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1 Einleitung und Zielsetzung

1.1 Die medizinische Relevanz der Atherosklerose

Kardiovaskulare Erkrankungen, wie das akute Komyradrom und die durch einen
Schlaganfall bedingte cerebrale Ischdmie, machenemem Anteil von Uber 50% den
Grol3teil der in der westlichen Welt bestehendenbifiitat und Mortalitéat aus. Bei Patienten
mit oben genannten Erkrankungen lassen sich fasematherosklerotisch veranderte Gefalie
nachweisen. Somit fuhrt letztendlich Atherosklerale Liste der Todesursachen in den
westlichen Gesellschaften an. Die chronisch-entizéing] progredient verlaufende Krankheit
zeichnet sich durch endotheliale Dysfunktion, sualogimeliale Lipid-Akkumulation und der
Ausbildung komplexer atheromatdser Lasionen in @efalistrombahn aus. Die Verlegung
atherosklerotisch veranderter Gefal3e durch einer@gklerotische L&sion bedingt folglich
einen verminderten Blutfluss. Die Einengung desaGkimens lasst sich entweder auf eine
VergroRerung atherosklerotischer Plaques oder iautheombembolisches Geschehen nach
Ruptur einer solchen Plaque (Plaqueruptur) zuridokfic Myokardinfarkt und Schlaganfall
stellen somit die klinischen Korrelate der Mindefpsion von Herz und Gehirn dar. Beide
Krankheitsbilder nehmen ihren festen Platz im medizhen Alltag ein und sind somit von

immenser klinischer Relevanz.

1.2 Zielsetzung

Mittels proteinbiochemischer Methoden und in viEgperimenten in der Zellkultur soll die

Expression und subzellulare Lokalisation von PON&rsucht werden. Bisher durchgefuhrte
Experimente zur Lokalistaion von PON2 in Zelllinidas Darmepithels (Caco2 Zellen) und
Cervixkarzinoms (HelLa) ergaben eine Assoziation iegeins mit der Plasmamembran (2,
3). In dieser Arbeit soll Uberpriuft werden, ob POMR2 Zellen des vaskularen Systems
(Endothelzellen und glatten Muskelzellen) ebenfaliis der Plasmamembran assoziiert ist
oder in einer anderen Organelle nachgewiesen wekden. Dies kdnnte Rickschlisse auf
potentielle Funktionen von PONZ2 in unterschiedlicizelltypen und/oder Organellen geben
und ist zudem von Interesse, da die subzellulatalisation eines Proteins seine generelle

Funktion bestimmt.
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Da reaktive Sauerstoffspezies eine entscheidendde Rm der Entwicklung der
Atherosklerose spielen und auch in anderen Gewdlerstorungen der Zellhomdostase
verantwortlich gemacht werden konnen, gilt es zgrierden, ob PON2 in der Lage ist
oxidativen Stress zu reduzieren und somit der Amemptvon Zellen des Gefal3systems
entgegen zu wirken. Vor diesem Hintergrund und ida sn Laufe der Arbeit zeigte, dass
PON2 in vaskularen Zellen im ER lokalisiert istlt gis ebenfalls zu prifen, ob durch PON2
ER Stress reduziert werden kann. ER Stress kanainen als UPR unfolded protein
responsgbekannten Signalweg minden, welcher seinersigtépbptose einleiten kann. Da
der UPR-Signalweg vom ER seinen Ausgang nimmt wizen anderen Erkrankungen auch
in der Pathogenese der Atherosklerose beteiligsadt untersucht werden, inwieweit PON2
in diese Signalkaskade involviert ist.

Aufgrund der potentiellen Bedeutung eines antiakea Faktors wie PON2 im Gefal3system
oder anderen Gewebearten sollen erste EinblickieeifiRegulation der Expression von PON2
gewonnen werden. Zu diesem Zweck soll erstmalsehitholekularbiologischer Methoden
ein Gen-Reporter-Konstrukt durch Klonierung deragyaischen Promotersequenz von PON2
in einem Reporterplasmid erstellt werden. Mit eindarartig generierten PON2-Reporter-
Plasmid soll anschlieRend die bisher unbekannteulBegn der PON2 Expression

charakterisiert werden.
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2 Literaturdiskussion

2.1 Oxidativer Stress: Eine Ursache der Atheroskle rose

Atherosklerose ist eine multifaktoriell bedingtekiEankung: Wéahrend Hypercholesterindmie
und Dyslipoproteinamie die subendotheliale Akkurtialavon Lipiden beschleunigen, spielt
oxidativer Stress im Gefal3system eine Schlisselinllder initialen Phase der Ausbildung
von streifenartigen, lipidreichen Lasionefaty streak lesior)sund der Progression der
Atherogenese. Erste Untersuchungen zu Funktionaktiver SauerstoffspeziefRéactive
Oxygen Species(ROS)) charakterisierten diese als mehr oder mindehadliches
Nebenprodukt des aeroben Stoffwechsels. Die he@tigeienlage liefert jedoch ebenso klare
Anhaltspunkte fur physiologische Funktionen von RO&ispielsweise im Rahmen
regulatorischer Prozesse (4). Insgesamt werderdenitBezeichnung ROS (bzw. RNS fur
reaktive Stickstoffverbindungen) mehrere verschiede Radikalverbindungen
zusammengefasst, wie z.B. Superoxid\QVasserstoffperoxid (#D.), Peroxynitrit (ONOO

), Hyroxylradikal (OH) uvm. Die einzelnen Radikale unterscheiden sichedan den
Mechanismen ihrer Generierung, in ihrem Redoxp@knind somit ihrer Neigung andere
Molekule zu reduzieren, in ihrer Stabilitat und laue ihrer Diffusionsreichweite. Trotz der
Funktion als Signalmolekul, z.B. fur Superoxidgh® ebenso klare wie zahlreiche Studien
vor, die belegen, dass eine Uberproduktion von R&$S kausal fir das Auftreten
kardiovaskularer Ereignisse angesehen werden ni)sROS werden in der Gefallwand
hauptsachlich durch NADPH-Oxidasen in Form von $oid (O, ) generiert. Lassegue und
Clempus haben eine vermehrte Expression von NADRId&8en mit konsekutiv vermehrter
ROS-Produktion in Diabetes mellitus-, Hypertonie-ndu Atherosklerose-Modellen
nachgewiesen (6). Die Funktionen der innerhalb hesldModelle generierten ROS sind
vielfaltig und reichen von direkten oxidativen Sde& an DNA, Lipiden und Proteinen (7)
bis hin zur Konversion der primar vasoprotektivedahelialen NO-Synthase (eNOS) in die
entkoppelte ROS generierende Form des Enzyms (8rH3) zu noch hoheren ROS-Spiegeln
im Gefaldsystem flhrt.

Neben der oben erwahnten vermehrten GeneratiorR@& durch NADPH-Oxidasen kann
auch die Ineffektivitat der kdrpereigenen antio¥idan Systeme zu erhdhten ROS-Spiegeln

fuhren. Hierzu zahlen neben den bereits bekanmigoxadativen Abwehrmechanismen der
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Zelle, wie Superoxiddismutase (SOD), Thioredoxityt&hionperoxidase (GPX), Vitamin E

oder Catalase (10), auch die Familie der Paraoxonas

2.2 Die Initiierung der Atherosklerose

Das durch NADPH-Oxidasen gebildete hochreaktiveeBad beglnstigt durch Reaktion zu
weiteren ROS, wie z.B. dem Hydroxylradikal (Qrbder Peroxynitrit (z.B. durch eNOS
Entkopplung: @ + NO - ONOQ), die Entwicklung endothelialer Dysfunktion, imn&e
eines herabgesetzten Dilatationsvermdgens der @Gefkilatur und einer erhéhten
Permeabilitat fur Lipidpartikel durch oxidative $adten. Die oxidative Modifizierung désw
density lipoproteinLDL-)Partikel zu oxidierten (ox)LDL-Partikeln und deren
subendotheliale Akkumulation wirken als proinflanorescher Stimulus und induzieren die
Expression von Adhasionsmolekilen auf der lumin&eite des Endothels. Dies verstarkt
die transendotheliale Migration von Monozyten imdaibendothelialen Raum und deren
Differenzierung zu Makrophagen. Die intrazellulafkkumulation der kontinuierlich
phagozytierten oxidierten Phospholipide, alipid overload genannt, resultiert letztlich in
der Apoptose der Phagozyten. Wahrend man makrasitopionfatty streak lesionspricht,
lassen sich histologisch die fur die Atheroskleroskarakteristischenfoam cells
(Schaumzellen) als morphologisches Korrelat der lapiden Uberladenen Makrophagen
abgrenzen. Der Zerfall der apoptotischen Schausrzéllhrt zu erneuter Freisetzung bereits
phagozytierter ox-LDL-Partikel und begrindet latttiden Circulus vitiosus der Initiilerung

der Atherogenese.

2.3 ER-Stress und UPR-Signalweg

Einen wichtigen Schritt in der Pathogenese der wiiderose stellt die Apoptose von
Makrophagen und Zellen der GefalRwand, insbesondese Endothels, dar. Da sich die
Initierung der Apoptose aus vielerlei verschiedendrsachen ergeben kann, ist die
Erforschung der in der Atherogenese bedeutsamearubtron entscheidender Bedeutung bei
der Bekampfung der Krankheit.

Einer der Signalwege, die im Rahmen der Atheroskkerzur Apoptose flhren, ist der als ER-

Stress-Signalweg oder auddnfolded Protein Respons@PR) bekannte Signalweg. Der
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UPR-Signalweg wird als eine durch verschiedene Earnvon Zellstress aktivierte
Signalkaskade beschrieben. Ziel des UPR-Signalwistigsinachst das Uberleben der Zelle
durch verschiedene Prozesse sicherzustellen, beey falls dies erfolglos ist, die Apoptose
einzuleiten (11). Die Aktivierung des UPR-Signalwegrfolgt auf mehrere verschiedene
Stimuli  hin (siehe unten), von denen einer ein @#&ss Gleichgewicht der
Lipidzusammensetzung des ER ist. Wahrend die Zellbonan einen hohen Cholesterin-
Anteil aufweist und sich dieser auch stark &ndexnnk ist die ER Membran hingegen eher
arm an Cholesterin und reagiert sehr sensibel aufeAingen der Lipidzusammensetzung.
Die Stérung des Gleichgewichts beruht auf der Akldation freier Cholesterolmolekiile z.B.
infolge eines hohen Lipidinfluxes oder einer St@um der Veresterung von Cholesterol. Ein
Teil der durch die Makrophagen phagocytierten Lpgidikel wird in den Zellen als Baustein
fur Lipidmembranen verwendet. Durch Integration v@holesterinmolekilen in die
Membran des ER steigt ihr relativer Cholesterindntdeben vermehrtem Einbau von
Cholesterin in die ER-Membran nimmt durch die kouigrliche Phagocytose auch der
Gehalt an freiem und oxidativ verandertem Cholest@nerhalb des ER zu. Die vermehrte
Akkumulation von Lipiden im ER initiiert die Apopse der Zellen (11). Feng et. al. konnten
jedoch zeigen, dass Makrophagen durch die Aktivigrdes UPR-Signalwegs der durch
Lipidanreicherung im ER vermittelten Apoptose ehtge konnten (12). Der UPR-Signalweg
fuhrt also nicht primér zur Apoptose der Zellenndern verfolgt zunachst das Ziel der
Vermeidung groRerer Zell-Schéaden und schiitzt gpgempoptotische Stimuli. Erst bei einer
irreparablen Stérung oder zu intensiven pro-apgguioen Signalen dominiert die pro-
apoptotische Komponente des UPR.

Das ER ist die Organelle der Zelle, welche vom twol3Teil der zelleigenen Proteine
durchflossen wird. Samtliche an Lipide gebundenentdihe werden im ER ebenso
weiterverarbeitet wie sekretorische Proteine. EXangeth seien hier das Peptidhormon
Insulin derp-Zellen des Pankreas oder die Antikdrper der B-Ligogyten des Immunsystems
genannt. Posttranslational werden die an den Ribesosynthetisierten Proteine im ER so
modifiziert, dass sie ihre funktionelle und thermpoamisch-optimale Struktur ausbilden
kénnen. Zu diesem Zweck beinhaltet die posttraiasiate Modifikation der Proteine neben
der von Chaperonen unterstitzten Protein-Faltungpieésweise auch die Glykosylierung
oder Ausbildung von Disulfidbriicken. Neben Chaperosind noch eine Vielzahl anderer
Enzyme an der posttranslationalen Modifikation Eliesteine beteiligt, sodass die Regulierung
der ER-Homdostase einen sehr hohen Energieaufwdaddert. Verschiedene Arten von
sogenanntem ER-Stress konnen diese Mechanismeenstfierzu zéhlen stark erhéhte
Translationsraten, Mangel an Nahrstoffen, HypoXiaderungen der Calciumkonzentration
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oder des Redox-Potentials, Stérungen im Ablauf-frasislationaler Proteinmodifikationen
sowie gesteigerte intrazellulare ROS-Spiegel undiehungen der Lipidkomposition in der
ER-Membran, wie sie wahrend der Atherogenese iteZales Gefal3systems auftreten (13).
Stérungen der physiologischen ER-Homoostase reeeiti letztlich sowohl in gestérter
Translation, als auch in fehlerhafter Modifikatioder Proteine. Die Akkumulation
ungefalteter oder fehlgefalteter Proteine im ERvadtt den UPR-Signalweg, welcher sich in
drei verschiedene Signalkaskaden unterteilt (14, Efhe schematische Ubersicht der drei
Signalkaskaden des UPR-Signalwegs liefert in véaehlter Form Abbildung 1: Die
Akkumulation ungefalteter Proteine im ER flhrt zBmdung dieser mit dem im ER
lokalisierten Chaperon GRP 7§l{cose-regulated-protein of 78 kPbaGRP 78 ist im
physiologischen Zustand mit drei verschiedenenefreh assoziiert. Durch die Bindung mit
den akkumulierten Proteinen wird die Assoziatiom d&n drei Proteinen PERKdncreatic
ER kinase (PKR)-like ER kings&TF6 (activated transcription factor)éund IRE1 nositol
requiring enzyme )1(14) aufgehoben. Ausgehend von den drei Transmemdzeptoren
PERK, ATF6 und IRE1 wird das ER-Stress Signal im déukleus fortgeleitet, um eine
Veranderung der Genexpression herbeizufihren: Eiel &t hierbei der sofortige
Translations-Stopp, um den Nachschub an ungefalteteteinen zu unterbinden und eine
Uberlastung des ER zu vermeiden und um den Chagemur korrekten Faltung ungefalteter
Proteine mehr Zeit zu geben. Dieser von PERK awsg#h Signalweg ist in Abbildung 1
ganz rechts dargestellt. Die Phosphorylierung éi2a bewirkt eine Translations-Inhibition
und aktiviert den nukledren TranskriptionsfaktorFT Ein weiteres Ziel stellt die vermehrte
Translation von Chaperonen und Enzymen dar, diedi@rDegradation der akkumulierten
Proteine verantwortlich sind. Dies wird unter armsherdurch die von ATF6 und IRE1l
ausgehenden Signalwege gewabhrleistet (linker uritlener Signalweg in Abb. 1). Im Falle
des Abbaus von akkumulierten Proteinen kommt es mitnograden Transport zuriick aus
dem ER, hin zum Proteasom (ERAER associated decayNeben der Induktion jener
Proteine, welche z.B. auch Aminosaure-Transport doe Glukose-Aufnahme beeinflussen,
kommt es ebenso zur Initiation pro-apoptotischgn&ikaskaden, insbesondere primar des
pro-apoptotischen CHOP Proteins. Die Effektivitéser pro-apoptotischen Komponente des
UPR hangt dabei sowohl von der zeitlichen Daues,alch von der Intensitat der UPR-
Aktivierung ab. Die Aktivierung des UPR ist somlig &ersuch der Zelle zu verstehen, wieder
eine physiologische posttranslationale Protein-Mkation zu gewahrleisten und die
fehlerhaft gefalteten Proteine abzubauen. Ist diebt mdglich, so Uberwiegen die pro-

apoptotischen Stimuli und die Zelle geht in die pjose Uber.
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Abb.1 : Die Initiation des ER-Stress-Signalwegesinfolded protein response
(UPR). Abbildung 1 zeigt eine schematische Ubersicht dBR-Signalwegs. Fuf
Einzelheiten siehe Text in Kapitel 1.4. Graphik@isin Anlehnung an Szegezdi(1).

Neben der Entwicklung der Atherosklerose spieltldeR-Signalweg ebenfalls eine tragende
Rolle bei der Entstehung eines Diabetes mellitésl@). So scheint vermehrter Stress im ER
von B-Zellen Uber eine gestdrte Glukose DeregulationEstievicklung einer Insuffizienz der
B-Zellen bzw. die Apoptose d@rZellen zu begunstigen und ist somit entscheideémdiie
Ausbildung eines Diabetes mellitus. Weitere Arbeiteu diesem Thema konnten
bemerkenswerte pathophysiologische Parallelen lafier der in den GefalRwanden

ablaufenden Inflammationsvorgangen offenbarenZ0y,
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2.4 Die Familie der Paraoxonasen

2.4.1 Paraoxonase 1

Die Familie der Paraoxonasen besteht aus drei hiesenen Proteinen: PON1, PON2 und
PONS3. Die drei Proteine unterscheiden sich im stmeéklen Aufbau nur wenig voneinander
und ihre genetischen Informationen sind innerhatiese Clusters auf dem menschlichen
Chromosom 7 lokalisiert (21). Es besteht InteressdéON1, weil dieses Enzym gegentiber
xenobiotisch toxischen Substanzen, wie verschied@rganophosphaten, schitzend wirkt.
PON1 wird primar von Hepatozyten sekretorisch m Bliutbahn abgegeben und lasst sich als
mit der HDL-Fraktion assoziiertes Plasmaprotein hmagisen. Eine protektive Funktion
gegenuber Oxidation der HDL- und LDL-Fraktion komnterifiziert werden (3, 22, 23).
Wahrend PON1 somit als ein im Serum geldstes Enmyiin hydrolytischer Aktivitat
identifiziert werden konnte, sind die naturlicherubStrate der Proteinfamilie bisher
unbekannt. Es scheint jedoch gesichert, dass akmhase-Aktivitat der PONs die naturliche

enzymatische Aktivitat darstellt (24).

2.4.2 Paraoxonase 2

Bei Paraoxonase-2 (PON2) handelt es sich um eiteiRronit enzymatischer Laktonase-
Aktivitat, welches zwar in vielen Geweben vorkomraber z.B. in Thymus, Fettgewebe,
Auge oder Submandibulardriise nicht exprimiert wig®). Im Falle von PON2 ist die
Laktonase-Aktivitdt ein natirlicher Verteidigungsshanismus gegen human-pathogene
Bakterien, wie Pseudomonas aerugingsala PON2 bei der Inaktivierung essentieller,
bakterieller Laktone eine dominante Rolle einninfat, 27).

Unsere Gruppe zeigte, dass PON2 in charakteristisglellen des humanen Gefal3systems in
Form zweier glykosylierter SpleiRvarianten, PON@tisund PON2-iso2, exprimiert wird
(28). Funktionelle Unterschiede der beiden Variantes Proteins konnten bisher nicht
identifiziert werden. Wahrend viele Untersuchungéme Beteiligung von PON1 und PON3
in der Pathogenese der koronaren HerzkrankheitAlztteimer Demenz zeigen konnten (29-
32), gibt es hierzu bezuglich einer Funktion vonN20nur wenige Daten. Genetische
Polymorphismen von PON2 sind jedoch sowohl mit iewalskuldren Erkrankungen (33-38)
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und Alzheimer Demenz (39), als auch mit der Entlicl eines Diabetes (40, 41) assoziiert.
Weitere Polymorphismen gelten als pradisponierémddie Pathogenese der Erkrankungen
(42-44).

Wahrend es sich bei den in Kapitel 2.4.1 und 2efv@&hnten PON1 und PON3 um die HDL-
assoziierte humorale Abwehr reaktiver Sauerstofigge handelt, stellt PON2 einen
subzellular lokalisierten Abwehrmechanismus dar,ideer Lage ist ROS zu reduzieren und
so die Zellen vor oxidativer Modifikation schitz&ann: Es ist belegt, dass PON2 die im
Serum enthaltenen LDL$o(v-density-lipoprotein particlgsvor Oxidation schiitzt, dass es in
HeLa-Zellen anti-oxidativ wirkt und, dass seine Eegsion wahrscheinlich durch oxidativen
Stress kompensatorisch induziert wird (2, 45). Zlgh mindert PON2 vermutlich die
Chemotaxis von Makrophagen (2). Die daraufhin fi®N2 postulierte anti-atherogene
Funktion wurde kurzlich zumindest fir Maus-PON2ejgiz(46, 47).

Die zugrunde liegenden Mechanismen, die beteiligiignalwege, sowie eventuelle
Zusammenhange mit der enzymatischen Laktonasedifitiwvon PON2 sind jedoch
unbekannt. Zudem begrenzen sich die bisherigenit®rban PON2 grofitenteils auf murine
Makrophagen, so dass offen blieb, ob die Erkensgniauch fir humane Gefal3zellen
gleichermal3en gelten. Die Regulation der PON2 Esgine ist fast vollkommen unbekannt.
Es ist bisher unklar, welche Radikal-Verbindungen ¥YON2 reduziert werden und wie dies
mechanistisch erfolgt. Zur Beurteilung der antieattyenen Funktion und Bedeutung von

PONZ2 ist dies aber essentiell.

2.4.3 Paraoxonase 3

Paraoxonase 3 wird vornehmlich von Leber und Nsezerniert und lasst sich in geringerem
Malie als PONL1 als ein mit der HDL-Fraktion assoge Serumprotein nachweisen (48, 49).
Experimente mit aus Kaninchen isolierter PON3 a&gigtinen protektiven Effekt gegenlber
der Oxidation von LDL-Partikeln in endothelialen rdenzellen (50, 51). Weitere

Experimente belegen jedoch, dass die protektivéekief von PON3 im Gegensatz zu PON1

primar auf die intrazellular lokalisierte Proteiftion von PON3 zurtickzufiihren sind (52).
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3 Material und Methoden
3.1 Materialien
3.1.1 Chemikalien

Alle nicht einzeln aufgefuihrten Chemikalien wurdem der Firma Merck bezogen.

Ampicillin

Angiotensin I}

5-(und-6)-carboxy-2",7 -dichlordihydro-fluoreszin
diacetat (Carboxy-HDCFDA)

Cycloheximid
4,6-Diamidin-2"-phenylindol-dihydrochlorid (DAPI)
Diethylpyrocarbonat (DEPC)
2,3-Dimethoxy-1,4-naphthoquinon, 10uM (DMNQ)
Dimethylsulfoxid (DMSO)

Dulbecco’s PBS

Hypoxanthin, Aminopterin, Thymidin (HAT)

HBSS

Kanamycin

8-Amino-5-chloro-7-phenylpyrido [3,4-d] pyridazin-
1,4(2H, 3H)dion Sodium Salz (Chemilumineszenz-Probe
L-012), Luminolderivat

Na'Pyruvat
Transforming Growth Factd¥l (TGF1)
Thapsigargin

Tunicamycin

Roth
ABR Affinity Bio Reagents

Molecular Probes
Sigma Alderich
Roche
Roth
Calthem
Roth
PAA
Gibco
PAA
Roth

Wako
Industries Ltd.
PAA

Strathmann Biotech

Pure Chemical

Molecular Probes
Sigma
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3.1.2 Verbrauchsmaterialien

Dulbecco’s Modified Eagles Medium (DMEM) Sigma

Foetales Kalber Serum High Clone

Geniticin (G-418) Gibco

Glutamax Gibco

Hank's Balanced Salt Solution PAA

Penicillin/Streptomycin PAA

gRT-PCR 96well-Platte Peqglab

SMC-Medium Promocell

Zellkammer LabTek Il Chamber #1,5 German Coverglass

System (2 Chamber) Nalge Nunc International
Corp.

Terrific-broth-Medium Roth

Zellkulturflaschen T-75 Greiner / Sarstedt

Zellkulturplatten TC Plate @ell (steril) Cellstar / Greiner bioone

Zellkulturplatten TC Plate 24ell (steril) Cellstar / Greiner bioone

Zellkulturplatten 9awell (steril) Greiner bioone

3.1.3 Gebrauchsfertige Reagenziensysteme

BCA Protein Assay kit Pierce

Complete-Protease-Inhibitor-Cocktail Roche

DNA Blunting and Ligation kit Fermentas

Dual-Luciferase Reporter Assay System Promega

Jetquick PCR Product Purification spin kit Geroim

Jetstar Plasmid Preperation Genomed

Mid Range PCR System PegLab Biotechnology

Nanofectin PAA

Perfectprep, Gel Cleanup kit Eppendorf

Perfectprep, Plasmid mini Eppendorf

Perfect RNA, Eukaryotic mini Eppendorf

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) Roth
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Qiaquick, Gelextraction kit

Qantitect qRT-PCR kit

RNAinfect

RNeasy RNA isolation kit

Sawady MidRange PCR system
Stealth-Select siRNA, (PON2 mRNA)
Stealth RNAIi Negative Control Duplexes

Western lightning Chemiluminescence Reagent plus

3.2 Enzyme, Standards, Antikorper und radioaktive

Qiagen
Qiagen
Qiagen
Qiagen
Peglab Biotechnology
Invitrogen
Invitroge

erkii Elmer

Stoffe

Alle hier aufgefihrten primaren Antikorper richtsich gegen humane Proteine.

1 kbp DNA Leiter

100 bp DNA Leiter

Benzonase (genetically engineered Nuclease)

CIAP Alkalische Phosphatase

Cy-3-konjugierter AffiniPure Ziege-Kaninchen IgG (H+L)
ER-Tracker Red (glibenclamide BODIPY TR)
FITC-konjugierter AffiniPure Esak-Maus IgG (H+L)
Mass Ruler DNA Ladder, low range
Monoklonalera-Calnexin-Antikérper, IgG1, Klon AF18
(Maus)

Monoklonalera-aTubulin Ab-2, Klon DM1A (Maus)
N-Glycosidase F, recombinant

Page Ruler Prestained Protein Ladder

Permafluor (Einbettungsmedium)
Peroxidase-konjugierter Kaninchervaus 1gG
Peroxidase-konjugierter ZiegeKaninchen IgG
Peroxidase-konjugierter AffiniPure ZiegeMaus 1gG (H+L)
Polyklonalera-Angiotensin L N-10 Antikorper sc-1173-G
(Ziege)

Polyklonalera-Calnexin (H-70) Antikdrper (Kaninchen)
Polyklonalera-GRP78 C-20 Antikorper (Ziege)

Roth
Roth
Novag
Promega
Jackson ImmunoResearch
MoleauPaobes
Jackson ImmunoResearch

Fermentas Béence

ABR Affinity Bio Reagents
Dianova
Roche
FermerfiaStiences
Immunotech
Sigma
Sigma

Dianova

Santa Cruz
Santa Cruz

Santa Cruz
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Polyklonalera-PON2-Peptidantikdrper (Kaninchen)

Proteinase K

Pwo DNA Polymerase
Restriktionsenzynbpn |
RestriktionsenzynEcoRV
RestriktionsenzynkKpn |
RestriktionsenzyniNcol
RestriktionsenzynXhol
T,-DNA-Ligase (PEG)
T4-Polynukleotid-Kinase

Trypsin

3.3 Plasmide

pCDNA3

PE-GFP-N1

PE-YFP-MGM

pGl4.10[luc2] Vector

pRL-EFalpha

Auftragssynéhes
Eurogentec, Belgium
Promega
Roche
New England Biolabs
New England Biolabs
New England Biolabs
New England Biolabs
New England Biolabs
Fermentas
New England Biolabs
PAA

Invitrogen; freundlicherweise

zur Verfigung gestellt durch

Prof. Dr. H. Kleinert, Universitat
Mainz
Clontech; freundlicherweise  zur

Verfiigung gestellt duch

Prof. Dr. H. Kleinert, Universitéat
Mainz
freundlicherweise  zur Verflgung

gestellt von Dr. D. Strand, I. Innere

Med. Universitat Mainz

Promega

freundlicherweise
zur Verfigung gestellt duch
Prof. Dr. H. Kleinert,

Mainz

Universitat
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Zero Blunt TOPO PCR Cloning-kit Invitrogen

34 Bakterienstamme, Zell-Linien und Medien

Zur Klonierung des PON2-Promotors wurden bakterililturen des E. coli Stammes Did5
benutzt. Fir Untersuchungen mit eukaryotischen efdelerfolgten die Experimente mit
embryonalen aortalen Hybridzellen (EA.hy 926), flieundlicherweise von Dr. Huige Li,
Universitat Mainz, bereitgestellt wurden und miatggn Muskelzellen (SMC Zellen) aus
primaren aortalen Koronararterien der Firma Pronho¥édhrend es sich bei der Zelllinie
EA.hy 926 um durch Kreuzung von humanen Umbilikakmendothelzellen (HUVECS) mit
Kolonkarzinomzellen (A549) entstandenen Endothkdrehandelt, sind die SMC Zellen
primare glatte Muskelzellen aus Koronararterienkiasischer Spender. EA.hy 926 Zellen
wurden bis Passage 25, SMC Zellen bis Passageltiéatiund fiir Experimente verwendet.
EA.hy 926 Zellen sind zwar immortalisiert, werdehern nur bis maximal Passage 25
kultiviert, da der endotheliale Charakter verlogaht und die Zellen zunehmend mehr den
Expressions-Charakter des Kolonkarzinoms A549 ameeh Aullerdem standen in der
Arbeitsgruppe zwei stabil PON2 Uberexprimierend#liden zur Verfigung: EA.hy PON2-
iso1-GFP und EA.hy PON2-isol1-HA. Wobei GFP fjieen fluorescent proteinnd HA fur
hemagglutininsteht. Beide wurden durch stabile Genom-Integratimes Plasmids erstellt,
welches eine Cytomegalovirus-Promoter gesteuerterdXipression des humanen PON2
Proteins bewirkt. Aufgrund eines ebenfalls im Plaskodierten Resistenzgens wurden diese
Zell-Linien in Anwesenheit des Selektionsmarkersi&ein/G418 kultiviert.

Als Standard Medium fur die Bakterien diente dagieulver Terrific-broth (TB)-Medium
(siehe Kapitel 3.1.2). Zum Ansetzen wurden 50,8gM@&lium und 4ml Glycin in 1l Wasser
geldst und bei 121°C autoklaviert. Zur Herstellurap Agar Festmedien wurde LB-Agar
(Luria/Miller) verwendet. Hier wurden 40g Fertigpal in 11 Wasser gelost und dann
ebenfalls bei 121°C autoklaviert. Nach dem Abkuhderi etwa 35°C wurden nach Bedarf
evtl. noch Antibiotika hinzugefiigt, bevor die Péattdann gegossen wurden. Antibiotika
wurden mit 0,2mg/ml Ampicillin bzw. 0,03mg/ml Kangoin fir die Anzucht resistenter
Bakterien-Stamme eingesetzt. Flussigmedien enghidd;03mg/ml Kanamycin. Die Platten
wurden im Dunkeln und bei 4°C gelagert.

Das Medium fir EA.hy 926 Zellen setzte sich wiegfokusammen: 80% Dulbecco’s
Modified Eagles Medium, 10% fotales Kalberserum, B%T, 2% Glutamax, 2% Penicillin
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und Streptomycin, 2% Natriumpyruvat. (siehe auclpitéh 3.1.1, 3.1.2 und 3.2). Fotales
Kalberserum wurde vor der Verwendung zur Inaktingy der Komplementfaktoren 30min
bei 56°C im Wasserbad erhitzt, aliquotiert und-H0°C gelagert. Das fertige Medium wurde
bei 4°C gelagert und vor der Verwendung auf Raurptatur erwarmt. Fir die SMC Zellen
wurde ein fertiges Medium (siehe Kapitel 3.1.2)wendet. Die zur Ablésung adherenter
Zellen benutzte Trypsin-Losung enthielt 0,125% Bigpund 0,1% EDTA in 1x PBS Puffer
(siehe Kapitel 3.2).

3.5 Oligonukleotide

Die DNA von A549 Zellen zur Generierung des PONrroters wurde freundlicherweise
von Prof. Dr. Hartmut Kleinert, Institut fir Pharkwdogie Universitatsmedizin Mainz zur
Verfigung gestellt.

PON2 upstream 5S, PON2 upstream AS:

5S: GATAGAGGTACCCTTAACCCAGTGGTCCATTG

5AS: GATAGACTCGAGACCTACCTGAGTGCCAGAAGC

3.6 Puffer, Medien, Reagenzien und Losungen

In diesem Abschnitt sind alle Puffer, Medien, Légein und Reagenzien aufgelistet, die in
den jeweiligen Abschnitten beschrieben und berwtzten.

Alkalischer Lysis (ALB) Puffer 0,2N NaOH, 1% SDS

CrackingPuffer 50mM Tris/HCI pH6,8, 2mM
EDTA, 400mM Sucrose, 1% SDS,
0,01% Bromphenolblau, 0,01%

Xylencyanol, 10pg/ml
hitzeinaktivierter (10min 95°C)
RNAse A

DNA-Ladepuffer, 6x 1XTAE-Puffer, 0,01%

Bromphenolblau, 40% Glycerin
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Hanahan-L6sung |

Hanahan-L6sung |l

PBS-CM-Puffer

PBS-PMSF-Puffer

PBS-Puffer

PBS-T-Puffer

RIPA-Puffer

SDS-Ladepuffer, 5x

SDS-Laufpuffer, 1x

Stripping-Puffer

TAE-Puffer

TBS-Puffer

TE-Puffer

TEG-Puffer

30mM Ka-Acetat, 50mM MaCl
10mM CaC}, 100mM KCI, 15%
Glycerin

10mM MOPS, 75mM CaCl
10mM KClI, 15% Glycerin, pH7,0
PBS-Puffer mit zusatzlich 3mM
CaCb, 1ImM MgChb

PBS-Puffer mit zusatzlich 5mM
PMSF (Stammlésung 250mM in
Isopropanol)

137mM NaCl, 3mM KCI, 10mM
NaHPO,, 2mM KH,POy, pH7,4
PBS-Puffer mit zusatzlich 0,1%
TritonX 100
250mM NaCl, 2mM EDTA,
200mM Tris pH7,4, 1% TritonX
100, 1% Na-Deoxycholat, 0,1%
SDS, 4% Complete Protease
Inhibitor, 5mM PMSF, 0,8%
Benzonase , alles gel6st in®
0,4M Tris/HCI pH6,8, 0,5M DTT,
40% Glycerin, 10% SDS

25mM  Tris/HCI pH8,3, 250mM
Glycin, 0,1% SDS

12,5% 0,5m Tris pH6,8, 2% SDS,
0,007%pB-Mercaptoethanol

50mM Tris pH7,4, 20mM Na-
Acetat, 2mM EDTA

10mM Tris/HCI pH7,6, 100mM
NacCl, 0,18% Tween-20

10mM Tris/HClI pH7,5, 1mM
EDTA

25mM Tris/HCL pH8,0, 50mM
Glucose, 10mM EDTA
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Wasser jegliches in dieser Arbeit benutzte
Wasser war destilliert, durch eine
Millipore-Anlage deionisiert und

autoklaviert

Western Blot Anodenpuffer | 300mM Tris/HCI pH10,£20%
Methanol

Western Blot Anodenpuffer I 25mM  Tris/[HCI pH10,420%
Methanol

Western Blot Kathodenpuffer 25mM  Tris/HCI pH9,4, nd

DL-Norleucin, 0,05% SDS

3.7 Gerate

Agarose Gelelektrophorese Kammer Easy Cast Modé\: B
Agarose Gelelektrophorese Kammer Easy Cast Model: B
Centro LB960 Platten-Luminometer

CO;, Inkubatoren

Fluostar Optima fluometer

Horizontal Rotator Unimax 1010

I-cycler, PCR-Maschine

Lichtmikroskop Olympus LH 50 A

Microfuge lite Centrifuge

Mini-Transilluminator

NanoDrop Maschine

Power Pac Basic

Power Pac HC

RNA/DNA-Calculator GeneQuant

SDS-PAGE Kammer Model: 45-1614-i

Tischzentrifuge 5417 & 5417R

Transblot SD semi-dry transfer cell

Zentrifuge Avanti J-30i

OWL Scientific, Inc.

OWL Scientific, Inc.
Berthold Teabgies
Heraeus Instruments

BMG Labtechnologies
Heidolph Instemts
BioRad
Olympus
Beckmann
BioRad
PegLab
BioRad
BioRad
Pharmacia
PegLab
Eppendorf
BioRad

Beckmann
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Agfa, D-50670 KdlIn

Amersham-Pharmacia Biotech Europe GmbH, D-7911ibé&ing
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Eurogentec, D-50667 Koln

Dianova, D-20148 Hamburg

Gibco BRL / Life Technologies GmbH, D-76339 Eggeinst
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Haereus Instruments GmbH, D-63450 Hanau

Hartmann Analytics, D-38124 Braunschweig
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MBI Fermentas, D-68789 St.Leon-Rot

Merck KGaA, D-64271 Darmstadt

Mo Bi Tec, Wagenstieg 5, D-37077 Gottingen
MWG-Biotech AG, D-85560 Ebersberg

New England Biolabs, D-65926 Frankfurt am Main

New Brunswick Scientific, NJ, USA

Nunc GmbH & Co.KG, Postfach 120543, D-65083 Wiesinad
Promega GmbH, High-Tech-Park, D-68199 Mannheim
Qiagen GmbH, D-40724 Hilden

Roche, D-69112 Heidelberg

Schleicher & Schuell Bioscience GmbH, D-37586 DERs#liehausen
Serva Feinbiochemica & Co. KG, D-69042 Heidelberg
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, D-82039 Deisenhofen
Stratagene GmbH, D-69000 Heidelberg

Whatman, Springfield Mill, UK

Zeiss, D-07745 Jena
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3.8 Allgemeine proteinbiochemische Arbeiten

3.8.1 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Bestimmung von Proteinkonzentrationen erfolgtittels eines BCA«its (siehe 3.1.3)
nach Angaben des Herstellers. Diese Methode hangdgr derer von Bradford den Vorteil,
dass ihre Messergebnisse nicht durch Detergenadalscht werden. Da es sich bei PON2
um ein eher lipophiles Protein handelt und Detezgsn zur Proteinextraktion eingesetzt
wurden, wurde die Bestimmung mittels B&R-durchgefihrt.

Als Reaktionsgefald diente eine @@ll-Platte. Hierzu wurden 10ul der Proben mit 200ul
Farbelosung aufgefillt. Die Farbeldosung wurde néfdrstellerangaben aus den beiden
mitgelieferten Reagenzien im Verhéltnis 50:1 ((vReagenz A:Reagenz B) angesetzt.
Schlief3lich wurde die ganze Platte ca. eine halbad® bei 37°C inkubiert und in einem
Fluometer vermessen.

Parallel dazu wurde bei jeder Bestimmung eine [Eitler aufgestellt, indem bekannte
Mengen (0 bis 5ug) an BSA als Doppelwert mit debmelReagenz versetzt wurden und
ebenfalls die OD595 bestimmt wurde. Die darausltiesenden optischen Dichten wurden
graphisch gegen die Proteinkonzentration aufgemragedass der Proteingehalt der zu
analysierenden Proben aus dieser Kurve errechrreiewu

3.8.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAG E)

Die SDS-PAGE wurde in Anlehnung an die Originalnoelda von LAmmli (53) durchgefihrt.
Bei dieser Methode wird eine Proteinlésung mit d@&matergenz SDS behandelt. Die
Mehrzahl der Proteine bindet SDS zu negativ geleeSDS-Protein-Komplexen mit
konstantem Ladung-zu-Masse-Verhaltnis. Weiterhimatigriert SDS die Proteine zusammen
mit den reduzierenden Agenzien DTT odeMercaptoethanol und verhindert Protein-
Protein-Wechselwirkungen. Die Proteine unterscheisieh somit nur noch in ihrer Masse
und haben vergleichbare hydrodynamische Eigensohafth der SDS-PAGE wandern die
SDS-Protein-Komplexe im elektrischen Feld zum Rdlispobei die Polyacrylamidmatrix als

ein molekulares Sieb fungiert und die Proteine risictkes-Radius auftrennt.
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Die SDS-Page wurde in einer der in Kapitel 3.7 besbenen Gelkammern durchgefihrt.
Die Konzentration des Trenngels betrug 12%, dieSamelgels 5%. Als Stammloésung fur
beide Gele diente eine 30% Acrylamid-/Bisacrylastding. Die Endkonzentrationen im
Trenngel betrugen 375mM Tris/HCI pH8,8, 0,1% (wBpS, 0,001% (v/v) TEMED und
0,001% (w/v) APS. Die Endkonzentrationen im Sammielgetrugen 125mM Tris/HCI
pH6,8, 0,001% (w/v) SDS, 0,0025% (v/v) TEMED un@@@,% (w/v) APS. Als erstes wurde
das Trenngel gegossen, wobei der Polymerisieruageps durch die Zugabe von APS und
TEMED gestartet wurde. Nach dessen Polymerisiernigigte der Gul3 des Sammelgels
unter Zugabe von 30ul Bromphenolblau zur besss¥ismalisierung der Geltaschen. Die
aufzutragenden Proben wurden mit 1/4 Vol. des Rradlemens an 5x SDS-Ladepuffer
(siehe Kapitel 3.6) versetzt, fir 5min bei 90°C ateniert und in die Taschen des Sammelgels
pipettiert.

Die Elektrophorese erfolgte mit 200mA/Gel fiur 4h Kithlung oder mit 10mA/Gel fur 16h.

3.8.3 Western blot - Immunbiologischer Nachweis vo  n Proteinen

Diese Methode wurde zum Nachweis von Proteinen efleXtrakten benutzt. Weiterhin
eignete sie sich zur Quantifizierung der jeweilig&gnoteinmenge eines spezifischen Proteins,
welches mit einem entsprechenden Antikorper naclegan wurde. Somit diente sie auch
zum Vergleich des PON2-Gehalts bei verschiedenesteifrPraparationen. Bei dieser
Methode handelt es sich um einen sehr sensitiveohwgis, da endogenes PON2
beispielsweise noch in bis zu 15ug Zellextraktechimaeisbar war.

Der elektrophoretische Transfer erfolgte mit eisemi-dry-transfer Kammer von BioRad und
einem diskontinuierlichen Puffersystem bestehersl drei verschiedenen Blotting-Puffern.
(siehe Kapitel 3.6) Nach elektrophoretischer Aufineng der Proteine (siehe Kapitel 3.8.2)
wurde das Gel aus der Kammer entnommen, fir 15mikathodenpuffer aquilibriert und
dann auf eine Nitrozellulosemembran gelegt, welter fir 10min im Anodenpuffer Il
aquilibriert wurde. Das Gel auf der Membran wurderm auf drei Lagen in Anodenpuffer |
aquilibriertes Whatmanpapier gesetzt und auf diedender Western blot Transfer-Kammer
gelegt. Schlie3lich wurden noch drei weiter Lageha@&hanpapier, im gleichen Puffer wie
das Gel aquilibriert und oberhalb des Gels aufdelBgr elektrophoretische Transfer der
Proteine erfolgte mit einer Stromstarke von 3mAl/d&el-Flache in auf 4°C vorgekiihlten

Transferpuffern.
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Anschlie3end wurde die Membran mit 5% MilchpulverTiBS-Puffer (siehe Kapitel 3.6) fur

mind. eine Stunde blockiert, um eine unspezifimelung der Antikorper an die Membran
zu unterbinden. Dieser und alle weiteren Schrittelgten unter Schitteln und bei RT oder
bei Uber-Nacht-Inkubationen bei 4°C urehd-over-endRotation. Danach erfolgte die
Inkubation mit dem priméarea-PON2 Antikérper. Dieser wurde in Blockldsung (311000
fur mindestens 2h oder Uber Nacht eingesetzt. Magimaligem Waschen der Membran mit
TBS-Puffer fur je 10min folgte die Inkubation mélaindarem Antikorper (siehe Kapitel 3.2)
fur mind. 60min. Dieser wurde in einer Verdinnuran\1:5000 in Blockpuffer eingesetzt.
Schliel3lich erfolgte nach erneutem Waschen der Mami3 x 10min in TBS-Puffer) die
Visualisierung der antikdrper-detektierten Proteiderch Inkubation mit demWestern
lightning Chemiluminescent Peroxidase Solution &ygsiehe Kapitel 3.1.3). Hierbei wird
durch die am zweiten Antikdrper konjugierte MedicktPeroxidase-Aktivitdt das in der
zugegebenen Losung enthaltene Substrat umgesetizteim Chemilumineszenz Signal
erzeugt, welches seinerseits durch Exposition dembtan auf einen Rontgenfilm sichtbar
gemacht werden kann. Die Schwarzung des Rontgenigim(in Grenzen) proportional zur
Menge an umgesetztem Substrat. Damit kann eingektdi Aussage Uber die auf der
Membran befindliche Menge an Protein getroffen ward

Als Ladekontrolle wurde ein immunologischer Nachsveona-Tubulin vorgenommen. Als
priméarer Antikérper diente ein monoklonaler Maug~ubulin 1:800 (Siehe Kapitel 3.2). Der
sekundéare Antikorper wurde 1:10000 eingesetzt. bdiehandelt es sich um ein globulares
Protein, welches Bestandteil der Mikrotubuli istaMnimmt an, dass in der Regel die
Bestandteile des Zytoskeletts kaum signifikantemlékangen in der Expression unterworfen
sind. Gleichgro3e Mengen an Tubulin entsprechenitsgieichen Mengen an Protein
insgesamt in einer Probe. Dies spiegelt sich darirdam Rontgenfilm in Banden gleicher
Intensitat wieder. Der Nachweis von anderen Preteierfolgte analog zu dem von PON2,
bezuglich Inkubationszeiten, Waschschritten und ualisierung der
Chemilumineszenzsignale. Die Membran wurde naclsidrsende bei 4°C in TBS mit 0,1%
NaNs; zur Vermeidung von Kontamination mit Mikroorganesmund Pilzen gelagert.

3.8.4 Stripping von Western blot-Membranen

Bei dieser Methode handelt es sich um ein Verfghnaiches die Wiederverwendung einer
Western blot-Membran ermdglicht, um mehrere veestéme Proteine nachzuweisen. Hierbei
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kommt es biochemisch durch das im Stripping-Putathaltenep-Mercaptoethanol zur
Ablésung der zuvor an Zielproteine gebundene Amgkd AnschlieRend kann die Membran
erneut blockiert und wieder verwendet werden. Algiginvon der zuvor transferierten
Proteinmenge kann diese Methode etwa bis zu 5-orahdefuhrt werden.

Hierzu wurde die Membran 30min bei 50°C in vorgew#&n Stripping-Puffer (siehe Kapitel
3.6) rotierend (6 rpm) in einem Brutschrank inkubi® x 10min in TBS-Puffer gewaschen
und fir den nachsten Proteinnachweis (siehe Kapi8eB) eingesetzt.

3.9 Klonierung, Extraktion und Analytik von DNA/RN A

3.9.1 Klonierung eines PON2-Promoter-Fragments in d as Reportergen-
Plasmid pGL4

Aufgrund einer ineffektiven direkten Amplifikatiodes PON2 Promoter Fragmentes aus
genomischer DNA, erfolgte die Klonierung durch nezkrSubklonierungen.

Zunachst wurde ein 2386 bp grol3es Fragment ausrarmgenomischer A549 DNA (siehe
Kapitel 3.5) amplifiziert, welches der Region -22B88% +112 des humanen PON2-Gens
entspricht. Dies erfolgte in einem 25ul Reaktiomdndestehend aus 250ng genomischer
DNA, 0,35mmol/l dNTPs, 0,5% DMSO, 10pmol per Oligateotid (5'-
GATAGAGGTACCCTTAACCCAGTGGTCCATTG-3' (Kpnl-Schnittstelle untergthen)
und 5-GATAGACTCGACACCTACCTGAGTGCCAGAAGC-3' (Xhol- Schnittstelle
unterstrichen)), 2U DNA Polymerase und dem 1x Reakpuffer aus demSawady
MidRange PCR Systefsiehe Kapitel 3.1.3) Unter Verwendung eines i-exl(siehe Kapitel
3.7) wurde anhand von folgendem Amplifikationspkatib die PCR durchgefiihrt: (95°C
2min)y (95°C 40sek, 66°C (1°C Erniedrigung/Zyklus) 50séB°C 3min 15sek (10sek
Verlangerung/Zyklusy), (95°C 40sek, 58°C 50sek, 68°C 4min 30sek (10sek
Verlangerung/Zyklus}y,, (68°C 20min).. Als nachstes wurde das Produkt
gelelektrophoretisch aufgetrennt (siehe 2.9.4) wamhand desJetquick PCR Product
Purification spin kit (siehe Kapitel 3.1.3) nach Instruktionen des H#lests aufgereinigt.
Dann erfolgte die Insertion der Sequenz in das pB)f#uc2] Plasmid (siehe Kapitel 3.3):
Hierzu wurden bei 37°C 4ug Plasmid mit jeweils 0,8pr Restriktionsenzyme Kpnl und
Xhol (siehe Kapitel 3.2) und 0,5ul NEB 10x Pufferl #ur 4h verdaut und
gelelektrophoretisch aufgetrennt. Nach erfolgtefréinigung gemal Herstellerangaben mit
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dem Perfectprep gel clean-up ki{siehe Kapitel 3.1.3), wurde die Dephosphorylierdes
Plasmids vorgenommen. Hierzu wurden 4ug PlasmidlmitCIAP (siehe Kapitel 3.2) und
0,5ul 10x CIAP-Puffer fur 1h bei 37°C inkubiert uadschlieRend mit de@iaquick PCR-
purification kit (Siehe Kapitel 3.1.3) aufgereinigt. Die Vorbehamdj des Plasmids mit
alkalischer Phosphatase erleichterte den folgendgationsschritt. Es wurden 50 ng
linearisiertes pGL4.10[luc2] Plasmid und 26 bzw.ri{deslnserts(entspricht molekularen
Verhéltnissen von 1:1 bzw. 1:3) zusammen mit J4DINA-Ligase (siehe Kapitel 3.2) fur 4h
bei RT ligiert. Mittels dieses Plasmids erfolgte ddlonierung der Region 2249 bis -1 des
PON2 Gens anhand von folgendem PCR-Protokoll: &l Reaktionsansatz enthielt 50ng
template DNA, 0.4% DMSO, 0.4mmol/l dNTPs, 20pmol per Oligéteotid, 5'-
GATAGAGGTACCCTTAACCCAGTGGTCCATTG-3' (Kpnl-Schnittstle unterstrichen)
und 5-GATAGAGCTAGCGCCTGGCCAGCAGCTCCGTG-3 (Nhel-&uittstelle
unterstrichen), 1.5U DNA Polymerase und derreaction buffedesSawady MidRange PCR
kits (Siehe Kapitel 3.1.3). Das Amplifikationsprotokdlir diese Reaktion lautete: (95°C
2min)y, (95°C 50sek, 52°C 50sek, 68°C 2min 20sek (10sataxgerung/Zyklusy}y, (68°C
7min)y.

Die amplifizierte DNA wurde anhand d&erfectprep, Gel Cleanup Kigelgereinigt (siehe
Kapitel 3.1.3) und mittelsDNA blunting and ligation kit (siehe Kapitel 3.1.3) nach
Herstellerangaben mit dem Klenow-Enzym behandeischAlieRend wurde die DNA gemal
dem im Zero Blunt Cloning kit(siehe Kapitel 3.1.3) beiliegenden Protokoll irs qggCR4-
TOPO Plasmid inseriert. Schlie3lich wurde die pugaPON2 Promoter Region -2249 bis -1
aus diesem Plasmid durch vierstindigen Verdau B& 3on 4pg Plasmid mit jeweils 0,5ul
der Restriktionsenzyme Kpnl und Nhel (siehe Kap&&l) und 0,5ul NEB 10x Puffer #1
ausgeschnitten. Die so generierte DNA wurde danne weben beschrieben
gelelektrophoretisch aufgetrennt und gereinigt,dann in ein pGL4.10[luc2]-Plasmid (siehe
Kapitel 3.3) inseriert zu werden. Zu diesem Zweckrden zunadchst 5ug Plasmid vier
Stunden bei 37°C mit jeweils 1ul Kpnl und Nhel urdegabe von 0,7ul NEB 10x Puffer #1
linearisiert und nach gelelektrophoretischer Audftneng extrahiert. Nun wurde die DNA
erneut, wie oben beschrieben unter Verwendung dEXP Cnach Herstellerangaben
dephosphoryliert. Schlie3lich erfolgte die Ligatides linearisierten pGL4.10[luc2]-Plasmids
und der putativen PON2-Promoter-Region -2249 bist+Yerhéltnis 1:3. Daflr wurden 26ng
Plasmid und 78ng Promoter vier Stunden bei Raunmgeaityr unter Verwendung von 10,4ul
Polyethylenglykol PEG FDNA-Ligase (siehe Kapitel 3.2) ligiert. Alle Kloaiungsschritte

wurden mittels Sequenzierung (siehe Kapitel 3.@0&rprift.
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3.9.2 Plasmid DNA Préaparationen

Im folgenden Abschnitt werden die Methoden aufgdfiimit denen Plasmid-DNA aus
bakteriellen Vorkulturen gewonnen wurden. Die Mekio kamen ihren Vor- und Nachteilen
entsprechend zum Einsatz, je nach erforderlichaeli@uund Reinheit der Praparation.

3.9.2.1 Cracking — Schnelle Extraktion von Plasmid- DNA aus
prokaryotischen Zellen

Unter Cracking versteht man eine schnelle, abeaubrere Methode zur Plasmid-Préparation,
welche bei der Klonierung von DNA benutzt wurdeelZder Methode ist die schnelle
Prufung mehrerer bakterieller Vorkulturen auf dashRandensein eines bestimmten Plasmids
gewunschter GrofRe. Dazu wird zunéchst aus bake&ridlorkulturen die Plasmid-DNA
prapariert und nachfolgend in einem Agarose-Gel lysreat. Dabei erfolgt der
GroRRenvergleich zu einem Plasmid mit bekannter eamgobei bei dieser Methode zu
beachten ist, dass der hohe Zucker-Gehalt des zienuPuffers die Laufeigenschaften von
DNAs verandern kann.

Fur dasCracking wurden 600ul einer Vorkultur 1min bei 20.000x g tzéungiert. Nach
Entfernung des Uberstandes wurde das Sedimentih@@ckingPuffer (siehe Kapitel 3.6)
resuspendiert. AnschlieRend wurde erneut fir 10reir20.000x g zentrifugiert und 20ul des
sich bildenden Uberstandes zur ElektrophoresedrTdschen eines 1% Agarosegels geladen
und, wie in Kapitel 2.9.4 beschrieben, elektroptiscd aufgetrennt. Diese Methode schliel3t
die Zellen insgesamt auf und l6st die DNA heraus,dass auf dem Gel ebenfalls die

genomische DNA der Bakterien erscheint.

3.9.2.2 Rapidprep Plasmid-DNA-Praparation

Zur lIsolation von Plasmid-DNA aus Bakterien wurdetandard-Protokolle verwendet, um
zunachst relativ schnell Plasmide aus bakterielerkulturen praparieren zu kénnen. Die
Methode dauert zwar etwas langer als das Cracl8rehé Kapitel 3.9.3), doch werden daflr
die Laufeigenschaften der DNA nicht durch einendrmoBuckergehalt, wie den des Cracking-
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Puffers, verandert. Folglich kam die Methode zumskiz, wenn es darum ging, grol3e
Mengen an Plasmiden relativ sauber zu prapariemdrdies z.B. fur einen Restriktionsverdau
zu verwenden. Hierfur wurden die gewonnenen Plasngelelektrophoretisch aufgetrennt
(siehe Kapitel 3.9.5) und mit einem Plasmid gewtitescGroR3e verglichen.

Es wurde folgendermal3en vorgegangen: Nachdem oramsite Bakterien (siehe Kapitel
3.10.2) auf selektiven Agarplatten Gber Nacht géwwan waren, wurde am nachsten Morgen
mit der Spitze einer autoklavierten Pipette einevaghsene Bakterienkultur vorsichtig
aufgenommen, in 5ml TB-Medium mit Kanamycin (sidfapitel 3.4) geldst und bei 37°C
Uber Nacht und unter Schitteln zum Wachsen belaggannachsten Tag wurden 2ml der
Bakterien-Uber-Nacht-Kultur 30sec bei 20.000x gtdkmiert, die Zellen mit 100ul TEG
(siehe Kapitel 3.6) resuspendiert und mit 150;skcfiiangesetztem ALB-Puffer (siehe Kapitel
3.6) lysiert. Nach Zugabe von 150ul 3M Natriumacetfolgte eine Zentrifugation (10min,
20.000x g, RT). AnschlieRend wurden 400ul des detéh Uberstandes in einem neuen
Reaktionsgefald mit 1ml Chloroform-Isoamylalkoholgsch (1:24 (Viv
Chloroform:lsoamylalkohol) versetzt und erneut méumgiert (10min, 20.000x g, RT). Die
obere wassrige Phase wurde in ein neues Reaktidfsgierfihrt und die DNA durch
Zugabe von 800ul Ethanol (95%, -20°C) prazipiti@0min, -20°C), dann zentrifugiert
(10min, 20.000x g, 4°C) und mit je einem ml 95 uffEl prozentigem Ethanol gewaschen.
Nach Trocknung der DNA (ca. 5min, RT) wurde digs80-50ul Tris pH8,5 resuspendiert.

3.9.2.3 Plasmid-DNA-Praparation anhand gebrauchsfer tiger Kits

Um einen hohen Reinheitsgrad und DNA-Gehalt zu peleisten, wurde bei der Plasmid-
Praparation auf gebrauchsfertige Reagenziensystariekgegriffen. Hierbei kam zum einen
das Jetstar Plasmid Preperation k{siehe Kapitel 3.1.3) und zum anderen das Perigetp
Plasmid mini kit (siehe Kapitel 3.1.3) zum EinsaEs wurden jeweils die Angaben des

Herstellers befolgt.

3.9.3 Elektrophorese von DNA in mit Ethidiumbromid versetzten Agarosegelen

Die Agarose-Gelelektrophorese fand bei der Analyse préaparativen Isolierung von DNA

Verwendung. Hierbei werden Nukleinsauren in eindektaschen Feld der GrofRe nach
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aufgetrennt. Die Konzentration der Agarose wurdeGlé&Re der aufzutrennenden Fragmente
angepasst und lag bei 1% (fur DNAs mit >1kBp und2% fir DNAs mit <1,5kBp). Die
GrolRRe der untersuchten DNAs wurde spéater durchv@egleich mit DNA-Grol3enstandards
(siehe Kapitel 3.2) ermittelt, welche mit der DNAfgetrennt wurden.

Die Agarose wurde in TAE-Puffer (siehe Kapitel 3g&J6st, bis zum Siedepunkt erhitzt und
nach kurzem Abkuhlen auf ca. 60°C und nach ZugalmeOy5pg Ethidiumbromid/ml in die
Laufkammer gegossen. Ethidiumbromid ist ein DNAerktlierender Farbstoff, welcher bei
Beleuchtung mit UV-Licht (254nm) fluoresziert unol die Position der DNA im Gel anzeigt.
Nach Aushartung der Agarose wurden die DNA-Probeh g (v/v) DNA-Ladepuffer
versetzt und in die Taschen des Gels pipettiee. Aiftrennung der DNA erfolgte in TAE-
Puffer. Zuletzt wurde die Visualisierung der intdrkrten Ethidiumbromid-DNA-Komplexe
durch Bestrahlung mit UV-Licht und die photograpghis Dokumentation durchgefihrt.

FUr eine praparative Isolierung von DNA aus Agagesen wurde das Gel nach der
Auftrennung maoglichst kurz (max. 5sek) mit einensachen 254/366-nm Lampe beleuchtet,
um Schadigungen der DNA durch starke UV-Bestrahlzogvermeiden. Wéahrend der
Beleuchtung wurde kurz die Position der jeweilig@NA im Gel markiert und die Bande

anschlie3end bei normaler Beleuchtung mit einentip8kausgeschnitten.

3.94 DNA-Fallung

Mit dieser Methode ist es moglich DNA von anderasstandteilen einer Lésung zu trennen.
Durch Zugabe von Natriumacetat entstehen Komplekelen DNA, die dann aufgrund ihrer

hydrophilen Eigenschaften in Ethanol unter Zengygfion ausfallen.

Als erstes wurde der DNA-Losung 1/10 ihres Volumems 3M Natriumacetat pH4,5

zugefugt. Nach Zugabe des 2,5 fachen Volumens &fb61Bthanol wurde der Ansatz fir

20min bei 4°C und 20.000g zentrifugiert, um die DI¥A pelletieren. AnschlieRend wurde
der Uberstand verworfen, das entstandene DNA Piall@60ul 75% Ethanol resuspendiert
und fir 5min bei 4°C und 20.000g zentrifugiert. §8e Schritt wurde zweimal durchgefihrt
um einen hdheren Reinheitsgrad der DNA zu erzidNacth der Zentrifugation wurde der

Uberstand verworfen und das Pellet im offenen ReaggjefaR 3min. getrocknet. Zuletzt
wurde das Pellet in 35ul 10mM Tris-Puffer pH8,5usgsendiert und der DNA-Gehalt, wie

unter Kapitel 3.9.9. beschrieben, bestimmt.
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3.9.5 DNA-Sequenzierung

Samtliche DNA-Sequenzierungen wurden von der FirrBaglab, Gottingen als

Auftragssequenzierungen durchgefihrt.

3.9.6 Extraktion von RNA aus eukaryotischen Zellen

Um RNA aus Zellen zu extrahieren wurde damgen RNeasy RNA isolation Kgiehe
Kapitel 3.1.3) verwendet. Dabei wurde nach Angades Herstellerprotokolls verfahren.
Nach der Konzentrationsbestimmung (siehe Kapi&B3.der gewonnenen RNA wurde diese

bei -20°C bzw. -80°C bis zur weiteren Verwenduniggert.

3.9.7 Bestimmung der Genexpression mittels gRT-PCR

Diese Methode kam zum Einsatz um die Transkripbestimmter Gene nachzuweisen. Die
quantitative-Real-Time-PCR (gqRT-PCR) ist eine awdmd Prinzip der herkémmlichen
Polymerase-Kettenreaktion (PCR) beruhende Methoder ZAmplifizierung von
Nukleinséduren. Durch die Verwendung Fluoreszenzieder Sonden bietet sie zudem die
Mdglichkeit der Quantifizierung, da die Fluoreszeapportional mit der Menge der PCR-
Produkte zunimmt.

Fur die gRT-PCR wurde d&uantitect gRT-PCR k{siehe Kapitel 3.1.3) verwendet. Hierfur
wurden die einzelnen Reaktionsansatze auf Eisna 8bwell-Platte (siehe Kapitel 3.1.2)
zusammenpipettiert. In jedes einzeimell wurden 8,8ng RNA, 10ul Master-Mix, 0,2ul RT-
Mix und 1ul entsprechender Primer pipettiert. Esdea Primer von PON2 und NOX4 sowie
von GAPDH und RNA-Polymerase lla (Siehe Kaitel 3zb)y Normalisierung der Werte
eingesetzt. Nachdem die Reaktionsansatze pipettaagn, wurde die Platte mit einer optisch
transparenten Folie Uberzogen und die PCR in einegtler (Siehe Kapitel 3.7) mit
folgendem Protokoll gestartet: (50°C 3min, 95°C irhm, (95°C 30sek, 60°C 30sek, 60°C
30sek)s0. Nach vollendeter PCR konnte mittels Fluoreszenzmes die Menge an

amplifizierter RNA berechnet werden.
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3.9.8 Konzentrationsbestimmungen von Nukleinsduren

Die Bestimmung der Konzentration von DNA- oder RIRAiparationen erfolgte mithilfe des
NanoDrop Geréates (siehe Kapitel 3.7). Dies zeickrat dadurch aus, dass nur sehr geringe
Probenvolumina von ca. 1-2ul benétigt werden.

3.10 Allgemeine Arbeiten mit prokaryotischen Zelle n

3.10.1 Herstellung kompetenter Zellen

Durch Behandlung mit eiskaltem Kalziumchlorid wid Bakterien ein voribergehender
Zustand der Kompetenz ausgel6st, wodurch die Zddeinzusatzlicher Behandlung (siehe
Kapitel 3.10.2) DNA aufnehmen koénnen. Hierfir wurdecoli Zellen der Stammes DHb
benutzt.

Die Herstellung kompetenter Zellen erfolgte in Amleang an die Hanahan-Methode. Dazu
wurden 100ul einer 3ml Uber-Nacht-Vorkultur dessentchendei.coli Stammes in 100m
steriles Standard-I-Medium gegeben und bei 37°G@ruSchutteln inkubiert bis sich eine
ODsoo = 0,5 eingestellt hatte. Alle anschlieRenden Adsehritte erfolgten stets auf Eis und
mit vorgekihlten, sterilen Losungen (siehe Kap&#). Nach Zentrifugation fir 10min bei
4000g und Entfernung des Uberstandes wurde da®tPall 40ml Hanahan-Lésung 1
resuspendiert und 10min inkubiert. Nach erneutertrdagation fur 8min bei 4000g und
Entfernung des Uberstandes wurde das Pellet in Harlahan-Losung 2 resuspendiert,
anschlie3end aliquotiert und mit etwa —70°C (Troeke in Ethanol abs.) schockgefrostet.

Die Lagerung erfolgte bei —70°C.

3.10.2 Transformation von Plasmiden in prokaryotis che Zellen

Durch die Transformation werden Plasmide in Bakteringeschleust. Dies ging hier unter
Verwendung der Hitzeschock-Methode von statten.t@Baile Zellen de<.coli Stammes
DH5a dienten zur Amplifizierung von Plasmiden. Die Helising der Chemokompetenz der

Zellen ist im vorigen Abschnitt beschrieben.
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Fur die Transformation von Plasmiden in prokarybtes Zellen wurden 10ng Plasmid
verwendet. Zur Transformation wurden 75ul kompetetellen mit dem Plasmid fur 30min
auf Eis (4°C) inkubiert, bevor durch einen Hitzesdh (40sek 42°C) und anschlielRende
Inkubation fir 2min bei 4°C die Aufnahme der Pla#BiNA in die Zellen bewirkt wurde.
Nach einer Zugabe von 500ul Standard-I-Nahrmedintheiner 1 stiindigen Inkubation bei
37°C und 400rpm wurden die Zellen fiir 2min mit 49G@dimentiert, der Uberstand bis auf
einen Rest von 50ul abgenommen und die Zellen im desrbleibenden Medium
resuspendiert. Schliel3lich wurden die transforrareiZellen auf selektiven LB-Agarplatten

(siehe Kapitel 3.4) ausplattiert und wuchsen Ubeerhtl bei 37°C in einem Brutschrank.

3.11 Allgemeine Arbeiten mit eukaryotischen Zellen

3.11.1 Kultivierung und Zellzahlung eukaryotischer Zellen

Die Kultivierung von EA.hy 926 und SMC Zellen vefliunter Verwendung der unter Kapitel
3.4 genannten Medien im Brutschrank bei 37°C unérai CQ-Gehalt von 10% fir EA.hy
926Zellen und 5% fir SMC-Zellen.

Zum Ablosen adherenter Zellen wurde das Medium aiiter sterilen Pasteurpipette
abgesogen, die Zellen mit 5ml PBS gewaschen unddhierenten Zellen mit Trypsin-EDTA
(1ml fur eine 75crhKulturflasche) fir 5min inkubiert. Die Zugabe dEypsins bewirkt eine
Ablosung der Zellen von der Oberflache der Kulastihe. Die enzymatische Aktivitat des
Trypsins wird durch das serum-haltige Medium gegstoEs wurden 10ml Medium
hinzugegeben und die Suspension in ein steriled-Eafbon-Réhrchen Uberfihrt, nachdem
die einzelnen Zellverb&nde durch mehrmaliges Abkaremit einer Pipette aufgeldst und die
Zellen somit vereinzelt wurden. Danach wurden et@al der Suspension auf eine Neubauer-
Zahlkammer gegeben und insgesamt 4 Grol3quadraggezildt. Der Durchschnittswert
dieser Ergebnisse wurde mit dem Faktor 10000 nmizitpt, welcher sich aus der Art der
Zahlkammer ergab und lieferte die Anzahl an Zeftén/Daraufhin wurden die Zellen
entsprechend der benutzten Kulturschale und ddr amschlieRenden experimentellen
Anforderung ausplattiert.
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3.11.2 DNA-Transfektion eukaryotischer Zellen

Fur die Transfektion von Plasmid-DNA wurden diel@elam Tag vor der Transfektion in
24-+ell Platten mit einer Dichte von 2,5 x“1Bellen ad 1000l Medium ausplattiert. Hierzu
wurden die Zellen wie unter Kapitel 3.11.1 gesdilcabgeldst, gezéhlt und so ausplattiert,
dass sie am Folgetag eine Konfluenz von etwa 80&&rhaum die Transfektion von DNA
durchfihren zu kénnen. Die oben genannten Zell-Mangurden mit ig DNA transfiziert,
wobei Nanofectin als Transfektions-Reagenz folgemd&en nach Protokoll des Herstellers
benutzt wurde:

Es wurde 1pg DNA und 3,2ul Nanofectin in je ein rgebtes 1,5ml Eppendorf-
Reaktionsgefal3 mit 50ul 150mM NaCl pipettiert uradiml geldst. Anschliel3end wurde die
Losung, welche das Nanofectin enthielt, in die DNetige LOosung pipettiert, kurz durch
Vortexen vermischt und fur 15-20min bei Raumtempgrankubiert. Wahrend dieses
Zeitraumes bilden sich aus DNA und Nanopartikeln anofectinldsung Préazipitate, die in
die Zelle aufgenommen werden und die DNA durch Zimembran schleusen. Danach
wurden die 100ul Transfektionsansatz tropfenweidedae Zellen gegeben, nachdem deren
Medium vorher abgesaugt und durch 500ul frischesliivie ersetzt worden war. Nach 2h
wurde das Medium auf 1ml/well aufgefullt und nactsgesamt 4h durch 1ml frisches

Medium ersetzt.

3.11.3 Behandlung eukaryotischer Zellen mit RNAI

Bei der RNA-Interferenz handelt es sich um einehidde, bei welcher eukaryotische Zellen
mit kurzen dsRNAs (siRNAs) behandelt werden, unden Zelle eine selektive Abschaltung
bestimmter Genexpressionen zu bewirken. Die Sequenzjeweiligen siRNA bestimmt,
welche RNA durch die RNAIi-Behandlung reguliert wiftie Anlagerung der siRNA an eine
komplementare mRNA induziert deren Abbau in deteZel

Die RNA-Interferenz ist zunachst i@.elegans spater in anderen Spezies entdeckt worden
und existiert auch in humanen Zellen (54-57). $dteinen dhnlichen Mechanismus wie das
posttransktiptionellegene-silencing(selektives Ausschalten bestimmter Gene) in Péanz
und Pilzen dar (58-61).

Die naturliche Funktion der RNAI scheint dabei ®ierteidigung des Genoms gegen mobile
genetische Elemente, wie z.B. Viren zu sein. Dié&&sgang wird durch kurze, 21 bis 23 nt
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lange, doppel-strangige RNAs (dsRNAs) vermittek, den spezifischen Abbau von mRNAs
mit homologen Sequenzen verursachen und ist aut giaplasma beschrankt (62, 63).

Bei samtlichen Experimenten mit siRNA wurde steta &eil der EA.hy 926-Zellen
unbehandelt gelassen, ein Teil mit PON2-siRNA undrleil mit Kontroll-siRNA behandelt.
Die Kontroll-siRNAs sind nicht komplementar zu arete bekannten Gensequenzen. Somit
induzieren sie zwar die zellulare Reaktion der RNfAInren aber nicht zu einer spezifischen
MRNA Degradation und dienen somit als unspezifistetroll-Reaktion.

Zwischen Applikation der siRNAs und Beginn des BExpents vergingen 3—4 Tage, da es
sich wahrend der Durchfiihrung dieser Arbeit ergebatte, dass die siRNA vermittelte
Degradation der PON2-mRNA zwar nach 24h erfolgiae éDestabilisierung des PON2
Proteins aber erst nach etwa 3 bis 4 Tagen venmzetieherden konnte.

Die Zellen wurden am Tag vor der Behandlung mit BB®&aschen, trypsinisiert und gezabhit.
AnschlieRend wurden etwa 2,5%18ellen in 1ml Medium in 24vell-Platten ausgesat, sodass
sie am Behandlungstag ca. 60% konfluent waren.

Am Tag der Behandlung wurden die Zellen nach Kdletrder Zelldichte folgendermaf3en
behandelt: Vorhandenes Medium wurde abgesaugt urah @0@ Medium ersetzt. Danach
wurden 100ul Reaktionsansatz zugefuigt. Zur Hewstgldes Reaktionsansatzes wurden 98l
des im Kit enthaltenen Puffers und 2ul PON2 siRNkammenpipettiert und kurz gevortext.
Zu diesen 100ul wurden weitere 3,6ul RNAifect piget und weitere 10 Sekunden
gevortext. Anschlie3end wurde der ganze AnsatA%ibis 20 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert.

Nach Zugabe des Reaktionsansatzes wurden die Zgited bis 6 Stunden im Inkubator
belassen. Nach dem anschlieRenden MediumwechsaligZ@ehandlung abgeschlossen und
die Zellen konnten den Anforderungen der folgendEmperimente entsprechend

weiterverarbeitet werden.

3.11.4 Fixierung und Immunfluoreszenz-Farbungen eu  karyotischer Zellen

Um die subzellulare Lokalisation des PON2 Proteiegolgen zu kénnen wurden PON2-
GFP transfizierte EA.hy 926-Zellen verwendet. Diedaubt eine Betrachtung und
Dokumentation der Lokalisation in der lebenden &elis war jedoch notwendig, bestimmte
andere Strukturen in den Zellen, wie Nuklei odeteaa Proteine, anzufarben. Daflr mussten

die Zellen auf einem Deckglas fixiert werden. Ferneussten die Zellen permeabilisiert
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werden, damit anschlieRend Farbereagenzien zugegedrelen konnten, sowie primare und
sekundare Antikorper, die gegen bestimmte zelluRmateine gerichtet waren. Schliel3lich
wurden die Zellen mit dem Deckglaschen auf einenekdtsager fixiert und anschlie3end die
Lokalisation der jeweiligen Proteine und StruktumenMikroskop ausgewertet.

FUr Immunfluoreszenz-Farbungen eukaryotischer delleurden die Zellen in 2dell-
Platten, wie oben beschrieben, ausplattiert, wobavor in das jeweiligewell ein
Deckglaschen eingelegt worden war. Zur spatererekiien des PON2 Proteins wurden
entweder stabil mit PON2-GFP transfizierte EA.hy6-Z2llen oder EA.hy 926-Zellen bei
denen PON2 durch Behandlung mit primarem und sekenad Antikbrper sichtbar gemacht
wurde, benutzt. Zur Darstellung der Nuklei wurdéesd mit dem Fluoreszenzfarbstoff DAPI
(siehe Kapitel 3.1.1) angefarbt, der sich an dieADBnlagert und so die Zellkerne
fluoreszieren lasst. Das endoplasmatische Retikwwmile durch einei&R tracker dye red
(siehe Kapitel 3.1.3) sichtbar gemacht. Hierbeiddtnes sich um einen Farbstoff, der an
bestimmte Kalium-Kanale bindet, welche vornehmliom endoplasmatischen Retikulum
lokalisiert sind und letzteres somit sichtbar macht

Die Fixierung der Zellen erfolgte nach der folgemd®lethanol-Aceton-Methode (alle
Volumina = 50Qul, alle Lésungen —20°C, sowie die Zellen gekuhh Bis): Nach Absaugen
des Mediums und dreimaligem Waschen der Zellen4iit kaltem PBS-Puffer folgte eine
Inkubation mit Methanol fir 5min und mit Aceton f@0sec. Nach Absaugen des Acetons
wurden die Glasplattchen tiber Nacht bei -20°C geta@ei allen Vorgangen verblieben die
Glasplattchen in der Kulturschale. Vor der immuncyiemischen Farbung wurden die Zellen
zunachst etwa 10min bei 4°C mit PBS rehydriert andchlieRend zur Farbung entnommen
(siehe unten).

Beim Farben kamen folgende Antikorper zum Einséiis: primare Antikdrper wurderu-
PON2 (1:250) und Maug-Calnexin (1:71) verwendet. Zur Visualisierung wemd als
sekundéare Antikérper Cy-3-konjugierter AffiniPureiegea-Kaninchen (1:100), FITC-
konjugierter AffiniPure Esek-Maus (1:50), sowie DAPI (1:100) benutzt (siehe i&3.2).
Alle Antikérper wurden in 5-prozentigem Ziegen-Serun PBS-Puffer auf die fixierten
Zellen gegeben.

EA.hy 926-Zellen wurden, wie oben beschrieben, efixi die Objekttrager aus der
Kulturschale entnommen und bei Raumtemperatur awhffin gelegt. Nun wurden die
Praparate im Dunkeln mit 5-prozentigem Ziegen-SemufBS-T-Puffer (siehe Kapitel 3.6)
geblockt und dann fir 1,5h mit den primaren Antdein inkubiert. Nach dreimaligem
Waschen mit PBS-T-Puffer fur jeweils 10min, erfelglie 1h Inkubation mit den sekundéren

Antikdrpern. Nach weiteren drei zehnmindtigen Wasthitten war die Farbung
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abgeschlossen und die Glasplattchen wurden miE8)dettungsmedium (siehe Kapitel 3.2)
auf einem Objekttrager fixiert und zum Trocknen urdishérten Uber Nacht bei
Raumtemperatur im Dunkeln gelagert.

Bei der Mikroskopie lebender Zellen wurde folgemdaBen vorgegangen: EA.hy PON2-
iso1-GFP-Zellen wurden in einer mit Glasboden Jeesen Doppelkammer (siehe Kapitel
3.1.2) in einer Dichte von 1,8*}@ellen/Kammer einen Tag vor der Farbung ausgést.
Tag darauf wurde das Medium abgesaugt, die ZelléenHank's Balanced Salt Solution
(HBSS) (siehe Kapitel 3.1.2) gewaschen und dann3fimin bei 37°C in vorgewarmter
Farbelésung inkubiert. Diese enthidiR-tracker dye red(siehe Kapitel 3.6) in einer
Verdinnung von 1:1000 und DAPI in der Verdinnunt00: Nach Ende der Inkubation mit
der Farbelosung wurde diese durch 2ml normales M@tiammer ersetzt und die Zellen mit
einem Zeis$H10 confocal laser scan microscopet UV-laser (Zeiss) analysiert. Die Bilder
wurden mit einem 1,4 oil / DIC 63x Zeiss Plan-apoohmat Objektiv und in Zusammenarbeit

mit Dr. Dennis Strand, I. Innere Medizin, Univeéégmedizin Mainz angefertigt.

3.11.5 Herstellung von Gesamt-Protein-Extrakten aus eukaryotischen

Zellen

Um Gesamt-Protein-Extrakte aus eukaryotischen Zeegewinnen, wurde folgendermalf3en
vorgegangen: Die Zellen wurden zweimal mit gekihlteBS (137mmol/l NaCl, 3mmol/l
KCIl, 10mmol/l NaHPQO,, 2mmol/l KH,PQ,, pH7.4) gewaschen und durch Zugabe von
gekuhltem RIPA-buffer (100mmol/l Tris-HCI pH7.4,arfdmol/l NaCl, 1% Triton X-100, 1%
Na-deoxycholate, 1% SDS, 1mmol/l DTT, proteasehitbr cocktail Complete) durch 20
minutiges Schutteln bei 4°C lysiert. Da das Lysatct die freigesetzte DNA der Zellen
viskds zu werden drohte, wurden 50U/ml BenzonaishésKapitel 3.2) hinzugefugt, um die
DNA zu zersetzen. Anschliel3end erfolgte die Konagimnsbestimmung der Lysate wie

unter Kapitel 3.8.1 beschrieben.

3.11.6 Inkubation eukaryotischer Zellen mit TGF- B

Es wurden 6wells SMC (siehe Kapitel 3.4) in 2dell-plates mit einer Dichte von 8+10
cells/ml, wie unter Kapitel 3.11.1 beschrieben phatsiert. Am Folgetag wurden je zweells
SMC fur die Dauer von jeweils 6h und 24h mit 10nghGF- (siehe Kapitel 3.1.1) geldst in
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Zellkulturmedium bei 37°C im Brutschrank inkubiemls Kontrolle diente eine 24h
Inkubation von zwei weiterenwells mit reinem Zellkulturmedium unter gleichen
Bedingungen. Nach Ende der Inkubation wurde die RIdAZellen, wie unter Kapitel 3.9.6
beschrieben, gewonnen, die Konzentration bestimiehé¢ Kapitel 3.9.8) und alle Proben auf
den gleichen RNA-Gehalt eingestellt und eine qR'RR€lehe Kapitel 3.9.7) durchgefihrt.

3.12 Spezielle proteinbiochemische Methoden

3.12.1 Behandlung von EA.hy 926-Zellen mit Protein ase K

Ziel der Behandlung von Zellen mit Proteinase Kdst enzymatische Abbau samtlicher
Proteine, welche aulRerhalb mit der Plasmamembrsovigext, also extrazellular lokalisiert
sind. Dabei muss die Integritdt des Zytoplasmas épelistet bleiben, um den Abbau
intrazellularer Proteine zu verhindern. Bei Praasm K handelt es sich um eine Serinprotease.
(Siehe Kapitel 3.1.1) Die Zellen wurden mit zwei rsahiedenen Proteinase K
Konzentrationen (25pg/ml und 75ug/ml) fir jeweilnib, 10min und 15min inkubiert. Ein
Teil der Zellen wurde zur Kontrolle unbehandeltagsien.

Es wurden konfluent mit EA.hy 926-Zellen bewachsevell-Platten benutzt. Nach
Waschen der Zellen mit je 2 x 1ml PBS-CM (siehe ik8.6) erfolgte die Inkubation mit
Proteinase K geldst in 500ul PBS-CM/well in deneggbenen Konzentrationen und fur die
angegebenen Zeiten. Nach Ablauf der Inkubationsmeitden 500ul PBS mit 5mM
PMSF/well hinzugefugt, um die Enzymaktivitdt derofeinase K zu stoppen. Durch
mehrmaliges, vorsichtiges Pipettieren wurden didlede abgelost und dann fur eine
Zentrifugation (5min, 1.200g, 4°C) in jeweils 1,5nReaktionsgefal3e uUberfluhrt. Das
entstandene Zellpellet wurde in 500ul PBS mit 5mMSF resuspendiert und erneut
zentrifugiert (1.200g, 5min, 4°C). Danach wurdee dellen mit 200ul RIPA-Puffer far
20min bei 4°C unter end-over-end Rotation (siehpitea3.6) lysiert. Die Lagerung erfolgte
bei -20°C. Zum Herabsetzen der Viskositat erfolgitee weitere Zentrifugation (12.400g,
20min, 4°C) und eine Uberfiihrung des gebildetenr§thades in neue ReaktionsgefalRe. Die
Kontroll-Zellen wurden ebenfalls zweimal mit PBS-Gjwaschen und dann fir 15min mit
PBS-CMSF ohne Proteinase K inkubiert. Bei allenhfi@genden Schritten wurde mit den

Kontrollzellen genauso wie mit den Proteinase Kanelelten Zellen verfahren.
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Nach Proteinbestimmung der Lysate (siehe Kapit@ll}.erfolgte die anschlieBende SDS-
PAGE und der Western blot (siehe Kapitel 3.8.2 @8l3) unter Verwendung folgender
Antikorper: a-PON2-/ unda-Tubulin-Antikorper (siehe Kapitel 3.8.3) sowie ginlyklonaler
Kaninchene-Angiotensin-lIi-Rezeptor-Antikérper (1:150). Dieser richtet sickeggn den
extrazellular lokalisierten AngiotensindRezeptor. Als sekundarer Antikdrper diente @in
Kaninchen-Antikdrper (1:5000).

3.13 Spezielle Arbeiten mit eukaryotischen Zellen

3.13.1 Messung intrazellularer ROS-Spiegel in EA.h  y 926-Zellen

Mit dieser Methode ist es mdglich die Menge an RR&active Oxygen Species) in Zellen zu
bestimmen. ROS-Spiegel wurden mittels Fluoreszerkz Chemilumineszenz bestimmt. Das
verwendete Luminolderivat L-012 (siehe Kapitel B)1misst intrazellulare ROS-Spiegel,
doch kdnnen ggf. auch extrazellulare ROS detekiverden. Aus diesem Grund wurden die
Ergebnisse zum Teil mit dem ROS-Reporter CarboxEFDA (siehe Kapitel 3.1.1)
bestatigt. Diese Chemikalie wird erst durch inthatt@e Esterasen aktiviert und reflektiert
somit eindeutig intrazellulares ROS. Zwei verschie®l Arten der Messung kamen zur
Anwendung: Entweder wurde eine einzelne Messung akésell vorherrschenden ROS-
Spiegels vorgenommen oder es wurde ein zeitabhéngierlauf der ROS-Spiegel
dokumentiert.

Dabei wurde folgendermaRen vorgegangen: Am Tagdesr Messung wurden 2,5 x 410
Zellentvell in einer 96well-Platte ausgesat. Am Folgetag wurden die Zellen HBSS
gewaschen und mit 500umol/l L-012 in HBSS bei 378€ 15min vorinkubiert. Danach
wurde 10pmol/l DMNQ (siehe Kapitel 3.1.1) oder Hontrolle 0,5% DMSO in Medium
dazu gegeben. Nun wurde die durch ROS induziertarimineszenz alle 5min fur 2h mit
einem Centro LB960 Platten Luminometer (siehe Ka&@t7) gemessen. Alternativ wurden
die Zellen 24h mit Tunicamycin (15ug/ml), Thapsgjar(1nM, 10nM, 30nM) oder TGB1
(10ng/ml) in Medium vorinkubiert. Anschlielend warddie intrazellularen ROS-Spiegel
wie oben beschrieben vermessen.

Zur Verifizierung der Ergebnisse wurde wie folgtrgegangen: Zellen wurden wie oben
genannt, in 9&vell-Platten ausgesat, gewaschen und mit CarbaBEHDA (2.5nmol/l) bei

37°C fur 30min vorinkubiert, mit HBSS gewaschen umi den gleichen Substanzen
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behandelt. Die Fluoreszenz wurde dann bei 480nmfahOmit einem Fluostar Optima
Fluometer (siehe Kapitel 3.7) bei 37°C bestimmt.

Sollte eine ROS-Messung nach si-RNA-Behandlung riyefiihrt werden, erfolgte die

Behandlung mit RNAi wie unter Kapitel 3.11.3 beseben. Anschlieend wurden die Zellen
aus den 24vell-Platten trypsinisiert, gepoolt, gezahlt (siehe ik&p3.11.2) und dann zur

Messung in einer 96rell-Platte neu ausgesat.

3.13.2 PONZ2-Promoter Dual-Luciferase Reporter Assa vy

Mit den hier beschriebenen Reporter-Gen-Analyserdevdie Aktivitdt des PON2-Promoter-
Fragmentes untersucht, welches wie unter Kapilldeschrieben, kloniert wurde. Ziel ist
es, mogliche Regulationen des Promoters aufzudegkediesem Zweck ist im pGl4.10luc2-
PONZ2-Promoter-Vektor (siehe Kapitel 3.9.1) die Gepgenz defirefly-luciferasejener des
PONZ2-Promoter-Fragments nachgeschaltet, sodass @esexpression der Kontrolle des
PONZ2-Promoters unterliegt. Endotheliale EA.hy 928leh wurden mit diesem Plasmid
transfiziert, mit verschiedenen Reagenzien beh&andel anschlielend wurde die Enzym-
Aktivitat der firefly luciferase gemessen. Da die Transfektionseffizienz entschdele
Einfluss auf die Signalstarke und Reproduzierbarket, wurde der Vektor pRL-EFalpha
(siehe Kapitel 3.3) kotransfiziert. Dieser kodieihe andauernde Expression denilla-
luciferase sodass deren Enzymaktivitat ebenfalls gemesseteweann. Diese Aktivitat ist
proportional zur Transfektionseffizienz und erladi# Normalisierung defirefly-luciferase
Aktivitat relativ zur Menge der transfizierten Zasil.

EA.hy 926-Zellen wurden, wie unter Kapitel 3.11dsbhrieben, mit einer Dichte von 5 x*10
Zellenin 1ml Mediumin 244well-Platten ausgesét, um am Folgetag eine KonfluenZelken
von 60-80% zu erreichen. Nun erfolgte die Transdek{siehe Kapitel 3.11.2) der Zellen mit
1pg PON2-Promoter und 50ngenilla-luciferase im Verhaltnis (Experimenteller
Vektor:Kontrollvektor) 20:1. Nach Abschluss der fiséektion erfolgte die spezifische
Behandlung der Zellen mit in HBSS geléstem DMSO6%), Tunicamycin (0,1upg/ml,
O,ug/ml, 1pug/ml, 3pg/ml, 10pg/ml, 15pug/ml) und DMNIPUM). Zu diesem Zweck wurden
die Zellen mit 1 ml HBSS gewaschen und dann je 24evells fur jeweils 1h, 2h, 4h, 6h, 8h
und 16h mit den Substanzen inkubiert.

Der Reporter Assay wurde dann mit dé&ual-Luciferase Reporter Assay Syst€fiehe

Kapitel 3.1.3) durchgefuhrt. Zellysate werden nawieder mit zwei im Kit gelieferten
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substrathaltigen Losungen versetzt und deren Umnsgtz erzeugt messbare
Biolumineszenzsignale, welche in Relation zueinargisetzt Aussagen Uber die Aktivitat
des Promoters erlauben.

Nach Ablauf der Inkubationszeiten wurden die Zelem PBS gewaschen und nach dessen
vollstdandigem Absaugen mit 100ul/2¢ll im Kit enthaltenerPassive Lysis Buff§PLB) fur
15min bei Raumtemperatur unter Schutteln lysiedciNvorsichtigem Abtragen der Zellen
durch leichtes Kratzen mit einer Pipettenspitzedeardie L6ésungen in 1,5ml Eppendorf-
ReaktionsgefalRe Uberfuhrt und konnten, in flissi§ickstoff schockgefrostet, entweder bei
-80°C gelagert, oder sofort ohne Stickstoffoehamgllzur Durchfihrung eines Reporter-
Assays eingesetzt werden.

Die Messung mit je 20ul Lysat erfolgte nach Protbles Herstellers in einer 98ell-Platte
unter Verwendung eines Centro LB960 Platten-Lumietems (siehe Kapitel 3.7) mit auf
Raumtemperatur temperierten Lésungen und Lysatandia enzymatischen Aktivitaten der
Luciferasen nicht zu beeintrachtigen. Nach beemddessung wurde das Injektorsystem des
Luminometers gereinigt, um Reste der LOsungen zsaitigen.

3.14 Durchfiuihrung statistischer Analysen

Zur Erstellung der in Kapitel 4 gezeigten Graphikamrden die Programmgraph pad prism
3.00 sowieClone Manager Suite Verwendet. Die Maxima der in den Abbildungen 4 &nd
gezeigten Graphen wurden mittels nichtlinearer Begjon auf statistische Signifikanz
Uberpruft. Die Berechnung der statistischen Sigaifz der Graphen in den Abbildungen 6
und 7 erfolgte mittel2-way ANOVA. Die Berechnungen wurden ebenfalls mit deft&are
graph pad prism 3.0@urchgefthrt.
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4 Ergebnisse

4.1 Lokalisation von PON2-isol

4.1.1 Die subzellulare Lokalisation von PON2 mittel s direkter Fluoreszenz

Ziel der in Kapitel 2.11.4 beschriebenen, durchigagin Immunfluoreszenzfarbungen war die
Analyse der subzellularen Lokalisation von PON2tisHierzu wurden mittels konfokalem
Mikroskop die in Abbildung 2 gezeigten Aufnahmemwoormalen EA.hy 926-Zellen und
EA.hy 926-Zellen, die stabil das PON2-iso1-GFP-Kuarld Uberexprimieren, angefertigt.

Wie die Abbildungen 2A und 2B zeigen, ergab die Ige@a der PONZ2-isol-GFP
Uberexprimierenden EA.hy 926 Zellen schwache PONB&ele (grin) innerhalb des
Nukleoplasmas. Starkere Signale werden perinukledrtubular in die Peripherie auslaufend
detektiert und spiegeln die Lokalisation von POBQI-GFP mit der Kernlamina und dem
Endoplasmatischen Retikulum (ER) wider. Die Lokaisn von PON2-iso1-GFP innerhalb
des ER wird in der Uberlagerungsaufnahme deuthicth Anfarbung des ER (rot) mit einem
ER tracker dye redeigt die Uberlagerungsaufnahme der griinen tulstiékturierten PON2-
iso1l-GFP-Signale mit den roten Signalen des ER egéignale als Zeichen der fast
vollstandigen Kolokalisation von PON2-isol-GFP rdém ER. Die Zellkerne wurden in
dieser und den folgenden Abbildungen mit DAPI jeférbt.

Abbildung 2C zeigt hingegen die Lokalisation vonlegenem PONZ2-isol innerhalb normaler
EA.hy 926-Zellen: Nach Visualisierung des primarB@N2-Antikbrpers mittels Cy-3-
assoziiertem sekundarem Antikorper (rot) lasserh starke PONZ2-Signale intra- und
perinuklear nachweisen. Die intranuklearen Sigrsahel im Vergleich zu den PON2-isol-
GFP Signalen starker. Zur Farbung des ER wurde Agitikorper gegen das im ER
lokalisierte Chaperon Calnexin verwendet und diefsmn mit einem FITC-konjugiertem
sekundaren Antikorper (grin) sichtbar gemacht. Ades endogene PON2 zeigt in der
Uberlagerungsaufnahme groRtenteils eine Kolokabisahit dem ER.

In Abbildung 2D ist nach Anfarben von endogenem RONttels der o0.g. Antikorper (rot)
und Visualisierung der Plasmamembran (griin) dun@ngfektion der Zellen mit pE-YFP-
MGM in der Uberlagerungsaufnahme keine Lokalisatisan PON2 innerhalb der
Plasmamembran zu erkennen und eine KolokalisabonRON2 damit ausgeschlossen.
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Abbildung 2E zeigt EA.hy 926 PONZ2-isol-GFP Uberexprende Zellen die mittel&R

tracker dye redangefarbt wurden. AnschlieRend wurde nur eine dei Fluoreszenzen (rot

bzw. grin) angeregt, jedoch beide detektiert. Daye der angeregte Farbstoff detektiert
werden konnte, belegt dies, dass es zu keinerleufeaktionen wahrend der Emissionen
nach Anregung spezifischer Farbspektren kam. Degst dls Kontrolle der Einstellungen am

konfokalen Mikroskop.

A ER tracker PONZ2-iso1-GFP Nukleus Uberlagerung
B ER tracker PONZ2-iso1-GFP Nukleus Uberlagerung
C Endogenes PON2 Calnexin Nukleus

Endogenes PON2 Plasmamembran Nukleus
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ER Tracker PON2-GFP  Uberlagerung

Anregung: rot
Emission: rot +

grun

Anregung: grun
Emission: rot +

grun

Anregung: rot +
grun
Emission: rot +

grun

Abb.2: PON2-isol ist hauptsachlich perinuklear und im Endplasmatischen
Retikulum lokalisiert. A, Lebende PON2-isol-GFP uberexprimierende EA.hg-92
Zellen wurden miteR tracker dyeed und die Zellkerne mit DAPI geféarbt; Analyse
der Zellen erfolgte mittels konfokaler Mikroskopi®, Ausschnitt-Vergrof3erung der
unteren Zelle aus A. C, Fixierte nicht PON2-isoleré@xprimierende EA.hy 926-
Zellen angefarbt mit DAPI und primaren Antikorpegegen PON2 und Calnexin;
Visualisierung der primaren Antikérper mit sekuretérAntikorpern (gegen PON2
Cy3-konjugiert, gegen Calnexin Cy2-konjugiert). DNicht PON2-isol
Uberexprimierende EA.hy 926-Zellen wurden vorubkegel mit einem fir ein GFP-
gekoppeltes Plasmamembran-Protein kodierendem Rlasmansfiziert und tags
darauf fixiert; Endogenes PON2 und Zellkerne wurdea in C gefarbt; Die Zellen
wurden mittels konfokalem Mikroskop untersucht. I8ka= 10um (A, B, E) und
20um (C, D). E, Lebende PON2-isol-GFP uberexpriende EA.hy 926-Zellen
wurden mitER tracker dyeed gefarbt; AnschlieRend wurden jeweils die Farbgeekt
rot, grin und rot-griin angeregt und die Emissiodan anderen Spektren detektiert,

um Kreuzreaktionen auszuschliel3en.
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4.1.2 Die subzellulare Lokalisation von PON2 mittel s biochemischer Methoden

Um die in Kapitel 4.1.1 vorgestellten Ergebnisseuntermauern und eine Lokalisation von
PONZ2 mit der Plasmamembran durch ein weiteres lixpeat auszuschlie3en, wurden EA.hy
926-Zellen transient mit dem PON2-iso1-GFP-Kondtttdnsfiziert und dann die kompletten
Zellen mit Proteinase K in unterschiedlichen Korizzionen und uber verschiedene
Zeitraume inkubiert. Diese Proteinase degradiedtdite, ohne dabei die Integritat der
Plasmamembran zu verletzen. Da die kompletten Zell# Proteinase K inkubiert wurden,
wurden extrazellular mit der Plasmamembran asstzii®roteine degradiert, wéhrend
intrazellular lokalisierte durch die PlasmamembvanVerdau geschiitzt wurden. Nach Ende
der Inkubationszeiten wurde die enzymatische Atdivder Proteinase gestoppt, Zellysate
hergestellt und ein Western blot angefertigt. Heenvurden Antikbrper gegen PON2-isol-
GFP, gegeru-Tubulin und gegen den mit der Plasmamembran deseni Angiotensin-II-
Rezeptor verwendet.

Auf dem in Abbildung 3 gezeigten Western blot erteman, dass mit ansteigenden
Inkubationszeiten mit zwei verschiedenen Proteina$énzentrationen die Angiotensin-II-
Rezeptor-Banden, verglichen mit der unbehandeltemtridllbande (Spur 1), schwécher
werden. Die Abschwachung der Filmschwérzung betagé Abnahme der vorhandenen
Proteinmenge: Der auf der Plasmamembran l|okaksiémgiotensin-lI-Rezeptor wurde
degradiert.

Vergleicht man die Tubulin-Banden darunter, sotléass hier unabhangig von Proteinase K-
Konzentration und Inkubationszeit stets die gleichignalstarke detektieren. Dies zeigt
einerseits, dass bei allen Proben die gleiche Manderotein aufgetragen wurde und dass das
intrazellular lokalisierte-Tubulin von der Proteinase K nicht verdaut wurde.

Die untere Reihe des Western blots zeigt die dettdh PON2-GFP-Banden: Wie die
Tubulin-Banden nimmt deren Menge ebenfalls nichtusdabhéngig von Inkubationszeit oder
Konzentration der Proteinase. Damit ist eine Ldaalon von PON2-GFP auf der
Plasmamembran nahezu ausgeschlossen, da kein VlasdaBON2-GFP stattfand. Ebenso
fallt auf, dass die Behandlung auch nicht das agpar Molekulargewicht des Proteins
anderte, sodass anzunehmen ist, dass PON2-isolvGlIi®mmen vor der Degradation

durch Proteinase K geschitzt war.
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Abb.3: Biochemische Analyse bestétigt die intrazellulare dkalisation von PON2-
isoL PON2 ist geschitzt gegen die Degradation durctrasxlular applizierte
Proteinase K. EA.hy 926-PONZ2-isol1-GFP-Uberexpriamde-Zellen wurden entweder
unbehandelt belassen oder mit 25 oder 75ug/ml iReste K fir 10, 20 und 30 Minuten
inkubiert. Nach Stoppen des enzymatischen Verdausiem die Zellen lysiert und ein
Western blot unter Verwendung von Antikorpern gegegiotensin I{.Rezeptor (AT),
a-Tubulin und GFP angefertigt. Es wurden stets gkidlengen an Protein (75uQ)
aufgetragen. Auf der linken Seite sind die Poséiorder Molekulargewicht-Marker
(kDa) verzeichnet.

4.2 Messung intrazellularer ROS-Spiegel

Zur Messung intrazellularer ROS-Spiegel wurde sdvdats Luminolderivat L-012,(64, 65)
als auch der ROS-Reporter,CFDA verwendet. Durch L-012 ist es mdglich die
intrazellularen Mengen an Superoxid und Peroxidbeatimmen Da prinzipiell allerdings
auch extrazellulare ROS detektiert werden koénritam auch der ROS-Reportes[HCFDA
zum Einsatz, da dieser erst intrazellular durclefasen aktiviert wird und somit vornehmlich

intrazellulare ROS misst.
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4.2.1 Die Reduktion intrazellularer ROS durch PON2 in endothelialen EA.hy
926-Zellen

EA.hy 926-Zellen sowie die beiden PON2-isol-Uberemigrenden Zellinien EA.hy-PON2-
GFP und EA.hy-PON2-HA wurden mit der ROS-freisetem Substanz DMNQ (66)
inkubiert und dann fur zwei Stunden die intrazélteh ROS-Spiegel unter Verwendung des
Luminolderivats L-012 in einem Fluometer gemesd®ai. dieser Reaktion kommt es zur
ROS-induzierten Chemilumineszenz von L-012, wasllalas Fluometer detektiert wird. In
Abbildung 4 kann man entlang der y-Achse den priusden Anstieg der intrazellularen
ROS-Produktion in den drei verschiedenen Zelllirgegen die Zeit auf der x-Achse ablesen.
Alle drei Kurven zeigen einen anndhernd sigmoidaléarlauf. Innerhalb der ersten 15
Minuten steigen die intrazellularen ROS-Spiegelkilen drei Zelllinien noch etwa gleich
stark an. Die Steigung der EA.hy 926-Kontroll-Zelleimmt jedoch nach etwa einer halben
Stunde deutlich zu und erreicht nach etwa 1,5 Smntiren hdchsten Punkt bei einem
Anstieg der ROS-Produktion von etwa 580%. Ab dieséeitpunkt verlauft die Kurve
plateauférmig, was vermutlich darauf zurtickzuflihistndass sich das DMNQ erschopft hat,
wahrend ein L-012 Signal noch detektierbar ist. Deiden PONZ2-Uberexprimierenden
Zelllinien erreichen ihren Hochstwert nach 1,2&5rsen: Fur die PON2-isol-GFP Zellen
liegt er bei 180% Zunahme und fur die PON2-isol-H#len bei 160% Zunahme der ROS-
Spiegel. Dann verlaufen auch diese beiden Kurvateauférmig.

Damit ist die Zunahme der intrazellularen ROS-Fgng in den normalen EA.hy 926
Zellen etwa 400% hoher verglichen mit der ROS-Zomahin den beiden PONZ2-isol
Uberexprimierenden Zelllinien PON2-iso1-GFP und Redb1-HA. Die statistische Analyse
erfolgte mittels nichtlinearer Regression. Die P@Ast2L Gberexprimierenden Zellen zeigten
statistisch signifikant niedrigere ROS-SpiegeldiésKontroll-Zellen mit p < 0,001.
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Abb.4: PON2 uberexprimierende EA.hy 926-Zellen zeigen sigiikant niedrigere
ROS-Spiegel nach Inkubation mit DMNQ. ROS-Produktion wéahrend DMNQ
Inkubation wurde in nativen und PON2-iso1-GFP/HAef@xprimierenden EA.hy 926-
Zellen mit L-012 detektiert. Nach Zugabe von 10 WmMOMNQ wurde die ROS-
Produktion im Verlauf von zwei Stunden gemesserdedePunkt beinhaltet-3
individuelle Messungen (dargestellt als Mittelwet$EM) und wurden anhang3
verschiedener Experimente verifiziert. Die Maximatte der Kurve wurden mittels
nichtlinearer Regression berechnet und zeigersssath signifikante Unterschiede (***
p < 0,001).

4.2.2 Die Reduktion intrazellularer ROS durch PON2 in primaren, glatten

Muskelzellen

Bei diesem Experiment wurden SMC-Zellen verwendatau zeigen, ob PON2-isol nicht
nur in Endothelzellen der Intima, sondern auch lattgn Muskelzellen der Media ROS
reduziert. SMC-Zellen wurden mit unspezifischen ®@N2-spezifischen siRNAs behandelt,
um die intrazellulare Menge an PONZ2-isol zu redenieEin Teil der Zellen wurde mit
PONZ2-RNAI, ein Teil mit Kontroll-RNAi behandelt urein Teil wurde unbehandelt gelassen.
Nach drei Tagen wurde von einem Teil der Zellen Vastern blot angefertigt. Hierbei
wurden Antikérper gegen PON2 urdTubulin verwendet. Da die Reduzierung von PON2-
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isol nach drei Tagen am grof3ten war, wurde derraritil der Zellen nach Ablauf von drei
Tagen mit der ROS-freisetzenden Substanz DMNQ ilkttb Um ausschlief3lich
intrazellulare ROS zu messen wurde der ROS-RepBH@CFDA zur Detektion verwendet
und die ROS-Spiegel flr zwei Stunden vermessen.

Abbildung 5A zeigt den drei Tage nach RNAi-Behamdjwdurchgefiihrten Western blot der
SMC-Zellen. Nach Verwendung von Antikdrpern gegé&NR2 undo-Tubulin erkennt man,
dass die Menge an PON2 in den PON2-RNAi behand&kden deutlich niedriger ist als in
den beiden Kontroll-Behandlungen. Die Mengeoahubulin ist in allen drei Proben gleich
grof3 und belegt, dass gleiche Mengen an Proteigetrafyen wurden (jeweils 25ug). Somit
war die siRNA-Behandlung erfolgreich und fuhrteglaih zu einer effektiven Reduktion der
endogenen PON2-Protein-Spiegel.

In Abbildung 5B kann man entlang der y-Achse davepntualen Anstieg der intrazelluléaren
ROS-Produktion in den drei verschiedenen Zelllirgegen die Zeit auf der x-Achse ablesen.
Auch hier zeigen alle drei Kurven einen anndhengdsidalen Verlauf, doch nimmt die
Steigung der Kurve der PON2-RNAI behandelten Zeflach etwa 15min an Steilheit zu. Die
Kurve der PON2-RNAI behandelten Zellen erreichteinrMaximalwert nach etwa 1,25
Stunden bei einem Anstieg des ROS-Spiegels voAG&®46 und verlauft dann plateauférmig
und anndhernd parallel zur x-Achse.

Die Kurven der Kontroll-RNAi behandelten und derbahandelten Kontroll-SMC-Zellen
erreichen ihren Maximalwert ebenfalls nach etweab 1S2unden, allerdings liegt dieser bei
einem Anstieg der ROS-Produktion von etwa 500%. hPAde Plateauphasen der beiden
Kurven verlaufen parallel zur x-Achse, allerdings @inem y-Wert von etwa 500%.

Die Zunahme der intrazellularen ROS-Spiegel in deh PON2-RNAi behandelten SMC-
Zellen ist somit um ca. 480% hoher als die derdreidontrollen. Dies zeigt, dass endogenes
PONZ2-isol in der Lage ist die Zellen vor hohen R&ftegeln zu schitzen.

Die statistische Analyse erfolgte mittels nichthner Regression. Die PONZ2-RNAI
behandelten SMC-Zellen zeigten statistisch sigaiftkhohere ROS-Spiegel als die Kontroll-
Zellen mit p < 0,001.
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Abb.5: PON2 wird auch in GefalBmuskelzellen exprimiel. Die Behandlurg mit
PONZ2-RNAI fuhrt zu erhéhten ROS-Spiegeln in Abhandieit von DMNQ. A, SMC-
Zellen wurden unbehandelt belassen oder mit 50hmogpezifischer (Kontrolle) und
PONZ2-spezifischer RNAI behandelt. Nach drei Tagemrde ein Western blot mit
jeweils 25ug Zellextrakt und Antikdrpern gegen PON a-Tubulin durchgefiihrt. B,
Drei Tage nach RNAi-Behandlung wurde ein anderal der behandelten Zellen mit
10pmol/l DMNQ inkubiert und die ROS-Spiegel mitteROS-Reporter FDCFDA
detektiert. Jeder Punkt beinhalté& individuelle Messungen (dargestellt als Mitteliner
SEM) und wurde in 3 unabhéngigen Experimenten izeit. Die Maximalwerte der
Kurve wurden mittels nichtlinearer Regression ettt und zeigen statistisch
signifikante Unterschiede (*** p < 0,001).
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4.2.3 PON2 schitzt endotheliale EA.hy 926-Zellen vo r ER-Stress begleitendem
oxidativen Stress

EA.hy 926-Zellen, sowie die beiden PON2-isol Ubpriemierenden Zelllinien EA.hy-PON2-
GFP und EA.hy-PON2-HA wurden fir 24 Stunden mit D@INTunicamycin oder der
Lésungsmittelkontrolle  DMSO inkubiert und anschée@ die ROS-Spiegel unter
Verwendung von L-012 vermessen. Tunicamycin iniibiéen ersten Schritt der N-
Glykosylierung innerhalb des ER, was die Akkumuwalatunglykosylierter Proteine und damit
ER-Stress zur Folge hat. Dies fuihrt zu erhohten $Piggeln im ER.

In Abbildung 6 kann man entlang der y-Achse derzentualen Anstieg der ROS-Produktion
in den drei Zelllinien nach 24-stiindiger Inkubatimit DMSO, DMNQ und Tunicamycin
ablesen. In allen drei Zelllinien liegt der Kontraért nach Inkubation mit DMSO bei etwa
100%. Wahrend die nativen EA.hy Zellen nach Inkidmamit DMNQ einen ROS Anstieg
um etwa 120% und nach Inkubation mit Tunicamycigasoum 140% verzeichnen, ist die
ROS produzierende Wirkung von DMNQ und Tunicamyain den beiden PONZ2-isol
Uberexprimierenden Zelllinien fast nicht zu beolianh Das Experiment zeigt, dass PON2-
isol die Zellen neben durch DMNQ produzierte RO8&hawor ER-Stress induzierten ROS
schitzt.

Vergleicht man innerhalb der nativen EA.hy ZellemdMSO Wert mit dem DMNQ Wert,
ergibt sich ein signifikanter Unterschied von 25% minem p<0,01. Beim Vergleich des
DMSO Wertes mit dem Wert nach Tunicamycin-Inkubatiergibt sich ein signifikanter
Unterschied im Anstieg der ROS-Produktion von 40% emem p<0,001. Vergleicht man
die Tunicamycin Werte der nativen EA.hy mit denar @0ON2-isol Uberexprimierenden
Zellen, so ergeben sich signifikante Unterschiede prozentualen Anstieg der ROS-
Produktion von 35% bei EA.hy-PON2-GFP und von 308 EBA.hy-PON2-HA mit p<0,05.
Die statistische Testung der Signifikanz in denddsthieden der Saulenhdhe erfolgte anhand
von 2-wayANOVA (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001).
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Abb.6: PON2 reduziert auch im ER generierte ROSNative, PON2-iso1l-GFP und
PONZ2-iso1-HA uUberexprimierende EA.hy 926-Zelleurden fir 24 Stunden mit 1%
DMSO (Kontrolle), 10pumol/l DMNQ oder 1pg/ml Tunicgmn inkubiert. ROS wurde

anhand von L-012 gemessen. Die Saulen repréasemtdiee Mittelwerte £SEM von 3

unabhangigen Messungen. Die Testung der statistisSignifikanz in den Unterschieden
der Saulenhdhe erfolgte mitteédlsvayANOVA (*p< 0,05; **p< 0,01; ***p<0,001).

4.2.4 PON2 schitzt primare, glatte Muskelzellen (SM Cs) vor TGF- B1/Nox-4
generierter ROS-Produktion

In diesem Experiment wurden erneut SMC-Zellen vedet, welche drei Tage nach RNAI-
Behandlung fur 24 Stunden mit T@&Fbehandelt wurden und anschlie3end eine Messung de
intrazellularen ROS-Spiegel durchgefuhrt. Es iskdomt, dass TG in SMC-Zellen zu
einer Induktion der im ER lokalisierten NADPH-Oxs#a4 (NOX4) fuhrt, was die
Generierung von ROS im ER dieser Zellen zur Folg®17).

Die Behandlung der SMC-Zellen mit RNAI erfolgte gieicher Weise wie in Kapitel 4.2.2
beschrieben. Der durchgefiihrte Western blot zdigtvergleichbares Ergebnis wie der im
oben genannten Kapitel dargestellte (siehe Abb.Bagh bei dieser Behandlung mit PON2-
spezifischer RNAi wird PON2 erfolgreich herunteubert.

Zunachst wurde die Td#-induzierte NOX4-Expression in SMCs mittels gRTHPC
verifiziert. Hierzu wurden SMC-Zellen sowohl unbabdalt belassen, als auch fir jeweils 6

und 24 Stunden mit TR behandelt und anschlielRend die RNA extrahierh Wurde eine
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quantitative real time PCRYRT-PCR) durchgefuhrt um die relative Menge an MOXRNA
zu ermitteln. Die fur die NOX4-mRNA erzielten Amiftiationsraten wurden mit jenen fir

RNA-Polymerase 1I-mRNA normalisiert. Hierzu wurdeie Expressionsraten beider mRNAs
aus den jeweils gleichen RNA Praparationen bestimndt auf einander bezogen (siehe
Kapitel 3.9.7). Abbildung 7B zeigt, dass die Menrae relativer NOX4-mRNA nach 24-
stundiger TGB1-Inkubation in den Zellen nach RNAi-Behandlungfa¢h hoher ist, als in
den unbehandelten Zellen oder denen, welche n 8iunden mit TGFL inkubiert wurden.
Wahrend nach sechsstundiger Inkubation noch keirstiégn der NOX4-mRNA zu
verzeichnen ist, ist der Unterschied der 24h SauleSaule der unbehandlten Zellen mit
p<0,01 signifikant und belegt dass eine Induktien dOX4-Expression stattgefunden hat.
Abbildung 7C zeigt das Ergebnis der durchgefuhitessung intrazellularer ROS-Spiegel
nach RNAi-Behandlung von SMC-Zellen und 24stindigigubation mit TGB1 anhand
eines Saulendiagramms. Entlang der y-Achse lasst der prozentuale Anstieg der
intrazellularen ROS-Produktion ablesen, wahrenddaufx-Achse die jeweilige Behandlung
(mit/ohne siRNA) aufgetragen ist. Die unbehandelfetien der jeweiligen Gruppe wurden
als 100% gesetzt. Nach 24 Stunden Behandlung mRBI&rkennt man in den nicht mit
RNAI behandelten Zellen einen nicht signifikantensfieg der ROS-Produktion um 20%. In
der Gruppe der mit Kontroll-RNAi behandelten SMdi&e betragt der Anstieg nur etwa
10%. In der Gruppe der PON2-RNAIi behandelten Zd#esst sich ein signifikanter Anstieg
der intrazellularen ROS-Produktion auf etwa 150%eimiem p<0,05 verzeichnen.
Zusammenfassend wurde hier gezeigt, dass die Beimgndon SMC-Zellen mit TGFL zu
einer erhbhten Expression von NOX4 und einer dammhergehenden ROS-Bildung fuhrt.
Die RNAi-basierte Runterregulation des endogenehN®®roteins in SMCs fuhrte zu einer
signifikanten Erhohung der ROS-Produktion und hggtddie oben beschriebene anti-
oxidative Funktion von PON2 in Endothelzellen.

Die statistische Analyse auf signifikante Untereda in den Ergebnissen wurde mittis
way ANOVA ( * p < 0,05) durchgefihrt.
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Abb.7: PON2 reduziert im ER von SMC-Zellen generierte ROS.A, SMC-Zellen
wurden unbehandelt belassen oder mit 50nmol/l wispeher (Kontrolle) und PON2-
spezifischer RNAI behandelt. Nach drei Tagen wwatieWestern blot mit jeweils 259
Zellextrakt und Antikérpern gegen PON2 uadlubulin durchgefuhrt. B, SMC wurden
mit 10ng/ml TGB1 fur 6 und 24 Stunden behandelt. Anschliel3end sv@ide RNA-
Extraktion durchgefiihrt und mit der gewonnenen Réii#de gRT-PCR vorgenommen. Die
Amplifikationsraten der Nikotinamid-adenin-dinuktebphosphat-oxidase 4 (NOX4)-
MRNA wurden zu denen der RNA-Polymerase II-mRNA nmalisiert, welche aus
derselben Praparation gewonnen wurde. Die Saupgégentieren Mittelwerte £SEM von
drei unabhangigen Messungen. C, Unbehandelte SME€rZeund mit 50nmol/l
unspezifischer Kontroll-RNAI behandelte oder PON2zfische RNAI behandelte SMC-
Zellen wurden drei Tage nach RNAi-Behandlung fur 2dnden mit 10ng/ml TGR
inkubiert. Nach 24 Stunden erfolgte die Detektien idtrazellularen ROS-Spiegel anhand
des ROS-Reporters,HCFDA. Die Saulen repréasentieren die Mittelwertd&eBvon drei
unabhangigen Messungen. Die Testung der statistis8ignifikanz der Unterschiede in
der Saulenhdhe erfolgte mittédlsvayANOVA (* p < 0,05; ** p < 0,001).
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4.3 Die ER-Stress induzierte Expression von PON2

4.3.1.1 Klonierung eines 2,4kBp PON2-Promoter-Fragm ents in das firefly-
Luziferase Reporterplasmid pGL4.10 [luc2]

Aufgrund der zuvor beschriebenen Erkenntnisse plalisation und antioxidativen Funktion
von PON2 bestand die Vermutung, dass das PONZ2iRroteden ER-Stress-Signalweg
unfolded protein respong®PR) involviert sein kénnte. Naheliegend war zursiaufgrund
der Reduktion ER-Stress begleitender ROS-Produkii@ss die PON2-Expression durch
Aktivierung des UPR-Signalweges induziert werdenrké. Um dies zu uberprifen, sollten
Gen-Reporter-Analysen durchgefuihrt werden. Zu dnegsveck sollte ein PON2-Promoter-
Fragment aus genomischer DNA in ein geeignetes faptasmid einkloniert werden. Da
sich die direkte Amplifikation des PON2-Promoteaffimentes aus genomischer DNA als
ineffektiv herausstellte, musste die Klonierung amh mehrerer Subklonierungsschritte
durchgefuhrt werden.

Abbildung 8A zeigt schematisch die einzelnen Suhidaungsschritte. Das aus humaner
genomischer DNA amplifizierte Konstrukt (+2249 bi§12) enthielt zunéchst neben der
5'UTR noch Exon 1, sowie die Introns 1 und 2. Dieequenz wurde dann mittes PCR in das
TOPO-Plasmid kloniert. Eine mit spezifischen Primend dem TOPO-Vektor durchgefihrte
PCR generierte dann die PON2-Promoter-Sequenz §+bi1-1). Unter Verwendung der
Restriktionsenzyme Kpnl und Nhe wurde der im TOP€xidr enthaltende Promoter dann
entweder zusammen mit der 5’UTR in das pGL4.luddsrmid inseriert, oder erst nach
vorheriger Behandlung des TOPO-Vektors mit dem fik#isinsenzym Nco | in das
pGL4.luc.2 Plasmid kloniert. Durch die Behandlungs dPlasmids mit Nco | wurden die
5'UTR und das Exonl entfernt. Somit standen zwesicheedene PON2-Promoter-Konstrukte
fur die Messung der PONZ2-Promoter-Aktivitdt zur fdgung: Ein Reporterplasmid mit
enthaltener 5'UTR und eines ohne 5'UTR. Abbildurigy Z&igt das fertige Reportergen
Plasmid pGL4 mit der in ihm enthaltenen PON2-Pran&equenz.
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Abb.8: Generierung eines PON2-Promoter-Fragment enthalteden Reporterplasmids.

A, Nach Amplifikation der PON2-Promoter-Region dusnaner genomischer DNA wurde
diese mittels PCR in den TOPO-Vektor inseriert. ¢htie3end erfolgte die Klonierung in

den pGl4.luc2-Vektor unter Verwendung der Reswiksenzyme Kpnl und Nhe. B,

Darstellung des fertigen PON2-Promoter-enthalter@h4.luc2-Plasmids. Die Abbildung

zeigt das 6485 bps grof3e Plasmid mit seinen Ssteliin fir Restriktionsenzyme, sowie
die in ihm enthaltenden Sequenzen: Neben dem PQObdiadRer-Fragment (Position -2249
nis -1) ist die Kodierung fur eine Ampicillin-Retesz, sowie der Luziferase Reporter zu

erkennen.
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4.3.1.2 Messung der PON2-Promoter-Aktivitat nach ER  -Stress Induktion

Zur Induktion von ER-Stress wurden bei diesem Bxpemt EA.hy 926-Zellen mit
Tunicamycin inkubiert. Die Zellen wurden im Vorfehdit dem generierten PON2-Promoter-
Plasmid sowie einerRenillaLuziferase Gen enthaltendem Plasmid co-transfizietzteres
dient zur Normalisierung der Transfektionseffiziensmn PON2-Promoter-Plasmid ist das
Firefly-Luziferase-Gen unter der Kontrolle des PON2-Pramsptso dass die nachfolgend
bestimmte Luziferase-Enzym-Aktivitat die PON2-PraereAktivitat reflektiert. Da es sich
um transiente Transfektionen handelt, muss hiexgedlie Transfektionseffizienz einbezogen
werden. Dies geschieht durch Bestimmung &emillaLuziferase-Aktivitat im gleichen
Lysat, da ein Plasmid mit konstitutiv-stimuliertédRenillaLuziferase Expression co-
transfiziert worden ist.

Wahrend ein Teil der transfizierten Zellen mit agenden Tunicamycin Konzentrationen
inkubiert wurde, wurde ein anderer mit gleich bégiler Tunicamycin Konzentration fur
unterschiedliche Zeiten behandelt. Nach Ablauf leaubationszeiten wurde die Reaktion
gestoppt und die Aktivitat des PON2-Promoters innkaler Firefly-Luziferase Aktivitat
gemessen und normalisiert gedgenilla-Luziferase Aktivitat.

Das Saulendiagramm in Abbildung 9A zeigt das Ergetdar Messung der PON2-Promoter-
Aktivitat in Abhangigkeit von ansteigenden Tunicanmy Konzentrationen. Entlang der y-
Achse lasst sich die Induktion des PON2-Promotblssan. Der Hohepunkt liegt bei einer
5,5fach hoherenFirefly-Luziferase Aktivitat verglichen mit der Aktivitater Renilla
Luziferase und wird bei einer Tunicamycin Konzetira von 3upg/ml erreicht. Eine
Steigerung der Konzentration auf 10pug/ml zeigt &einveiteren signifikanten Anstieg. Die
Aktivitdt des PON2 Promoters lasst sich folglichs bzu einem gewissen Mal}
konzentrationsabhangig von Tunicamycin steigere &nzelnen Saulen stellen Mittelwerte
+ SEM von drei unabhangigen Messungen dar.

In Abbildung 9B lasst sich in gleicherweise wie Adbbildung 9A die PON2 Promoter-
Aktivitat entlang der y-Achse ablesen. Auf der xh&e ist die Dauer der Inkubationszeiten
mit 15ug/ml Tunicamycin aufgetragen. Mit ansteiganthkubationsdauer mit Tunicamycin
lasst sich ein Anstieg in der PON2-Promoter-Akévitverzeichnen. Nach einer Stunde
entspricht der Tunicamycin Wert noch dem der unbdbken Zellen, nach zwei Stunden
steigert sich die Aktivitat des PON2-Promoters da$ 1,5fache und nach sechs Sunden ist
die PONZ2-Promoter-Aktivitat signifikant um das 9fiac gesteigert, verglichen mit den
unbehandelten Zellen. Der Hohepunkt der PON2-Prembitivitat zeigt sich nach einer

Inkubationszeit von acht Stunden. Die Aktivitatigéet sich auf das 11fache und ist
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signifikant gegentber dem Wert der unbehandeltelerZzeund den vorher gemessenen
Werten nach Tunicamycin Inkubation. Jede Saulecbret sich aus dem Mittelwert £SEM
von drei unabhangigen Messungen. Somit zeigt AbhidoB, dass die Aktivitat des PON2-
Promoters mit ansteigender Expositionsdauer dele@ejegentber 15ug/ml Tunicamycin
signifikat ansteigt.

Die Graphik zeigt deutlich, dass die PON2-Promaidivitat durch Tunicamycin induzierten
ER-Stress ansteigt und PON2 auf Promoterebene #iReBtress induziert wird. Der Anstieg
lasst sich sowohl konzentrationsabhangig als alttéiragig von der Inkubationsdauer mit

einer gleich bleibenden Tunicamycin Konzentratienzeichnen.
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Abb.9: Zunahme der PON:-Promoter-Aktivitdt nach ER -Stress Induktion. EA.hy
926-Zellen wurden mit dem PONZ2-Promoter-Fragmenbsiion -2249 bis -1)
enthaltendem pGl4.luc2-Plasmid transfiziert. DasasRlid enthalt einFirefly-
Luziferase Gen. Zur Normalisierung der Werte wurdenZellen mit einenRenilla
Luziferase Gen enthaltendem Plasmid cotransfiziere gemessene Aktivitat der
Firefly-Luziferase, normalisiert zuRenillaLuziferase Aktivitdt reprasentiert die
Induktion des PON2-Promoters, dargestellt als ywatnduktion. A, Vier Stunden
nach Transfektion wurde ein Teil der Zellen fur $%unden mit ansteigenden
Konzentrationen von Tunicamycin behandelt. Die Sauwtellen Mittelwerte +SEM
von drei unabhéngigen Messungen dar. B, Ein andeiéder Zellen wurde ebenfalls
vier Stunden nach Transfektion mit gleicher Tunigamm Konzentration fur
ansteigende Inkubationszeiten behandelt. Die Krifmdlen wurden fur die gesamte
Zeit unbehandelt gelassen. Die Saulen reprasemtidtdtelwerte +SEM dreier

unabhangiger Messungen.
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4.3.2 Nachweis der PONZ2-Proteinexpression nach Akti vierung des UPR-
Signalwegs

Es ist bekannt, dass ER-Stress zur AktivierungseBignalwegs namendnfolded Protein
Respons€UPR) fuhrt (68). Je nach Intensitdt und Art derliegenden Stérung fuhrt der
UPR-Signalweg in anti- oder pro-apoptotische zétkilProzesse. Proteine die helfen ER-
Stress zu reduzieren, werden wéahrend der UPR-&i@glkdde vermehrt exprimiert, wahrend
die Expression anderer vermindert wird oder unwdeénbleibt (siehe Kapitel 2.3). Die
folgenden Experimente analysieren ob der UPR-Siggmldie Expression des endogenen
PONZ2-Proteins beeinflusst. Dies sollte die untepitéh 4.3.1 gewonnenen Erkenntnisse zur
UPR-induzierten Stimulation der PON2-Promoter-Aitéitberprifen.

Abbildung 10 A zeigt einen durchgefiihrten Westdwot.Hierbei wurden EA.hy 926 Zellen
entweder unbehandelt belassen, oder fur unterdudedZeiten mit der Chemikalie
Dithiotreitol (DTT) behandelt. DTT blockiert die Abildung von Disulfidbriicken wahrend
der posttranslationalen Proteinmodifikation im BRw. reduziert bereits bestehende SH-
Brucken. Dies fuhrt durch die Ansammlung der unriipiéirten Proteine, zu ER-Stress und
Aktivierung des UPR-Signalwegs. Nach Ablauf derub&tionszeiten wurden die Zellen
lysiert und ein Western blot unter Verwendung eiR€&N2-Antikorpers, eines Antikorpers
gegen a-Tubulin und eines Antikdrpers gegen GRP78 durditygf GRP78 ist die
Abklrzung furGlucose Regulated Protein of 78 kBs ist ein im ER befindliches Chaperon
und gleichzeitig ein Marker fur ER-Stress und Aldrung des UPR, da seine Expression
nach UPR-Aktivierung induziert wird (69). Im Westeblot ist zu sehen, dass mit
ansteigender Dauer der DTT Inkubation die Intehgiiér PON2-Banden und damit die
PONZ2-Proteinexpression, verglichen mit den unbebléen Zellen zunimmt. Die beiden
Banden reprasentieren die beiden PON2 IsoformenZP@) und PON2-iso2 (28) (siehe
Kapitel 2.4.2). Bei den GRP78 Banden lasst sicmitle mit Zunahme der Inkubationszeit
eine Zunahme der Signalstarke verzeichnen. DieaBigansitat den-Tubulin Banden bleibt
dagegen unabhéngig von der Einwirkzeit des DTT timaert und zeigt, dass gleiche
Proteinmengen aufgetragen wurden.

Die Zunahme der GRP78 Banden belegt die Aktivieraiey UPR-Signalkaskade. Die
Intensitatssteigerung der PON2 Banden belegt diekition der PON2-Proteinexpression
durch den UPR-Signalweg. Innerhalb der Arbeitsgeuppirde von dem gezeigten Western
blot auch eine densitometrische Analyse angefenigtche ebenfalls zeigt, dass die Menge
an PON2 und GRP78 ansteigen, wobei die Tubulingdégnals Normalisierung fur

aufgetragene Proteinmengen dienten.
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Abbildung 10B =zeigt einen weiteren Western blot. .lBA 926-Zellen wurden mit
verschiedenen Chemikalien behandelt und anschlieBenWestern blot in gleicher Weise,
wie in Abb. 10A beschrieben, durchgefuhrt. In dradexperiment wurde der UPR Signalweg
durch einen anderen Mechanismus ausgel6st: Tunmanmockt die N-Glykosilierung von
Proteinen im ER und aktiviert auf diese Weise dé&RLtEignalweg.

In Spur 1 (Kontrolle) wurde das Lysat unbehandeligiten aufgetragen. Die PON2 Banden
sowie ein schwaches GRP78 Signal ist nachweishaur 8 (Kontrolle + Glyko) zeigt
ebenfalls das Lysat von nur mit Medium versetztetlen, bei denen jedoch die im Lysat
enthaltenen Proteine durch Behandlung mit N-Ghdase (2.5U/100ug, 4h, 37°C)
deglykosiliert wurden. Da PON2 ein glykosiliertesrofein ist (28), bewirkt die
Deglykosilierung eine Verdnderung des Molekulargénwa, was sich in  einer
Positionsveranderung im Western blot auf3ert, da das apparente Molekulargewicht von
PON2 erniedrigt. Dies 