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1 Einleitung

1.1 Pathogenese der Arteriosklerose

Die Arteriosklerose ist ein Prozel3, der wahrscheinlich schon frih im Leben
eines Menschen beginnt, und von vielen verschiedenen Faktoren initiiert und
beeinflusst wird.

Einige biologische Prozesse gelten als die Hauptfaktoren, deren
Zusammenspiel als Erklarungsmodell fir die Pathogenese der Arteriosklerose
anerkannt ist:

(1) Endothelzellschadigung und endotheliale Dysfunktion, (2) Dysregulation
der Biosynthese von Cholesterin und Triglyzeriden®, (3) Stimulation der
Proliferation von vaskuldaren glatten Muskelzellen, (4) Aktivierung der
Thrombose und (5) Aktivierung von Entzindungszellen (Monozyten und
Makrophagen)?.

Insgesamt handelt es sich wohl um einen chronisch-inflammatorischen Prozel3,
der die Grundlage fir die GefalBwandschadigung und Plaqueentstehung
schafft.*® Enziindungsmarker wie hsCRP zeigen eine positive Korrelation mit
dem Risiko fur eine Koronare Herzkrankheit oder Arteriosklerose der
Karotiden.®®

Als Kofaktoren fir die Entstehung von Arteriosklerose, die sich aus der Genetik
und aus dem Lebensstili der Menschen ergeben, gelten Bluthochdruck,
Diabetes mellitus, Hyperlipidamie, Rauchen und Hyperhomocysteinamie®*°,
Auch infektiose Erreger (z.B. Chlamydia pneumoniae) werden als Kofaktor

diskutiert.*

1.2 PTCA, Stentimplantation

Die erste Koronarangioplastie zur Behandlung von arteriosklerotischen
Koronarstenosen wurde 1977 von Andreas Griintzig*? durchgefiihrt. Er schatzte
damals, dass ungefahr 10 bis 15 Prozent der Kandidaten fir eine Bypass-

Operation fur diese alternative  Prozedur in Frage kommen.



Mittlerweile werden in Deutschland jahrlich weit mehr als 100000 PTCAs
durchgefuhrt, was die Zahl der Bypass-Operationen deutlich Ubersteigt.

Sigwart und Mitarbeiter fiihrten 1987 die erste Stentimplantation durch.™
Dadurch konnte die Restenoserate nach Koronarangioplastie im Vergleich zur
Ballondilatation gesenkt werden. Je nach Studie betrdgt die Restenoserate
beim Einsatz von unbeschichteten Stents 8% bis 40% und damit teilweise sehr

hOCh 14;15

Durch die Einfuhrung von Stents, die mit antiproliferativen
Substanzen beschichtet sind, konnte die Restenoserate unter 10% gesenkt

werden.'®

1.3 Pathogenese der Restenose

Die Entstehung der Restenose beruht vor allem auf einer Hyperplasie von
glatten Muskelzellen in der Intima der GefalR3e und, in weit geringerem Ausmal3,
auf wandstandiger Thrombenbildung.*”*

Die Verletzung der Gefal3wand durch den aufgeblasenen intrakoronaren Ballon
und durch den Stent initiilert diese Vorgange auf zellularer und molekularer
Ebene. Makrophagen und neutrophile Granulozyten werden dazu angeregt, an
den Ort der Verletzung zu kommen, wo sie dann Chemokine
ausschitten.?’?5%*% Djese Chemokine stimulieren die Expression von Matrix-
Metalloproteinasen, was zu einem Umbau (remodeling) der extrazellularen
Matrix fihrt und die Migration von glatten Muskelzellen aus der Media in die
Neointima unterstitzt. Die glatten Muskelzellen werden zudem dazu angeregt,
Gene, die fiur die Zellteilung mit verantwortlich sind, vermehrt zu
exprimieren.?"°

Die Interaktion der oben genannten Prozesse fihrt zur neointimalen
Hyperplasie und In-Stent-Restenose. Die histologische Untersuchung von
Atherektomieproben zeigt bei der In-Stent-Restenose eine im Vergleich zur
Restenose nach herkdmmlicher PTCA vermehrte zellulare und proliferative
Reaktion.*® Die Restenose nach Ballondilatation wird dagegen zu einem
groBeren Anteil durch eine Schrumpfung des Gefalidiameters, das sog.

Remodeling, ausgeldst.



1.4 Beschichtete Stents

Mit dem Einsatz von beschichteten Stents werden die Ziele verfolgt, die
Thromboserate und die Rate der In-Stent-Restenose (ISR) zu senken. Hierbei
kamen bisher zum Einsatz die Elemente Kohlenstoff und Gold, biokompatible
Materialien wie Siliziumkarbid und Phosphorylcholin, Heparin als Antikoagulanz
und antiproliferativ wirkende Substanzen wie Paclitaxel und Rapamycin.

Im Fall von Kohlenstoff (Carbostent) nahm man an, dass es eine weniger
thrombogene Oberflache herstellt und antiinflammatorisch  wirkt. Die
antiinflammatorische Wirkung konnte jedoch weitgehend widerlegt werden.3!33
Erste Studien mit dem Carbostent deuteten eine geringere Rate von ISR an, die
sich in kontrollierten, randomisierten Studien jedoch nicht bestatigte.®*

Gold wird aufgrund seiner antiinflammatorischen Wirkung in der Therapie der
rheumatoiden und psoriatischen Arthritis eingesetzt. Im Vergleich zu
unbeschichteten Metallstents zeigte sich aber eine starkere neointimale
Proliferation und eine héhere ISR-Rate.*>"°

Der Einsatz von Stents die mit den Biopolymeren Siliziumkarbid oder
Phosphorylcholin  beschichtet sind zeigte keine signifikante Senkung der
Haufigkeit der ISR.3"*® Insbesondere Phosphorylcholin eignet sich jedoch als

Vehikel ~ fir ~ die  lokale  Freisetzung  einer  Substanz.®¥*

Die derzeit vielversprechendsten Ergebnisse lieferten bisher Stents, die mit
antiproliferativen Substanzen beschichtet sind. Fur den klinischen Gebrauch
zugelassen sind heute der mit Paclitaxel beschichtete TAXUS®-Stent von
Boston Scientific und der mit Rapamycin (Sirolimus) beschichtete Cypher™-
Stent von Cordis (Johnson&Johnson).

Die TAXUS-Studien sind klinische Studien, in denen der Einflu3 von Paclitaxel-
beschichteten Stents auf die ISR untersucht wurde.

Die TAXUS-I-Studie war eine randomisierte, doppelblinde Multicenterstudie an
der 61 Patienten teilnahmen, wobei 31 einen TAXUS®-Stent und 30 einen
Kontrollstent erhielten. Es traten keine Stent-Thrombosen nach 1, 6, 9 und 12
Monaten auf. Nach sechs Monaten betrug die angiographisch beurteiltete
Restenoserate 0% fir die TAXUS-Gruppe und 10% fir die Kontrollgruppe. Es



zeigten sich signifikante Unterschiede zum Beispiel in der Stenose der mittleren
Durchmesser nach sechs Monaten: 13,6% in der TAXUS-Gruppe gegeniber
27,2% in der Kontrollgruppe.**

Bei der TAXUS-II-Studie handelte es sich um eine randomisierte, doppelblinde
Studie mit 536 Patienten. Es wurden zwei Patientenkohorten, eine mit slow-
release (131 Patienten) und eine mit moderate-release (135 Patienten)
Paclitaxel-eluting Stents, mit jeweils einer Kontrollgruppe (insgesamt 270
Patienten) verglichen. Die ISR-Rate betrug ungefahr 20% in den beiden
Kontrollgruppen und ungeféahr 8% in den beiden TAXUS-Gruppen. Das Ausmalf3
der Stenose wurde durch intravaskularen Ultraschall (IVUS) beurteilt.*?

Im Rahmen der TAXUS-III-Studie erhielten 28 Patienten mit ISR eine
Nachbehandlung mit bis zu zwei TAXUS®-Stents (slow release). 25 davon
unterliefen eine Kontroll-Angiographie, wobei vier der 25 (ca. 16%) eine erneute
Restenose aufwiesen.*?

TAXUS-IV war eine prospektive, randomisierte Multicenter-Studie mit 1314
Patienten mit einzelnen de-novo-Koronarldsionen, von denen 662 einen
TAXUS®-Stent und 652 einen Kontrollstent erhielten. In  einer
Kontrollangiographie nach neun Monaten bei 559 Patienten war die
Restenoserate bei der TAXUS-Gruppe 7,9% im Vergleich zu 26,6% bei der
Kontrollgruppe.*

TAXUS-V war ebenfalls eine prospektive, randomisierte Multicenter-Studie mit
396 Patienten, die eine ISR in einem zuvor eingesetzten unbeschichteten
Metallstent aufwiesen. Die Patienten wurden randomisiert zwei Gruppen
zugewiesen. Eine Gruppe erhielt eine Angioplastie mit anschlieRender
vaskularer Brachytherapie (VBT) mit einem Beta-Strahler (201 Patienten), die
andere  Gruppe erhielt einen TAXUS®Stent (195 Patienten).
Kontrollangiographien nach neun Monaten ergaben eine Restenoserate von
14,5% in der TAXUS-Gruppe gegeniber 31,2% in der VBT-Gruppe, aul3erdem
traten im Kontrollzeitraum weniger kardiale Zwischenfalle in der TAXUS-Gruppe
(11,5%) als in der VBT-Gruppe (20,1%) auf.*



Die FIM-Studie (First In Man) war die erste klinische Studie mit Rapamycin-
beschichteten Stents. 30 Patienten bekamen einen mit Rapamycin
beschichteten Stent implantiert, davon unterzogen sich 28 einer Kontroll-
Angiographie nach zwei Jahren. Kein Patient hatte eine Restenose entwickelt.
Bei der RAVEL-Studie handelte es sich um eine randomisierte, doppelblinde
Studie an 19 Zentren, die 238 Patienten umfasste. 120 bekamen einen
Rapamycin-beschichteten Stent, 118 einen unbeschichteten Kontroll-Stent.
Nach sechs Monaten hatten 26,6% der Kontrolle-Gruppe und 0% der
Rapamycin-Gruppe eine Restenose 250% des Lumen-Durchmessers. Es
waren keine Stent-Thrombosen aufgetreten.*®

Die darauffolgende SIRIUS-Studie sollte prufen, ob sich die Ergebnisse aus den
bisherigen kleineren Studien auch fir einen Zeitraum von zw6lf Monaten
bestatigen lassen. Aul3erdem sollte die klinische Effizienz von Rapamycin-
beschichteten Stents fur Patienten mit einem hohen Risiko fur Restenose
getestet werden, wobei das erhthte Risiko durch Gefal3groRe, Lange der
Lasion und Komorbiditat mit Diabetes mellitus definiert wurde.

1058 Patienten die sich einer Koronarangioplastie unterzogen, bekamen
randomisiert einen Rapamycin-Stent (533) oder einen Kontroll-Stent (525).
Nach neun Monaten betrug die ISR-Rate 4,1% in der Rapamycin-Gruppe
gegenuber 16,6% in der Kontroll-Gruppe. Nach zwolf Monaten waren es 4,9%
gegenuber 20%. Bei den Hochrisikopatienten fand sich nach zwdolf Monaten
eine relative Reduktion der Restenoserate von 70 bis 80% bei den Rapamycin-
Stents im Vergleich zu den Kontroll-Stents.*’

Neueste Studien wie die SCANDSTENT-Studie bestéatigen diese Ergebnisse.

In der SCANDSTENT-Studie wurden 322 Patienten mit stabiler oder instabiler
Angina pectoris oder einem NSTEMI und komplexen Koronarlasionen
randomisiert mit Rapamycin-beschichteten Stents (Cypher™; 163) und
Kontrollstents (159) versehen. Nach sechs Monaten betrug die angiographische
Restenoserate bei den Patienten mit Cypher™-Stents 2,0%, bei denen mit
Kontrollstents 31,9%. Kardiale Zwischenfélle traten in 4,3% in der Cypher-

Gruppe auf gegeniiber 29,3% in der Kontrollgruppe.*®



In aktuellen Studien wurden der Cypher™-Stent und der TAXUS®-Stent
miteinander verglichen.

Die SIRTAX-Studie war eine randomisierte Single-Center-Studie bei der 503
Patienten einen Rapamycin-beschichteten Stent und 509 Patienten eine
Paclitaxel-beschichteten Stent erhielten. Nach neun Monaten betrug die relative
ISR-Rate 3,2% bei Patienten mit Cypher™-Stents und 7,6% bei Patienten mit
TAXUS®-Stents. Die relative Haufigkeit von Restenosen innerhalb der Lé&sion
betrug 6,6% in der Cypher-Gruppe und 11,7% in der Taxus-Gruppe. Stent-
Thrombosen waren in 2,0% bei der Cypher-Gruppe und in 1,6% bei der Taxus-
Gruppe aufgetreten.*

Im Rahmen der REALITY-Studie wurden 1353 Patienten mit insgesamt 1911
Koronarlasionen prospektiv, randomisiert an mehreren Zentren untersucht. 684
Patienten (970 Lasionen) erhielten einen Cypher™-Stent und 669 Patienten
(941 Lasionen) erhielten einen Taxus®-Stent. Nach acht Monaten betrugen die
relativen Haufigkeiten von Restenose In-Stent 7,0% bei Cypher™-Stents und
8,3% bei Taxus®-Stents, innerhalb der Lasion gelegen waren es 9,6% bei
Cypher™-Stents und 11,1% bei Taxus®-Stents. Stent-Thrombosen traten in
0,4% bei Patienten mit Cypher™-Stents und in 1,8% bei Patienten mit Taxus®-

Stents auf.*

1.5 Rapamycin

1.5.1 Entdeckung, Historisches

Rapamycin wurde in den Siebziger Jahren in einer Bodenprobe auf Rapa Nui
(Osterinsel) im Rahmen einer Suche nach neuen Antimykotika durch die
Canadian Medical Comission mit Unterstiitzung der CDC entdeckt.>*? Im Jahr
1995 bekam es die USAN-Bezeichnung ,Sirolimus® und den Markennamen

,Rapamune® >3

1.5.2 Chemische Struktur

Es handelt sich bei Rapamycin um ein Makrolid-Antibiotikum, das von dem
Aktinomyzeten ,Streptomyces  hygroscopicus® produziert wird. Die

Summenformel lautet Cs;H7gNO13 >
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Sirolimus
CHa

Abb. 1: Strukturformel von Sirolimus (Rapamycin). Quelle: Napoli KL, Taylor PJ. From beach to
bedside: history of the development of sirolimus. Ther Drug Monit. 2001;23:559-586.

1.5.3 Wirkprofil und In Vitro und In Vivo Effekte auf die Zellproliferation

Rapamycin besitzt eine schwache antibiotische und eine antimykotische
Wirkung, die durch die immunsuppressive Wirkung (s.u.) allerdings limitiert ist.
Seine antiproliferative Wirkung erzielt Rapamycin durch eine Hemmung von
Signaltransduktionswegen im Zellzyklus, was =zu einer Blockierung der
Zellzyklusprogression beim Ubergang von der G1- in die S-Phase fiihrt.
Wachstumsstimulierte T- und B-Zellen lieRen sich tiber Ca**-abhangige und
Ca?*-unabhangige Transduktionswege hemmen.>*

Auch die zytokininduzierte Proliferation von Mastzellen>®, die spontane und die
FGF-beta-stimulierte Proliferation von Endothelzellen und Fibroblasten®® und

5759 wird durch

die Proliferation von vaskularen glatten Muskelzellen (VSMC)
Rapamycin gehemmt.

Rapamycin bindet an den intrazellularen Rezeptor FKBP12 (FK506 binding
protein). Der Rapamycin/FKBP12-Komplex stellt einen spezifischen Inhibitor

des ,mammalian target of rapamycin“ (MTOR) dar. Bei mTOR handelt es sich
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um eine evolutionar konservierte Phosphatidylinositolkinase, die an der
Regulation der Protein-Translation, Zellzyklusprogression und Zellproliferation
beteiligt ist. Eine Verletzung der arteriellen GefaRwand fiihrt zu einer durch
Wachstumsfaktoren vermittelten Aktivierung der Zellen. Dadurch kommt es zu
einer Aktivierung der Kinase mTOR Uuber verschiedene intrazellulare
Signaltransduktionswege. © Durch  mTOR  werden weitere  Faktoren
phosphoryliert, deren wichtigste Vertreter die p70 S6 Kinase und das 4EBP-1
(4E binding protein-1) sind, und die beide zu einer Steigerung der Protein-
Translation fuhren. Die Hemmung von mTOR durch Rapamycin fuhrt also zu
einer Hemmung der Translation.®

Die Aktivierung der Zellen durch Wachstumsfaktoren fihrt auch zu einer
Herunterregulation von cdki (cyclin dependent kinase inhibitor) p27, also
indirekt zu einer Heraufregulation von cdk-Proteinen (cyclin dependent kinase),
vor allem von cdk2 und cdk4. Zusatzlich kommt es zu einer vermehrten
Expression von Cyclinen, vor allem Cyclin D und E. Durch diese Enzyme
kommt es zu einer Inaktivierung (Phosphorylierung) des Retinoblastom-Proteins
(RB), was den Zellen den Ubergang von der G1- in die S-Phase ermdglicht.
Rapamycin  verhindert die Herunterregulation von cdki p27 in
wachstumsstimulierten  Lymphocyten. In  VSMCs verhindert es die
Phosphorylierung des Retinoblastom-Genprodukts, und es gibt auch Hinweise,
dass die Herunterregulation von p27 verhindert wird, was zu einer Aktivitats-
verminderung von cdk2 und cdk4 fihrt. Somit bleibt die Inaktivierung von RB
aus und es kommt zu einer Arretierung des Zellzyklus in der G1-Phase.®%

Des Weiteren hat Rapamycin einen inhibierenden Effekt auf die Migration von
vaskularen glatten Muskelzellen und auf das Wachstum der Zellen. Die
Hemmung der Migration wird eventuell auch tber p27 vermittelt, da sich gezeigt
hat, dass p27-defiziente Zellen gegen die Wirkung von Rapamycin mehr oder
weniger resistent sind.®*®°

Das Wachstum der Zellen wird auch tber die mTOR-Signalkaskade vermittelt,
indem die Synthese von vor allem ribosomalen Proteinen fur den
Proteinsyntheseapparat und von transmembranaren Zelloberflachenproteinen

fur den Transport von z.B. Glukose und Aminoséauren in die Zelle hinein Uber
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diesen Weg geférdert wird.?”®® Eine Inhibition von mTOR durch Rapamycin
fuhrt so zu vermindertem Zellwachstum.

Auch die Synthese von Zellmatrix und Extrazellularmatrix, die wie oben erwahnt
an der Entstehung von Restenose mitbeteiligt sind, werden durch Rapamycin
gehemmt.®

Eine Zusammenfassung dieser Beeinflussung zellularer Vorgénge durch

Rapamycin findet sich auf der folgenden Seite in Abbildung 2.

1.6 Zielsetzung der Arbeit

Wir fuhrten einen Gene-Array durch, um Gene die durch Rapamycin in
humanen vaskularen glatten Muskelzellen signifikant beeinflusst werden, zu
identifizieren.

Im Anschlul3 wurde die Expression ausgewahlter Gene bzw. Proteine genauer
untersucht, die im Gene-Array durch Rapamycin reguliert wurden und die mit
der Pathogenese der Arteriosklerose und Restenose in Verbindung gebracht
werden kénnen. Die Studie konzentrierte sich dabei auf Gene aus der Gruppe

der Hitzeschockproteine.

Abb. 2: Siehe folgende Seite. Der Rapamycin/FKBP12-Komplex hemmt die Kinase mTOR und
verhindert dadurch die Phosphorylierung (Aktivierung) von Faktoren die zu einer Steigerung von
Translation und Zellwachstum fuhren. Die Hemmung der Herunterregulation von p27kipl (cdki)
fuhrt zu einer Aktivitditsminderung der Cycline, wodurch die Phosphorylierung (Inaktivierung)
von RB ausbleibt. Dadurch kommt es zu einer Arretierung des Zellzyklus in der G1-Phase.

Die Zellmigration, die eventuell auch Uber p27kipl vermittelt wird, wird durch Rapamycin
ebenfalls gehemmt.

Abkirzungen: mTOR = mammalian target or rapamycin, 4EBP-1 = 4E binding protein-1, EIF-
4E = eukaryotic initiation factor 4E, FKBP12 = FK506 binding protein, cdk = cyclin dependent
kinase, RB = Retinoblastom-Protein, P = Phosphat. Bei p27kipl handelt es sich um einen
Zellzyklus-Inhibitor.

12
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2 Material und Methoden

2.1 Gewinnung der glatten Muskelzellen

Humane glatte Muskelzellen wurden aus Aa. iliacae von Spendern bei
Lebertransplantationen isoliert und kultiviert. Die Verwendung dieser
Gefalistiicke war von der Ethikkommission der Universitat Tubingen genehmigt
worden. Die Praparation der Gefal3stiicke erfolgte unter der Sterilbank. Dazu
wurden die Gefal3sticke in einer Praparierschale an den Enden mit
Stecknadeln fixiert, und Uberschissiges Fett und Bindegewebe entfernt. Sie
wurden der Lange nach aufgeschnitten und dann aufgeklappt, so daf die Intima
nach oben zeigte, und dann das aufgeklappte Stick an den Ecken wieder mit
Stecknadeln fixiert. Damit die Gefal3sticke nicht austrockneten, wurde
Vollmedium (siehe unten) in die Praparierschale gegeben.

Um die glatten Muskelzellen aus der Tunica media zu gewinnen, mulite
zunachst die Endothelschicht entfernt werden. Dies geschah mit
Wattestabchen, die Uber das Gefal3stlick gerollt wurden. Dann wurde die Media
schachbrettartig eingeritzt, um kleinere Mediastiickchen mit der Pinzette von
der Adventitia und dem restlichen Bindegewebe abzurei3en. Diese Stiickchen
wurden dann in Zellkulturschalen (Falcon) ausgesat, und nach einer
dreistiindigen Antrockenphase mit Vollmedium versorgt. Die Schalen wurden in
einem Brutschrank (Kendro) bei 37C und 5% CO ,-Anteil im Luftgemisch
aufbewahrt, und alle zwei bis drei Tage mit Vollmedium versorgt. Nach ca. acht
bis zehn Tagen fingen die glatten Muskelzellen an, aus den Mediastickchen
auszuwachsen und konnten nach ca. drei Wochen in Zellkulturflaschen
(Corning Incorporated) weiter subkultiviert werden.

Zur Passagierung wurde das Vollmedium abgesaugt, und die Zellen dann mit
PBS (GIBCO®) gewaschen. Nach Zugabe von 2 ml Trypsin-EDTA (GIBCO®)
wurden die Zellen bei 37C im Brutschrank inkubiert, bis sie sich vom
Flaschenboden abgeldst hatten. Daraufhin konnte die Zellsuspension in
Vollmedium aufgenommen werden, und die Zellen auf mehrere Flaschen oder

Kulturschalen verteilt werden.
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Die glatten Muskelzellen zeigten das charakteristische ,Berg- und Tal*-

ster. Des weiteren war die
Immunfarbung mit monoklonalem
; Antikorper gegen glattmuskulares
a-Aktin (Progen) (Zweitantikorper:

goat anti-mouse, FITC-markiert,
Dako) positiv.

Abb. 3: Mikroskopische Aufnahme humaner
vaskularer glatter Muskelzellen in Kultur

2.2 Zellz&hlung und MTT-Test

Um eine Zytotoxizitat von Rapamycin zu detektieren, wurden eine Zellzahlung
und ein MTT-Test zu den unter 2.4.1 genannten Versuchsbedingungen
durchgefuhrt.

2.2.1 Zellzahlung

Hierfur wurde das Zellzahlsystem CASY® von Scharfe Systems verwendet. Die
Zellen wurden in 6-Loch-Schalen (Greiner BioOne) ausgesat, und nach einer
24-stundigen Anheftungsphase erfolgte der Versuch. Nach 6 h Vorinkubation
wurde der Ausgangswert bestimmt. Die weiteren Zellzahlbestimmungen
erfolgten nach 6, 12, 24 und 48 h zu den in 2.4 beschriebenen
Versuchsbedingungen.

Fur die Zahlung wurden die Zellen mit Trypsin-EDTA abgel6st, und dann in
Medium aufgenommen. 100 pl der Zellsuspension wurden mit 9,9 ml Casyton®
verdiinnt. AnschlieBend erfolgte die automatische Messung im CASY®-
Zellzahler. Dabei erfolgten fur jede Bedingung 3 Messungen, aus denen der
Mittelwert gebildet wurde. Als Grenzwerte fur die Zellvitalitat wurden eine
ZellgroRe zwischen 6,6 und 100 um vorgegeben.

15



2.2.2 MTT-Test

Der MTT-Test ist ein quantitatives kolorimetrisches Verfahren, mit dem eine
Aussage uber Zytotoxizitdt und Zellproliferation getroffen werden kann. Das
Tetrazoliumsalz MTT wird von Enzymen, die nur in lebenden Zellen aktiv sind,
zu einem blauen Formazan reduziert, was eine photometrische Analyse
ermdglicht.”*"*

Wir saten die Zellen in einer 96-well Mikrotiterplatte (Corning Incorporated) aus.
Nach einer Anheftungsphase (24 h bei 37C) erfolgte der Versuch nach der in
2.4 beschriebenen Versuchsanordnung, wobei fur jede Bedingung 6 wells
behandelt wurden. Als Leerwert wurden wells ohne Zellen nur mit Medium
geflllt. Sechs Stunden vor Abbruch wurden 25 pl MTT-Reagenz (Sigma) in
jedes well gegeben. Bei Versuchsende wurden 100 pl SDS 10% (Roth) pro well
zugegeben. Dieser Schritt dient der Lyse der Zellen. Anschliel3end wurden die
Mikrotiterplatten bei Raumtemperatur flr 24 h in Dunkelheit inkubiert, und dann
der Gehalt an Formazan in einem ELISA-Reader (BioRad) bei einer
Wellenlange von 570 nm bestimmt, und der Mittelwert aus den jeweils 6 Werten

gebildet.

2.3 Expressionsanalyse

Die Gen-Expressionsanalyse wurde zusammen mit der ,IZKF Microarray
Facility Tabingen* durchgefuhrt, dabei wurden Genchips der Firma Affymetrix
verwendet.

Es wurden zwei Versuche gemacht, und dabei humane vaskulédre glatte

Muskelzellen der 3. und 4. Passage verwendet.

2.3.1 Versuchsbedingungen

Versuch 1)

Im Vorfeld wurden die Zellen mit Vollmedium alle zwei Tage versorgt, und bis
zu 80% Konfluenz kultiviert.

Im Versuch wurden die Zellen mit serumfreiem Medium (Vollmedium ohne
FCS) fur 24 Stunden im Wachstum arretiert und dann fiir sechs Stunden mit
serumfreiem Medium prainkubiert, welches Rapamycin (Sigma) 100 nM
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enthielt. AnschlieRend erfolgte eine maximale Wachstumsstimulation mit
Endothelzellmedium (EBM-2, Cambrex Bioscience) und Rapamycin 100 nM fur
weitere sechs Stunden. Die Kontrollzellen erfuhren eine Stimulation mit

Endothelzellmedium ohne Rapamycin.

Versuch 2)

Die Zellen wurden mit Vollmedium alle zwei Tage versorgt und bis zu 80%
Konfluenz kultiviert.

Im Versuch wurden die weiterhin proliferienden Zellen mit Vollmedium und
Rapamycin 100 nM fur 48 Stunden inkubiert, wobei Kontrollen ohne Rapamycin

mitgefuhrt wurden.

2.3.2 RNA-Isolierung

Bei Versuchsende wurden die Zellen mit Trypsin-EDTA von den
Zellkulturflaschen abgelést, und dann jeweils in 10 ml Vollmedium
aufgenommen, und bei 300g fir 5 min zentrifugiert (Zentrifuge: Kendro). Nach
dem Abkippen des Uberstandes wurden die Zellpellets mit Lysepuffer (350 pl
RLT-Lysepuffer, Qiagen + 3,5 pl Mercaptoethanol, Applichem) resuspendiert.

Das so gewonnene Zell-Lysat wurde durch einen QiaShredder® (Qiagen)
zentrifugiert und homogenisiert, und die RNA anschlieRend mit dem RNeasy

MiniKit® (Qiagen) nach Angaben des Herstellers isoliert.

2.3.3 Gene-Array

Microarrays werden benutzt, um die relativen Expressionsniveaus mehrerer
Tausend bekannter Gene im Vergleich zu messen. Die Affymetrix Genchips
sind vorgefertigte Oligonukleotid-Microarrays, es kann also nur die Expression
von Genen, die auf dem Chip in Form von Oligonukleotiden reprasentiert sind,
gemessen werden. Es handelt sich um ein sehr sensitives Verfahren, welches
den Nachweis von mRNAs noch in einer Konzentration von 1 pro 10°
Transkripten erlaubt.”

Die Proben enthalten die gesamte RNA der Zellen. In einer in-vitro-
Transkriptionsreaktion wird mit Hilfe einer T7 RNA Polymerase und Biotin-CTP

die mRNA amplifiziert und markiert. Die markierte RNA wird an die
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Oligonukleotide auf den Genchips hybridisiert. Nachdem die Genchips
gewaschen und angefarbt wurden, erfolgte die Analyse mit einem Laser-
Scanner.

Es wurden drei Genchips pro Ansatz eingesetzt mit insgesamt neun
vergleichenden Bestimmungen pro Versuchsgruppe.

Als signifikant wurde ein Effekt nur gewertet, wenn er in allen neun
Bestimmungen nachweisbar war und die Signal Log Ratio (SLR) > 0,4 bzw.
<-0,4 betrug.

Die SLR ist ein Naherungswert fiir das AusmafR und die Richtung der Anderung
der Expression eines Trankskriptes, der sich aus dem Vergleich jedes Wertes
eines experimentellen Arrays gegenuber einem Vergleichsarray (baseline array)
ergibt. Der Wert wird als logarithmisches Verhaltnis mit der Basis 2 angegeben.
Daraus ergibt sich, dass eine SLR von 1,0 einer zweifachen Steigerung der
Expression entspricht, und eine SLR von -1,0 einer zweifachen Verminderung.

2.4 Nachweis der Hitzeschockproteine auf Proteinebe  ne

2.4.1 Versuche

Humane glatte Muskelzellen wurden in Zellkulturschalen (Falcon) bis zu 80%
Konfluenz kultiviert und dabei mit Vollmedium alle zwei Tage versorgt.

Im Versuch wurden die Zellen zunachst mit serumfreiem Medium fir 24 h im
Wachstum arretiert. Im Anschlul3 daran folgte eine Préainkubation mit
serumfreiem Medium und Rapamycin 100 nM fur 6 h, wobei die Kontrollzellen
nur serumfreies Medium erhielten. Nach der Prainkubation wurde das
serumfreie  Medium abgesaugt, und um die Zellen zur Synthese von
Hitzeschockproteinen  anzuregen, wurden sie dann verschiedenen
Stressfaktoren (H,0,, Wachstumsstimulation durch Endothelzellmedium,
Hitzeschock) ausgesetzt. Dabei gab es immer eine Kontrollschale, die die
Stressbehandlung nur in Anwesenheit von Vollmedium erfuhr, und eine Schale,

die sie in Anwesenheit von Vollimedium und Rapamycin 100 nM erfuhr.

Rapamycin:

Rapamycin-Trockensubstanz (Sigma) wurde bei —70C a ufbewahrt.
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Durch Auflésen von 1 mg in 547 pl DMSO (Roth) wurde eine 2 mM Stocklésung
hergestellt, die ebenfalls bei —70C aufbewahrt wur de.

Zur Herstellung der Gebrauchslosung vor einem Versuch wurde die
Stocklésung zunachst im Verhéltnis 1:100 mit serumfreiem Medium verdinnt.
Bei Zugabe zu der jeweiligen Versuchslosung (Vollmedium, Vollmedium + H,0,
oder Endothelzellmedium) erfolgte eine weitere Verdinnung um den Faktor
1:200. So lag Rapamycin im Versuch letztendlich in einer Konzentration von
100 nMol/l vor. Bei der Herstellung der Lésungen und wahrend dem Versuch
wurden Gefal3e, die Rapamycin enthielten, mit Aluminiumfolie ummantelt, da

Rapamycin lichtempfindlich ist.

Stressfaktoren:

H20.:

Unter der Sterilbank wurde eine 0,2 M Stockldsung hergestellt. Dazu wurde
H.O,-Trockensubstanz (30% w/w; Molekulargewicht: 34,01, Merck) in sterilem
Ampuwa® (Fresenius) gelést. 22,67 g der Trockensubstanz in 1000 ml
Ampuwa® ergibt eine 0,2 M Lésung. Fiir den Versuch wurde die entsprechende
Menge der Stockldsung mit Vollmedium 1:1000 verdiinnt, so dass eine 0,2 mM
Gebrauchslosung entstand. Nach der Prainkubation wurden die Zellen mit der

Gebrauchslosung versorgt und kamen dann in den Brutschrank bei 37<C.

Endothelzellmedium:

Durch die Zugabe von Endothelzellmedium, welches Wachstumsfaktoren wie
FGF (fibroblast growth factor) und IGF (insulin-like growth factor) enthalt, sollte
der Wachstumsreiz den Stressfaktor fur die Zellen darstellen. Nach der
Prainkubation wurden die Zellen mit dem Endothelzellmedium versorgt, und
kamen dann in den Brutschrank bei 37<C. Fur die Ver suche wurde das Medium

EBM-2 von Cambrex Bioscience verwendet.
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Hitzeschock:

Hierbei wurden die Zellen nach der Prainkubation wieder mit Vollmedium
versorgt und bekamen dann eine Warmebehandlung fir 2 h bei 40C oder
30 min bei 42<C.

Das Vollmedium wurde im Vorhinein in einem Wasserbad auf 40C bzw. 42C
erwarmt, damit die gewiinschte Temperatur von Beginn an bestand.

Nach der Warmebehandlung wurden die Zellen einmal mit Vollmedium
gewaschen und neu versorgt, und kamen dann ebenfalls bis zum Ablauf der

Gesamtinkubationszeit in den Brutschrank bei 37<C.

Es wurden Versuche mit Inkubationszeiten von drei, sechs, neun, zwoélf, 24 und
48 Stunden nach der sechsstindigen Prainkubation durchgefuhrt. Bis auf die
Warmebehandlung wurden alle Inkubationszeiten (auch die Prainkubation) im
Brutschrank bei 37C und 5% CO ,-Anteil im Luftgemisch durchgefuhrt.

Fur die Versuche wurden Zellen der dritten bis funften Passage verwendet.

2.4.2 Proteinisolierung aus glatten Muskelzellen

Am Ende des Versuchs wurde das Medium von den Zellkulturschalen abgekippt
und die Schalen dann zweimal mit PBS gewaschen. Wichtig war hierbei, alle
Schalen moglichst zligig hintereinander abzukippen, um die gleiche Abbruchzeit
zu haben.

Mit 300 ul TE-Puffer (Cambrex) wurden die Zellen vom Boden der Schale
abgel6dst und dann abgeschabt und in einem Eppendorfcup, das auf Eis bereit
stand, gesammelt.

Dann wurden die Eppendorfcups bei 4T fur 10 min bei 13000 U/min
zentrifugiert, und der Uberstand mit der Pipette abgehoben. Am Boden der
Cups zeigte sich nun ein Zellpellet. Das Pellet wurde dann mit 200 pl Lysepuffer
durch Auf- und Abpipettieren resuspendiert, und diese zellhaltige Losung fur 2 h
auf Eis gehalten und immer wieder geschuttelt.

Im Anschlul3 folgte noch ein Zentrifugationsschritt bei 4C fur 10 min bei 13000
U/min. Der Uberstand enthielt die Proteine. Die Proben wurden portioniert und
bei -70C aufbewahrt.
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2.4.3 Western Blots

Nach dem Auftauen wurden die Proben gevortext und zentrifugiert.

Die Proben wurden mit Probenpuffer (s.u.) reduziert: Nach Zugabe des
Probenpuffers wurden die Proben anzentrifugiert und dann fur zehn Minuten im
Wasserbad gekocht. Danach wurden sie auf Eis gelegt, und schlief3lich
nochmals anzentrifugiert. Um zu gewahrleisten, dass in jede Tasche die gleiche
Menge an Protein eingefullt werden konnte, wurde eine Protein-
Konzentrationsbestimmung nach Bradford (Bradford-Reagenz: BioRad)
durchgefiihrt, wobei die Werte in einem ELISA-Reader (BioRad) mit dem
Programm Microplate Manager® (BioRad) ermittelt wurden. Dabei wurde zur
Kontrolle eine Verdinnungsreihe mit y-Globulin (0,05; 0,1; 0,25; 0,5; 1 pg/mli,
Sigma) mitgefuhrt.

Je nach Konzentration wurden 30-70 pg Protein eingesetzt. Die Mengen
werden bei den dargestellten Ergebnissen angegeben.

2.4.3.1 SDS-Polyacrylamid-Gel-Elektrophrose und Blot

Als erstes wurde ein 10%-iges Acrylamid-Laufgel (s.u.) zwischen zwei aufrecht
stehende Glasplatten gegossen, die zuvor mit Methanol entfettet worden waren.
Nach einer Stunde zum Ausharten des Gels wurde dariiber das Sammelgel
(s.u.) gegossen.

In das Sammelgel wurde ein Kamm eingesetzt, der die Taschen fir die Proben
schaffte. Nachdem das Sammelgel ausgehartet war, wurden die reduzierten
Proben mit einer Hamilton-Spritze (Hamilton Syringes) in die Taschen eingefillt,
und dann in 1-fach Laufpuffer bei 80 V aufgetrennt.

Im Anschluf? an die Elektrophorese wurde das sogenannte ,Blot-Sandwich®
gebaut. Dazu wurde das Gel auf eine Nitrozellulosemembran (Hybond C und
Hybond ECL, Amersham) und zwischen Filterpapiere (Whatman-Paper), Filz
und Plastikrahmen gelegt. In einer mit 1-fach Blotpuffer gefullten Blotkammer
wurden dann die Proteine bei 22 W fir 1 h auf die Membran transferiert.

Es wurden Gelgiel3stdnde, Elektrophorese- und Blotkammern sowohl von Keutz

als auch von BioRad verwendet.
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Als GrolRenstandard wurde der Rainbow™ coloured molecular weight marker

(Amersham) verwendet.

2.4.3.2 Entwicklung

Bei Entwicklung am nachsten Tag wurde die Nitrozellulosemembran nach dem
Blotten Gber Nacht in PBST (s.u.) und 5% w/v Magermilchpulver (milupa) bei
4T geblockt. Bei kompletter Entwicklung (Erst- und Zweitantikdrper) am
gleichen Tag oder Inkubation mit Erstantikdrper Gber Nacht (bei 4C) wurden
die Membranen zuvor mindestens eine Stunde bei 4T geblockt und
anschlielBend mit PBST gewaschen.

Nach dem Blocken erfolgte die Inkubation mit Erstantikbrper (verdinnt in PBST
und 5% w/v Magermilchpulver) bei Raumtemperatur bzw. bei 4T bei
Inkubation Uber Nacht. Die Inkubationszeiten und Verdinnungen sind unten bei
der Auflistung der Antikérper angegeben. Danach folgte ein Waschschritt von
mindestens 30 min, wobei das PBST dreimal gewechselt wurde.

Im Anschlul3 wurden die Membranen mit Zweitantikbrper (verdinnt in PBST
und 5% w/v Magermilchpulver) fir mindestens 1 h bei Raumtemperatur
inkubiert. Die Verdinnungen sind unten angegeben.

Nach der Inkubation mit Zweitantikbrper wurde die Membran mindestens eine
Stunde gewaschen, wobei das PBST mehrmals gewechselt wurde, um
Uberschussigen Antikérper zu entfernen.

Schliel3lich wurden die spezifischen Banden mittels Chemolumineszenz
detektiert (ECL Western blotting detection reagents, Amersham), und auf einem

Rontgenfilm (Hyperfilm, Amersham) sichtbar gemacht.

Verwendete Antikorper:
HSP70: ErstantikGrper: anti-Hsp70 goat polyclonal 1gG (Santa Cruz

Biotechnologies), 1:125 fur 3 h bei Raumtemperatur (RT)
Zweitantikdrper: donkey anti-goat IgG-HRP (Santa Cruz), 1:4000
fur 1 h bei RT

und

Erstantikdrper: anti-Hsp70 mouse monoclonal (Stressgen), 1:1000
fur 3 h bei RT
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HSP40:

HSP60:

HSPA4T:

Beta-Aktin:

GAPDH:

Zweitantik6rper: anti-mouse IgG, HRP-linked whole antibody from

sheep (Amersham), 1:1000 fir 1 h bei RT

Erstantikdrper: anti-Hsp40 goat polyclonal IgG (Santa Cruz), 1:125
fur 3 h bei RT
ZweitantikGrper: donkey anti-goat 1IgG-HRP (Santa Cruz), 1:4000
fur 1 h bei RT

und

Erstantikdrper: anti-Hsp40 mouse monoclonal (Stressgen), 1:600

fur 3 h bei RT
Zweitantikdérper: anti-mouse 1gG-HRP (Amersham), 1:600 fir 1 h

bei RT

ErstantikGrper: anti-Hsp60 goat polyclonal 1gG (Santa Cruz),
1:10000 fur 2 h bei RT

Zweitantikdrper: donkey anti-goat IgG-HRP (Santa Cruz), 1:10000
fur 1 h bei RT

ErstantikGrper: anti-Hsp47 goat polyclonal IgG (Santa Cruz), 1:125
fur 3 h bei RT
Zweitantikérper: donkey anti-goat IgG-HRP (Santa Cruz), 1:4000
fur 1 h bei RT

Erstantikrper: anti-Beta-Aktin mouse (Sigma), 1:1000 fur 2 h bei
RT

Zweitantikdrper: anti-mouse 1gG-HRP (Amersham), 1:1000 fir 1 h
bei RT

Erstantikdrper: anti-GAPDH mouse (Biotrend), 1:10000 fur 2 h bei
RT

Zweitantikdrper: anti-mouse 1gG-HRP (Amersham), 1:1000 fir 1 h
bei RT
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2.4.3.3 Densitometrische Auswertung von Western Blots

Die densitometrische Auswertung erfolgte mit dem Programm Quantity One
Version 4.3.0 von BioRad.
Die relativen, vergleichbaren Intensitdten wurden nach folgender Formel
berechnet:

(Rohwert / Rohwert B-Aktin)

(Kontrolle / Kontrolle B-Aktin)

Dann wurde aus drei Relativwerten der Mittelwert und die Standardabweichung
berechnet. Die Standardabweichung ist natirlich bei nur drei Werten ein mit
Vorsicht zu geniessender Wert, da schon ein einzelner stark abweichender
Wert zu einer recht grof3en Standardabweichung fihrt.

Sinnvoller ist die Angabe von minimalem und maximalem Wert, oder sogar

allen drei Werten zusatzlich zur Angabe des Mittelwerts.

2.5 Nachweis von HSP-70 auf RNA-Ebene

2.5.1 Versuche

Humane glatte Muskelzellen wurden in Zellkulturflaschen (Corning) bis zu 80%
Konfluenz kultiviert und dabei mit Vollmedium alle zwei Tage versorgt.

Der Versuchsablauf und die Stressfaktoren waren den in 2.4.1 beschriebenen
gleich.

Es wurden Versuche mit Inkubationszeiten von eineinhalb, zwei, drei, sechs,

neun, zwolf, 24 und 48 h durchgefinhrt.

2.5.2 RNA-Isolierung

Bei Versuchsende wurden die Zellen mit 2 ml Trypsin-EDTA von den
Zellkulturflaschen abgelést, und dann jeweils in 10 ml Vollmedium
aufgenommen, und bei 300g fur 5 min zentrifugiert. Nach dem Abkippen des
Uberstandes wurden die Zellpellets mit Lysepuffer (350 pl RLT-Lysepuffer
(Qiagen) + 3,5 ul Mercaptoethanol) resuspendiert.
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Das so gewonnene Zell-Lysat wurde durch einen QiaShredder® (Qiagen)
zentrifugiert und homogenisiert, und die RNA anschlieend mit dem RNeasy
MiniKit® (Qiagen) nach Angaben des Herstellers isoliert.

Danach wurde eine RNA-Konzentrationsmessung bei einer Extinktion von
260 nm im Photometer (GeneQuant Il, Pharmacia Biotech) durchgefihrt. Durch
die Bestimmung der Ratio Ezg / E2g0 Wurde eine Verunreinigung mit Proteinen
ausgeschlossen. Bei einem Wert von >1,7 wurde keine Verunreinigung

angenommen.

2.5.3 Reverse-Transkriptase-PCR

2.5.3.1 Reverse Transkription:

Die RNA musste zunachst in komplementare cDNA umgeschrieben werden.
Dazu wurde die sogenannte ,random-priming method* verwendet, eine nicht
Gen-spezifische Methode. Nach dem Zufallsprinzip lagern sich Hexamere
(kurze Oligonukleotide bestehend aus 6 Nukleotiden), die alle madglichen
Nukleotide in jeder Position tragen, an die RNA-Molekile an. Eine RNA-
abhangige DNA-Polymerase kann sie dann als Primer fur die cDNA-Synthese
verwenden.

Zunachst wurde ein Master Mix in genugender Menge fur alle Proben
hergestellt, der alle nétigen Komponenten fir die DNA-Synthese enthielt. Der
Master Mix wurde dann auf die benétigte Anzahl von Eppendorf-Cups

portioniert, und die weiteren Komponenten in folgender Reihenfolge

dazugegeben:
1) 15 pl Master Mix mit folgender Zusammensetzung:
Komponente Volumen (einfach) Endkonzentration
MgCl, (25mM) 4 ul 5mM
10X PCR Buffer I 2 pl 1X
dGTP 2 pl 1mM
dCTP 2 pl 1mM
dATP 2 pl 1mM
dTTP 2 pl 1mM
RNase Inhibitor (20U/ul) 1l 1 U/l
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2) 1 pl Random Hexamers (Endkonzentration 2,5 uM)

3) 1 ug RNA und entsprechende Menge an Wasser (DEPC-behandelt).
Das Volumen von RNA und Wasser ergeben sich aus den RNA-
Konzentrationen der einzelnen Proben, Gesamtvolumen 3 pl

4) 1 pl Reverse Transkriptase (50 U/ul), Endkonzentration: 2,5 U/ul

Gesamtvolumen einer Probe: 20 pl

Dann wurden die Proben gut gevortext, anzentrifugiert und durchliefen folgende

Temperaturabfolge:

10 Min. 42

Raumtemp

5 Min.
5T (auf Eis)

2.5.3.2 PCR (Amplifikation):

Nach der Reversen Transkription enthalten die Proben cDNA, und es kdnnen
Gene mit spezifischen Primer-Paaren amplifiziert werden.

Es wurde das Primer-Paar Human HSP-70A (HSP-70-1) der Firma Biozol
verwendet:

Sense Primer: STGTTCCGTTTCCAGCCCCCAATZ’

Antisense Primer: 5’GGGCTTGTCTCCGTCGTTGAT3’

Bei Amplifikation von zytoplasmatischer RNA mit diesen Primern wird ein
Produkt der Gro3e 360 bp erwartet.

Die Proben fur die PCR wurden in folgender Reihenfolge zusammenpipettiert:
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1) 10 pl cDNA (Produkt der Reversen Transkription)
2) 1 pl Primer Mix HSP-70 (jeder Primer 7,5 pM)

3) 39 ul Master Mix folgender Zusammensetzung:

Komponente Volumen (einfach) Endkonzentration
MgCl, (25mM) 2ul 1 mM
10X PCR Buffer Il 5ul 1X
Steriles Wasser (DEPC) 31,75 pl
Taq Polymerase (5U/ul) 0,25 ul 0,025 U/ul

Gesamtvolumen einer Probe: 50 pl

Die Proben durchliefen dann folgendes Amplifikationsprotokoll:

|
2 Min. ! 30 sec.
95T i 95T
| |
' 30 sec.. ! 15 Min.
I 72T i 72
E 30 sec. ;
! 58T !
N )
~
35 Zyklen

Fur den Master Mix und die anderen Komponenten der Probenansatze wurde
das GeneAmp® RNA PCR Kit (Applied Biosystems) verwendet.
Bei der Reversen Transkription und der DNA-Amplifikation wurden die Angaben
des Herstellers der HSP-70 Primer (Biozol) beachtet.

Als Kontrolle (Housekeeping Gene) wurde aus der cDNA noch das Gen fur 3-
Aktin amplifiziert. Dazu wurden Primer (human [B-Actin, 838 bp) der Firma
Clontech und ein vorgefertigter Master Mix (Clontech) verwendet, und die

Proben in folgender Reihenfolge zusammenpipettiert:

1) 22 pl Steriles Wasser (DEPC)
2) 25 ul Master Mix
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3) je 0,5 pl Primer B-Aktin
4) 2 plcDNA

Gesamtvolumen einer Probe: 50 pl

Die Proben durchliefen folgendes Amplifikationsprotokoll:

|
2 Min. ! 45 sec.
94<C i 94<C
| |
' 2 Min. ! 7 Min.
| 72<C i 72<C
i 1 Min. !
; 60T !
_ )
~
30 Zyklen

Die PCR wurde in einem GeneAmp PCR System 2400 (Perkin Elmer)
durchgefuhrt.

2.5.3.3 Gelelektrophorese und Bildgewinnung

Die Proben aus der PCR wurden in einem 2%-igen Agarosegel
elektrophoretisch aufgetrennt. Zur Herstellung des Gels wurden 100 ml 1-fach
TBE (s.u.) mit 2 g Agarose (GIBCO®) aufgekocht. Zur Anfarbung der DNA
wurden ca. 5x10° % Ethidiumbromid (Biorad) zugesetzt. Daraufhin wurde das
Gel in eine Gelkammer (GIBCO®) gegossen und ausgehartet.

Jeweils 5 pl aus jeder Probe wurden mit 2 pl Probenpuffer (Blue/Orange 6X
Loading Dye, Promega) versetzt und bei 80 V elektrophoretisch aufgetrennt.

Als GroRenstandard wurde ein Marker (DNA Molecular Weight Marker XIV,
Roche) mit aufgetrennt.

Im Anschlu@ wurden die Banden auf einem UV-Leuchttisch (TFX-20M,
GIBCO®) sichtbar gemacht, und mit einer Kamera (Kodak) abphotographiert

und in digitaler Form gespeichert.
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2.6 Puffer und Losungen

Vollmedium:

Unter der Sterilbank wurden Waymouth’s MB 752/1 und Ham’s Nutrient Mixture
F12 (beides GIBCO®) im Verhéltnis 1:1 gemischt. Dann wurden 10% Fetales
Kalberserum (FCS, PAA Laboratories GmbH), 100 U/ml Penicillin und 100
ng/ml Streptomycin (beides GIBCO®) hinzugefiigt.

PBS:
1 Tablette PBS (GIBCO®) wurde in 500 ml Ampuwa® (Fresenius) geldst und die

Losung anschlieRend autoklaviert.

PBST:
In 1000 ml Aqua bidest. wurden zwei Tabletten PBS (GIBCO®) gelst. Dann

wurden 0,5 ml Tween 20 (Sigma) dazugemischt.

Lysepuffer fur die Proteinisolierung:

Stammlosung: 25 ml Tris/HCI pH 8,0, 2 ml EDTA pH 8,0, 4,4 g NaCl und
25 ml NP-40 wurden mit Aqua bidest. auf 500 ml aufgefillt.
Gebrauchslosung: Zur Stammlésung wurden 2 pg/ml Leupeptin und PMSF,

sodass es 1 mM vorlag, dazugegeben (alle Komponenten von Sigma).

Tris/HCI 0,75 M pH 8,8:
90,86 g Tris (Sigma) wurden in 900 ml Aqua bidest. geldst, der pH mit HCI auf
8,8 eingestellt und mit Aqua bidest. auf 1 | aufgefullt.

Tris/HCI 0,625 M pH 6,8:

75,71 g Tris wurden in 800 ml Aqua bidest. geldst, der pH mit HCI auf 6,8

eingestellt und mit Aqua bidest. auf 1 | aufgefullt.
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Probenpuffer (Western Blot):

2,5 ml SDS 20% (Applichem), 1 ml Glycerin (Applichem), 1 ml Tris 0,625 M pH
6,8, 2,5 ul PMSF (Sigma), 1,8 g Harnstoff und 1 Spatelspitze Bromphenolblau
(beides Applichem) wurden vermischt, und 111 pl Mercaptoethanol (Applichem)
pro ml Probenpuffer hinzugesetzt.

Laufgel:
4,0 ml Aqua bidest.; 2,5 ml 0,75 M Tris/HCI-Lésung pH 8,8; 25 pl SDS 20%;
3,4 ml Acrylamid/Bis 30% (Sigma); 5 pl TEMED (GIBCO®); 50

Ammoniumpersulfat 10%.

Sammelgel:
3,0 ml Aqua bidest.; 1,25 ml 0,625 M Tris/HCI-L6sung pH 6,8; 25 ul SDS 20%;
0,65 ml Acrylamid; 5 ul TEMED; 25 pl Ammoniumpersulfat 10%.

Laufpuffer:

10-fach: 30 g Tris, 144 g Glycerin und 10 g SDS wurden in 1000 ml Aqua
bidest. gelost.

1-fach: 50 ml 10-fach Laufpuffer wurden mit 350 ml Aqua bidest. verdinnt.

Blotpuffer:

10-fach: 24,2 g Tris und 112,6 g Glycerin wurden in 1000 ml Aqua bidest.
gelost.

1-fach: 100 ml des 10-fach Blotpuffers wurden mit 200 ml Methanol (Merck) und
800 ml Agua bidest. vermischt.

TBE:
100 ml 10-fach TBE (Cambrex) wurden mit 900 ml Aqua bidest. verdinnt.
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3 Ergebnisse

3.1 Gene-Arrays

3.1.1 Kurzzeitige Wachstumsstimulation zuvor wachstumsarretierter Zellen

Nach 24-stindiger Wachstumsarretierung (serumfreies Medium) und
sechsstundiger Prainkubation (serumfreies Medium + Rapamycin 100 nM)
erfolgte eine maximale Wachstumsstimulation mit Endothelzellmedium und
Rapamycin 100 nM (Kontrollen mit Endothelzellmedium ohne Rapamycin) fur
sechs Stunden. Unter dieser Bedingung fand sich eine Beeinflussung der
Genexpression zahlreicher Gene. Eine signifikante Heraufregulierung fand sich
bei 133 mRNAs, darunter VEGF, MMP-12, Endothelin-1, IL-6, -8, und —11,
Hyaluronan-Synthase 1 und BMP-2 und -6.

148 Gene wurden signifikant herunterreguliert, unter anderem das HSP-70-
related protein, HSP-40, HSJ-2, heat shock cognate protein 54 (heat shock
70kD protein 8), heat shock 60kD protein (chaperonin).

Das HSP-70-1B wurde nicht eindeutig gehemmt (nur 7 von 9 Bestimmungen
eindeutig).

Aufgrund dieser Daten entschieden wir uns, die Expression der Heat-shock-

Proteine genauer zu untersuchen.

3.1.2 Kontinuierliche Inkubation Serum-stimulierter Zellen

Hierbei erfolgte eine kontinuierliche Wachstumsstimulation mit Vollmedium und
Rapamycin 100 nM (Kontrollen mit Vollmedium ohne Rapamycin) fir 48
Stunden. Hierbei zeigte sich eine Stimulation von 32 Genen, wie zum Beispiel
COMP (Tsp-5), BMP-6, IL-8 und Smooth muscle alpha-2 actin. Bei 28 mRNAs
zeigte sich eine Hemmung der Expression, darunter beispielsweise Tenascin

XB und Kollagen Typ VI, Integrin alpha-7 und Truncated Tenascin XB.
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Abb. 4: Darstellung einiger Gene unter anderem aus der Gruppe der Hitzeschockproteine, die
nach 24h Wachstumsarretierung und anschlieBender kurzzeitiger Wachstumsstimulation unter
EinfluB von Rapamycin (100 nM) herauf- bzw. herunterreguliert wurden.
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Abb. 5: Darstellung einiger Gene, die unter EinfluR von Rapamycin (100 nM) in kontinuierlich
wachsenden glatten Muskelzellen herauf- bzw. herunterreguliert wurden.

Eine vollstandige Auflistung der Gene, die in den Gene-Arrays signifikant

beeinflusst wurden, findet sich im Anhang.
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3.2 Western Blot Analysen

3.2.1 Erste Versuche

In den ersten Versuchen zeigte sich, dass die Expression von HSP-40 und
HSP-70 durch Warmebehandlung fir 2 h bei 40C als S tressfaktor gesteigert
werden kann. In einem Teil der Versuche konnte diese gesteigerte Expression
durch Inkubation mit Rapamycin fur zwolf bzw. fir 24 Stunden gehemmt

werden. Bei HSP-60 zeigte sich dieser Effekt nicht.

A
c 1 2 3 4
HSP-40 HSP-40
GAPDH
HSP-70 . . ,...—.-w—
HSP-60
B 1 2 3 4 I —

HSP-70 . O

GAPDH

: o S —
HSP-60 s !

GAPDH | S S S S

Abb. 6: Western Blots, die den Einfluss von Hitzeschock (2 h bei 40C) und Inkubation mit
Rapamycin (100 nM) auf die Expression von HSP-40, HSP-70 und HSP-60 zeigen.
A: 12 h Inkubation; 1 = Volimedium (Kontrolle); 2 = Hitzeschcock 3 = Vollmedium + Rapamycin
(Kontrolle); 4 = Hitzeschock + Rapamycin. Es wurden 30 ug Protein je Probe eingesetzt.

B: 12 h Inkubation; 1 = Vollmedium (Kontrolle); 2 = Vollmedium + Rapamycin (Kontrolle);
3 = Hitzeschock; 4 = Hitzeschock + Rapamycin. Es wurden 70 pg Protein je Probe eingesetzt.
C: 24 h Inkubation; 1 = Volimedium (Kontrolle); 2 = Volimedium + Rapamycin (Kontrolle);
3 = Hitzeschock 4 = Hitzeschock + Rapamycin. Es wurden 30 pg Protein je Probe eingesetzt.

Die hier dargestellten Ergebnisse aus diesen Versuchen konnten jedoch in

insgesamt vier Versuchen nicht durchgangig reproduziert werden.
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In weiteren Versuchen zeigte sich eine Steigerung der Expression von HSP-40
durch Warmebehandlung fir 2 h bei 40C, Inkubation mit H,O, 0,2 mM und
Inkubation mit Endothelzellmedium als verschiedene Stressfaktoren. Durch
Inkubation mit Rapamycin fur 12 h konnte diese gesteigerte Expression
gehemmt werden.

Die Expression von HSP-70 konnte durch Warmebehandlung fur 2 h bei 40C
gesteigert werden, durch Inkubation mit Rapamycin aber nicht gehemmt
werden.

Die Inkubation mit H>O, und mit Endothelzellmedium fuhrte zu keiner
nennenswerten Steigerung der Expression von HSP-70 im Vergleich zur
Kontrolle. Ein hemmender Effekt durch Rapamycin konnte nur in einem von drei
Versuchen nachgewiesen werden, und mufl3 wahrscheinlich als Artefakt

gewertet werden.

1 2 3 4 5 6 78
T — G e S — HSP-40
S — R w— s S HSP-70

w A i GAPDH
A e

Abb. 7: Western Blot, der den Einflu? von Rapamycin (100 nM) auf die Expression von HSP-40
und HSP-70 in vaskularen glatten Muskelzellen nach Einwirken von verschiedenen
Stressfaktoren und 12 h Inkubation zeigt.

A: 1 = Vollmedium (Kontrolle), 2 = Vollimedium + Rapamycin (Kontrolle), 3 = Hitzeschock (2 h
40C), 4 = Hitzeschock + Rapamycin, 5 = H,0, 6 = H,O, + Rapamycin, 7 =
Endothelzellmedium, 8 = Endothelzellmedium + Rapamycin. Es wurden 70 ug Protein je Probe
eingesetzt.

Reprasentatives Ergebnis aus einer Reihe von drei unabhangigen Versuchen.

3.2.2 AbschlieRende Versuche

Da die Ergebnisse aus den vorangegangenen Versuchen zum Teil Effekte von
Rapamycin auf die Expression von Hitzeschockproteinen zeigten, die jedoch

35



nicht durchgéngig reproduzierbar waren, entschlossen wir uns, drei weitere
Versuche zu machen. Bei diesen Versuchen wurden vier verschiedene
Inkubationszeiten (6, 12, 24 und 48 h) verwendet, und als Stressfaktor kam die
Warmebehandlung mit 42<C far 30 Minuten hinzu.
AulRerdem wurde nun B-Aktin als Housekeeping-Gen verwendet, da sich in der
Literatur ein Hinweis fand, dass Rapamycin die Genexpression von GAPDH
herunterreguliert.”

Fur HSP-47 konnten nur im ersten Versuch verwertbare Bilder hergestellt
werden, da danach durch ein ungeklartes, vermutlich durch den Antikorper
bedingtes technisches Problem die Banden nicht mehr spezifisch gefarbt
wurden.

Ein Teil der Ergebnisse aus diesen Versuchen wurde densitometrisch

ausgewertet.

3.2.2.1 6 h Inkubation

Nach sechs Stunden Inkubation zeigten sich keine nennenswerten Effekte.

Vereinzelte Schwankungen missen als Artefakte gewertet werden.

3.2.2.2 12 h Inkubation

Fur HSP-40 zeigte sich wiederum eine Steigerung der Expression durch in-
vitro-Stress, vor allem durch Hitzeschock fir 2 h bei 40TC.
Das Ergebnis aus den ersten Versuchen mit zwdolf Stunden Inkubationszeit
(siehe 3.2.1), bei denen sich eine Hemmung dieser gesteigerten Expression
unter Einflu@ von Rapamycin andeutete, konnte jedoch nur in einem von drei
Versuchen reproduziert werden.

Die Expression von HSP-70 konnte durch Warmebehandlung fur 2 h bei 40C
gesteigert werden. Die in den vorherigen Versuchen angedeutete Hemmung
durch Rapamycin konnte allerdings nicht mehr reproduziert werden. Auch bei
den anderen Stressfaktoren zeigte sich in keinem Versuch eine Hemmung von
HSP-70 durch Rapamycin.

Bei HSP-60 und HSP-47 zeigte sich wiederum kein Effekt.
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Abb. 8: Western Blots, die den EinfluB von Stressfaktoren und Rapamycin (100 nM) auf die
Expression von Hitzeschockproteinen zeigen. Inkubationszeit 12 h.

Med = Vollmedium, EC = Endothelzellmedium, H,O, = H,0, 0,2 mM, HS40 = Hitzeschock fir
2 h bei 40C, HS42 = Hitzeschock fur 30 min bei 42° C, R = Rapamycin 100 nM

HSP-40 oben: Es wurden 40 pg Protein je Probe eingesetzt. HSP-40 Mitte: Es wurden 35 pg
Protein je Probe eingesetzt. HSP-70: Es wurden 40 ug Protein je Probe eingesetzt.
Reprasentatives Ergebnis aus einer Reihe von drei unabhangigen Versuchen.

3.2.2.3 24 h Inkubation

Die Expression von HSP-40 und HSP-70 konnte vor allem durch
Warmebehandlung fir 2 h bei 40C und fur 30 min bei 42T gesteigert werden,

teilweise auch durch Inkubation mit Endothelzellmedium und mit H,O, 0,2 mM.
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HSP-40 wurde nach Warmebehandlung fur 30 min bei 42C durch Rapamycin
nur in einem von drei Versuchen gehemmt, bei den anderen Stressfaktoren nur
in ein bis zwei von drei Versuchen.

HSP-70 wurde unter dieser Bedingung in zwei von drei Versuchen gehemmt.
Bei den anderen Stressfaktoren trat kein nennenswerter Effekt auf.

Bei HSP-60 und HSP-47 zeigte sich kein Effekt.

Med Med+R EC EC H202 H202 HS42 HS42 HS40 HS40
+R +R +R +R

| HSP-40

B-Aktin

B Hsp-70

B-Aktin

Abb. 9: Western Blots, die den EinfluB von Stressfaktoren und Rapamycin (100 nM) auf die
Expression von Hitzeschockproteinen zeigen. Inkubationszeit 24 h.

Abkirzungen wie bei Abb. 8

HSP-40: Es wurden 40 pg Protein je Probe eingesetzt. HSP-70: Es wurden 30 pg Protein je
Probe eingesetzt.

Reprasentatives Ergebnis aus einer Reihe von drei unabhangigen Versuchen.

3.2.2.4 48 h Inkubation

Die Expression von HSP-40 und HSP-70 wurde durch die Stressfaktoren in
ahnlicher Weise wie bei 24 h Inkubation gesteigert.

Eine Hemmung der Expression zeigte sich fir HSP-40 und HSP-70 in allen drei
Versuchen nach Warmebehandlung fir 30 min bei 42 in Anwesenheit von
Rapamycin 100 nM.

Bei den anderen Stressfaktoren konnte eine Hemmung von HSP-40 und
HSP-70 durch Rapamycin nur in ein bis zwei von drei Versuchen nachgewiesen
werden.

Fur HSP-60 und HSP-47 zeigte sich kein Effekt.
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Abb. 10: Western Blots, die den Einflu von Stressfaktoren und Rapamycin (100 nM) auf die
Expression von Hitzeschockproteinen zeigen. Inkubationszeit 48 h.

Abkirzungen wie bei Abb. 8

HSP-40 und HSP-70: Es wurden 30 ug Protein je Probe eingesetzt. HSP-60 und HSP-47: Es
wurden 40 ug Protein je Probe eingesetzt.

Représentatives Ergebnis aus einer Reihe von drei unabhéngigen Versuchen.
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3.2.2.5 Ergebnisse der densitometrischen Auswertung

Die densitometrische Auswertung flhrte nicht zu einem anderen als dem bisher
beschriebenen Ergebnis.

Ausgewertet wurden Ergebnisse aus den Versuchen unter 3.2.2, und zwar die
Versuche mit den Inkubationszeiten 12, 24 und 48 Stunden. Auf die
Auswertung der Ergebnisse mit 6 Stunden Inkubationszeit wurde verzichtet. Da
Ergebnisse fur HSP-47, wie schon oben beschrieben, nur fir den ersten
Versuch vorliegen, wurde auch hier auf eine densitometrische Auswertung

verzichtet.

Im folgenden wird eine Tabelle aufgefuhrt, die die relativen Intensitaten zu den
genannten Versuchsbedingungen aus allen drei Versuchen in Prozent, sowie

deren Mittelwert und Standardabweichung auffihrt.

Tabelle 1: Ergebnisse der densitometrischen Auswertung fiir HSP-40, HSP-70 und HSP-60.
Med = Vollmedium, EC = Endothelzellmedium, H,O, = H,0, 0,2 mM, HS40 = Hitzeschock fir
2 h bei 40C, HS42 = Hitzeschock fiir 30 min bei 42° C, R = Rapamycin 100 nM

Mittelw. = Mitttelwert, St.abw. = Standardabweichung

Med EC H202 HS42 HS40
Med ‘R EC R H202 ‘R HS42 ‘R HS40 +R

100% | 100% | 94% | 99% |111% | 109% |110% | 108% | 139% | 188%
HSP 40 | 100% | 100% | 105% | 96% | 103% | 104% | 106% | 100% | 148% | 127%
12h 100% | 100% | 89% | 74% | 95% | 125% |117% | 125% | 164% | 151%
Mittelw. | 100% | 100% | 96% | 90% | 103% | 113% |111% |111% | 150% | 155%
Stabw. | 0% 0% 4% | 7% | 4% 5% 3% | 6% | 6% | 14%
100% | 100% | 84% | 92% | 121% | 121% |126% | 119% | 153% | 180%
HSP 70 | 100% | 100% | 118% | 102% | 114% | 106% | 118% | 98% | 143% | 120%
12h 100% | 100% | 91% | 85% | 89% | 99% |110% | 106% | 104% | 105%
Mittelw. | 100% | 100% | 98% | 93% | 108% | 109% | 118% | 108% | 133% | 135%
St.abw. | 0% 0% 8% | 4% | 8% 5% 4% | 5% | 12% | 19%
100% | 100% | 97% | 103% | 95% | 100% | 91% |101% | 92% | 105%

HSP 60 | 100% | 100% | 101% | 88% | 103% | 105% | 85% | 96% | 95% | 83%

12h 100% | 100% | 100% | 90% | 88% 92% 93% | 89% | 88% | 85%
Mittelw. | 100% | 100% | 99% | 93% | 95% 99% 89% | 95% | 92% | 91%
St.abw. | 0% 0% 1% 4% 3% 3% 2% 3% 2% 6%

Med EC H202 HS42 HS40
Med +R EC +R H202 +R HS42 +R HS40 +R
24h 100% | 100% |121% | 138% | 159% | 140% | 160% | 143% | 202% | 232%

HSP 40 | 100% | 100% | 68% | 95% | 66% 84% 65% | 87% | 66% | 97%

100% | 100% | 87% | 98% | 99% 95% 98% | 97% | 107% | 110%
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Mittelw. | 100% | 100% | 92% | 110% | 108% | 106% | 108% | 109% | 125% | 147%
St.abw. | 0% 0% | 13% | 11% | 22% | 14% | 23% | 14% | 33% | 35%
100% | 100% | 91% | 96% |169% | 128% |171% | 138% | 199% | 210%

HSP 70 | 100% | 100% | 106% | 104% | 107% | 91% | 93% | 97% | 113% | 126%

24h 100% | 100% | 94% | 105% | 102% | 112% |138% | 107% | 152% | 142%
Mittelw. | 100% | 100% | 97% | 102% | 126% | 111% | 134% | 114% | 155% | 159%
St.abw. | 0% 0% 4% | 2% | 17% 9% 18% | 10% | 20% | 21%
100% | 100% |123% | 94% |108% | 77% | 83% | 69% | 91% | 79%

HSP 60 | 100% | 100% | 86% | 93% | 88% | 86% | 81% | 92% | 75% | 90%

24h 100% | 100% | 85% | 94% | 81% | 95% | 86% | 99% | 96% | 102%
Mittelw. | 100% | 100% | 98% | 94% | 92% | 86% | 83% | 87% | 87% | 90%
Stabw. | 0% 0% | 10% | 0% | 7% 4% 1% | 8% | 5% | 6%
Med '\f'reRd EC Eg H202 Hfgz HS42 Hfsz HS40 Hféo

100% | 100% |114% | 88% |112% | 88% |102% | 80% | 97% | 90%

HSP 40 | 100% | 100% | 90% | 91% | 81% | 92% | 98% | 97% | 97% | 123%

48h 100% | 100% |104% | 97% | 91% | 100% | 91% |109% | 98% | 122%
Mittelw. | 100% | 100% | 103% | 92% | 95% | 93% | 97% | 95% | 97% | 112%
St.abw. | 0% 0% 6% | 2% | 8% 3% 3% | 7% | 0% | 9%
100% | 100% | 92% | 74% | 98% | 80% |142% | 82% | 180% | 198%

HSP 70 | 100% | 100% | 124% | 139% | 116% | 150% | 154% | 135% | 177% | 187%

48h 100% | 100% | 75% | 73% | 86% | 83% | 95% |111% | 157% | 151%
Mittelw. | 100% | 100% | 97% | 95% | 100% | 105% | 131% | 109% | 171% | 179%
Stabw. | 0% 0% | 12% | 18% | 7% 19% | 15% | 12% | 6% | 12%
100% | 100% | 86% |102% |122% | 110% | 91% |103% | 97% | 104%

HSP 60 | 100% | 100% | 89% | 91% | 93% | 96% | 96% | 93% | 89% | 93%

48h 100% | 100% | 88% |100% | 91% | 96% |100% | 95% | 95% | 105%
Mittelw. | 100% | 100% | 88% | 98% | 102% | 100% | 95% | 97% | 94% | 101%
Stabw. | 0% 0% 1% | 3% | 8% 4% 2% | 3% | 2% | 3%

Des weiteren werden aus den vorliegenden Daten einige Beispiele zusammen

mit reprasentativen Western-Blots dargestellt.

In den folgenden Beispielen sieht man deutlich die vermehrte Expression von

HSP-40 und HSP-70 durch Einwirkung von Hitzeschock. Unter gleichzeitiger

Inkubation mit Rapamycin zeigt sich andeutungsweise eine Hemmung der

Expressionssteigerung bei Hitzeschock fur 30 min bei 42C. Auch bei den

anderen Stressfaktoren findet sich vereinzelt dieser Effekt.

41




HSP 40 12h
180%

155%
= 160% 1519:% 2p
T 140%

G 120% |1 oo 1nm0. 113% 111% 111%
= 0 7T100% 100% 9% 0% =0
£ BN F
> 80% - 1T |—I—| g2 : Ll
< [ ; : '
T 60% L - " PR N L
() e s
—_ » * * z
3 20% - :
-‘go%lll 1 Y I I A I B
> & 9 & v ol & ® &
¥ X < & QQ/O 3 e NI kS
@ QQ/ %) (%)
s s
HSP 70 12h
180%
— 0y
8 160% 133% 13P%
‘n 140% 118%
S 120% 108% 109% 108%
£ 100% 100% 98% 9304 i o =5 o
— 100% |
2 e |1 TT T
& 60% | — — e — »
o 40% - '—'ﬁ.-*
3 20% : -
SV A A I
o Q& & v Q& v Q& o Q&
N & & L W @
X\ & % o
NS NS

Abb. 11: Mittlere relative Intensitaten und Western Blots zu HSP-40 und HSP-70 zu den
genannten Versuchsbedingungen bei Gesamtinkubationszeit 12 h.

Med = Vollmedium, EC = Endothelzellmedium, H,O, = H,0, 0,2 mM, HS40 = Hitzeschock fir
2 h bei 40C, HS42 = Hitzeschock fur 30 min bei 42° C, R = Rapamycin 100 nM
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Abb. 12: Mittlere relative Intensitdten und Western Blots zu HSP-40 und HSP-70 zu den
genannten Versuchsbedingungen bei Gesamtinkubationszeit 24 h.

Med = Vollmedium, EC = Endothelzellmedium, H,O, = H,0, 0,2 mM, HS40 = Hitzeschock fir
2 h bei 40C, HS42 = Hitzeschock fur 30 min bei 42° C, R = Rapamycin 100 nM
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HSP 40 48h
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Abb. 13: Mittlere relative Intensitaten und Western Blots zu HSP-40 und HSP-70 zu den
genannten Versuchsbedingungen bei Gesamtinkubationszeit 48 h.

Med = Vollmedium, EC = Endothelzellmedium, H,O, = H,0, 0,2 mM, HS40 = Hitzeschock fir
2 h bei 40C, HS42 = Hitzeschock fur 30 min bei 42° C, R = Rapamycin 100 nM
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3.2.3 Zusammenfassung der Ergebnisse aus den Western Blots

Eine Steigerung der Expression von HSP-40 und HSP-70 durch Hitzeschock
konnte durchgéangig beobachtet werden, durch die anderen Stressfaktoren nicht
SO ausgepragt.

Eine Hemmung der Expression von HSP-40 und HSP-70 durch Rapamycin bei
Applikation der Stressfaktoren konnte, wie oben demonstriert, nur vereinzelt
beobachtet werden. Auch sind die einzelnen Intensitatsunterschiede zum Teil
so schwach, dass deren Relevanz als Teil des Wirkmechanismus von
Rapamycin nicht eindeutig angenommen werden kann.

Eine Hemmung der Expression von HSP-60 und HSP-47 durch Rapamycin
unter den oben beschriebenen Bedingungen kann weitgehend ausgeschlossen

werden.

3.3 Ergebnisse der PCR fur HSP-70

Im Folgenden werden einige reprasentative Bilder aus den in 2.5 erlauterten
Versuchen dargestellt. Eine zusammenfassende Ergebnisdarstellung ist
aufgrund der Uneinheitlichkeit der Versuche nicht méglich.

Die Hemmung von HSP-70 auf RNA-Ebene, die sich im Gene-Array andeutete,

konnte durch Reverse-Transkriptase-PCR nicht bestatigt werden.
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1000 bp
500 bp
HSP-70
2642 bp
1000 bp
500 bp
HelLa
B 1,5h 3h 6h 12h 24h (Pos.- ~ Neg.-
P A N A N - A N - A N A N Kontr.) Kontr.
500 bp HSP-70
2642 bp
B-Aktin
1000 bp
Abb. 14: A. Versuch mit den genannten Bedingungen, Inkubationszeit drei Stunden. Abkirzungen wie in Abb. 13
B. Jeweils Hitzebehandlung bei 42 fur 30 min von Vollimedium und Volimedium + Rapamycin 100 nM, Inkubationszeiten

angegeben.
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HelLa

A 2h 6h 12h 24h 48h (Pos.- Neg.-
- A N A N A N A N A - Kontr.) Kontr.
500 bp
HSP-70
1000 bp B-Aktin
2h 6h 12h 24h 48h Hela
B A A R N N (Pos.- Neg.-
- N O N O N N O N\ Kontr.) Kontr
500 bp
HSP-70
B-Aktin
1000 bp
Abb. 15: A. Jeweils Hitzebehandlung bei 42<C fiir 30 min von Vollmedium und Volimedium + Rapamycin 100 nM,

Inkubationszeiten angegeben.
B. Jeweils Endothelzellmedium und Endothelzellmedium + Rapamycin 100 nM, Inkubationszeiten angegeben.
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4 Diskussion

4.1 Ergebnisse der Gene-Arrays

Die Gene-Arrays zeigten einen Einflud von Rapamycin auf die Regulation
zahlreicher Gene (siehe Ergebnisteil). Man kann einen Gene-Array als eine Art
Screening-Test verstehen. Aus dieser Flle von Ergebnissen wahlten wir gezielt
die Hitzeschockproteine zur genaueren Untersuchung aus, da sie, wie unten
naher erlautert wird, schon vielfach in Zusammenhang mit der Pathogenese der
Arteriosklerose und Restenose gebracht wurden.

4.2 Hitzeschockproteine

Bei den Hitzeschockproteinen handelt es sich um eine Gruppe von Proteinen,
die in den meisten Zellarten vorkommen, und evolutionar hochkonserviert sind.
Sie sind sowohl an dem Zusammenbau, der korrekten Faltung (daher auch der
Name ,molekulare Chaperone) und dem Transport von zellularen und
extrazellularen Proteinen als auch der Bindung derer an ihre Rezeptoren
beteiligt. Bei Beschadigung von Zellen durch Stress-Stimuli Uben sie eine
Schutzfunktion aus. In letzter Zeit haufen sich jedoch die Hinweise, dass
Hitzeschockproteine eine Rolle bei der Pathogenese von Krankheiten spielen,
zum Beispiel auch bei der Arteriosklerose. Hitzeschockproteine sind in
arteriosklerotischen Plaques stark exprimiert.”* Die Risikofaktoren fiir
Arteriosklerose wie Infektionen, oxidiertes LDL, Hypertension und oxidativer
und biomechanischer Stress an der GefalBwand rufen eine verstarkte
Expression von Hitzeschockproteinen in Endothelzellen, Makrophagen und
glatten Muskelzellen tber die Aktivierung sogenannter heat shock transcription
factors (HSFs) hervor.”

Die Aktivierung des Immunsystems im Rahmen der entzindlichen Entstehung
von arteriosklerotischen Plaques wird auch in Zusammenhang mit HSPs
gesehen. Dabei geht man von einer proinflammatorischen Reaktion und einer
autoimmunen Reaktion der Zellen der Gefallwand auf HSPs aus, welche an der

Initierung und weiteren Ausbildung von arteriosklerotischen Lasionen beteiligt
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sind. Auch gibt es Hinweise auf eine Aktivierung von spezifischen T-Zellen

durch im Serum geléste HSPs.”®"’

Experimentell  konnte in  in-vitro-Modellen  die  Expression  von
Hitzeschockproteinen durch Faktoren wie Hitzeschock, oxidativen Stress (H2Oo,
reaktive Sauerstoffmolektle), NO, Einwirkung von Zytokinen (z.B. TNF-alpha)

gesteigert werden.”®®°

Die Hitzeschockproteine werden je nach Molekulargewicht in Unterfamilien
eingeteilt, z.B. die HSP-40-Familie, die HSP-60-Familie und die HSP-70-

Familie.

Proteine der HSP-40-Familie sind an der Faltung, Bindung und dem Transport
von Kollagen beteiligt.

Ohtsuka et. al. fanden 1990 ein neues Hitzeschockprotein (p40) mit dem
Molekulargewicht 40 kDa, das sich durch Hitzeschock und andere
Stressfaktoren in  Hela-Zellen zusatzlich zu den bisher bekannten
Hitzeschockproteinen der Molekulargewichte 110, 90, 70 und 47 kDa induzieren
lieR.%*

In Atherektomieproben von arteriosklerotischen Carotis-Arterien wurde mRNA
von HDJ-2, einem Protein der HSP-40-Familie, signifikant erhoht
nachgewiesen. Bei dieser Untersuchung zeigte sich auch eine posititve
Korrelation zwischen dem Gehalt an HDJ-2-mRNA in ulzerierten
arteriosklerotischen Plaques und dem Grad der luminalen Stenose der Arterie.®
HSP-40 gilt heutzutage als Ko-Chaperon fur HSP-70, indem es eine
regulatorische Funktion was die Aktivitat dieses Chaperons angeht tbernimmt.
Dies geschieht Uber eine Stimulation der ATPase-Aktivitat von HSP-70, was zur
Hydrolyse von ATP und die stabile Bindung von Peptid-Substraten an HSP-70
fuhrt. In Abwesenheit von HSP-40 bindet ATP an HSP-70 und Substrat wird
freigegeben. Es wird von einer sogenannten HSP-70/HSP-40-Chaperon-
Maschinerie ausgegangen, welche die schon weiter oben beschriebenen

Funktionen in vielen zellularen Kompartimenten innehat: Faltung von Proteinen
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(neue sowie fehlgefaltete), Translokation von Proteinen Uber Membranen
hinweg, Bindung von Proteinen an Rezeptoren. Dies beinhaltet auch die
Funktion, zellulare Proteine unter Stressbedingungen, wie z.B. Arteriosklerose
oder Stentimplantation, zu reparieren.®*%

Unsere Gene-Array-Untersuchung zeigte eine Herunterregulierung der
Genexpression von zwei Genen, die fur Proteine der HSP-40-Familie codieren,
namlich HSJ-2 (heat shock protein DNAJ-like 2) und HSPF1 (heat shock 40kD
protein 1), unter Einflu3 von Rapamycin.

Mit Western Blots liel3 sich eine gesteigerte Produktion von HSP-40 durch
Einflud von Stressfaktoren nachweisen, welche durch Rapamycin
andeutungsweise gehemmt werden konnte. Unsere Ergebnisse lassen es aber
nicht zu, dies als wahrscheinlichen Wirkmechanismus anzunehmen, tber den

Rapamycin Restenose verhindert.

HSP-47 hat wahrscheinlich eine Funktion als Hilfsprotein bei der intrazellularen
Prozessierung von Prokollagen.”® In Tierversuchen mit Ratten wurde eine
erhohte Expression von HSP-47 in der Arterienwand nach Ballonangioplastie
gefunden.

Bauriedel et. al. wiesen eine neointimale Zellakkumulation assoziiert mit
maximaler HSP-47-Expression bereits vier Tage nach Angioplastie nach. Ihre
Untersuchungen ergaben jedoch keinen Hinweis auf eine transmurale Migration
von Zellen sondern fur eine Neointimaformierung durch luminale
Zellrekrutierung.®*

Nach  Verletzung der Arterienwand von  Rattenkarotiden  durch
Ballonangioplastie zeigte sich eine verstarkte Expression von HSP-47 in der
Neointima und den inneren Schichten der Media. Die HSP-47-Expression
korrelierte mit der Expression von Prokollagen Typ 1, welches in der
unverletzten Arterie nicht nachweisbar war. Mit dem Auftreten von
Kollagenfibrillen in der Extrazellularmatrix zeigte sich ein Rickgang der HSP-
47-Expression. Die gesteigerte Expression von HSP-47 und Prokollagen Typ |

scheint Teil der Neointimaformierung im Rahmen des arteriellen
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Reparaturprozesses zu sein, und wird durch das Auftreten von extrazellularem
Kollagen in einer Art Feedback-Mechanismus limitiert.%?

Eine gesteigerte Expression von HSP-47 und eine Hemmung durch Rapamycin
konnte durch unsere Versuche nicht gezeigt werden. Eine Hemmung der
Bildung von HSP-47 und damit auch von Prokollagen bietet jedoch einen
Ansatzpunkt, den Uberschiel3ienden Aufbau der Neointima einzuschranken.

Die Proteine der HSP-70-Familie haben die Funktion, fehlgefaltete Proteine
wieder in die richtige Form zu bringen. Zusatzlich spielen sie eine Rolle als
Hilfsmolekile bei der Faltung von neutranslatierten Proteinen, Translokation
von Proteinen tber Organellenmembranen hinweg, Abbau von Oligomeren und

Proteolyse von instabilen Proteinen.®**°

Die Expression von HSP-70 konnte experimentell durch Faktoren wie NO,
reaktive Sauerstoffmolekile (H.O,), Hitzeschock, biomechanischen Stress
(Scherkraft) und oxidiertes LDL in vaskularen glatten Muskelzellen gesteigert
Werden 78;79;96,97

In arteriosklerotischen L&sionen wurde HSP-70 vermehrt vor allem um

Nekroseherde und Orte der Lipidakkumulation nachgewiesen.”*

George et. al. angioplastierten Karotiden von Ratten, die zuvor mit HSP-70
immunisiert wurden. Gegen HSP-70 immunisierte Tiere zeigten dabei eine
starkere Intimaverdickung als die Kontrolltiere.”® Eine solche Immunantwort
konnte auch die schon friher postulierte beschleunigte Intimaverdickung im
Zusammenhang mit infektiosen Erregern erklaren, die eventuell durch eine
Kreuzreaktion gegen die humanen HSPs und die HSPs im Erreger

hervorgerufen wird.*°%**

In unseren Versuchen konnten wir die Steigerung von HSP-70 in vitro durch
Stressfaktoren mit Western Blots bestatigen, wobei der Effekt am deutlichsten
bei Behandlung der Zellen mit Hitzeschock zu sehen war. Die Daten aus dem

Gene-Array zeigten, dass mehrere Mitglieder der HSP-70-Familie auf mRNA-
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Ebene durch Rapamycin herunterreguliert wurden, namlich das heat shock
protein hsp-70 related protein, das heat shock 70kD protein 1B und das heat
shock cognate  protein 54, einer Variante von  HSC-70.1%?
Durch Western Blots konnten wir diese Hemmung nach vorheriger Induktion der
Produktion von HSP-70 durch Stressfaktoren nicht eindeutig bestatigen, in der
PCR fand sich gar kein Effekt. Eine Hemmung der stressinduzierten Produktion
von HSP-70 in vaskuldren glatten Muskelzellen durch Rapamycin lies sich

daher in unseren Versuchen nicht eindeutig postulieren.

Ein weiteres Hitzeschockprotein, namlich das HSP-60 (Chaperonin), wird in
Zusammenhang mit der Entstehung von Arteriosklerose gebracht. Eine
gesteigerte Expression konnte in allen wichtigen Zellarten, die in menschlichen
arteriosklerotischen L&asionen vorkommen, nachgewiesen werden, namlich in
Endothelzellen, glatten Muskelzellen, Makrophagen und T-Lymphozyten. Die
Intensitat der HSP-60-Expression korrelierte dabei positiv mit dem Schweregrad
der Arteriosklerose.’®% von besonderem Interesse ist eine Studie, bei der die
Expression von HSP-60 (und HSP-70) im Zusammenhang mit der Entwicklung
von arteriosklerotischen Lasionen in der Aorta von Apolipoprotein E-defizienten
Mausen untersucht wurde. Die Studie ergab Hinweise darauf, dass die beiden
Proteine in Endothelzellen, glatten Muskelzellen, Makrophagen und CD3+-
Lymphozyten wahrend der Atherogenese temporar exprimiert werden.*®

Wie schon eingangs erwahnt, werden auch infektiése Mikroorganismen als ein
Faktor bei der Entstehung von Arteriosklerose diskutiert, darunter vor allem
Chlamydia pneumoniae, Helicobacter pylori und auch Herpesviren.*%"*°
Wahrend einer chronischen Infektion mit Chlamydia pneumoniae, welches
intrazellular persistiert und nicht repliziert, wird von den Chlamydien HSP-60 in
gro3er Menge produziert. Eine Untersuchung ergab, dass humanes HSP-60
und Chlamydien-HSP-60 in Makrophagen in arteriosklerotischen L&sionen
gleichzeitig vorkam. 12

In einer anderen Untersuchung wurden erhdhte Mengen von HSP-60 in
Endothelzellen von Ratten als Reaktion auf Escherichia coli LPS gefunden, und

durch in-vitro-Versuche durch Applikation des LPS an Endothelzellen bestatigt.
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Diese Ergebnisse deuten an, dass HSPs eine mdgliche Verbindung zwischen
Infektionen und der Atherogenese herstellen.**3*4

In einer Populationsstudie mit 826 Individuen zeigten Xu et. al., dass im Serum
gelostes HSP-60 (sHSP-60) signifikant erhéht war bei Individuen mit
Arteriosklerose der Karotiden, und unabhangig von Alter, Geschlecht und
anderen Risikofaktoren mit der Dicke der Intima und Media korrelierte.
Gleichzeitig zeigte sich eine Korrelation mit Entziindungsmarkern und anti-
Chlamydien und anti-HSP-60 Antikérpern.**

Pockley et. al. fanden erhdohte Serumspiegel von sHSP-60 bei Patienten mit
grenzwertig erhohtem Blutdruck, welcher mit einer erhdhten Dicke von Intima
und Media und Arteriosklerose im Frihstadium in Zusammenhang gebracht
wird.*®

Es gibt Belege dafiir, dass sowohl humanes als auch Chlamydien-HSP-60
humane Endothelzellen, glatte Muskelzellen und Makrophagen aktiviert, und
dazu anregt, proinflammatorische Substanzen wie z.B. IL-6 zu produzieren.
Weiterhin wurde herausgefunden, dass HSP-60 die Anheftung von Monozyten
an Endothelzellen durch CD-14 begunstigt. Beides legt nahe, dass HSP-60 das
angeborene, unspezifische Immunsystem aktiviert, und proinflammatorische
Reaktionen in der GefaRwand hervorruft.**"12°

Verschiedene Untersuchungen ergaben, dass sHSPs spezifisch an den
TLR4/CD14-Komplex binden, und dadurch verschiedene Signalkaskaden
anstof3en konnen. In humanen glatten Muskelzellen wird durch humanes und
Chlamydien-sHSP-60 ERK42/44 stimuliert, welches der Beginn einer
Signalkaskade ist, die durch Phosphorylierung verschiedener
Transkriptionsfaktoren durch MAPK zu Zellwachstum und —ausdifferenzierung
fuhrt. Moglicherweise induziert also sHSP-60 die Proliferation von humanen
glatten Muskelzellen.*#2°

Des weiteren fanden mehrere Forschungsgruppen erhdhte Antikorperspiegel
gegen HSP-60 und HSP-65 bei Patienten mit Koronarer Herzkrankheit,
Myokardinfarkt, Apoplex, Bluthochdruck und Restenose nach Angioplastie, was
eine Rolle von erhohtem HSP-60-Antikdrperspiegel als Risikofaktor fir

Arteriosklerose nahe Iegt.13°'141
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Die Entdeckung, dass sHSP-60 die Proliferation von T-Zellen in
arteriosklerotischen Lasionen induziert, lasst vermuten, dass es sich um
spezifische T-Zellen handelt, die HSP-60 (oder auch noch andere HSPs) als

Antigen erkennen. 104142

Dadurch werden sie aktiviert und tragen so
maoglicherweise zur Entstehung der Arteriosklerose bei.

Eine autoimmune Komponente bei der Atherogenese wird wegen der hohen
Sequenzhomologie'*® zwischen bakteriellen und menschlichen HSPs diskutiert.
Mehrere Untersuchungen, bei denen herausgefunden wurde, dass
Serumantikorper und T-Zellen nicht nur mit bakeriellem HSP-65 interagieren,
sondern auch mit menschlichem HSP-60 in Gefal3wandzellen, stiutzen diese
Hypothese. #4148

Unsere Untersuchungen zeigten eine Herunterregulierung der mRNA von heat
shock 60kD protein 1 (Chaperonin) unter Einfluss von Rapamycin im Gene-
Array.

Eine Steigerung der Expression von HSP-60 durch die genannten
Stressfaktoren konnten wir mit Western Blots nicht nachweisen, und eine
Hemmung durch die gleichzeitige Inkubation mit Rapamycin ebenfalls nicht.

In Anbetracht der vielen Hinweise einer Beteiligung von HSP-60 bei der
Entstehung von Arteriosklerose durch Aktivierung des Immunsystems und von
GefaRwandzellen, ware die Inhibition von HSP-60 ein effektiver Mechanismus,
Uber den Rapamycin Faktoren, die zu Arteriosklerose und Restenose beitragen,
unterdriicken koénnte. Unsere Ergebnisse bieten jedoch keine sicheren

Hinweise, einen solchen Mechanismus zu vermuten.

4.3 Expression anderer Gene

Auch bei einigen anderen Genen, die im Gene-Array signifikant beeinflusst
wurden, hétte sich eine weitere Untersuchung gelohnt. Davon zu erwéhnen sind
besonders die Proteine BMP-2 und BMP-6, und Proteine der
Extrazellularmatrix, wie MMP-12 und Typ-VI-Kollagen.

Die BMPs gehoren zur TGF-B-Superfamilie und sind sekretorische
Signalmolekile im  Ossifikationsprozess des Knochengewebes. Eine

Expression von BMPs fand sich in arteriosklerotischen Plaques, besonders im
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Falle von kalzifizierten Plaques, und man nimmt eine Rolle der BMPs im
Kalzifikationsprozess und in der Chemotaxis von Entziindungszellen an.#%°

Proteine der Extrazellularmatrix, wie die Matrix-Metalloproteinasen und die
verschiedenen Kollagen-Typen, spielen eine Rolle im Umbau des Gewebes bei
der Entstehung von arteriosklerotischen Plagues und Restenose-Arealen.
Bedingt durch eine Labor-Reorganisation im Rahmen einer Lehrstuhl-
Neubesetzung waren diese Untersuchungen in unserem Labor leider nicht

mehr durchfihrbar.
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5 Zusammenfassung

Die Senkung der Restenoserate durch mit Rapamycin beschichtete Stents im
Vergleich zu unbeschichteten Stents wurde in mehreren grof3en Studien
untersucht und belegt. Weitgehend gesichert erscheint in diesem
Zusammenhang die Hemmung von Proliferation und Migration von vaskularen
glatten Muskelzellen durch Rapamycin, welche an der Entstehung von
Restenose beteiligt sind. Dabei erzielt die Substanz ihre Wirkung durch die
Interaktion mit Signalkaskaden, die zur Expression und Translation von
Faktoren fuhren, die malRgeblich an der Regulation von Zellteilung,
Zellwachstum- und gréRe und Proteinsynthese von zellularen und
extrazellularen Strukturproteinen beteiligt sind. Die genauen Mechanismen,
durch die das erreicht wird, sind bis dato noch unzureichend aufgeklart.

Zu Beginn unserer Untersuchung wurden Gene-Arrays als Screening-Methode
eingesetzt, um aus einer Vielzahl von Genen eine Auswahl fur weiterfihrende
Untersuchungen zu treffen. Aus den Genen, die im Gene-Array signifikant
beeinflusst wurden, wahlten wir eine Reihe von Genen aus, die fir
verschiedene Hitzeschockproteine kodieren.

Grund fur die Auswahl speziell der Hitzeschockproteine war, dass eine
funktionelle Rolle dieser Proteine bei der Entstehung der Arteriosklerose und
der Restenose in der Literatur vielfach beschrieben ist.
Somit wurde die Hypothese aufgestellt, dass eine Hemmung der Synthese von
Hitzeschockproteinen durch Rapamycin einen moglichen Mechanismus zur
Verhinderung von Restenosen darstellen kénnte.

In einem in-vitro-Stressmodell sollte geprift werden, ob die Synthese dieser
Hitzeschockproteine unter Einfluss von Rapamycin auch auf Proteinebene, im
Falle von HSP-70 auch auf RNA-Ebene, signifikant beeinflusst wird.

Die angewandten Stressfaktoren, vor allem der Hitzeschock, sind anerkannte

Methoden, um die Synthese von Hitzeschockproteinen in vitro zu steigern.
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Im Fall von HSP-40 und HSP-70 erhielten am Beginn Untersuchungen
vereinzelt Ergebnisse, die einen Effekt von Rapamycin vermuten liel3en. Diese
Ergebnisse liel3en sich jedoch nicht eindeutig reproduzieren. Insgesamt liel3
sich ein Einflu@ von Rapamycin auf die Proteinexpression von
Hitzeschockproteinen in kultivierten humanen glatten Muskelzellen in
umfangreichen Versuchen nicht eindeutig nachweisen, so dass die Hypothese,
dass Rapamycin Uber eine verminderte Expression von Hitzeschockproteinen
die Entstehung einer Restenose therapeutisch gunstig beeinfluf3t, nicht bestatigt

werden konnte.
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7 Abklrzungsverzeichnis

BMP
bp

CD
CDC
cdk
cdki
cDNA
CRP
DMSO
DNA
EDTA
ELISA
ERK
FCS
HelLa

HRP
HSP

IL

ISR
IVUS
MAPK
MTOR
MMP-12
NSTEMI
PBS
PCR
PMSF
PTCA
RNA

Bone Morphogenetic Protein

base pairs (Basenpaare)

Cluster of Differentiation

Centers for Disease Control (USA)

cyclin dependent kinase

cyclin dependent kinase inhibitor

copy DNA

C-reaktives Protein

Dimethylsulfoxid

Deoxyribonucleic Acid (Desoxyribonukleinséure)
Ethylen-Diamino-Tetraacetat

Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay
Extracellular Regulated Kinase

Fetal Calf Serum (F6tales Kalberserum)
Zelllinie, die auf einen malignen Tumor der Patientin Henrietta
Lacks zurlickgeht

Horse Radish Peroxidase

Heat Shock Protein (Hitzeschockprotein)
Interleukin

In-Stent-Restenose

Intravaskularer Ultraschall

Mitogen-activated Protein Kinase

Mammalian Target Of Rapamycin
Matrix-Metalloproteinase 12

Non-ST-Elevation Myocardial Infarction
Phosphate Buffer Saline

Polymerase Chain Reaction
Phenylmethylsulfonylfluorid

Percutaneous Transluminal Coronary Angioplasty
Ribonucleic Acid (Ribonukleinséure)

70



SDS
SHSP
TLR
TRIS
USAN
VSMC

Sodium Dodecyl Sulfate

soluble Heat Shock Protein

Toll-like Receptor

Kurzbezeichnung fir Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
United States Adopted Names

Vascular Smooth Muscle Cells (vaskulare glatte Muskelzellen)
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8 Anhang

Anhang 1. Gene, die im Gene-Array bei maximaler Wachstumsstimulation fir 24h in
Anwesenheit von Rapamycin signifikant heraufreguliert (133) bzw. herunterreguliert (148)
wurden. SLR = Signal Log Ratio, Av. = Average, Stdev. = Standardabweichung

SLR-
Gen SLR-Av. Stdev.
G protein-coupled receptor 1,45 0,21
Chromosome 8 open reading frame 4 (C80ORF4) 1,45 0,34
Endothelial cell-specific molecule 1 (ESM1) 1,39 0,4
Interleukin 8 C-terminal variant (IL8) 1,39 0,37
Clone HRC00953 1,38 0,19
H1 histone family, member X (H1FX) 1,33 0,52
Interleukin 8 (IL8) 1,27 0,16
Parathyroid hormone-like hormone 1,24 0,17
Cyclin G2 1,23 0,29
Hyaluronan synthase 1 (HAS1) 1,22 0,22
Diphtheria toxip receptor (heparin-binding epidermal 119 01
growth factor-like growth factor) (DTR) ' '
Monocyte chemotactic protein 1 (MCP-1) 1,19 0,26
Interleukin 11 (1L11) 1,17 0,17
HMG box containing protein 1 1,17 0,1
Clone DKFZp564N1272 1,16 0,16
Transcription factor 7-like 2 (T-cell specific, HMG-box) 1,15 0,22
Interleukin 6 (interferon, beta 2) (IL6) 1,14 0,12
Transcription factor 8 (represses interleukin 2 expression) (TCF8) 1,13 0,23
Hypothetical protein DKFZp566J091 1,12 0,26
Prostate differentiation factor 1,11 0,22
GABA-A receptor-associated protein like 1 (GABARAPL1) 1,1 0,14
Parathyroid hormone-like hormone (PTHLH) 1,07 0,18
mRNA for DVS27-related protein 1,05 0,3
Human proteinase activated receptor-2 1,05 0,2
Follistatin (FST), transcript variant FST344 1,01 0,13
Zinc finger protein 277 (ZNF277) 0,99 0,2
Immediate early response 3 (IER3) 0,99 0,07
GABA-A receptor-associated protein 0,99 0,07
Human ovarian beta-A inhibin 0,98 0,15
Human BAC clone GS1-99H8 0,98 0,14
Jun B proto-oncogene (JUNB) 0,97 0,3
FLJ23067 fis, clone LNG04993 0,95 0,15
Nerve growth factor, beta polypeptide (NGFB) 0,93 0,12
Vascular endothelial growth factor 0,93 0,19
GRO1 oncogene (melanoma growth stimulating activity, alpha) (GRO1) 0,93 0,34
Heptacellular carcinoma novel gene-3 protein (LOC51339) 0,92 0,09
Inhibin, beta A (activin A, activin AB alpha polypeptide) (INHBA) 0,91 0,19
Matrix metalloproteinase 12 (macrophage elastase) (MMP12) 0,91 0,17
High-mobility group (nonhistone chromosomal) protein 2 0,91 0,22
Human DNA sequence from clone RP1-19N1 on chromosome Xg21.33-
22.3 0,89 0,21
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FLJ13302 fis, clone OVARC1001357 0,89 0,14
Human tumor antigen (L6) 0,89 0,1
KIAA0203 gene product (KIAA0203) 0,89 0,2
Thiamine carrier 1 (TC1) 0,88 0,15
Insulin-like growth factor 1 receptor 0,88 0,22
Transcription factor 7-like 2 (T-cell specific, HMG-box) 0,87 0,07
B-cell translocation gene 1, anti-proliferative 0,86 0,19
Insulin-like growth factor 1 receptor 0,86 0,15
B-cell translocation gene 1, anti-proliferative (BTG1) 0,85 0,16
Bone morphogenetic protein 6 (BMP6) 0,84 0,09
DNA-binding zinc finger(GBF), core promoter element binding protein 0,84 0,17
Leukemia inhibitory factor (cholinergic differentiation factor) (LIF) 0,83 0,16
cDNA FLJ11828 fis, clone HEMBA1006507, weakly similar 082 02
to DIAPHANOUS PROTEIN HOMOLOG 2 ' '
Microvascular endothelial differentiation gene 1 (MDG1) 0,82 0,2
Hypothetical protein PRO0082 (PRO0082) 0,82 0,25
Human vascular permeability factor 0,81 0,19
Core promoter element binding protein 0,8 0,26
FLJ22296 fis, clone HRC04468 0,79 0,07
NADPH oxidase 4 (NOX4) 0,77 0,14
Cardiotrophin-like cytokine; neurotrophin-1B-cell stimulating factor-3 076 017
(CLC) ' '
Novel MAFF (v-maf musculoaponeurotic fibrosarcoma (avian)

oncogene family, protein F) LIKE protein 0.75 0.12
hHDC for homolog of Drosophila headcase (LOC51696) 0,74 0,1
Clone MGC:2698, mRNA, complete cds 0,74 0,19
Vascular endothelial growth factor 0,73 0,19
CCAATenhancer binding protein (CEBP) 0,73 0,2
N-myc downstream regulated (NDRG1) 0,71 0,07
Bone morphogenetic protein 2 (BMP2) 0,71 0,22
Myosin X (MYO10) 0,7 0,11
KIAA0355 gene product (KIAA0355) 0,7 0,08
Cytokine receptor-like factor 1 (CRLF1) 0,69 0,2
Retinoic acid induced 3 (RAI3) 0,69 0,13
v-ets avian erythroblastosis virus E26 oncogene homolog 2 0,69 0,11
Epithelial membrane protein 2 (EMP2) 0,69 0,08
RelA-associated inhibitor (RAI) 0,69 0,17
AA469071:nel7f11.s1 Homo sapiens cDNA 0,68 0,13
KIAA1100 protein (KIAA1100) 0,66 0,09
Friend of GATA2 (FOGZ2) 0,66 0,11
FLJ11946 fis, clone HEMBB1000709 0,66 0,08
mMRNA for KIAA0640 protein 0,65 0,12
CHMP1.5 protein 0,64 0,22
Single-minded (Drosophila) homolog 2 (SIM2), transcript variant SIM2 0,63 0,12
Insulin receptor substrate 2 0,63 0,06
Latexin protein (LXN) 0,63 0,08
Activating transcription factor 4 (tax-responsive enhancer element B67) 06 008
(ATF4) ' '
Beta-glucocorticoid receptor (clone OB10) 0,6 0,18
Transmembrane 4 superfamily member 1 0,6 0,16
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CCAATenhancer binding protein (CEBP), delta (CEBPD) 0,6 0,2
Endothelin 1 (EDN1) 0,6 0,11
Homo sapiens mMRNA; cDNA DKFZp434C1722 (from clone 059 015
DKFZp434C1722) ' '
Hypothetical protein MGC4175 (MGC4175) 0,58 0,2
Small inducible cytokine subfamily A (Cys-Cys), member 20 (SCYAZ20) 0,58 0,1
HRP-3 0,58 0,11
HP protein (HP) 0,57 0,07
Basic fibroblast growth factor (FGF) 0,57 0,15
Phosphatidylinositol 3-kinase catalytic subunit p110delta 0,57 0,05
PRKC, apoptosis, WT1, regulator 0,57 0,1
KIAA0620 protein 0,56 0,17
KIAA0965 protein 0,56 0,1
SWAP-70 protein 0,56 0,24
Clone 24760 mRNA sequence 0,56 0,13
JM5 protein, clone MGC:8542 0,55 0,11
Hypothetical protein FLJ10055 (FLJ10055) 0,54 0,13
Kruppel-like factor (LOC51713) 0,54 0,06
KIAA0247 gene product (KIAA0247) 0,54 0,14
Leucine zipper transcription factor-like 1 (LZTFL1) 0,54 0,1
Similar to decay accelerating factor for complement 054 0.09
(CD55, Cromer blood group system), clone MGC:5192 ' '
Hypothetical protein FLJ20073 (FLJ20073) 0,53 0,12
KIAAQ742 protein 0,52 0,08
Al806628:wf14g08.x1 Homo sapiens cDNA 0,52 0,18
Glucocorticoid receptor alpha-2 0,51 0,11
BTB and CNC homology 1, basic leucine zipper transcription factor 1 051 008
(BACH1) ' '
Niemann-Pick disease, type C1 (NPC1) 0,5 0,17
DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily B, member 9 0,49 0,08
E3 ubiquitin ligase SMURF2 0,49 0,18
PPAR(gamma) angiopoietin related protein (PGAR) 0,49 0,1
Insulin receptor substrate-2 (IRS2) 0,48 0,1
Hypothetical protein AF140225 (AF140225) 0,48 0,2
Novel human gene mapping to chomosome 13, similar to rat RhoGAP 0,47 0,1
TEK tyrosine kinase, endothelial (venous malformations,

multiple cutaneous and mucosal) (TEK) 0.47 0,14
Ubiquitin-like 3 0,47 0,06
Conserved gene amplified in osteosarcoma (0S4) 0,46 0,07
MAX binding protein (MNT) 0,44 0,11
KIAA0203 gene product 0,43 0,14
Interleukin 4 receptor (IL4R) 0,42 0,08
Cyclin G1 0,42 0,12
CGI-127 protein (LOC51646) 0,41 0,05
KIAA0462 protein 0,41 0,07
Presenilin 1 (Alzheimer disease 3) (PSEN1) 0,4 0,06
Nuclear antigen Sp100 (SP100) 0,39 0,04
Postsynaptic protein CRIPT (CRIPT) 0,38 0,04
Hypothetical protein FLJ20154 0,37 0,06
Stromal antigen 2 0,33 0,11
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Serumglucocorticoid regulated kinase (SGK) 0,32 0,07
Intersectin short form mRNA -0,31 0,04
Uncharacterized hypothalamus protein HT010 -0,4 0,09
Proteasome (prosome, macropain) 26S subunit, non-ATPase, 5 -0,41 0,1
KIAA0671 gene product (KIAA0671) -0,41 0,07
hqp0256 protein (LOC51202) -0,42 0,09
5-aminoimidazole-4-carboxamide ribonucleotide formyltransferase -0,42 0,11
Zinc finger protein 148 (pHZ-52) -0,42 0,07
Serologically defined colon cancer antigen 16 -0,43 0,09
Calciumcalmodulin-dependent protein kinase (CaM kinase) Il gamma .043 012
(CAMK2G) ' '
GrpE-like protein cochaperone -0,46 0,13
DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily B, member 1 -0,47 0,1
Proteasome (prosome, macropain) activator subunit 3 (PA28 gamma; Ki) |-0,47 0,1
Topoisomerase (DNA) | -0,48 0,09
Eukaryotic translation initiation factor 5 -0,48 0,11
ATPase, Class V, type 10D -0,49 0,07
Hypothetical protein FLJ10871 (FLJ10871) -0,49 0,11
Multifunctional polypeptide similar to SAICAR synthetase and AIR -0.49 01
carboxylase ' '
KIAA0923 protein -0,49 0,11
GTP-binding protein (NGB) -0,5 0,07
Heat shock 70kD protein 8 -0,5 0,15
Interferon, gamma-inducible protein 16 (IFI116) -0,51 0,1
GT198, complete ORF -0,51 0,06
Mitochondrial ribosomal protein S12 (MRPS12) -0,51 0,13
Heat shock 60kD protein 1 (chaperonin) -0,51 0,13
Heat shock 40kD protein 1 (HSPF1) -0,51 0,03
SerArg-related nuclear matrix protein (plenty of prolines 101-like) 051 011
(SRM160) ' '
W22690:71G4 Homo sapiens cDNA -0,52 0,11
M-phase phosphoprotein 6 (MPHOSPHGE) -0,52 0,17
Sorting nexin 2 (SNX2) -0,52 0,1
KIAA0671 gene product -0,53 0,09
DKFZP564M182 protein -0,53 0,07
Acidic 82 kDa protein -0,54 0,05
KIAAQ971 protein -0,54 0,14
Solute carrier family 20 (phosphate transporter), member 1 (SLC20A1) -0,55 0,05
Hypothetical protein FLJ13390 similar to PAF53 (FLJ13390) -0,55 0,1
cDNA DKFZp586F1323 (from clone DKFZp586F1323) -0,55 0,11
Nucleoporin 98kD (NUP98) -0,55 0,11
Eukaryotic translation initiation factor 5 -0,55 0,11
DEADH (Asp-Glu-Ala-AspHis) box polypeptide 21 (DDX21) -0,56 0,1
Ribonuclease P, 40kD subunit (RPP40) -0,56 0,06
Rab6 GTPase activating protein (GAP and centrosome-associated) 056 016
(GAPCENA) ' '
Eukaryotic translation initiation factor 5 (EIF5) -0,57 0,2
General transcription factor I1IH, polypeptide 1 (62kD subunit) -0,57 0,09
Six transmembrane epithelial antigen of the prostate (STEAP) -0,58 0,07
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Mitogen-activated protein kinase kinase 3 -0,58 0,09
DKFZP5640092 protein -0,58 0,16
Hypothetical protein FLJ20533 (FLJ20533) -0,58 0,09
CGI-133 protein (LOC51022) -0,59 0,13
Origin recognition complex, subunit 5 (yeast homolog)-like (ORC5L) -0,59 0,07
Heat shock protein, DNAJ-like 2_(HSJ2); -059 0.09
DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily A, member 1 ' '
Putative human HLA class Il associated protein | -0,6 0,19
Hypothetical protein FLJ10509 (FLJ10509) -0,6 0,08
PRP4STKWD splicing factor -0,6 0,14
KIAA1199 protein -0,6 0,1
STRIN protein (STRIN) -0,6 0,06
Hypothetical protein FLJ10377 (FLJ10377) -0,6 0,09
Interferon, gamma-inducible protein 16 -0,6 0,11
Tumorous imaginal discs (Drosqphila) homolog (TID1); 06 0.04
DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily A, member 3 ' '
Oxytocin receptor (OXTR) -0,61 0,18
Ras homolog gene family, member | -0,62 0,17
Glutamate-cysteine ligase, catalytic subunit (GCLC) -0,62 0,18
KIAA0923 protein -0,62 0,18
Eukaryotic translation initiation factor 5 -0,62 0,15
Nucleolar cysteine-rich protein -0,63 0,07
Hypothetical protein FLJ10774; KIAA1709 protein (FLJ10774) -0,63 0,19
Hypothetical protein, clone MGC:1067 -0,63 0,16
Pinin, desmosome associated protein -0,63 0,06
Nucleolar phosphoprotein p130 -0,63 0,07
Weakly similar to T15138 hypothetical protein T28F2.4 -

Caenorhabditis elegans C.elegans 0,63 0.17
Aldo-keto reductase fa}mily 1, member C3 063 017
(3-alpha hydroxysteroid dehydrogenase, type Il) ' '
Hypothetical protein FLJ10773 (FLJ10773) -0,63 0,11
kiaa-iso protein (LOC51188) -0,63 0,16
CGI-48 protein (LOC51096) -0,64 0,09
cDNA DKFZp434E248 (from clone DKFZp434E248) -0,64 0,23
CGI-147 protein (LOC51651) -0,64 0,14
Hypothetical protein FLJ12820 (FLJ12820) -0,64 0,16
KIAA1105 protein -0,64 0,13
60S acidic ribosomal protein PO (LOC51154) -0,64 0,14
RNA polymerase | subunit (RPA40) -0,64 0,18
Hypothetical protein FLJ20220 (FLJ20220) -0,65 0,1
CDC28 protein kinase 2 (CKS2) -0,65 0,22
Hypothetical protein MGC5347 -0,65 0,11
Uridine monophosphate synthetase o -0.66 005
(orotate phosphoribosyl transferase and orotidine-5-decarboxylase) ' '
Hypothetical protein FLJ20516 (FLJ20516) -0,66 0,2
Al869988:wl63e02.x1 Homo sapiens cDNA -0,66 0,14
Dyskeratosis congenita 1, dyskerin -0,66 0,1
Peptidylprolyl isomerase F (cyclophilin F) -0,68 0,11
Hypothetical protein MGC5487 (MGC5487) -0,68 0,16
Hypothetical protein FLJ10881 (FLJ10881) -0,68 0,08
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DKFZP566A0946 protein -0,68 0,13
KIAA0020 gene product (KIAA0020) -0,69 0,14
Hypothetical protein FLJ10968 -0,7 0,16
Nucleolar protein (KKED repeat) -0,7 0,2
Hypothetical protein (HSPC031) -0,71 0,24
KIAA0671 gene product -0,71 0,11
KIAA0446 protein -0,72 0,13
RNA binding protein -0,72 0,09
Adrenomedullin (ADM) -0,72 0,12
Splicing factor, arginineserine-rich 7 (35kD) (SFRS7) -0,73 0,13
Nuclear fragile X mental retardation protein interacting protein 1 -0,73 0,12
Hypothetical protein MGC2477 -0,73 0,09
Proteasome (prosome, macropain) 26S subunit, non-ATPase, 11 -0,74 0,16
Pinin, desmosome associated protein -0,74 0,18
BH-protocadherin (brain-heart) (PCDH7) -0,74 0,13
Hypothetical protein FLJ12671 (FLJ12671) -0,75 0,18
KIAAQ0179 protein -0,75 0,14
Heat shock protein hsp70-related protein (LOC51182) -0,75 0,14
Fatty acid binding protein 5 (psoriasis-associated) (FABP5) -0,76 0,14
Glucosaminyl (N-acetyl) trar]sferase 1, core 2 077 008
(beta-1,6-N-acetylglucosaminyltransferase) (GCNT1) ' '
Activator of S phase kinase (ASK) -0,77 0,2
Nucleoporin 98 (NUP98) -0,77 0,09
Embryonic ectoderm development protein -0,77 0,14
Hypothetical protein (FLJ20485) -0,78 0,1
Similar to hypothetical protein FLJ12484, clone MGC:3008 -0,79 0,08
RNA polymerase | subunit hRPA39 -0,8 0,15
Hypothetical protein FLJ13340 (FLJ13340) -0,8 0,28
Apolipoprotein Al regulatory protein (ARP-1) -0,81 0,14
Putative lymphocyte GOG1 switch gene (G0S2) -0,81 0,11
Disrupter of silencing 10, clone MGC:11290 -0,81 0,17
FLJ21737 fis, clone COLF3396 -0,82 0,12
Dyskeratosis congenita 1, dyskerin (DKC1) -0,84 0,08
Periodic tryptophan protein 2 (PWP2) -0,84 0,28
Alport syndrome, mental retardation, midface hypoplasia and

elliptocytosis chromosomal region, gene 1 085 012
Hypothetical protein (FLJ20500) -0,85 0,24
Protein predicted by clone 23733 (HSU79274) -0,86 0,09
Putatative 28 kDa protein (LOC56902) -0,87 0,13
S-adenosylmethionine decarboxylase 1 (AMD1) -0,88 0,15
S-phase kinase-associated protein 2 (p45) -0,88 0,2
Adipose differentiation-related protein -0,89 0,23
S-adenosylmethionine decarboxylase 1 -0,9 0,07
Nuclear receptor subfamily 2, group F, member 2 -0,91 0,16
Hypothetical protein FLJ10563 (FLJ10563) -0,92 0,23
Dyskeratosis congenita 1, dyskerin -0,92 0,08
KIAA0061 protein -0,94 0,09
Splicing factor, arginineserine-rich 7 (35kD) -0,94 0,11
Glutamine PRPP amidotransferase (GPAT) -0,96 0,15
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ATPase, Ca++ transporting, plasma membrane 1 -0,99 0,42
Nucleolar protein (KKED repeat) (NOP56) -1 0,1
TALE homeobox protein Meis2e (LOC56908) -1,04 0,16
Phosphoribosyl pyrophosphate amidotransferase -1,05 0,22
HDCMC28P protein (HDCMC28P) -1,08 0,18
Hypothetical protein (HSPC111) -1,1 0,07
Phorbol-12-myristate-13-acetate-induced protein 1 -1,12 0,24
Phosphoinositide-3-kinase, regulatory subunit, polypeptide 1 (p85 alpha) |-1,13 0,3
Ephrin-B2 -1,15 0,29
Hypothetical protein FLJ20624 (FLJ20624) -1,17 0,25
Hexokinase 2 -1,22 0,1
Hypothetical protein -1,25 0,13
Sin3-associated polypeptide, 30kD (SAP30) -1,43 0,2

Anhang 2: Gene, die im Gene-Array bei kontinuierlicher Wachstumsstimulation in Anwesenheit
von Rapamycin signifikant heraufreguliert (32) bzw. herunterreguliert (28) wurden.
SLR = Signal Log Ratio, Av. = Average, Stdev. = Standardabweichung

SLR-
Gen SLR-Av. Stdev.
Insulin-like growth factor 1 (IGF1) 2,04 0,43
Inhibitor of DNA binding 1 (Id-1H) 1,53 0,11
Cartilage oligomeric matrix protein (COMP) 1,47 0,18
Human BAC clone (GS1-99H8) 1,45 0,08
Chromosome 8 open reading frame (C80RF4) 1,33 0,44
Cytokine receptor-like factor 1 (CRLF1) 1,24 0,13
Bone morphogenetic protein 6 (BMP6) 1,17 0,12
Orphan seven-transmembrane receptor, chemokine related (VSHK1) 1,16 0,3
Inhibitor of DNA binding 3 (ID3) 1,15 0,11
Beta-A inhibin (INHBA) 1,04 0,18
ATPase, Na+K+ transporting 0,98 0,07
Interleukin 8 (IL8) 0,95 0,16
Protein kinase-related oncogene (PIM1) 0,95 0,29
Type-2 phosphatidic acid phosphatase alpha-2 (PAP2-a2) 0,87 0,14
Hypothetical protein FLJ10970 (FLJ10970) 0,85 0,22
GABA-A receptor-associated protein like 1 (GABARAPL1) 0,81 0,2
Proenkephalin (PENK) 0,81 0,16
Glioma tumor suppressor candidate region gene 2 (GLTSCR?2) 0,77 0,15
Hypothetical protein PP1044 (PP1044) 0,75 0,15
RNA polymerase | 16 kDa subunit (LOC51082) 0,72 0,14
Calponin 1, basic, smooth muscle (CNN1) 0,71 0,13
Casein kinase 2, alpha prime polypeptide (CSNK2A2) 0,71 0,17
KIAA0355 gene product (KIAA0355) 0,66 0,11
mRNA for phosphatidic acid phosphatase 2a, complete cds 0,65 0,15
cDNA: FLJ23067 fis, clone LNG04993 0,64 0,07
Similar to keratin 7, clone MGC:3625 0,63 0,22
Integrin beta-like 1 (ITGBL1) 0,62 0,11
Down syndrome critical region gene 5 (DSCR5b) 0,54 0,12
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Actin, alpha 2, smooth muscle, aorta (ACTA2) 0,49 0,18
Eukaryotic translation initiation factor 3, subunit 3 (gamma, 40kD) 048 013
(EIF3S3) ' '
KIAA0564 protein 0,46 0,14
Ribosomal protein L14 0,44 0,24
Thy-1 cell surface antigen -0,55 0,11
Adaptor-related protein complex 1, gamma 1 subunit -0,55 0,08
Four and a half LIM domains 1 protein isoform C (FHL1) -0,56 0,14
Human tryptophanyl-tRNA synthetase (WRS) -0,57 0,19
Adaptor-related protein complex 1, gamma 1 subunit -0,59 0,17
DKFZP566A0946 protein -0,67 0,11
Tenascin XB (TNXB) -0,68 0,07
Solute carrier family 1 (neuronalepithelial high affinity 073 031
glutamate transporter, system Xag), member 1 (SLC1A1) ' '
Regulator of G-protein signalling 4 -0,75 0,1
37 kDa leucine-rich repeat (LRR) protein (P37NB) -0,77 0,19
Insulin-like growth factor binding protein 5 (IGFBP5) -0,78 0,2
Integrin alpha-7 -0,78 0,16
Clone 24747 mRNA sequence -0,84 0,17
Heparin-binding growth factor receptor (HBGF-R-alpha-a3) -0,91 0,3
WNT1 inducible signaling pathway protein 1 (WISP1) -0,93 0,26
Insulin-like growth factor binding protein 5 (IGFBP5) -0,94 0,23
Alpha-1 (VI) collagen -0,95 0,28
Aspartate beta-hydroxylase (ASPH) -1,05 0,63
Serine (or cysteine) proteinase inhibitor, clade B (ovalbumin), member 2 106 0.09
(SERPINB2) ' '
DKFZP564A122 protein -1,08 0,39
mMRNA for paxillin beta -1,11 0,24
Regulator of G-protein signalling 4 (RGS4) -1,15 0,75
Keratin 19 (KRT19) -1,17 0,16
Plasminogen activator, tissue (PLAT) -1,18 0,1
Interleukin 1 receptor-like 1 (IL1RL1) -1,2 0,11
Lysyl oxidase-like 2 -1,24 0,43
Truncated tenascin XB (TNXB) -1,26 0,74
Keratin 14 (epidermolysis bullosa simplex, Dowling-Meara, Koebner) -1,44 0,15
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