelle 4.5: Genchip-Analyse der mRNA-Expression von p16™* von Zelllysaten aus glatten

Gefialmuskelzellen von Id2+/+—, 1d2""- und 1d2""-Miusen eines einfachen Versuchsansatzes.
Die Faktoren der Expressionsunterschiede sind angegeben.
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4.3.1.1 Ergebnis der Real-time PCR-Analyse
Das Ergebnis der Real-time PCR verifiziert die Affymetrix-Chip-Auswertung der p16Ink4
mRNA-Expression. pl6™* mRNA wird in glatten GefiBmuskelzellen von Id2"-Mzusen
32fach stirker exprimiert als in Id27-Zellen. Beim Vergleich Id2”"- und 1d2"-Zellen ist ein
47facher Unterschied erkennbar (s.Abb.4.21).

pl6
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MRNA-Expression
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Id2 +/+ Id2 +/- Id2 -/-

Abbildung 4.21: mRNA-Expression von p16™*. Real-time PCR-Analyse von Zelllysaten aus
glatten GefiBmuskelzellen von Id2"-, 1d2™"- und Id2"-M#usen. Das Ergebnis von drei Expe-
rimenten ist dargestellt als Mittelwert + SEM. Die Werte des Vergleichs 1d2""- versus 1d2”
Zellen unterscheiden sich statistisch signifikant, P<0,05.

4.3.2  mRNA-Expression des Seneszenz-Biomarkers Collal

Einen weiteren Seneszenz-Biomarker stellt Collagen 1al dar. Gonos und Mitarbeiter zeigten,
dass die mRNA dieses Adhésionsmolekiils in Zellen, in denen Seneszenz beobachtet wird,
deutlich stirker exprimiert wird (Gonos et al., 1998). Fiir Collagen lal codiert das Gen
Collal.

4.3.2.1 Ergebnis der Affymetrix-Chip-Analyse

Das Affymetrix-Chip-Ergebnis zeigt einen deutlichen Unterschied in der mRNA-Expression
von Collal in glatten GefiBmuskelzellen von Id2""- und Id2”-Miusen. Collal mRNA wird
in 1d2""-Zellen 20fach stirker exprimiert als in 1d27"-Zellen. Hingegen zeigt das Genchip-

Ergebnis kaum einen Expressionsunterschied zwischen Id2"*- und 1d2""-Zellen (s.Tab.4.6)
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1d2"" versus Id2"" | Id2"" versus Id2™ Gentitel Gensymbol

20,0 19,6 Collagen 1al Collal

Tabelle 4.6: Affymetrix-Chip-Analyse der mRNA-Expression von Collal von Zelllysaten
aus glatten GefiaBmuskelzellen von 1d2""-, 1d2"- und Id2”"-Miusen eines einfachen
Versuchsansatzes. Die Faktoren der Expressionsunterschiede sind angegeben.

4.3.2.2 Ergebnis der Real-time PCR-Analyse

Das Ergebnis der Real-time PCR-Analyse verifiziert qualitativ die Genchip-Auswertung.
Quantitativ sind deutlich stirkere Unterschiede in der Collal mRNA-Expression von glatten
GefaBmuskelzellen von Id2"*-, [d2""- und Id2”"-Miusen zu erkennen. Beim Vergleich Id2"-
und Id2"-Zellen wird Collal mRNA in Id2""-Zellen 38fach stirker exprimiert. In Id2"*-
Zellen besteht eine 1,9fache stirkere Collal mRNA-Expression als in Id2"-Zellen
(s.Abb.4.22).
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Abbildung 4.22: mRNA-Expression von Collal. Real-time PCR-Analyse von Zelllysaten
aus glatten GefaBmuskelzellen von Id2”"-, Id2""- und 1d2"-Miusen. Das Ergebnis von drei
Experimenten ist dargestellt als Mittelwert + SEM. Die Werte des Vergleichs 1d2"- versus
1d2”"-Zellen unterscheiden sich statistisch signifikant, P<0,05.
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4.3.3  Seneszenz-assoziierte p-Galaktosidase-Aktivitdit

Dimri und Mitarbeiter etablierten den Nachweis der Seneszenz-assoziierten 3-Galaktosidase-
Aktivitdt als Methode zur Darstellung zelluldre Seneszenz (Dimri et al., 1995). Die
Seneszenz-assoziierte B-Galaktosidase-Aktivitét ist in der Literatur allgemein als Seneszenz-
Marker anerkannt. Bei der Reaktion wird 5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-f-D-galaktopyranosid
durch B-Galaktosidase gespalten in Galaktose und 5-Brom-4-chlor-indoxyl, das durch
Luftsauerstoff zum tiefblauen Farbstoff 5,5’-Dibrom-4,4’-dichlor-indigo oxidiert wird. Die
Intensitdt der Blaufarbung ist direkt proportional zur Enzym-Aktivitit. Bei der Seneszenz-
assoziierten [(-Galaktosidase handelt es sich um ein lysosomales Enzym, dessen
Aktivitdtsmaximum bei pH6 erreicht wird.

Das lichtmikroskopische Ergebnis bei 100facher Verstirkung zeigt eine deutliche
Blaufirbung in einem Grofteil der glatten GefaBmuskelzellen von Id2"- und Id2""-Miusen.

In glatten GefdBmuskelzellen von Id2”-Miusen hingegen ist keine Firbung erkennbar
(s.Abb.4.23)

A) 1d2"*-Zellen B) 1d2""-Zellen C) 1d2"-Zellen

Abbildung 4.23: Seneszenz-assoziierte f-Galaktosidase-Aktivitit bei pH6 in glatten Gefal3-
muskelzellen von A) Id2"*-, B) 1d2""- und C) Id2""-Mausen bei 100facher VergroBerung. Die
Intensitdt der Blaufarbung ist direkt proportional zur Enzym-Aktivitit der Seneszenz-
assoziierten B-Galaktosidase-Aktivitit.
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4.3.4  Morphologische Verdnderung

Zellen, die zelluldrer Seneszenz unterliegen, zeigen eine verdnderte morphologische Struktur.
Sie werden groBer und erlangen eine abgerundetere und abgeflachtere Form. Ebenso besitzen
diese Zellen ein verdndertes Verhalten gegeniiber benachbarter Zellen, es kommt zu einem
verstirkten Zell-Zell-Kontakt (Gorenne et al., 2006).

Die Morphologie glatter Gefifmuskelzellen von Id2"*-, 1d2*"- und Id2”"-Mausen wurde mit
Hilfe der indirekten Immunfluoreszenz-Methode dargestellt. Beim Vergleich der Zellformen
ist zwischen glatten GefiBmuskelzellen von Id2""- und Id2""-Miusen kein Unterschied fest-
stellbar. Beide Zellarten neigen zu Kontakt mit Nachbarzellen. Hingegen zeigen glatte Ge-
faBmuskelzellen von Id2”-Méusen eine deutlich verinderte Form. Sie sind kleiner und das o-
Glattmuskel-Actin-Cytoskelett erscheint undeutlich. Id27-Zellen wachsen vereinzelter als

1d2""*- oder 1d2""-Zellen und verbinden sich kaum mit benachbarten Zellen (s.Abb.4.24).

A) 1d2""-Zellen B) 1d2""-Zellen C) 1d2"-Zellen

Abbildung 4.24: Immuncytochemische Firbung auf o-Glattmuskel-Actin in glatten
GefaBmuskelzellen von A) 1d2""-, B) 1d2""- und C) 1d2”-Miusen. Die morphologische
Struktur der Cytoskelette ist bei bei 600facher Vergroferung dargestellt. Die Farbskala von
blau iiber griin, gelb bis rot zeigt aufsteigend die Intensitét der Proteinexpression.
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4.3.5  Expression von a-Glattmuskel-Actin

Id2 ist in vielen Zellarten als Differenzierungshemmer bekannt. Dadurch stellte sich die
Frage, ob glatte GefiBmuskelzellen von Id2”-Mausen einen differenzierteren Phinotyp vor-
weisen als Id2"*- oder Id2""-Zellen. Differenzierte Zellen zeigen ebenso wie vor Seneszenz
geschiitzte Zellen eine kleinere Form. Einen Biomarker fiir Differenzierung von glatten
Muskelzellen stellt a-Glattmuskel-Actin dar (Owens et al., 2004). Zur Untersuchung, ob die
unterschiedliche Morphologie in glatten GefiBmuskelzellen von Id2”- und Id2”-Mzusen
durch einen differenzierteren Phénotyp zu erkldren ist, wurde die Expression von a-
Glattmuskel-Actin in glatten GefaBmuskelzellen von Id2"-, 1d2""- und 1d2”-Zellen be-

stimmt.

4.3.5.1 Proteinexpression von a-Glattmuskel-Actin

Zur Untersuchung der Proteinexpression von a-Glattmuskel-Actin wurde das Ergebnis der
indirekten Immunfluoreszenz-Analyse quantifiziert. Die Fluoreszenzintensitit von jeweils 50
glatten GefiBmuskelzellen von 1d2"*-, 1d2""- und 1d2”"-Méusen wurde ausgewertet, auf 1d2”
-Zellen normalisiert und graphisch dargestellt. Es besteht kein statistisch signifikanter Unter-
schied in der Proteinexpression von a-Glattmuskel-Actin in 1d2""-, 1d2""- und 1d2™"-Zellen

(s.Abb.4.25).
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Abbildung 4.25: Proteinexpression von o-Glattmuskel-Actin in glatten GefaBmuskelzellen
von Id2"*-, 1d2""- und Id2""-Miusen. Quantifizierung der Fluoreszenzintensitit von jeweils
50 Zellen. Das Ergebnis ist dargestellt als Mittelwert + SEM. Keine Werte unterscheiden sich
statistisch signifikant, P>0,05.
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4.3.5.2 mRNA-Expression von a-Glattmuskel-Actin

Das Gensymbol fiir a-Glattmuskel-Actin in der Aorta wird mit Acta2 bezeichnet. Die
Vergleichsanalysen mittels Affymetrix-Chip zeigen keine mRNA-Exressionsunterschiede von
Acta? in glatten GefiBmuskelzellen von Id2""- gegen Id2”- bzw. 1d2""- gegen 1d2”-Miusen.
Zur Verifizierung dieser Analysen wurde die mRNA-Expression von Acta2 mit Hilfe der
Real-time PCR bestimmt. Das Ergebnis zeigt keine statistisch signifikanten Unterschiede in

der mRNA-Expression von Acta2 in 1d2"-, 1d2""- und 1d2™"-Zellen (s.Abb.4.26).
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Abbildung 4.26: mRNA-Expression von Acta2 in glatten GefdBmuskelzellen von 1d2"" -,
1d2""- und 1d2”"-M#usen mittels Real-time PCR. Das Ergebnis ist dargestellt als Mittelwert +
SEM. Keine Werte unterscheiden sich statistisch signifikant, P>0,05.

4.3.6  Telomerase-Aktivitdt

Zelluldre Seneszenz wird in einigen Fillen assoziiert mit Telomerkiirzung. Die Kiirzung der
Nukleoprotein-Strukturen an den Enden eukaryotischer Chromosomen geht einher mit redu-
zierter Telomerase-Aktivitét. Stressinduzierte Seneszenz hingegen wird in den meisten Stu-
dien als telomerunabhéngiger Vorgang beschrieben. Zur Klirung, ob die zelluldre Seneszenz
in glatten GefaBmuskelzellen von 1d2""-Miusen telomerabhingig oder —unabhingig verlduft,
wurde die Telomerase-Aktivitit gemessen. Das Ergebnis zeigt, dass alle Proben Telomerase-
positiv sind, jedoch besteht kein signifikanter Unterschied in der Telomerase-Aktivitit in glat-

ten GefdBmuskelzellen von 1d2" -und Id2”-Miusen (s.Abb. 4.27).
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Abbildung 4.27: Darstellung der Telomerase-Aktivitdt in glatten GefaBBmuskelzellen von
1d2""- und Id2""-M3usen. Quantifizierung der Absorption von jeweils fiinf unabhingigen Pro-
ben. Das Ergebnis ist dargestellt als Mittelwert = SEM. Keine Werte unterscheiden sich statis-
tisch signifikant, P>0,05.

4.3.7  mRNA-Expression von BMP4 (bone morphogenetic protein 4)

Literaturdaten zeigten, dass Zellen nach BMP4-Behandlung einen seneszenten Phénotyp
ausbildeten (Buckley et al., 2003). Da die Induktion von Id2 mit BMP4 in Verbindung ge-
bracht wurde (Hua et al., 2006; Samanta und Kessler, 2004), wurde die mRNA-Expression
von BMP4 in glatten GefiBmuskelzellen von 1d2""-, 1d2"- und 1d2”"-Miusen untersucht.
BMP4 wird in 1d2""-Zellen 14fach und in Id2"-Zellen in 1d27-Zellen 6,4fach exprimiert
(s.Abb. 4.28).
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Abbildung 4.28: mRNA-Expression von A) BMP4 und B) 1d2. Real-time PCR-Analyse von
Zelllysaten aus glatten GefiBmuskelzellen von C57BL/6- bzw. 1d2""-, 1d2""- und 1d27-
Maiusen. Das Ergebnis von drei Experimenten ist dargestellt als Mittelwert + SEM. Die Werte
des Vergleichs 1d2""- versus 1d2”"-Zellen unterscheiden sich statistisch signifikant, P<0,05.



Ergebnisse 81

4.4 Keine replikative Seneszenz in glatten Gefalmuskelzellen von C57BL/6-Mausen

Auf Grund der Analogie beziiglich des Proliferationsverhaltens der Vergleiche zwischen
glatten GefiBmuskelzellen von NMRI- versus C57BL/6- und 1d2""- versus 1d2”-Maiusen
stellte sich die Frage, ob C57BL/6-Zellen ebenfalls vor Seneszenz geschiitzt sind. Zur Beant-
wortung dieser Frage wurden die Seneszenzmarker p16I“k4, Collal und Seneszenz-assoziierte
B-Galaktosidase-Aktivitit sowie die Morphologie von glatten GefdBmuskelzellen von NMRI-
und C57BL/6-Méusen bestimmt.

4.4.1  mRNA-Expression der Seneszenz-Biomarker p16Ink4 und Collal

Die mRNA-Expressionen von pl6™* und Collal in glatten GefiBmuskelzellen von NMRI-
und C57BL/6-Miusen wurden mit Hilfe der Real-time PCR bestimmt. Weder bei der
Expression von pl16™* mRNA noch bei Collal mRNA ist ein statistisch signifikanter
Unterschied feststellbar (s.Abb.4.29).
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Abbildung 4.29: mRNA-Expression von p16™* und Collal. Real-time PCR-Analyse von
Zelllysaten aus glatten GefdBmuskelzellen von NMRI- und C57BL/6-Miusen. Das Ergebnis
von drei Experimenten ist dargestellt als Mittelwert + SEM. Beide Vergleiche unterscheiden
sich nicht statistisch signifikant, P>0,05.

4.4.2  Seneszenz-assoziierte f-Galaktosidase-Aktivitdt

Die Untersuchung der Aktivitit der Seneszenz-assoziierten B-Galaktosidase in glatten
GefaBmuskelzellen von NMRI- und C57BL/6-Médusen zeigt sowohl in NMRI- als auch in
C57BL/6-Zellen eine deutliche Blaufarbung. Dies ldsst auf eine ausgepragte Enzymaktivitit
in beiden Zellarten schlieen (s.Abb.4.30).
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A) NMRI-Zellen B) C57BL/6-Zellen

Abbildung 4.30: Seneszenz-assoziierte B-Galaktosidase-Aktivitdt bei pH6 in glatten Gefal3-
muskelzellen von A) NMRI- und B) C57BL/6-Midusen bei 100facher VergrofBerung. Die
Intensitdt der Blaufiarbung ist direkt proportional zur Enzym-Aktivitit der Seneszenz-
assoziierten f-Galaktosidase-Aktivitit.

4.4.3  Morphologische Verdnderung

Fiir die Bestimmung der Morphologie von glatten GefiaBmuskelzellen von NMRI- und
C57BL/6-Miausen wurde zur Darstellung des Cytoskeletts das Protein a-Glattmuskel-Actin
fluoreszenzmarkiert und mikroskopisch untersucht. Das Ergebnis zeigt keine ausgeprigten
Unterschiede in der Morphologie. Beide Zellarten bilden grof3e, abgeflachte und abgerundete

Formen und neigen zur Kontaktaufnahme mit benachbarten Zellen (s.Abb. 4.31).

A) NMRI-Zellen B) C57BL/6-Zellen

Abbildung 4.31: Immuncytochemische Férbung auf a-Glattmuskel-Actin in glatten
GefaBmuskelzellen von A) NMRI- und B) C57BL/6-Miusen. Die morphologische Struktur
der Cytoskelette ist bei bei 600facher VergroBerung dargestellt. Die Farbskala von blau tiber
griin, gelb bis rot zeigt aufsteigend die Intensitit der Proteinexpression.
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4.4.4  Expression von a-Glattmuskel-Actin

Zur Untersuchung, ob in glatten GefdaBBmuskelzellen von NMRI-und C57BL/6-Miusen ein
unterschiedlicher Differenzierungsstatus vorliegt, wurde die Expression von a-Glattmuskel-
Actin analysiert. Die Proteinexpression von o-Glattmuskel-Actin wurde iiber die
Quantifizierung der indirekten Immunfluoreszenz-Analyse bestimmt. Hierfir wurde die
Fluoreszenzitensitidt von jeweils 50 glatten GefaBmuskelzellen von NMRI- und C57BL/6-
Maiusen ausgewertet und die Daten auf C57BL/6-Zellen normalisiert. Das Ergebnis zeigt kei-
nen statistisch signifikanten Unterschied in der Proteinexpression von a-Glattmuskel-Actin
von NMRI- und C57BL/6-Zellen. Die Auswertung der Vergleichsanalyse der Affymetrix-
Chip-Untersuchung zeigt keinen mRNA-Expressionsunterschied von Acta2 in glatten
Gefdlmuskelzellen von NMRI-und C57BL/6-Méusen. Zur Verifizierung dieser Analyse
wurde die mRNA-Expression von Acta2 mit Hilfe der Real-time PCR bestimmt. Das
Ergebnis zeigt keine statistisch signifikanten Unterschiede in der mRNA-Expression von

Acta2 in NMRI- und C57BL/6-Zellen (s.Abb.4.32).
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Abbildung 4.32: Expression von o-Glattmuskel-Actin in glatten GefaBBmuskelzellen von
NMRI- und C57BL/6-Miusen. A) Proteinexpression, Quantifizierung der Fluoreszenzintensi-
tit von jeweils 50 Zellen. B) mRNA-Expression. Die Ergebnisse sind dargestellt als Mittel-
wert £ SEM. Keine statistisch signifikanten Unterschiede, P>0,05.



