De invloed van heme oxygenase 1 op angiogenese en

het optimaliseren van een matrigel systeem
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Voorwoord

Naar aanleiding van mijn afstudeerstage op de afdeling Experimentele Cardiologie van het Erasmus MC in Rotterdam is dit verslag geschreven. Het is een naslagwerk geworden voor de experimenten die ik heb gedaan en de informatie die er verzameld is met betrekking tot heme oxygenase 1 en de vorming van angiogenese. 

Tijdens deze stage werd ik begeleid door Annemarie Noordeloos en Esther van de Kamp, waar ik hen beide van harte voor wil bedanken. 
Graag wil ik ook de andere medewerkers van de afdeling bedanken voor de leuke samenwerking en de hulp tijdens mijn afstudeerstage. 

Samenvatting 

Nieuwe vaten kunnen op meerdere manieren tot ontwikkeling komen. Zo is er vasculogenese, wat de ontwikkeling is van bloedvaten uit stamcellen. Een proces wat voornamelijk plaats vindt tijdens de embryogenese. Een tweede manier tot ontstaan van bloedvaten is angiogenese. Bij angiogenese worden de nieuwe vaten gevormd uit reeds bestaande bloedvaten. Deze bloedvaten vormen uitlopers die uit kunnen groeien tot volledig nieuwe bloedvaten. 

Angiogenese vorming begint bij het uitscheiden van een protease door de endotheelcellen om een weg te maken door het basale lamina van het reeds bestaande bloedvat. Vervolgens zullen de cellen naar de locatie toe migreren waar het signaal voor nieuwe tubuli is uitgescheiden. De cellen prolifereren daar naar toe, vormen tubuli en differentieren er. Zodra de nieuwe vaten functioneel zijn, stroomt het bloed naar de overige weefsels wat leidt tot een verhoging van het zuurstofgehalte. Het gevolg is dat de activiteit van Hypoxia Inducible Factor-1 (HIF-1) afneemt en de productie van Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) weer word verlaagd. De vorming van nieuwe uitlopers houdt dan weer op.

Angiogenese is een natuurlijk proces wat nodig is bij groei, maar kan positief of negatief beïnvloed worden door ziekte. Er zijn manieren om de angiogenese te remmen of dan wel te stimuleren. In een in vitro angiogenese systeem zijn endotheelcellen in staat om deze tubuli te vormen en er een 3D structuur van te maken. Met behulp van dit systeem is onderzocht wat de precieze gevolgen zijn van de factoren die toegevoegd zijn aan de cellen en wat de optimale groeicondities van deze endotheelcellen zijn. 
Uit de experimenten is gebleken dat de verwachte stimulerende effecten van heme oxygenase 1 inderdaad zijn opgekomen. Niet alleen zijn er meer tubuli te zien, maar lijken deze ook dikker te zijn dan bij de niet geïnfecteerde cellen. De tubulogenese lijkt eerder te beginnen bij getransfecteerde cellen. Tevens is er getest of de gebruikte vector met het heme oxygenase 1 gen zelf al effecten heeft op de endotheelcellen. Dit is aangetoond door cellen in de experimenten mee te nemen die met een virus dat geen drager is van het heme oxygenase 1 gen. Bij transfectie van dit ad-∑ virus zijn de verkregen resultaten te vergelijken met ongeïnfecteerde cellen. Van ZnPPIX was bekend dat dit remmende effecten had op endotheelcellen. In hoge concentraties is het zelfs toxisch voor de cellen en zal er bij deze cellen geen tubulogenese plaats vinden. 
Summary

There are two ways to form new blood vessels. First there is vasculogenesis, when the new vessels develop from stem cells during embryogenesis. The second way to create new blood vessels is angiogenesis, this is when the current vessels give sprouting vessels, that can grow to become a whole new blood vessel.
The forming of these sprouts happens with endothelial cells by four reactions. First a protease is secreted to attract the endothelial cells. These cells make a pathway through the basal lamina of the current vessel. As they move on through the lamina, the cells migrate to the place the protease was sent from. Once the cells arrived at that scene they proliferate, form sprouts and differentiate. When the forming of the new sprouts is completed the blood can flow to all the tissues increasing the oxygen flow in those tissues. By this increase van oxygen the activity of Hypoxia Inducible Factor-α1 (HIF-α1) and the production of Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) decrease. The forming of the new tubuli ends thereby.
Angiogenesis is a natural process needed for growth, but it is possible to have a positive or a negative influence by illness. There are ways to decrease or increase the way of angiogenesis. In a studied in vitro angiogenesis system endothelial cells are capable to form the sprouts and create a 3D structure of it. With this angiogenesis system there have been experiments to see what the exact consequences of these influences are and what the optimal conditions are to culture the endothelial cells. 
The results of the experiments show that heme oxygenase-1 is a stimulator of angiogenesis, as expected. Not only show these cells more tube formation, the tubes seems to be thicker then the tubes of the non-infected cells. The tubulogenesis seems to start sooner with the transfected cells then the non-infected cells. Also the viral vector that we use was tested if it had any influence on the process of forming the sprouts. For this experiment we used a blank viral vector that was missing the heme oxygenase-1 gene. After infection with this virus the results were the same as the results of the non-infected cells. It is known that ZnPPIX was a inhibitor for the formation of the sprouts. In high concentration it was even toxic for cells. With these cells there was nu tubulogenesis found.

Gebruikte afkortingen 

APS = ammoniumpersulfaat

BSA = Bovine Albumine Serum 
CO = koolstofmonoxide 

CO2  = koolstofdioxide

DMSO = Dimethylsulfoxide

EBM = basaal media voor HUVEC
ECL = enhanced chemiluminescent
EGM =  compleet media voor HUVEC
FBS = Fetal Bovine Serum 
hFGF = Fibroblast Growth Factor
HIF-α1 = Hypoxia Inducible Factor-α1

HO = Heme oxygenase 

HO-1 = Heme oxygenase 1

HO-2 = Heme oxygenase 2

HO-3 = Heme oxygenase 3

HO-1-/- = Heme oxygenase knockout

HO-1+/+ = Heme oxygenase wildtype
HRP = Horse Radish Perioxidase
HT = heterozygoot

HUVEC = Human Umbilical Vein Endothelial Cells

KO = knock out

Moi = multiplicity of infection

MQ = milli Q
NO = stikstofmonooxide
PCR = Polymerase Chain Reaction
RPM = Rotaties per minuut

V = volt

VEGF = Vascular Endothelial Growth Factor
WT = wild type
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1. Inleiding XE "1. Inleiding" 
33% van de sterfgevallen in Nederland zijn het gevolg van hart- en vaatziekten. Hiermee is dit de belangrijkste doodsoorzaak onder de Nederlandse bevolking. In dit land zijn er tussen de 800.000 en 1 miljoen mensen die leiden aan een hart- of vaatziekte. Het is dus belangrijk dat er veel aandacht besteed wordt aan deze groep ziekten om dit aantal te verminderen. 
In het Erasmus Medisch Centrum (EMC) te Rotterdam wordt er onderzoek naar deze groep ziekten gedaan. In het thoraxcentrum van het EMC is er een onderzoeksgedeelte wat bestaat uit 3 wetenschappelijke units. Eén van deze units is de afdeling Experimentele Cardiologie, waar de stageperiode is voldaan. Deze afdeling wordt geleid door prof. Dr. D.J.G.M. Duncker. Op deze afdeling staan hart- en vaatziekten centraal. Er wordt gekeken naar de fysiologie van het hart en de bloedsomloop, om te verdiepen in het ontwikkelen van nieuwe behandelmethoden op het gebied van de hart- en vaatziekten. 
Op de afdeling zijn er verschillende projecten waarbij HO-1 centraal staat. Tijdens de stage is er aandacht besteed aan de effecten van HO-1 op HUVEC. Met name is er gekeken naar genen die betrokken zijn bij angiogenese. Angiogenese is de vorming van nieuwe bloedvaten uit reeds bestaande bloedvaten. Er zijn al uit meerdere onderzoeken gebleken dat HO-1 een stimulerende werking heeft op de vorming van angiogenese. Over de exacte werking en invloed zijn er echter nog onduidelijkheden. Tijdens de stageperiode staan angiogenese en het optimaliseren van een in vitro systeem hiervoor centraal. Er wordt tevens aandacht geschonken aan factoren die een invloed zouden kunnen hebben op HO-1, om zo duidelijkheid te krijgen wat de exacte invloeden van deze factoren zijn. 
In dit verslag zullen alle resultaten besproken worden. Eerst zal de theorie van het project behandeld worden, vervolgens zijn de experimenten besproken in materiaal en methoden (hoofdstuk 3). Hierop volgend de resultaten uit deze experimenten met een conclusie en dicussie. In de literatuurlijst zijn de gebruikte bronnen vermeld. Tenslotte zal het verslag besloten worden met de bijlagen, waar ook de overige foto’s van de experimenten staan.
2. Theoretische achtergrond XE "2. Theoretische achtergrond" 
2.1. Het hart XE "2.1. Het hart" [8]
Het hart bestaat uit een linker- en een rechterhelft. De harthelften worden gescheiden door een septum. Elk harthelft heeft een ventrikel en een atrium. Via de holle ader (bovenste en onderste) stroomt er zuurstofarm bloed de rechterboezem in. De boezems trekken samen door impulsen die afgegeven worden door de SA-knoop. Door deze samentrekkingen stroomt het bloed de boezem uit en de ventrikels in. De ventrikels en atria zijn gescheiden van elkaar door hartkleppen, die het terugstromen van het bloed voorkomen. De AV-knoop geeft vervolgens ook een prikkel af, die wordt doorgeleid naar de Purkinjevezels. Doordat de kamers door deze prikkeling tegelijkertijd samentrekt, kan het bloed doorstromen naar de longslagader en de aorta. Het bloed uit de linkerventrikel stroomt naar de aorta, het bloed uit de rechterventrikel stroomt naar de longslagader. Het bloed stroomt langs de longen waar de zuurstof aan de hemoglobine gebonden wordt en het bloed als zuurstofrijk verder zal stromen. Aangekomen in de linkerboezem wordt het bloed door alle vertakkingen van de aorta verspreid door het lichaam om zo alle delen van het lichaam van zuurstof te voorzien. Het zuurstofarme bloed stroomt dan weer terug naar het hart toe. 
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Figuur 1 de bouw van het hart [13]
2.2. Angiogenese [11, 12]
 XE "2.2. Angiogenese [11, 12]" 
Nieuwe vaten kunnen op meerdere manieren tot ontwikkeling komen. Zo is er vasculogenese, wat de ontwikkeling is van bloedvaten uit stamcellen. Een proces wat voornamelijk plaats vind tijdens de embryogenese. Ook angiogenese is een manier tot ontwikkeling van nieuwe vaten. Bij angiogenese worden de nieuwe vaten gevormd uit reeds bestaande bloedvaten. Deze bloedvaten vormen uitlopers die uit kunnen groeien tot volledig nieuwe bloedvaten. 
Angiogenese is een natuurlijk proces dat nodig is bij groei, maar kan positief of negatief beïnvloed worden door ziekte. Zo kunnen ook tumoren stoffen uitscheiden die nieuwe bloedvatvorming stimuleren om zo voldoende voedingsstoffen te krijgen om zo verder te kunnen groeien; het gaat in dit geval om tumorangiogenese.
Angiogenese begint zoals gezegd bij een al bestaand bloedvat. Dit bloedvat geeft een signaal af waardoor er groeifactoren aangetrokken worden om bij de vaten uitlopers te vormen. Factoren als VEGF, FGF, Il-8 hebben een stimulerend effect op angiogenese. VEGF is een groeifactor die van nature in het lichaam al voorkomt, maar ook nog toegediend kan worden om een maximale stimulans te creëren voor de cellen. 

Als er een signaal uit gaat dat er nieuwe tubuli gevormd moet worden, geeft het weefsel waar de nieuwe uitlopers nodig is, een HIF-α1 factor af die de secretie van VEGF aanzet. De VEGF komt vrij, diffundeert door het weefsel en wordt actief nabij de endotheelcellen. De endotheelcellen geven dan een viertal reacties af. Eerst zullen ze een protease uitscheiden om een weg vrij te maken door het basale lamina van het bestaande vat. Deze endotheelcellen zullen vervolgens naar de locatie toe migreren waar signaal voor nieuwe uitlopers is uitgescheiden. De cellen prolifereren, vormen tubuli en differentieren. 
Als de nieuwe vaten gevormd zijn, stroomt het bloed naar het weefsel wat leidt tot een verhoging van het zuurstofgehalte. Dit heeft als gevolg dat de activiteit van HIF-1 afneemt en de productie van VEGF weer word verlaagd. De tubulogenese wordt dan afgeremd.
[image: image3.jpg]



Figuur 2 proces van angiogenese [4]
Naast de hiervoor genoemde factoren is ook heme oxygenase-1 een factor die invloed heeft op angiogenese. Uit eerdere onderzoeken is het gebleken dat deze invloed een positieve stimulans geeft aan endotheelcellen die tubulogenese aangaan. Samen met de angiogenese zal HO-1 centraal staan tijdens het gehele onderzoek. 
2.3. heme oxygenase [9,10,11]
 XE "2.3. heme oxygenase [9,10]" 
Heme oxygenase heeft 3 isotopen, waarvan van HO-1 het meest bekend is. Het heme oxygenase heeft een katalyserende werking bij de afbraak van heme. 
Heme, bestaande uit FePPIX, heeft een ijzeratoom met daaraan gekoppeld een viertal ligand-groepen van porphyrin zoals hieronder te zien is. 

Heme komt vrijwel in alle humane cellen voor en is betrokken bij enzymatische reacties die afspelen in de mitochondriën en in het cytoplasma. De snelste synthese van heme vindt plaats in het beenmerg en in de hepatocyten in de lever. 
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Figuur 3 de bouw van heme[9]  

Bij de afbraak van heme komen er meerdere producten vrij. Zoals te zien is in onderstaand figuur komt er bij de afbraak van heme zowel heme oxygenase, als Fe2+ en CO vrij. De ijzer en CO is afkomstig van de porphyrin ring die opengebroken is. Er komt  tijdens deze reactie ook ijzer, biliverdine en CO vrij. 


[image: image5]
Figuur 4 de afbraakreactie van heme waarbij heme oxygenase een rol speelt
De 3 isotopen van heme oxygenase zijn onderzocht, waar uit is gebleken dat het alle vrij kleine eiwitten zijn, te weten 32 kDa, 36 kDa en 33 kDa. HO-1 komt vooral voor in de milt, HO-2 in de testis en hersenen en HO-3 komt in het merendeel van de organen voor (hersenen, testis, nieren, milt, lever, hart). Vooral naar HO-1 zijn er onderzoeken gedaan. Hierdoor is er al bekend dat HO-1 zeer induceerbaar is door verschillende middelen. De expressie van HO-1 kan geïnduceerd worden door ischemia, UV-straling, NO, hypoxia, heme, maar kan ook gereduceerd worden door zware metalen als ZnPPIX en oxidatieve stress. De regulatie is celtype afhankelijk. Er zijn meerdere systemen betrokken bij de regulatie van HO-1, zoals mitogeen-activated protein kinases (MAPK), cAMP afhankelijke proteine kinase A en proteine fosfatase. 
Vrije heme moleculen worden gebonden aan de plasmaproteïnen albumine of hemopexin, die het naar de lever afvoeren om het daar af te breken. Als er echter grotere hoeveelheden vrije heme of hemeproteïnen los komen, kunnen deze te groot zijn om de lever te bereiken. Deze grotere hoeveelheden, zoals in een bloedprop, kunnen dan een bloedvat blokkeren. 

De genoemde afbraak producten van heme hebben effecten op de cellen. Het vrijgekomen ijzer kan leiden tot oxidatieve stress met celschade als gevolg. Het ijzer kan een Fenton reactie aan gaan waar H2O2 en ijzer bij betrokken zijn. De Fenton reactie kan leiden tot schade aan de membraan en weefsels. De vrije Fe2+ ionen kunnen echter ook weggevangen worden door ferritine die alle mogelijke reacties van ijzer tegenhoud. 

Het ontstane biliverdine wordt onder invloed van biliverdine reductase omgezet naar bilirubine. Dit heeft een werking als anti-oxidant doordat het vrije zuurstofradicalen wegvangt. Door het wegvangen van deze radicalen neemt de hoeveelheid van perioxidases af en wordt de lipide oxide verstoord. 
CO is in staat om zich te binden aan hemoglobine. Doordat CO beter bindt dan O2 kan dit leiden tot een zuurstoftekort in weefsels die dit nodig hebben, met als gevolg dat deze weefsels dood gaan bij een te lang tekort aan zuurstof. CO heeft invloed op de celcyclus doordat het bij endotheelcellen apoptose voorkomt. CO geeft meerdere ontstekingsremmende effecten af door de inhibitie van tumor necrose factor-α, interleukine-1β of macrofaag ontsteking proteïne-1, de opregulatie van Il-10 en de regulatie van guanylyl cyclase. 
2.4. Endotheelcellen [3,8,12]
 XE "2.4. Endotheelcellen [3,8,12]" 
Endotheelcellen zijn te vinden in alle bloedvaten, van de grotere vaten tot aan de kleine capilairen. Doordat ze overal voorkomen kan de passage van materialen gecontroleerd worden. Endotheelcellen hebben het vermogen om zich aan te passen naar de behoefte van de omgeving. Zo kunnen deze cellen migreren door allerlei weefsels, weefsel groei aanzetten en het genezen van deze weefsels beïnvloeden. 
Naast deze eigenschappen kunnen HUVEC ook in staat zijn om in vitro uit te groeien en zo tubuli te vormen. Deze uitlopers kunnen onder invloed van verschillende factoren anders gevormd worden. Natuurlijke factoren zoals VEGF hebben een stimulerende werking op de vorming van de nieuwe uitlopers. 
Het vormen van deze tubuli wordt in combinatie met het BD Biocoat Angiogenesis System Endothelial Cell Tube Formation in vitro getest. 
2.5. Theoretische achtergrond van de experimenten
 XE "2.5. Theoretische achtergrond van de experimenten" 
Bij alle experimenten in dit onderzoek zijn HUVEC gebruikt. Dit zijn Human Umbilical Vein Endothelial Cells, humane endotheelcellen afkomstig uit de navelstreng. De cellen die gebruikt worden zullen een passage hebben die niet hoger is dan 5. Door het gebruik van primaire cellen wordt getracht de reproduceerbaarheid te behouden. 

De gebruikte HUVEC met de experimenten worden ingekocht bij BD Bioscience. Deze cellen zijn afkomstig van donoren en worden ingevroren bij een passage 2.

De cellen worden op plaat gebracht en doorgezet om de cellen in te kunnen vriezen voor later gebruik. Langdurig bewaren van HUVEC gebeurd in vloeibaar stikstof. 
2.5.1. BD Biocoat Angiogenesis System Endothelial Cell Tube Formation [2,3] XE "2.5.1. BD Biocoat Angiogenesis System Endothelial Cell Tube Formation" 
BD Biocoat™ is een effectieve manier om Angiogenese in vitro te bestuderen. BD heeft hiervoor verschillende versies van het angiogenese systeem ontwikkeld, elk met een ander specifiek doel. Zo zijn er speciale kweekplaten voor het in vitro testen van migratie, invasie, vaat stabilistatie en tubulogenese. De laatst genoemde kweekplaten worden bij de uitgevoerde experimenten gebruikt. 

Het angiogenese systeem voor tubulogenese bestaat uit een BD Falcon plaat. Deze zwarte 96 wells plaat heeft een transparante bodem die gecoat is met de BD Matrigel™ Matrix. Het Angiogenese systeem is gescreend door BD met de hoogste standaarden om zo de reproduceerbaarheid te garanderen. 
De BD Matrigel Matrix is een membraan die gemaakt wordt uit een Engelbreth-Holm-Swarm (EHS) muis tumor. Deze matrigel bestaat voornamelijk uit laminine, collageen IV, entactine, heparine sulfaat en een aantal groeifactoren. Door deze factoren kunnen de endotheel cellen die worden uitgezaaid in de wellen uitgroeien tot een tubuli netwerk. 
Door de HUVEC na afloop van de incubatietijd te kleuren met calceïne-AM is zichtbaar of de cellen nog leven. Calceïne-AM wordt opgenomen door levende cellen. De netwerken worden aangekleurd voor een analyse met het programma AngioSys.
2.5.2. SDS-PAGE en westernblot XE "2.5.2. SDS-PAGE en westernblot" [6,7]
SDS-PAGE

Bij de SDS-PAGE worden eiwitten gescheiden op basis van hun lading en grootte. Hiervoor wordt een tweedelige gel gemaakt, bestaande uit een running gel en een stacking gel. In de stacking gel zitten slotjes waar gelijke hoeveelheden eiwit wordt geladen. De eiwitten migreren sneller door de stackinggel, omdat deze een lager gehalte acrylamide bevat dan de running gel. De eiwitten worden gescheiden in de runninggel, waar door een spanningsverschil de scheiding van alle eiwitten tegelijkertijd begint. Hierdoor kunnen de verkregen banden vergeleken worden met de ladder, die ook meegenomen wordt op de gel. 
In de gels zit SDS (sodium dodecyl sulfaat) wat de secundaire structuren van de eiwitten denatureert. Er wordt alleen gekeken naar de primaire structuren. De eiwitten zijn negatief geladen dus zullen door de electroforese in de buffer naar de positeve pool lopen. De grotere eiwitten zullen meer weerstand ondervinden en bovenin de gel blijven, terwijl de kleinere eiwitten sneller door de gel heen lopen.
Westernblot 
Na het scheiden van de eiwitten worden deze overgezet op een nitrocellulose membraan. Het membraan heeft een positieve lading wat de negatieve eiwitten tijdens het blotten zal aantrekken. Om zeker van te zijn dat de eiwitten goed op het membraan overgezet zijn wordt het membraan gekleurd met Ponceau S.
Na het wegwassen van de Ponceau S wordt het membraan in een blokbuffer gelegd, hiervoor wordt TBST+ 5% ELK gebruikt. Door deze blokstap worden de niet specifieke bindingen verminderd, wat leidt tot beter resultaat doordat alle achtergrond wordt verminderd. Als vervolgens het membraan met het eerste antilichaam geïncubeerd wordt kan deze alleen hechten aan het eiwit met een specifiek target hiervoor. Alle niet gebonden resten antilichamen worden weggewassen met TBST. Het secundaire antilichaam waarmee het membraan vervolgens wordt geïncubeerd is een antilichaam enzym gericht op het primaire antilichaam. Dit is afkomstig van een dier gericht tegen het primaire dier, oftewel een anti-mouse Ab tegen een primair Ab van een muis. Dit secundaire antilichaam zal aan binding aan gaan met het primaire antilichaam zoals in onderstaand figuur te zien is. 
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Figuur 5 het principe van Westernblot [5]
De luminescentie van de eiwitten zal zichtbaar worden nadat het membraan is geïncubeerd met een ECL substraat. De eiwitbanden zullen meer fluorescentie afgeven als de concentratie van het specifieke eiwit hoger zijn. Het membraan wordt voor korte tijd blootgesteld aan een film, die de luminescentie van de eiwitten detecteert. Na ontwikkeling van de film zullen de eiwitbanden zichtbaar worden. Het ontwikkelen van de film dient direct uitgevoerd te worden, omdat de luminescentie na verloop van tijd weer uitdooft. Door het vergelijken van de hoogte van deze banden met de banden van de ladder kan bepaald worden hoe groot dit eiwit is en of het overeenkomt met het gezochte eiwit. 
2.5.3. Muizenbestand[9] XE "2.5.3. Muizenbestand" 
Voor de in vivo experimenten worden heme oxygenase 1 knockout muizen gebruikt. In het Dierexperimenteel Centrum van het Erasmus MC worden de muizen verzorgd en in fok gehouden. Van de muizen die een KO genotype hebben worden gekruist met HT muizen, om zo te proberen om meer KO muizen te krijgen. Van de pups die geboren worden, worden de puntjes van de staarten geknipt om daar uit DNA te isoleren en hun genotype te bepalen. 
Om het HO-1 gen in te bouwen in een muis is er een construct geïsoleerd en in een pBluescript II SK vector ingebouwd. In deze vector wordt het neomycine gen ingebouwd volgens onderstaand figuur. Exon 3 wordt in het HO-1 gen vervangen door het neomycine, hierdoor kan het gen niet goed worden afgelezen doordat het ontstane eiwit niet fuctioneel is. Het gen wordt door middel van electroporatie ingebracht in stamcellen van een 129SV muis. Deze stamcellen worden in kweek gehouden met een medium wat neomycine bevat, de cellen die het genconstruct correct hebben opgenomen overleven en kunnen geïnjecteerd worden in Balb/c en C57BL/6 blastocyten om een chimere muis te krijgen. Vanuit deze blastocysten ontwikkelen zich 2 genotypes, het KO gen en de normale cellen. De chimere muis kan in een fok gezet worden om de HT muizen met elkaar te laten kruisen om uiteindelijk een HO-1 KO muis te krijgen. De kans op een KO muis is dan 25%. Het HO-1 eiwit heeft veel functies die nodig zijn om te overleven. Helaas is de kans dat een KO muis de geboorte haalt zeer gering. Zo zijn er problemen bij de innesteling van het embryo, waardoor de geboortecijfers van de HO-1 pups erg laag zijn. De kans dat de pups geboren worden is slechts 0,8 tot 2%. Als er dan toch nog KO pups geboren worden, kunnen deze muizen onder andere last krijgen van anemie, hartproblemen (zoals infarcten en afwijkingen aan de ventrikels) en ernstige ontstekingen, waarbij de milt en lymfeknopen kunnen opzwellen.
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Figuur 6  Recombinatie van HO-1. Te zien is het normale gen, het recombinant gen en het ingebouwde gen in de muis.
3. Materiaal en Methoden XE "3. Materiaal en Methoden" 
3.1 Celkweek XE "3.1 Celkweek" 
De cellen die worden gebruikt zijn humane endotheelcellen, Human Umbilical Vein Endothelial Cells (HUVEC). Deze worden geïsoleerd uit de navelstreng van de mens. Om deze cellen over langere perioden te gebruiken, worden de cellen die niet gebruikt worden ingevroren en bewaard in vloeibare stikstof. De cellen die gebruikt worden zijn cellen tot een passage van 5, door de passage zo laag te houden wordt voorkomen dat de primaire cellijn die gebruikt wordt, transformeert tot een cellijn. Tevens wordt het aantal mutaties bij de cellen door het minder vaak doorzetten kleiner en kunnen de resultaten beter met elkaar te vergelijken worden. 
Het medium wat gebruikt wordt voor de HUVECs is EBM-2 (Lonza). Dit is een basaal medium zonder enige toegevoegde groeifactoren. Naast dit medium wordt een bullitkit (Lonza) geleverd waar alle supplementen en groeifactoren in zitten. Deze bullitkit bevat 10 ml FBS, 0.5 ml hEGF, 0.5 ml VEGF, 0.5 ml hFGF-B, 0.5 ml R3-IGF-1, 
0.5 ml ascorbinezuur, 0.5 ml heparine, 0.5 ml gentamicine en 0.2 ml hydrocortison en wordt in zijn geheel aan een 500 ml fles medium toegevoegd. Aan het medium wordt ook 5 ml peniciline-streptomycine (Lonza) toegevoegd. Het complete medium, EGM-2, is het medium wat gebruikt wordt bij het groeien van de cellen.
3.1.1. Opzetten van cellen XE "3.1.1. Opzetten van cellen" 
Voordat de cellen werden opgezet werd het medium opgewarmd in een waterbad van 37ºC. Het opwarmen van het medium werd in kleinere hoeveelheden gedaan, om te  voorkomen dat het medium te vaak werd opgewarmd wat een negatief effect zou kunnen hebben op de groeifactoren in het medium.
Voordat er cellen opgezet werden, zijn de gebruikte kweekplaten gecoat met een 0.1% gelatine (Sigma) oplossing (in MQ). Door deze coating kunnen de endotheelcellen beter hechten aan de kunststof kweekplaat. Er werd 10 ml van deze gelatine oplossing op de kweekplaat gebracht, om het vervolgens af te zuigen met een pipet en de platen te laten drogen aan de lucht. De gelatine werd eerst verwarmd om het sneller te laten drogen. 
De cryovials worden bewaard in de vloeibare stikstof en kunnen daar uitgehaald worden indien nodig. Bij het opbrengen van de cellen is enige snelheid van handelen wel vereist. Het invriesmedium bevat DMSO wat een toxische werking heeft op de cellen. De 15 cm kweekplaten worden gevuld met 20 ml van het complete, verwarmde medium. De cellen werden direct vanuit de cryovial op de plaat gebracht. Nadat de cellen overnacht aan de plaat konden hechten, werd de volgende dag het medium ververst om al het DMSO te verwijderen. 
Als de kweekplaten confluent genoeg waren, circa 80%, konden de HUVEC worden doorgezet. Dit werd gedaan door eerst het medium af te zuigen en de plaat te wassen met 10 ml steriele PBS (Lonza). Nadat de PBS afgezogen was, werd er 5 ml accutase (PPA) aan de plaat toegevoegd. De plaat met accutase werd voor ca. 4-5 minuten in een 37ºC stoof gezet om de cellen sneller los te maken van de plaat. Zodra alle cellen los van de kweekplaat waren, werden deze samen met 10 ml compleet medium overgebracht in een 15 ml buis. De buizen werden voor 5 minuten bij een snelheid 400g afgedraaid. Het verkregen pellet werd opgelost in een aantal ml medium, wat overeen kwam met het aantal platen waar de cellen werden uitgezaaid.
3.1.2. Invriezen van cellen XE "3.1.2. Invriezen van cellen" 
Als er cellen ingevroren werden, werden de cellen geoogst zoals beschreven in 3.1.1.. Het pellet wat verkregen was na het afdraaien bij 400x g gedurende 5 minuten bij 4ºC werd dan opgelost in invriesmedium. Dit medium bevat 10% DMSO en 10 % extra FBS naast het complete EGM medium wat voor HUVECs gebruikt wordt. De cryovials werden uitgevuld met 1 ml celsuspensie en vervolgens geplaatst in Mr. Frosty containers waar al 
2-propanol in zat. Deze containers werden 24 uur bij -80ºC geplaatst alvorens de cryovials over te brengen naar vloeibare stikstof waar deze langdurig bewaard kunnen worden.  
3.1.3. Transfectie en inductie XE "3.1.3. Transfectie en inductie"  

Voordat de kweekplaten met HUVEC getransfecteerd konden worden werd er 
1 kweekplaat geoogst om te tellen hoeveel cellen er op een plaat zaten. Na het oogsten van de cellen werden deze weer afgedraaid, en werd het pellet opgelost in 4 ml medium. Vanuit deze oplossing werd 10 μl in beide zijden van een Bürker telkamer gepippeteerd om 25 hokken te tellen. Vanuit deze telling kon de hoeveelheid cellen bepaald worden door deze hoeveelheid cellen te vermenigvuldigen met de hoeveelheid medium waarin het pellet is opgelost, 4 ml, en 104.
Vanuit dit getal kon de hoeveelheid toe te voegen virus berekend worden. Er is uitgegaan van een bepaalde moi (multiplicity of infection). De stock van het virus had een concentratie van 1x1012 viruspartikels/ml. Er is van uitgegaan dat 1% van de virusstock effectief virus is, dus dat deze 1% infectieus is. 
Het medium van de platen werden ververst voordat het virus, Heme of ZnPPIX aan de platen werden toegevoegd. Er zijn verschillende condities meegenomen, ook een virus zonder een insert in de vector om zo te kijken of het virus zelf ook nog enige effecten heeft op de cellen, pAd-∑. De aangehouden infectietijd was 24 uur.
	Toegevoegd: 

	concentratie:

	Ad-∑
	Moi 500 en 1000

	Ad-HO-1
	Moi 500 en 1000

	ShRNA
	Moi 500 en 1000

	ZnPPIX
	0,5 en 1,0 μM

	Heme
	5 en 10 μM


Tabel 1: gebruikte virussen en bijbehorende concentraties

3.1.4. Cellysaten XE "3.1.4. Cellysatie" 
Voor het maken van cellysaten werden platen geoogst zoals ook beschreven staat in 3.1.1. Het verkregen pellet werd dan niet weer opgelost in medium maar in 100 μl NP-40 lysisbuffer (50mM Tris-HCl (pH 8.0), 150 mM NaCl en 1% NP-40). Per 500 μl van deze NP-40 lysisbuffer werd 10 μl proteïnase remmers bij ge pippeteerd. Dit geheel werd geïncubeerd voor 30 minuten op ijs om vervolgens 10 minuten af te draaien bij een snelheid van 13200 rpm. Het supernatant werd overgebracht in een nieuw epjes en dit werd bewaard op ijs, en werd eventueel opgeslagen bij -20ºC. Als de pellets niet direct werden gebruikt werden deze bewaard bij -80ºC. 

3.2. Angiogenese assay
 XE "3.2. Angiogenese assay" 
Zodra de cellen voldoende gegroeid waren, werden deze getransfecteerd met verschillende concentraties virus en werden deze na 24 uur geoogst en uitgezaaid op een Biocoat Angiogenesis System kweekplaat. 

De cellen werden na het oogsten geteld en in celsuspensie gebracht met een concentratie van 6 x 105 cellen/ml. 

In elke rij van de Angiogenesis plaat werd een andere conditie cellen gepipeteerd. Naast cellen die getransfecteerd waren met ZnPPIX, heme, HO-I virus, ShRNA virus of Sham virus werden er ook cellen meegenomen die niet getransfecteerd waren. Per well werd er van de gemaakte celsuspensie 50μl toegevoegd. De matrigel plaat werd gedurende 7 uur in een 37ºC stoof geplaatst om de cellen tijd te geven om tubuli te kunnen groeien. 
Na 7 uur werden de wellen gelabeld met calceïne-AM (BD), dit is een fluorescerend label. Eerst werd het medium van de plaat verwijderd door deze zachtjes te draaien en op een stapel tissues te leggen. De wellen werden tweemaal gewassen met 100 μl PBS/well (Lonza) voor het toevoegen van het calceïne-AM aan de wellen. Per well werd er 100 μl calceïne-AM oplossing (8 μl/ml in PBS) toegevoegd en werd de plaat gedurende een uur geïncubeerd bij 37ºC. Na dit uur werden de wellen weer tweemaal gewassen voordat er foto’s gemaakt konden worden van de gevormde tubuli netwerken. De foto’s werden gemaakt met een Axiovert fluorescentie microscoop.
3.2.1 optimaliseren van het Biocoat Angiogenesis System XE "3.2.1 optimaliseren van het Biocoat Angiogenesis System" 
In de handleiding van de Biocoat Angiogenesis System kweekplaat werd een concentratie van 4 x 105 cellen/ml aanbevolen. Om de cellen de mogelijkheid te geven om optimaal te kunnen groeien op deze kweekplaat, zijn de groeicondities getest.

Eerst werd de concentratie cellen getest om te kijken of de aanbevolen concentratie van 4 x 105 cellen/ml optimaal was voor dit systeem. Hiervoor werden er cellen opgezet met 3 verschillende concentraties, namelijk 2, 4 en 6 x 105 cellen/ml. Na de voorgeschreven 16-18 uur werd gekeken naar het resultaat en werden foto’s gemaakt van de verschillende condities. 

Vervolgens is gekeken naar het medium waarin de cellen op een Biocoat Angiogenesis System kweekplaat gebracht worden. Zoals beschreven in hoofdstuk 2 bevat de matrigel groeifactoren afkomstig van de ESH-tumor van een muis. Door de cellen in verschillende media op de kweekplaat te brengen werd gekeken wat het effect was van de al aanwezige factoren. De cellen werden opgebracht in de volgende condities:
	EBM-2 medium

	1 : 10 EBM-2/EGM-2 medium

	1 : 50 EBM-2/EGM-2 medium

	EGM-2 medium

	EBM-2 + 20 ng/ ml VEGF

	EBM-2 + 40 ng/ ml VEGF


Tabel 2: verschillende gebruikte media
Ook de manier van het oogsten van cellen werd bekeken. Omdat trypsine met het heme oxygenase niet gebruikt kon worden, werd er naar een alternatief gekeken waarbij de isotopen op de celmembraan werden beschermd. Daarom werden de cellen geoogste op 2 verschillende manieren. Er werden cellen geoogst door het gebruik van accutase en door het schrapen van de kweekplaat waar de cellen op groeiden.
Na ieder uur werden er foto’s gemaakt van de verschillende condities, om zo te kijken of de groei al eerder afgerond was dan de voorgeschreven 16-18 uur. Ook werd gekeken wanneer de tubulogenese begon.
Als laatste werden de cellen blootgesteld aan verschillende concentratie virussen, ZnPPIX en heme. De gebruikte concentraties waren moi 250, 500 en 1000 voor de virussen, voor heme werd een concentratie van 5 µM en 10 µM aangehouden en voor ZnPPIX was dit 0,5 µM en 1,0 µM. 
3.3. Westernblot
 XE "3.3. Westernblot" 
Door de lysaten op een westernblot te zetten kunnen specifieke eiwitten aangetoond worden. De expressie van HO-1 en FAK zijn in deze experimenten geprobeerd aan te tonen. De lysaten zijn hiervoor eerst gemeten met een BCA en vervolgens gescheiden m.b.v. SDS-PAGE. 
3.3.1. BCA XE "3.3.1. BCA" 
Van de cellysaten werd een BCA uitgevoerd om de concentratie van het lysaat te bepalen. Een standaard reeks BSA uit de BCA Protein Assay Kit (Pierce) werd gemaakt in concentraties van 25 μg/ml, 125 μg/ml, 250 μg/ml, 500 μg/ml, 750 μg/ml en 
1000 μg/ml. Van deze standaard reeks werd 50 μl gebruikt, van de eigen monsters werd er 5 μl gebruikt dat verdund werd met 45 μl steriel water. Bij deze hoeveelheden werd 
1 ml werkreagent toegevoegd wat gemaakt werd van oplossing A en B in de verhouding 50:1. Alle monsters werden 30 minuten geïncubeerd bij 37ºC en direct gemeten met een spectrofotometer bij 562 nm. Eerst werd de standaardreeks gemeten om een calibratie te maken, vervolgens werden de monsters gemeten. Waarbij de concentratie eiwit in de lysaten in μg/ml werden bepaald.
3.3.2. SDS-PAGE XE "3.3.2. SDS-PAGE" 
Om de lysaten te kunnen blotten werd er met het SDS-PAGE systeem van Biorad een gel gemaakt. Deze gel bestaat uit een running gel en een stacking gel. De stacking gel zorgt er voor dat alle monsters op het zelfde tijdstip over gaan in de running gel, zodat de eiwitten onder de zelfde condities gescheiden worden. Per laan wordt dezelfde hoeveelheid eiwit geladen, wat eerst wordt aangevuld met ¼ deel loadingbuffer en 5 minuten verhit wordt bij 95ºC. Bij alle uitgevoerde westernblots is 20 μg eiwit geladen.
De 1.50 mm dikke 10% running gel werd gemaakt door 4.1 ml MQ, 2.5 ml 1.5 M Tris-HCl (pH 8.8), 50 μl SDS (10%), 3.3 Acrylamide/bisacrylamide (Sigma), 50 μl APS (10%) en 5 μl TEMED (Sigma). Het is belangrijk dat APS en TEMED als laatste toegevoegd worden, omdat dan de polymerisatie begint. 
Na het gieten van de gel wordt deze afgedekt met een dun laagje MQ om zo de scheidinglijn van de gel recht te trekken. Na polymerisatie van de gel kan de stacking gel er bovenop gebracht worden. 

De stacking gel werd gemaakt door het volgende bij elkaar te pipetteren: 3.05 ml MQ, 1.25 ml 0.5 M Tris-HCl (pH 6.8), 50 μl SDS (10%), 0.67 ml Acrylamide/bisacrylamide, 
25 μl APS (10%) en 5 μl TEMED (Sigma). In de stacking gel werd een kammetje geplaatst. Nadat deze gel ook gepolymeriseerd was konden de monsters op de gel gebracht worden. De gel wordt gescheiden in een bak met 1x TGS (15 g Trizma-Base (Sigma), 72 g Glycine (Sigma), 5 g SDS (Fluka) aangevuld tot 1 liter met MilliQ). Naast alle monsters werd er een molmarker meegenomen op de gel, om de grootte van de bandjes te kunnen vergelijken. De grotere eiwitten zitten bovenaan, die migreren minder snel door het formaat van het eiwit. De gel werd circa 2 uur gerund bij 100 Volt, totdat het onderste eiwitbandje zich onderaan de gel bevond. 
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Figuur 7 Proteine ladder #SM1811 van Fermentas. De getallen links zijn de grootte van de aangegeven bandjes in kDa. 

3.3.3. Western Blot XE "3.3.3. Western Blot" 
Nadat de eiwitten van de ladder volledig gescheiden waren, werd de gel overbracht op een nitrocellulose membraan (Pierce). Het blotten werd uitgevoerd bij kamertemperatuur of bij 4ºC. Bij het blotten op kamertemperatuur werd er een ijsblok in de bak toegevoegd. De gel en membraan werd geblot in blotbuffer (200 ml Methanol, 14.4 g Glycine (Sigma), 3.03 g Trizma-Base en aangevuld met MQ tot 1 liter) gedurende 2 uur bij kamertemperatuur op maximale hoeveelheid Volt of overnacht bij 4ºC op 30 Volt. 
Na het blotten werden de membranen gekleurd met Ponceau S Red (Sigma) om te kijken of de eiwitbanden van de monsters goed overgezet waren van de gel op het membraan.  

De membranen werden 3x gewassen met TBST (100ml 10x TBS (Merck), 0.5 ml Tween-20 (Sigma) aangevuld tot 1 liter met MQ) voor 5 minuten.
De membranen werden eerst geblokt gedurende 1 uur in 10 ml TBST + 5% ELK (Campina). Het blokken zorgt ervoor dat de aspecifieke bindingen verminderen. Na het uur blokken werden de membranen een uur geïncubeerd met het primaire antilichaam. Dit antilichaam kan dan binden aan het eiwit van interesse. De antilichamen werden verdund in TBST + 5 % ELK, anti HO-1 OSA 110 (Mouse monoclonal, Stressgen) in een verdunning van 1:5000 en FAK sc-557 met een verdunning van 1:250 (rabbit polyclonal IgG, Santa Cruz).
Na de primaire antilichamen werden de membranen nogmaals 3x gewassen met TBST voor 5 minuten om alles resten van het primaire antilichaam te verwijderen. 
Het secundaire antilichaam wordt gekoppeld aan het eerste antilichaam. Dus voor een Mouse monoclonal wordt een antilichaam gebruikt gericht op de muis. Voor HO-1 is dit ECL anti-mouse IgG, HRP linked whole antibody (Amersheen), voor FAk is dit ECL anti-rabbit IgG, HRP linked whole antibody (Amersheen). Ook met het 2e antilichaam werden de membranen een uur geïncubeerd.  
De membranen werden na de 2e incubatie stap weer gewassen, 3x 5 minuten met TBST. Om vervolgens de membranen voor 5 minuten te incuberen met Supersignal West Pico chemiluminescent substrate (Pierce). Na deze 5 minuten werden de membranen in gepakt in plasticfolie en meegenomen naar een donkere kamer om daar een foto te maken van de membranen. Dit werd gedaan door de membranen, afhankelijk van de signaalsterkte, enkele seconden tot minuten op een foto te leggen en te ontwikkelen. De bandjes zijn dan zichtbaar en kon er gekeken worden of de bandjes overeenkwamen met de grootte die gezocht werd.
3.4. Muizenbestand XE "3.4. Muizenbestand" 
3.4.1. DNA isolatie uit muizenstaartjes XE "3.4.1. DNA isolatie uit muizenstaartjes" 
Van de geboren pups worden kleine punten van de staart geknipt (ca. 3-4 mm). Uit deze stukjes kan er DNA geïsoleerd worden. Voor de isolatie werden de staarten overnacht in een stoof van 60ºC gezet met 600 μl tailmix en 25 μl proteinase K. Deze tailmix bestaat uit 25 ml 1M Tris pH 7.4, 200 ml 250mM EDTA pH 8.0, 10 ml 5M NaCl,  50 ml 10% SDS en 215 ml MQ, welke eerst wordt verwarmd in een waterbad voordat het aan de epjes met de staarten wordt toegevoegd.  De proteinase K (Invitrogen), wat bij -20 ºC bewaard wordt, bestaat uit 100 mg proteinase K die opgelost is in een buffer van 100 μl Tris pH7.4, 200 μl 1M CaCl 20 mM, 5 ml Glycerol, 4.7 ml MQ. 

De volgende dag werden er bij de epjes 500 μl Phenol-Chloroform (Sigma-Alderich) toegevoegd en 10 minuten afgedraaid bij een snelheid van 13200 rpm. Na het afdraaien was er een duidelijke scheiding te zien tussen de interfase en de waterfase, die voorzichtig afgepipetteerd werd en overgebracht werd naar een nieuw epje. Bij de waterfase werd 500 μl isopropanol (Fluka) toegevoegd, de epjes werden geschud en weer voor 10 minuten afgedraaid bij 13200 rpm. 

Na deze centrifugestap wordt al het DNA verzameld in het pellet, het supernatant werd verwijderd en het pellet werd gewassen door 250 μl 70% ethanol (Riedel-de Haën) toe te voegen en nogmaals af te draaien voor 10 minuten bij 13200 rpm. Het supernatant werd verwijderd om de pellet te laten drogen aan de lucht. Uiteindelijk werden de pellets opgelost in 30 μl steriel water (Baxter) en werd de concentratie en de zuiverheid van het DNA gemeten met behulp van de nanodrop. 
3.4.2. Polymerase Chain Reaction (PCR) XE "3.4.2. Polymerase Chain Reaction (PCR)"  

Om te bepalen of de muizen waarvan het DNA is geïsoleerd dan wel wildtype, heterozygoot of knock-out zijn voor het heme oxygenase werd van het DNA een PCR ingezet. Er werden naast de monsters ook controles meegenomen met DNA waarvan al bekend was welk type het is. Per reactie is er 0,5 μl DNA gebruikt. Ook een negatieve controle werd meegenomen, hier werd geen DNA toegevoegd aan de epjes. Alle reacties werden ingezet met zowel de wildtype primers als de knock-out primers. 

Bij alle epjes werd een mastermix toegevoegd die per reactie bestond uit 1 μl FW-primer (Biolegio), 1 μl RV-primer (Biolegio), 2.5 μl buffer 10x (Qiagen), 5 μl buffer Q (Qiagen), 
1 μl dNTP’s (Fermentas), 14 μl steriel water (Baxter) en 0.5 μl Taq polymerase (Qiagen). 

De PCR die ingezet werd begon met een 4 minuten durende stap bij 94°C, werd vervolgd met een cycli die 32 keer werd herhaald en de PCR werd afgesloten met een stap van 10 minuten bij 72°C. Het apparaat koelde daarna af tot 12˚C. De herhalende cycli bestond uit 3 stappen: 1 minuut bij 94°C, 1 minuut bij 58°C en 1 minuut 72°C. 

Bij de PCR producten is 5 μl loadingbuffer toegevoegd en zijn deze op een 1% agarose gel (Q Biogene) geladen, waarbij per 50 ml gel 25 μg ethidiumbromide (Amresco) is toegevoegd. Naast de monsters en de controles werd ook een molmarker op de gel geladen (O’gene Ruler DNA Ladder Mix #SM1173 van Fermentas) die hieronder te zien is. De gel werd vervolgens gerund bij 100V voor 30-40 minuten mbv een Powerpack Basic van Biorad.
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Figuur 8 DNA ladder #SM1173 van Fermentas. De getallen links zijn de grootte van de aangegeven bandjes in baseparen
Nadat de monsters voldoende gerund zijn werd er een foto gemaakt met behulp van de Gene Genius BioImaging System (Westburg) en het bij behorende programma GeneSnap waardoor er bandjes zichtbaar werden. Zo zijn de genotype van de geladen monsters bepaald. Deze zijn verwerkt in het Animal Management System (AMS).
4. Resultaten XE "4. Resultaten" 
In dit hoofdstuk worden de resultaten besproken van de experimenten behandeld in hoofdstuk 3 (Materiaal en Methoden).
4.1. Angiogenese assay
 XE "4.1. Angiogenese assay" 
Bij het optimaliseren van een Biocoat Angiogenesis System is er eerst gekeken naar de aanbevolen concentratie van 4 x 105 cellen/ml. Zoals beschreven in paragraaf 3.2.1. werd deze concentratie verlaagd en verhoogd om een optimale conditie te bepalen. Hiervan zijn de volgende foto’s gemaakt:
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Ongeïnfecteerde HUVEC gelabeld met Calceïne-AM na 18 uur incuberen, met verschillende concentraties
Figuur 9




Figuur 10


Figuur 11


2 x 105 cellen/ml


      
4 x 105 cellen/ml           
   
6 x 105 cellen/ml

De aanbevolen concentratie van 4 x 105 cellen/ml is voldoende om een tubulus netwerk te vormen, maar met een hogere concentratie zijn de netwerken duidelijk groter. om de netwerken zo volledig mogelijk te worden is besloten de concentratie cellen te verhogen naar 6 x 105 cellen/ml bij alle volgende experimenten. 
Vervolgens is gekeken naar het medium waar in de cellen groeien. Met de in tabel 2 genoemde condities zijn HUVEC ingezet op een angiogenese plaat. 
Hiervan zijn de volgende foto’s gemaakt:
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Ongeïnfecteerde HUVEC na 18 uur incuberen in verschillende types medium

Figuur 12 


Figuur 13


Figuur 14
EBM medium


1:10 EBM-2/EGM-2
    
1:50 EBM-2/EGM-2 
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Ongeïnfecteerde HUVEC na 18 uur incuberen in verschillende hoeveelheden toegevoegde VEGF



Figuur 15 

Figuur 16


Figuur 17

EGM medium

EBM+20 ng/ml VEGF 

EBM+40 ng/ml VEGF

Bij de platen met het EBM medium lijkt het erop dat alleen bij de HUVEC aan de zijkanten de tubulogenese is begonnen. De cellen waarbij de verhouding EBM:EGM hoger is, lijken de tubuli langer te zijn maar in kleinere hoeveelheden aanwezig te zijn dan bij HUVEC die in EGM medium zijn gegroeid. Door de toevoeging van VEGF lijken de tubulus netwerken vollediger te zijn, met langere en meer uitlopers. Dit is echt niet nodig om extra VEGF toe te voegen, de tubulus netwerken bij het gebruik van alleen EGM medium zijn volledig genoeg voor eventuele analyse.
Het derde criteria was de manier van oogsten van de HUVEC. Er zijn twee manieren uitgeprobeerd. Door het te schrapen van de kweekplaat en door het gebruik van accutase, wat de isotopen op het membraan van de cellen beschermd. 
Oogsten met behulp van accutase
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(on)geïnfecteerde HUVEC na 18 uur incuberen met verschillende virussen

Figuur 18 


Figuur 19


Figuur 20
Blanco 


HO-1 moi 500


Sham moi 500

Oogsten door middel van schrapen
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HUVEC geoogst door schrapen, na 18 uur incuberen


Figuur 21 

Figuur 22


Figuur 23

Blanco 


HO-1 moi 500


Sham moi 500

Het oogsten van cellen door het schrapen van de kweekplaat heeft geen resultaten opgeleverd. HUVEC cellen zijn te kwetsbaar voor dit proces en zullen dan ook tijdens het schrapen veel schade oplopen waardoor deze niet het vermogen hebben om tot een netwerk van tubuli uit te groeien. Door cellen te oogsten met behulp van accutase lopen de cellen minder mechanische schade op. Hierdoor zijn de cellen beter in staat om tot een tubuli netwerk uit te groeien. 

Tijdens de verschillende experimenten was duidelijk te zien dat de tubulogenese al begon rond t=4 uur. In het vervolg experiment is daarom om elk uur bekeken hoe ver de tubulogenese was. Per uur zijn er foto’s gemaakt, van een aantal tijdstippen zijn hieronder de foto’s te zijn. 
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HUVEC (on)geïnfecteerd na 3 uur na incuberen


Figuur 24 

Figuur 25


Figuur 26

Blanco 


HO-1 moi 250


HO-1 moi 500
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HUVEC geïnfecteerd na 3 uur na incuberen


Figuur 27 

Figuur 28


Figuur 29

Sham moi 250

Sham moi 500
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HUVEC geïnfecteerd na 3 uur na incuberen


Figuur 30

Figuur 31


Figuur 32

Heme 10 µM

ShRNA moi 250


ShRNA moi 500
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HUVEC geïnfecteerd na 3 uur na incuberen


Figuur 33

Figuur 34





ZnPPIX 0,5 µM

ZnPPIX 2 µM


Te zien is dat de tubulogenese langzaam op gang komt. De cellen die getransfecteerd zijn met HO-1 lijken wat trager met de tubulogenese te beginnen. Bij alle cellen beginnen de HUVEC naar elkaar toe te trekken, hierdoor zijn groepen cellen in de wellen zichtbaar. Bij de blanco zijn er al kleine uitlopers zichtbaar.  
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HUVEC  (on)geïnfecteerd na 7 uur na incuberen


Figuur 35 

Figuur 36


Figuur 37

Blanco 


HO-1 moi 250


HO-1 moi 500
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HUVEC geïnfecteerd na 7 uur na incuberen



Figuur 38

Figuur 39


Figuur 40





Sham moi 250

Sham moi 500


Heme 5 µM
[image: image42.jpg]


 [image: image43.jpg]


 [image: image44.jpg]



HUVEC geïnfecteerd na 7 uur na incuberen


Figuur 41 

Figuur 42


Figuur 43

Heme 10 µM

ShRNA moi 250


ShRNA moi 500
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HUVEC geïnfecteerd na 7 uur na incuberen


Figuur 44 

Figuur 45





ZnPPIX 0,5 µM

ZnPPIX 2 µM
Na 7 uur lijken de tubuli netwerken volledig te zijn uitgegroeid. 
Vrijwel bij alle HUVEC is er tubulogenese opgetreden, bij de cellen met een hoge ZnPPIX concentratie lijkt dit niet het geval te zijn. De mate van lengte, hoeveelheid en dikte van de tubuli zijn echter wel verschillend. Zo lijken de tubuli bij de HO-1 getransfecteerde wel korter te zijn, maar er zijn meer uitlopers dan bij de met Sham getransfecteerde cellen. De HUVEC die met heme zijn behandeld lijken langere tubuli te hebben, met meer gebieden waar alle tubuli bij elkaar komen, maar wel minder tubuli. 
Om zeker te zijn dat de HUVEC waaruit tubulogenese is voortgekomen nog leven, worden de cellen gelabeld met calceïne-AM. Alle levende cellen nemen deze fluorescent op, wat zichtbaar gemaakt wordt met een fluorescentie microscoop. 

Uit deze experimenten zijn de volgende resultaten gekomen:

· Bij concentraties ZnPPIX hoger dan 1,0 μM overleven HUVECs het niet;

· Na transfectie met HO-1 zijn de wellen niet volledig vol gegroeid, maar er is wel tubulogenese zichtbaar;

· De tubuli van de cellen met sham getransfecteerd lijken kortere uitlopers te hebben dan de cellen met die met HO-1 getransfecteerd;
· De tubuli zijn van getransfecteerde cellen lijken dikker dan bij ongeïnfecteerde cellen;

· De wellen waarin de cellen getransfecteerd met ShRNA lijken minder verder gegroeid te zijn dan bij HO-1 geïnfecteerde cellen;
· Cellen getransfecteerd met HO-1 lijken meer tubuli te hebben.

· Bij incubatie stappen van meer dan 7 uur lijken de netwerken weer kleiner te worden. Alsof de tubuli niet stabiel is na het uitgroeien. 
4.2. Muizenbestand XE "4.2. Muizenbestand" 
In onderstaand figuur is te zien wat voor resultaten er zichtbaar zijn nadat er PCR producten met gelelectroforese gescheiden zijn. 
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	Marker
	10
	07-16091 05 wt 

	2
	WT controle
	11
	07-16091 06 ko

	3
	HT controle
	12
	07-16091 07 ht

	4
	KO controle
	13
	07-16091 08 wt

	5
	07-16091 00 ht
	14
	07-16091 09 ht

	6
	07-16091 01 ht
	15
	07-16091 10 ht

	7
	07-16091 02 wt
	16
	07-16091 11 ht

	8
	07-16091 03 ht
	17
	Leeg

	9
	07-16091 04 ht
	18
	Blanco 


Figuur 46 Electroforese van PCR producten
Een groot deel van de muizen laten zowel een KO bandje zien als een WT bandje. Deze muizen zijn heterozygoot. In de foto is te zien dat muisnummer 07-16091 06 alleen een bandje geeft bij de KO primers. Deze muis is dan een KO muis. Om zeker te zijn dat het een KO muis is wordt de PCR van deze muizen nogmaals uitgevoerd maar dan met verschillende concentraties DNA, te weten 0,5 μl, 1 μl, 5x en 10x verdund.

5. Conclusie en discussie XE "5. Conclusie en discussie" 
Uit de verschillende experimenten die ingezet zijn met het angiogenese systeem zijn er een aantal optimale groei condities voor de cellen bepaald:

· Extra stimulans mbv groeifactoren is niet nodig om effectieve tubulogenese te krijgen. Alle factoren in het angiogenese systeem als in het medium zijn voldoende stimulans voor het uitgroeien van tubuli;

· De verhoogde concentratie cellen van 6x106 voor een beter en sneller resultaat;

· Na een incubatietijd van 7 uur lijken de cellen uitgegroeid te zijn. Bij langere incubatietijd lijken de uitlopers weer kleiner te worden;

· Voor de concentratie van het ZnPPIX wat toegevoegd is aan de HUVEC tijdens het opgroeien van de cellen dient 0,5 μM aangehouden te worden. Bij hogere concentratie zullen de HUVEC niet in staat zijn om tubuli te vormen;

· Cellen oogsten met accutase zorgt voor minder mechanische schade aan de HUVEC, waardoor de tubuli netwerken beter tot stand komen.

De labeling met calceïne-AM is nog niet optimaal. Bij het opzetten van het angiogenese systeem werd er calceïne-AM gebruikt wat afkomstig was van een ander lab binnen het EMC. Na herhaling van de experimenten is er calceïne ingekocht, die tot heden nog geen resultaat heeft gegeven. De calceïne is gebruikt en getest op HUVEC, in een concentratie van 5 µg/ml en verschillende incubatietijden. De cellen namen het fluorescente label niet op. De stock is opgelost met PBS, het kan zijn dat de labeling beter zal werken als er DMSO bij de labeling wordt gebruikt. In meerdere onderzoeken is de calceïne opgelost in DMSO voor een stockoplossing, en verder verdund in de juiste concentratie in PBS. Bij deze onderzoeken heeft de labeling wel gewerkt. De voorgeschreven concentratie in de protocollen is 20 µl per 50 µg calceïne-AM. Het zou mogelijk kunnen zijn dat zonder het DMSO de cellen niet staat zijn om het label op te nemen. De stock calceïne zou verdund kunnen worden met DMSO om uit te testen in verschillende concentraties en tijden om te zien of de HUVEC de calceïne op nemen. De concentratie zou kunnen varieren van 
4 µg/ml tot 8 µg/ml, de incubatietijden van 30 tot 60 minuten. 
Doordat er nog geen analyse heeft plaatsgevonden van de verschillende condities, is er nog geen conclusie te trekken uit dit onderzoek. Zodra de methode voor het labelen van de HUVEC werkend is, kan er nogmaals een angiogenese systeem ingezet worden. Met de foto’s die uit dit experiment komen, kan een analyse gemaakt worden van de verschillende condities. Pas als de precieze effecten van de gebruikte factoren bekend is, kan er gekeken worden naar het verdere verloop van het onderzoek. De analyse wordt gedaan met het programma Angiosys, waarmee de lengte, dikte en hoeveelheid van de tubulus netwerken nauwkeurig te bepalen is. 
Verder is het mogelijk om te kijken of de aangehouden transfectietijd van 24 uur aan te passen is. Een variatie in de transfectietijd kan de expressie van de verschillende condities stimuleren of remmen. Omdat het angiogenese systeem na elk experiment geen vergelijkbare waarden geeft is het aan te raden dit meerdere keren in te zetten en de condities te varieren om het systeem optimaal te krijgen. Tevens kan gekeken worden of het gebruikt adenovirus voldoende infectieus is en niet teveel neveneffecten heeft op de HUVEC. Naast de al gebruikte stimuli kunnen er ook andere factoren toegepast worden waarvan er gedacht wordt dat deze een stimulerende werking heeft op HO-1, zoals prostaglandin-J2 en cytokines.
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Bijlage 1 XE "Bijlage 1" 
Project 2: De invloed van CO op het ontstaan van atherosclerose
Dit is een project dat naast het angiogenese project word uitgevoerd op de afdeling Experimentele Cardiologie in samenwerking met Instituto Gulbenkian de Ciênca, in Oeiras, Portugal. Samen met Miguel P. Soares, die in Portugal aan het project werkt, wordt er gekeken naar de invloed van CO inhalatie bij muizen. 
CO is een afbraakproduct van heme, waarbij ook HO-1 betrokken is zoals beschreven is in hoofdstuk 2.3. CO is een specifiek degradatieproduct van HO-1, en in de literatuur wordt aan deze “metaboliet” een anti-inflammatoire functie toegeschreven. Natuurlijk is een te hoge concentratie CO schadelijk wegens de competitieve binding met O2 die het aangaat met hemoglobine. In deze proef zijn de concentraties CO zodanig laag gehouden dat er op dit gebied voor de muizen geen nadelig effect onstaat, maar er wel gekeken kan worden naar de celbeschermende eigenschappen van CO. 

De hypothese is dat, door de inhalatie van CO, de vorming van de eventuele plaques in het hartkleppengebied geremd zal worden. Atherosclerose is een inflammatoir verschijnsel, dat dus hypothetisch beïnvloed kan worden door CO. Deze beschermende werking zal in deze hypothese gaan via de specifieke inductie van cellulaire signaaltransductiesystemen, en niet zo zeer, via aspecifieke anti-oxidatieve effecten vanhet CO.
De muizen die bij dit experiment gebruikt zijn, zijn ApoE KO muizen. Een gewone wild type muis ontwikkeld namelijk geen atherosclerose en is dus niet goed bruikbaar als onderzoeksmodel voor in vivo studies naar atherosclerose. De ApoE KO muizen missen het Apolipoproteïne-E gen wat betrokken is bij de lipide transport. Het ApoE gen is verantwoordelijk voor het vervoeren van cholesterol en vetten naar de lever, waar het afgebroken wordt. Doordat de lipiden niet goed worden uitgescheiden, zullen deze zich ophopen in het lichaam. Hierdoor hebben de ApoE KO muizen aanleg om atherosclerose te ontwikkelen. Er is echter nog een extra stimulans nodig om de atherosclerose in deze muizen te bevorderen. De muizen worden hiertoe op een Western Diet gezet, een dieet wat meer vetten bevat dan het reguliere voer wat muizen krijgen. Door dit voer krijgen de muizen meer cholesterol binnen, wat na 6 tot 9 weken resulteert in toename in de hoveelheid en grootte van de plaques.

Er zijn twee groepen muizen ingezet, muizen die CO geinhaleerd kregen (5pmol/l) (nummers 25, 29, 30, 31, 34) en muizen die lucht kregen. De groep die lucht kreeg toegediend diende als controlegroep, dat zijn de nummers 24, 35, 36, 37, 39 en 40. 
Dit is in vivo opgezet waarbij een aantal ApoE knockout muizen CO geïnhaleerd kregen en een aantal muizen gewone lucht met 20% O2 als controle. In beide gevallen gedurende de laatste 4 weken van het experiment. 
Na het afronden van het inhalatie experiment werden de harten van de muizen verwijderd en in paraffine ingebed. Deze paraffineblokjes zijn op de afdeling Experimentele Cardiologie van het Erasmus MC gesneden, gekleurd en geanalyseerd. 
HE kleuring 

Bij het gebruik van paraffine werd er een kleuring gedaan op basis van 
haematoxyline-eosine. Alvorens deze reeks door te staan met de coupes, krijgen deze een voorbehandeling met xyleen om zo de paraffine op te lossen. 

De xyleen behandeling bestaat uit een tweetal momenten dat de coupes allebei 
5 minuten in xyleen wordt gelegd. 
Na de behandeling met xyleen worden de coupes eerst 2x 3 minuten in 100% ethanol gelegd, die vervolgens over gaan 2x 3 minuten 96% ethanol, de alcoholreeks wordt afgesloten met 1 minuut 70% ethanol en 1 minuut 50% ethanol. Na een waterstap van 2 minuten werden de coupes gekleurd gedurende 8 minuten in haematoxyline. De overmaat haematoxyline werd verwijderd door de coupes voor 10 minuten onder stromend kraanwater te houden. Nadat de coupes tijdens 1 minuut in eosine hebben gelegen wordt er weer een alcoholreeks uitgevoerd, bestaande uit 10 seconden 50% ethanol, 10 seconden 70% ethanol, 10 seconden 96% ethanol, 10 seconden 100% ethanol en 1 minuut xyleen. Hierna worden de coupes gedroogd aan de lucht om vervolgens de weefsels in te bedden met pertex en een dekglaasje. 
Na de kleuring werden van de coupes foto’s gemaakt.

Onderstaand wordt per muis een voorbeeld gegeven van een gekleurde coupe van het kleppen gebied. Te zien zijn de drie hartkleppen en de gevormde plaques. Doordat het hart schuin aangesneden kan zijn bij het verkrijgen van de coupes, kan het zijn dat niet alle drie de kleppen zichtbaar zijn. Zowel op de kleppen als op de wanden van het hart zijn plaques zichtbaar. Deze zijn met het analyseren gemeten met behulp van het programma Clemex. 
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Figuur 47 Hart 24 lucht inhalatie 

figuur 48 Hart 25 CO inhalatie 
figuur 49 Hart 29 CO inhalatie
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Figuur 50 Hart 30 CO‑inhalatie 

figuur 51 Hart 31 CO inhalatie 
figuur 52 Hart 34 CO inhalatie
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Figuur 53 Hart 35 lucht inhalatie 

figuur 54 Hart 36 lucht inhalatie 
figuur 55 Hart 37 lucht inhalatie
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Figuur 56 Hart 39 lucht inhalatie 

figuur 57 Hart 40 lucht inhalatie 
Met het programma clemex zijn op de gemaakte foto’s een analyse uitgevoerd waarbij de grootte van de plaque, de media en het intima gemeten worden. Met deze gegevens werden plaque grootte en klepratios berekend om te kijken of er een significant verschil was in plaque oppervlak tussen de verschillende situaties.
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Figuur 58 

figuur 59 

figuur 60

figuur 61
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Mbv clemex

aangekleurd mbv clemex aangekleurd mbv clemex
Uit de gegevens die uit de analyse zijn gekomen, zijn gemiddelde waarden berekend van elke groep muizen en bepaald of de hoeveelheid plaque significant verschilt tussen de 2 condities van de muizen. 
Resultaten voor de plaque grootte

	CO muizen
	Gemiddelde plaque
	Standaard deviatie

	25
	2047,176
	207,6377

	29
	815,125
	269,6146

	30
	1319,596
	206,1323

	31
	1477,382
	919,155

	34
	2460,434
	1245,459


Tabel 3 de gemiddelde plaques en standaard deviatie van de CO muizen

Gemiddelde plaque: 1623,943
Gemiddelde st. deviatie: 641,704

	lucht muizen
	Gemiddelde plaque
	Standaard deviatie

	24
	999,7313
	539,4154

	35
	2497,931
	973,4111

	36
	2298,025
	476,2285

	37
	2648,828
	246,5662

	39
	2497,121
	1264,067

	40
	3323,223
	473,4341


Tabel 4 de gemiddelde plaques en standaard deviatie van de muizen met lucht inhalatie
Gemiddelde plaque: 2377,476

Gemiddelde st. deviatie: 761,7592
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Figuur 62 de verschillen in plaque bij de 2 groepen muizen
Na het uitvoeren van een students t-test met eenzijdige toetsing is er een p-waarde uitgekomen van 0,054.

De verschillen tussen de twee condities zijn net significant. Het kan een trend zijn, als er meerdere metingen meegenomen zouden worden kan dit ten goede komen van de significatie. Het verschil kan ook komen doordat de gehele aorta is meegenomen in de analyse van de plaques. Omdat de plaques over de gehele aorta in verschillende mate kunnen voorkomen, kan dit de waarde beïnvloeden. De verschillen tussen de waarden van de muizen kunnen dan groter uitvallen. De standaard deviatie zal dan ook groter zijn. Dit is voor een gedeelte inheren aan het gebruikte model, maar het is wel zo dat wanneer er meer dieren worden ingezet deze deviatie kan afnemen.
Bijlage 2 Westernblot XE "Bijlage 2 Westernblot" 
Naast het angiogenese project lopen er nog meerdere projecten op dit laboratorium naar HO-1. Een daarvan is een project waarbij migratie en FAK centraal staat.
Uit eerdere onderzoeken is al gebleken dat expressie van HO-1 leidt tot een verminderde proliferatie en migratie van cellen. Hierbij is FAK (Focal Adhesion Kinase) een belangrijk onderdeel. Aan FAK kunnen actine stress vezels binden, die de cel in staat stelt om zich voort te bewegen. Er is in eerdere onderzoeken al aangetoond dat bij cellen die een overexpressie HO-1 hebben gehad, de expressie van FAK verdwijnt. Door de afwezigheid van FAK zullen de cellen niet kunnen migreren. De hypothese van dit project is dat door de expressie van HO-1 te verhogen de proliferatie en migratie van de cellen geremd wordt, onder invloed van FAK. Dit wordt in vitro getest door HUVEC in de celkweek een hoeveelheid virus te geven wat het HO-1 gen bevat. Tevens wordt ZnPPIX en heme in deze experimenten meegenomen. ZnPPIX is een zwaar metaal waar al van bekend is dat deze de expressie van HO-1 in de cel afremt. Heme verhoogt de expressie van HO-1, doordat de heme ring afgebroken wordt waarbij het HO-1 vrij komt. 
Op de westernblot is geprobeerd om verschillen in de expressie van HO-1 en FAK aan te tonen. HO-1 heeft een grootte van 32 kDa, FAK een grootte van 125 kDa.

[image: image66.jpg]magcl'

178613895

=0.040s

- -
. —— T — N e — o




	1
	Marker

	2
	ZnPPIX 0,5 μM

	3
	ZnPPIX 1,0 μM

	4
	Heme 5  μM

	5
	Heme 10 μM

	6
	Blanco HUVEC


Figuur 63 Westernblot voor HO-1 osa 110, 1:5000 verdund, 5 seconden belicht

De cellen die met ZnPPIX zijn getransfecteerd laten helemaal geen expressie van HO-1 zien. De verschillen bij de twee concentraties heme is duidelijk zichtbaar. Bij 10 μM heme is het signaal veel groter dan bij 5 μM.
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Figuur 64 Westernblot voor HO-1 osa 110, 1:5000 verdund, 5 seconden belicht

De cellen die toediening van HO-1 hebben gehad geven een sterk signaal af. De banden van het ShRNA zijn zichtbaar, bij een lagere moi is de expressie hoger. Het bandje bij Sham moi 500 is bijna niet zichtbaar, maar bij Sham moi 1000 is er een duidelijke band zichtbaar.
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Figuur 65 Westernblot voor FAK A-17, 1:250 verdund, 10 seconden belicht

Het bovenste banden zijn de banden van FAK. Bij alle condities zijn de banden zichtbaar, zonder duidelijk verschil in dikte.  

      1     2     3     4     5     6    7     8

	1
	Marker

	2
	Sham moi 500

	3
	Sham moi 1000

	4
	HO-1 moi 500

	5
	HO-1 moi 1000

	6
	ShRNA moi 500

	7
	ShRNA moi 1000

	8
	blanco


[image: image65.jpg]



Figuur 66 Westernblot voor FAK A-17, 1:250 verdund, 10 seconden belicht

De middelste banden zijn de banden voor FAK. De band bij Sham moi 500 is wat dikker, de band bij ShRNA is dunner.

Expressie van HO-1 
De expressie die aangetoond is met het western blotten is gelukt. De gebruikte verdunningen zijn voldoende om een signaal zichtbaar te krijgen.  


Uit de uitgevoerde westernblot is gebleken dat de cellen die getransfecteerd zijn met het ad-∑ geen tot weinig expressie hebben van het HO-1. Bij een moi van 1000 is wel een licht bandje te zien op de blot, maar een lagere concentratie niet. De inductie van HO-1 door het virus zelf is alleen merkbaar bij een hogere moi. 

Bij de cellen die een transfectie hebben gehad met ad-HO-1 is er duidelijk de aanwezigheid van HO-1 te zien. Er zou een lagere concentratie virus gebruikt kunnen worden. 

Door heme toe te voegen aan de cellen, kan de heme-ring afgebroken worden zodat er meer HO-1 vrij komt, wat ook aangetoond is op een westernblot. Op deze blot is zichtbaar dat de expressie van HO-1 pas bij 10 μM in grote maten toeneemt. Wel opmerkelijk is de lage expressie bij een lagere concentratie (van 5 μM), dan is is er namelijk minder HO-1 aangetoond dan bij de ongeïnfecteerde cellen. 

Na transfectie met ZnPPIX is helemaal geen HO-1 aangetoond. Er was al bekend dat ZnPPIX een remmend effect zou hebben op de angiogenese. Door de concentratie te verlagen waren de HUVEC wel in staat om uitlopers te vormen op het angiogenese systeem, daarmee is de expressie van HO-1 ook verlaagd.  
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