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1. Einleitung und Stand der Forschung

1.1 BlutgefiBystem: Angiogenese - Vaskulogenese

Das BlutgefiBsystem ist das erste ausgebildete Organ im Embryo. Es ist fiir die weitere
Entwicklung essentiell und dient dem Transport von Nihrstoffen und Endprodukten des
Stoffwechsels (Plendl, 2000). Das Blutgefid3system entsteht aus dem mittleren Keimblatt,
dem Mesoderm. Zwei histologisch unterschiedliche Mechanismen sind fiir die Bildung von
BlutgefiBlen verantwortlich: zum einen die de novo Synthese aus sich in situ
differenzierenden Angioblasten (Vaskulogenese), zum anderen die Aussprossung von neuen

Blutgefi3en aus bereits vorhandenen (Angiogenese) (Carmeliet, 2000; Risau, 1997).

mesodermale Zelle

° Reifung, Rekrutierung von perivaskuldren Zellen

Himangioblast \'

Sprossung
Faktoren VEGF

Flk-1

de novo

Flt-1 ..

Endothelzelle

Faktoren VEGF

PDGF
Ang-1 ANGIOGENESE
hiamatopoietische Zelle \

VASCULOGENESE ﬁ

Abb. 1: Schematische Darstellung der Angiogenese und Vaskulogenese (Grafik A. Rode)

Hiamangioblast

Beide Mechanismen existieren nebeneinander und gleichzeitig (Risau, 1997). Die
Angiogenese wird durch zahlreiche Faktoren wie z.B. Zelladhdsionsmolekiile, Komponenten
der extrazelluliren Matrix, Transkriptions- oder Wachstumsfaktoren beeinflusst (Abb. 1).
Durch Differenzierung und Wachstum entwickelt sich ein komplexes vaskulidres System aus
Kapillaren und Venolen (Pool und Coffin, 1989). Im Verlauf der Angiogenese kommt es zum
Abbau der extrazelluliren Matrix bereits bestehender Endothelzellen, zur Migration und
Proliferation der Endothelzellen und zur Bildung von Kapillaren (Carmeliet und Collen,
1998). Die Angiogenese erfolgt sowohl bei physiologischen Prozessen wie dem embryonalen
Wachstum, der Wundheilung und dem Zyklus der Frau als auch bei pathologischen Prozessen
wie der Tumorbildung, der Atherosklerose, chronischen Entziindungen (rheumatische
Arthritis, Crohnsche Krankheit), Diabetes mellitus (Retinopathie), Endometriose und

Adipositas (Griffioen und Molema, 2000). Die Vaskulogenese ist nicht nur auf die
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Embryogenese beschrinkt, was durch den Nachweis von endothelialen Progenitorzellen in

peripherem Blut von Erwachsenen erwiesen ist (Risau, 1997).
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Abb. 2: Schematischer Aufbau einer Arterie (Grafik A. Rode)

Histologisch unterteilt man eine Arterie in drei Schichten (Abb. 2), die Tunica intima, die

Tunica media und die Tunica adventitia. Die Intima besteht aus einer Endothelzellschicht zum

Blutfluss hin und feinen Fasernetzen, der Elastica interna als Abgrenzung zur Media. Die

mittlere, dickste Schicht, die Media, besteht aus glatten GefdBmuskelzellen (smooth muscle

cells, SMC) sowie konzentrischen elastischen Faserplatten und -netzen, wohingegen die

duBerste GefalBschicht, die Adventitia, aus Bindegewebe besteht, welches das Blutgefill in

seiner Umgebung verankert.
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1.2 Atherosklerose

Als héaufigste Todesursache in Deutschland sowie anderen westlichen Industrienationen
gelten Erkrankungen des Herz-Kreislauf-Systems (Lusis, 2000). Mit einem Anteil von
durchschnittlich 44 % stirbt etwa jeder 2. Bundesbiirger heute an den Folgen einer Herz-
Kreislauferkrankung (Statistisches Bundesamt Deutschland, 2007). Die pathologische

Ursache von Herz-Kreislauf-Erkrankungen stellt meist die Atherosklerose dar.

WHO-Definition:

Atherosklerose ist eine variable Kombination von Intimaverdnderungen der Arterien,
bestehend aus einer herdformigen Anhédufung von Lipiden, komplexen Kohlehydraten, Blut,
Blutbestandteilen, fibrosem Gewebe und Calciumablagerungen, begleitet von Verdnderungen

in der Media.

Atherosklerose (von griechisch: Athare = Griitze, Atheroma = Griitzbeutel, Sklero = hart) ist
eine generalisierte Erkrankung der GefdBwand, bei der Lisionen als Resultat komplexer
Interaktionen von Blutbestandteilen (vor allem Leukozyten) und Cholesterin mit der
GefiBwand, den Endothelzellen und den SMC vorliegen, welche eine endotheliale
Dysfunktion, eine sinkende Elastizitdt, einen verringerten Durchmesser und damit eine
BlutgefdaBverengung zur Folge haben. Verdnderungen in der Tunica Intima in der Arterie und
Lipid-, Kalk- und Bindegewebseinlagerungen verursachen dabei die Verdickung der
GefiBwand, welche besonders die Aorta, die Koronar- und die Gehirnarterien betrifft (Ross,
1999; Lusis, 2000).

Die Atherogenese verlduft nach Definition der American Heart Association nach
histomorphologischen Kriterien in 6 Stadien (Abb. 3) und kann bereits im frithen Kindesalter
beginnen. Entziindungsreaktionen der GefdBwand verursachen eine endotheliale Dysfunktion.
Die Stimulation der SMC durch Wachstumsfaktoren und eine Fibrosierung resultiert in einer
Verdickung der Zellschicht und somit einer Lumeneinengung. Leukozyten adhirieren durch
Chemokine und Entziindungszellen infiltrieren. Monozyten migrieren zum Entziindungsort
und werden durch Chemokine und die Einlagerung von LDL zu Makrophagen
ausdifferenziert, welche lipidbeladen als Schaumzellen bezeichnet werden. Weitere
Lipoproteine werden eingelagert, eine reversible GefdBwandverdickung findet statt und es
entstehen sogenannte Fettstreifen (fatty streaks) durch die Akkumulation der Schaumzellen in
der Intima (Lusis, 2000). Erste Symptome sind beim Patienten zu beobachten. Fibrindse
Plaques sind entstanden. Durch die Einlagerung von Kalksalzen wird die atherosklerotische
Lision komplex und nicht mehr reversibel. Eine fortschreitende Stenosierung des betroffenen
Gefillsegments hat eine verminderte Flussrate zur Folge, was wiederum die Entstehung
ischdmischer Myokardbezirke in Situationen erhohten O,-Bedarfs verursacht (Enos et al.,
1953).
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Endotheldysfunktion

ab erster Dekade ab dritter Dekade ab vierter Dekade
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Abb. 3: Schematischer Ablauf der Atherosklerose (mod. nach Stary HC et al. Circulation 1995; 92: 1355 — 1374)

Eine atherosklerotische Plaque ist entstanden. Wenn dieser Prozess weiter fortschreitet,
entsteht eine pathologische Verdickung der GefiBwand. Unter Umstdnden kann eine
atherosklerotische Plaque aufbrechen (Plaqueruptur, atherosklerotischer Ulkus), wodurch
Plittchen und das Immunsystem aktiviert werden. Die dadurch bedingte Exposition
extravaskuldrer Matrix sowie des prothrombotischen Lipidmaterials fiihrt zur Bildung eines
Thrombus. Dieser kann einen subtotalen oder totalen thrombotischen Verschluss des
betroffenen Gefidles und damit eine akute Ischdmie des distal liegenden Gewebes
(Schlaganfall, Myokardinfarkt) verursachen.

Epidemiologische Studien konnten in den letzten Jahrzehnten eine Reihe von Risikofaktoren
fiir die Atheroskleroseentstehung identifizieren (Lusis, 2000). Die multifaktorielle Krankheit
verursacht erst nach einem Zeitraum von vielen Jahren Symptome, die klinisch nachgewiesen
werden konnen. Die Ursachen konnen in unveridnderliche Faktoren wie Alter, Geschlecht,
familidre Disposition (genetische Faktoren) als auch variable Faktoren wie Lebensstil,
Nicotinabusus, Hypertonie, Diabetes mellitus, Hypercholesterindmie und
Fettstoffwechselstorungen unterschieden werden (Risikofaktoren 1. Ordnung). Risikofaktoren
2. Ordnung wie zum Beispiel Bewegungsmangel, Adipositas konnen ebenfalls zu den
Ursachen zidhlen. Folgeerkrankungen wie Angina pectoris, Herzinfarkt, Aneurismen,
Schlaganfall (Infarkt), arterieller Bluthochdruck, Nierenversagen und die periphere arterielle
VerschluBkrankheit (pAVK) konnen auftreten. Diagnosen werden durch Angiogramme,
Augenhintergrundmessungen (Phthalmoskopie), die Doppler Sonographie (Ultraschall-
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Doppler-Methode) und Bestimmung des LDL/HDL-Cholesterin-Spiegels gestellt.
Hamodynamisch erkennbar ist auch eine erhohte systolische Maximalgeschwindigkeit.
Therapeutisch  kann eine Medikation mit Lipidsenkern wie z.B. Statinen,
Aggregationshemmern wie Acetylsalicylsdure (ASS), Clopidogrel oder Behandlung von
Hypertonie und Diabetes mellitus erfolgen. Invasive chirurgische MalBnahmen zur
Revaskularisation bestehen in Rotablation, Atherektomie, Laserangioplastie und der
perkutanen transluminalen koronaren Angioplastie (PTCA), welche

auch als Ballon-Katheter und Ballon-Dilatation bekannt ist und bei der

Stents zum Einsatz kommen konnen (Abb.4). Bei einer PTCA wirken

Driicke von 100 bis 2000 kPa, um Ablagerungen zu sprengen. Im Fall

N

einer irreversibel geschidigten Arterie kann ein Bypass eingesetzt
werden, bei partieller operativer Entfernung der Arterie eine vaskulire

Prothese (sog. Patch).
Abb.4: Stentdesign (1)

1.3 Neointimale Hyperplasie - Restenose

Die SMC-Migration von der Media in die Intima und eine anschliessende Proliferation unter
Einfluss von Wachstumsfaktoren (PDGF, platelet derived growth factor) und Zytokinen fiihrt
zur Ausbildung der Neointima (,,scar tissue ) und der sogenannten Hyperplasie. Vaskulire
Progenitorzellen, die im Blutstrom zirkulieren und sich an das verletzte Gefidf3areal anlagern,
sind ebenfalls an der Entstehung der Neointima beteiligt (Hillebrands et al., 2003; Sata et al.,

2005). Durch eine PTCA wird eine GefidB3verletzung verursacht, welche eine initiale lokale

Entziindungsreaktion hervorruft (Bauriedel und Hofling,
1995), welche auch als “response to injury’-Hypothese
bezeichnet wird (Liischer et al., 1996). Die Ballon-Dilatation
erzeugt Komplikationen im Sinne eines Risses zwischen
undehnbaren  Plaqueschichten und dehnbaren dufleren
GefiBarealen (Pasterkamp et al., 2000). Nach PTCA mit

Uberdehnung der Koronargefife kann durch elastische

Abb. 5: Neointima-Bildung (2) Riickstellkrifte der GefiBwand (elastic or early recoil) wieder

ein Lumenverlust erfolgen. Durch die Verletzung der Arterie
und die Exposition subendothelialer Matrixproteine und Kollagenfasern gegeniiber dem
Blutstrom entsteht ein Thrombus (Komatsu et al., 1998). Der einsetzende Heilungsprozess der
Arterie schieB3t bei verzogerter Reendothelialisierung iiber sein Ziel hinaus und kann zu einer
progressiven neointimalen Hyperplasie fithren, welche auch als Restenose bezeichnet wird,
das heif}t, ein nahezu vollstindiger Verschluss des Blutgefdes kann erfolgen (Nobuyoshi et
al, 1988) (Abb. 5). Als relevante Restenose gilt der Verlust von mehr als 50% des erlangten
Lumengewinns nach PTCA (Lowe et al., 2002; Holmes et al., 1984).

(1) Stentdesign (http://wwwp.med266483&lang=en_US)tronic.com/Details.do?itemld=1110142266483&lang=en_US)

(2) Neointima-Bildung (http://www.klinikum.uni-heidelberg.de/uploads/pics/histo.git) 10
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Nach erfolgreicher PTCA kommt es bei bis zu 35% aller Patienten zu einer symptomatischen
Restenose, bei zusitzlichem Einsatz eines Stents bei 19% aller Fille (Mercado et al., 2001).
Man unterscheidet zwischen Restenose nach PTCA und In-Stent-Restenose (ISR). Beide
weisen sowohl hinsichtlich der Genese als auch Morphologie diverse Unterschiede zu
primiren atherosklerotischen Lisionen auf. Im Falle der atherosklerotischen Léasion spielt die
Angiogenese bei Plaqueexpansion und Restenose eine Rolle, wo sie durch die
GefidBneubildung fiir Wachstum und Entwicklung sorgt und die Erhaltung und Expansion der
Neointima gewihrleistet (Moulton, 2001). Therapeutische Mallnahmen zur Pridvention der
Restenose sind die Brachytherapie, bei der eine radioaktive Quelle im Blutgefidl wirkt, die
Implantation eines Medikamenten-freisetzenden Stents (drug eluting stent, DES), mit
partieller Wirkung eingesetzte Antithrombotika (Antikoagulation, Antiaggregation),
antiproliferative Substanzen wie Zytostatika, vasoaktive Substanzen wie ACE-Hemmer,
lipidsenkende Pharmaka und antioxidative Substanzen sowie der neueste Einsatz der
Gentherapie (Bhargava et al., 2003). Angiographisch kontrollierte Plaque-Regressionsstudien
zeigen, dass die medikamentdse Cholesterinsenkung zwar zu einer deutlichen Reduktion
kardiovaskuldrer Komplikationen fiihrt, aber kaum den angiographisch nachweisbaren
Stenosegrad beeinflufft (Miiller-Wieland et al., 1999).

1.4 Progenitorzellen

Diese als pluripotent geltenden Vorlduferzellen (Progenitor) sind maf3geblich an der
BlutgefiBentstehung beteiligt. Sie fordern das GefdBwachstum durch parakrine Mechanismen,
verbessern die Neovaskularisation, nehmen Teil an der Neointimabildung und sind resistent
gegen oxidativen Stress (Tongrong et al., 2004). Sie haben eine hohe Regenerationsfihigkeit,
und der festgelegte Funktionsbereich ist noch reversibel, weshalb sie manchmal als
determinierte Stammzellen bezeichnet werden. Sie kommen in Gewebe, Herz, Muskulatur,
Fettgewebe, in Nabelschnurblut, in der Milz, im Hoden, der Haut, Gehirn, Blut und im
Knochenmark vor. Nach dem momentanen Forschungsstand ist der genaue Ursprung der
Zellen noch ungekldrt sowie auch die Definition der Progenitorzelle an sich unklar im
Unterschied zur Stammzelle. Mogliche therapeutische Optionen fiir den FEinsatz von
Progenitorzellen sind die Reparatur von verletzten GefiBwinden, die Neovaskularisation, die
Regeneration von ischimischem Gewebe und die Beschichtung vaskulidrer Transplantate. Die
Anzahl dieser Zellen, ihre Mobilisierung, Differenzierung und das Homing wird durch
Erkrankungen wie etwa Diabetes oder Hypercholesterinimie, aber auch Rauchen,
zunehmendes Alter und manifeste GefidBBerkrankungen beeinflusst (Werner et al., 2005).
Marker fiir Progenitorzellen sind CD34 fiir hdmatopoietische Stammzellen, CD117 fiir
vaskuldre Vorldufer und CDI133 fiir endotheliale Progenitorzellen. FEine genaue

Charakterisierung von Progenitorzellen ist nur durch multifaktorielle Analyse moglich.

11
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1.5 Apoptoseregulation und Signalwege

Unter der Apoptose (griechisch andéntwoig - das Abfallen, der Niedergang; apo, oto: von —
weg; ptosis, Tt0ol6 : das Fallen) versteht man den Vorgang des aktiven programmierten
Zelltodes, eines streng biochemisch-zytogenetisch vorbestimmten, kontrollierten Programms
zur Beseitigung iiberfliissiger oder unerwiinschter Zellen bei allen Metazoen. Die Elimination
alter, geschadigter oder anderweitig potentiell schéadlicher Zellen bewahrt die
Gewebshomoostase und hélt damit das Gleichgewicht zwischen Zellproliferation und
Apoptose aufrecht. Sie wirkt antagonistisch der Zellproliferation in der embryonalen
Entwicklung (Vaux und Korsmeyer, 1999). Im Gegensatz zur Nekrose (griechisch Nekros,
VeEKpOG tot), welche als katastrophenartiger, passiver Zelltod mit vollstindigem
Zusammenbruch der intrazelluliren Homoostase und Regulation beschrieben wird, wird
dieser physiologische und phylogenetisch konservierte Prozess der Apoptose von der
betroffenen Zelle selbst durchgefiihrt (Kerr et al, 1972; Cohen, 1993). Der Vorgang der
Apoptose spielt eine essentielle Rolle bei der Embryogenese in Geweben und Organen der
Metazoen (Raff, 1992) sowie beim Gewebsumbau durch Regulation des Gleichgewichts
zwischen Zellproliferation und Zelltod in Gefidflen und Organen.

Am Ablauf und Regulation der Apoptose sind eine Vielzahl an Transkriptionsfaktoren wie
z.B. NFxB, AP-1 und pro- oder antiapoptotische Proteine wie z.B. Bax, Bcl-2 und Bcl-x,
beteiligt. Neben Tumorbildung und Tumorprogression sowie Virusinfektionen spielt die
Apoptose auch bei der Immunabwehr, Autoimmunerkrankungen (AIDS), chronisch
entziindlichen degenerativen Erkrankungen wie Alzheimer (Vaux und Korsmeyer, 1999;
Williams, 1994) und bei der Atherosklerose eine wichtige Rolle.

Verschiedene exogene und endogene Faktoren beziehungsweise Signale aus der Umgebung
der Zelle konnen bewirken, dass diese die Apoptose einleitet, wie zum Beispiel hormonelle
Einfliisse (Steroide), Hypoxie, Entzug von Wachstumsfaktoren, Hitzeschock, UV-Strahlung,
Chemotherapeutika, Hypertonie, Reperfusion, oxidativer Stress, Rezeptoraktivierung und
DNA-Schéaden (Barr und Tomei, 1994). Schiden an der DNA aktivieren Stoffwechselwege,
die entweder zur Reparatur der DNA oder zur Apoptose fiithren. Dieser Effekt ist abhingig
vom Zelltyp und dem Ausmal} des Schadens (Raghupathi et al., 2000; Evan und Littlewood,
1998).

In Abbildung 6 sind schematisch zwei Wege der Apoptoseinduktion skizziert. Uber
ligandenaktivierte Zelloberflaichenrezeptoren, die sogenannten Todesrezeptoren, kann der
Signalweg der Apoptose ablaufen (Schulze-Osthoff et al., 1998). Durch Trimerisierung und
Komplexierung mit Todesdomédnen werden SODDs (silencers of death domains) verdriangt,
die DISCs (death inducing signal complexes of death domain receptors) rekrutiert und eine
Aktivierung von Signalelementen und Initiatorcaspasen ausgelost (Ashkenazi und Dixit,
1998).
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Abb. 6: Schematisch stark vereinfachter Ablauf der Apoptose (Grafik A.Rode)

Durch Aktivierung dieser Rezeptoren wird eine Kaskade iiber Caspasen und Adaptermolekiil¢
ausgelost, welche zur proteolytischen Spaltung des proapoptotischen Proteins Bid aus de
Familie der Mitochondrienmembran-stindigen Bcl-2-Proteine (B-cell lymphoma protein 2) i1
tBid (truncated Bid) fiihrt, welches nun entweder selber oligomerisiert oder dic
Oligomerisierung von Bax oder Bak, ebenfalls proapoptotische Mitglieder der Bcl-2-Familie,
bewirkt. Durch diese Oligomerisierung wird Cytochrom C aus dem Mitochondrium
freigesetzt. Im Laufe der friilhen Apoptose wird auf der Innenseite der Zellmembran
eingelagertes Phosphatidylserin (PS) durch Inhibierung der Aminophospholipid-Translokase
unter ATP-Verbrauch und Ca’*-abhiingig durch die Phospholipidscramblase auf die
Membranauf3enseite transloziert (Kagan et al., 2000). Der Verlust der Membranstabilitit fiihrt
zur Ausstiilpung (Zeiose) der Zellmembran. Auflerdem erfolgt eine Peroxidation von
Phosphatidylserin sowie die Spaltung des Zytoskelettproteins Fodrin, welches an der
Verankerung von Phosphatidylserin an der Membraninnenseite beteiligt ist (Vanags et al.,
1996; Fabisiak et al., 1997). Die Positionsanderung von Phosphatidylserin 16st die Erkennung
und Endocytose apoptotischer Zellen durch Phagozyten aus (Fadok et al., 1992,1998).

Der zweite Weg der Apoptoseinduktion erfolgt durch die Aktivierung und Stabilisierung des
p53 durch DNA-Schidigung, was zur Folge hat, dass das proapoptotische Protein Bax
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tiberexprimiert wird. Erhohte Expression von Bax fiihrt wiederum zu einer Cytochrom C-
Freisetzung aus dem Mitochondrium.

Freigesetztes Cytochrom C oligomerisiert unter ATP-Verbrauch mit Apaf-1 (apoptotic
protease-activating factor) und der Procaspase-9 zum so genannten Apoptosom (700kDa)
(Wang, 2001; Hengartner, 1997). Die Aktivierung der Caspase-9 erfolgt durch eine Apaf-1
induzierte Konformationsinderung des Proteins (Stennicke et al., 1999), worauthin Caspase-9
die Effektorcaspase-3 binden und proteolytisch aktivieren kann (Hu et al., 1999, Li et al.,
1997). Uber diese Caspase-Kaskade wird im Nukleus durch Aktivierung endogener Proteasen
der Prozess der Apoptose biochemisch initiiert. Es erfolgt eine Substratspaltung, unter
anderem der Poly-ADP-Ribosepolymerase (PARP). Nach dem Verlust der Membranstabilitiit,
der enzymatischen DNA-Fragmentierung, der Chromatinkondensation, den sinkenden
Proteinsyntheseraten und der Schrumpfung des Zellkerns erfolgt die Proteolyse des
Zytoskeletts und des Zytosols (Zytoskelettdegradierung iiber Ubiquitin-Proteasom-System).
Die Zelle schrumpft. Plasmamembranphospholipide werden lose gepackt, eine
Organellenrelokalisation findet statt und die Membran kollabiert (Ciechanover, 1994; Squier
et al., 1994). Unter Aufrechterhaltung der Membranintegritit und des osmotischen Gradienten
werden membranumschlossene Zellbestandteile abgeschniirt (blebbing) und so genannte
apoptotic bodies entstehen. Apoptotic bodies werden von benachbarten Zellen und
Makrophagen phagozytiert, weshalb die Apoptose unter physiologischen Bedingungen als
nichtentziindlicher Prozess ablduft. Sobald jedoch das phagozytotische Potential erschopft ist
und die Apoptose weiter fortgeschreitet, kann eine so genannte sekundidre Nekrose eintreten
(Fiers et al., 1999; Majno und Joris 1995).

Caspasen

Caspasen gehoren zur Familie der Cystein-Proteasen und spielen eine zentrale Rolle bei der
Regulation der Apoptose. Die Caspase-Enzyme (Cystein-beinhaltende Aspartat-spezifische
Proteasen) werden in frithen Stufen der Apoptose aktiviert, was als Schliisselkomponente fiir
die apoptotische Zellmaschinerie gilt und eine Enzym-Kaskade auslost sowie das Signal der
Initiator-Caspasen amplifiziert. Die Kaskaden werden extrinsisch und intrinsich durch
Proteolyse aktiviert und dienen zum

=>» Abbau von Apoptoseinhibitoren (pos. Feedback)

=>» Abbau von Cytoskelettproteinen und Kernmembranprotein Lamin A

=>» Aktivieren/Inaktivieren von Enzymen aus Signal- und Regulationsprozessen.
Es gibt zwei Signalwege, die zur Aktivierung der Caspasen fithren. Zum einen die bereits
erwihnte  Aktivierung durch sogenannte Todesrezeptoren, zum anderen den
rezeptorunabhingigen Signalweg durch Freisetzung von Cytochrom C aus den

Mitochondrien. Die im Zytosol inaktiv vorliegende latente Procaspase wird durch Proteolyse
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in zwei kleine und zwei grof3e Untereinheiten gespalten, welche als Heterodimer aktiv wirken
konnen. Die Spaltung der Procaspasen erfolgt an bestimmten Aspartaten mit hoher
Substratspezifitit durch aktive Caspasen, durch Autoaktivierung der Caspasen iiber
Aggregation und teilweise durch Granzym B aus cytolytischen Lymphozyten (Salvesen 1997;
Thornberry und Lazebnik 1998). Die Oligomerisierung mehrerer ungespaltener Procaspasen
bewirkt die autoproteolytische Aktivierung von Initiatorcaspasen, welche als Initialschritt zur
proteolytischen Aktivierung der hochaktiven Effektorcaspasen angesehen wird (Yang et al.,
1998).

Bcl-2-Protein-Familie

Die Bcl-2- Protein-Familie besteht aus membranstindigen Proteinen. lhre zahlreichen
Mitglieder konnen die Integritit der Membran regulieren und sowohl inhibitorische, anti-
apoptotische als auch promotorische, proapoptotische Funktionen ausiiben (siehe Tabelle 1).
Die Proteine kommen in der Kernmembran, der duleren Mitochondrienmembran, im Zytosol
sowie im ER und dessen Membran vor und werden in einer Vielzahl von Geweben
exprimiert, in hohen Mengen jedoch in reproduktivem Gewebe. Bcl-2-Proteine kontrollieren
den nukledren p53-Import und die zytosolische und nukleédre Calciumhomoostase (Beham et
al., 1997; Lam et al., 1994). Proteine dieser Familie haben eine feedback loop mit Caspasen,
deren Aktivitit durch eine Hemmung der Cytochrom-C-Freisetzung aus dem Mitochondrium
als auch durch Bindung an APAF-1 inhibiert wird.

Sie zeichnen sich durch 4 Dominen hoher Sequenzhomologie aus (Tsujimoto und Shimizu,
2000). Diese konservierten Bereiche spielen eine grofe Rolle und sind Voraussetzung fiir
Interaktion und Ausbildung von Homo- und Heterodimeren und somit gegenseitiger
Beeinflussung der Proteine (Reed, 1996; 1997). Antiapoptotische Proteine konnen an
proapoptotische Proteine binden und diese somit inaktivieren (Yang et al., 1997; Kluck et al.,
1997).

Tab. 1: Proteine der Bcl-2-Familie, ihr Effekt auf Apoptose und mogliche Interaktionen (Oltvai et al., 1993;
Yang et al., 1995)

Protein Effekt auf Name
Apoptose
Bcl-2 l B-cell lymphoma protein 2
Bcel-xp l B-cell lymphoma proteinxl
Bid 1 BH3 interacting domain
Bcl-xg 1 B-cell lymphoma protein xs
Bax 1 Bcl-2-interactive cell death susceptibility regulator
Bak 1 Bcl-2 homologous antagonist/killer
Bad 1 Bcl-2 antagonist of cell death
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Durch Heterodimerisierung des proapoptotischen Bax mit antiapoptotischem Bcl-2 oder Bcl-
xL wird seine Funktion als proapoptotisches Protein eingeschrinkt und blockiert (Oltvai et al.,
1993; Sedlak et al., 1995). Bax und Bcl-2 miissen als Homodimere vorliegen, um ihre
Funktion erfiillen zu kénnen, in dem Fall der Apoptose als Bax-Homodimer und im Fall des
Uberlebens als Bcl-2-Monomer oder -Homodimer. Folglich ist die Bcl-2/Bax-Ratio
entscheidend fiir das Schicksal einer Zelle (Oltvai und Korsmeyer, 1994).

Eine Uberexpression an Bcl-2 verhindert die Apoptose in einer Vielzahl verschiedener
Zelltypen (Chao und Korsmeyer, 1998). Eine erhohte Bax-Expression und supprimierte
Expression antiapoptotischer Proteine hingegen induziert Apoptose (Antonawich et al., 1998).
Die Transkription des antiapoptotischen Bcl-2 wird durch das Tumorsuppressorprotein p53
vermindert und die Expression des proapoptotischen Bax induziert (Miyashita et al., 1994;
Miyashita und Reed, 1995). Im Laufe der Apoptose wird Bcl-2 Protein durch Caspasen
gespalten. Das Protein besitzt nun proapoptotische Aktivitit, verursacht die Freisetzung von
Cytochrom C ins Zytosol und fordert damit weitere Caspase-Aktivitiat. Ebenfalls vermutlich
durch die Oligomerisierung proapoptotischer Mitglieder wie tBid und Bax wird die Bildung
von Poren in der Mitochondrienmembran verursacht, was wiederum zur Freisetzung von
Cytochrom C und anderer proapoptotischer Proteine fiihrt (Kuwana et al., 2002). Das Protein
Bid, ebenfalls ein Protein der Bcl-2- Famili, besitzt keine C-terminale Transmembrandomine
zur Lokalisation an den Mitochondrien und wird im Laufe der Todesrezeptoren-vermittelten
Apoptose von Caspasen zu tBid gespalten und wirkt proapoptotisch (Han et al., 1999;
Antonsson und Martinou, 2000).

Poly - (ADP-Ribose) - Polymerase (PARP)

PARP sind 113 kDa grof3e nukleédre Proteine der Gruppe Zink-bindender Enzyme, welche den
Transfer von ADP-Ribose Untereinheiten von NAD® zum Proteinakzeptor Kkatalysieren
(Pacher und Szabd, 2007). Proportional zur Zahl der Strangbriiche in der DNA wird das latent
aktive Kernenzym aktiviert und inaktiviert durch Ribosylierung nukleidre Endonucleasen, was
zur DNA-Reparatur fiihrt. Dabei verhindert die Integritdt des im Modulcharakter aufgebauten
PARP die Degradation der genomischen DNA. Durch die im Laufe der Apoptose initiierte,
mittels Caspase-3 stattfindende Spaltung von PARP bilden sich zwei stabile Fragmente (89
kDa und 24 kDa) und die katalytische Aktivitidt des PARP wird aufgehoben (Kaufmann und
Hengartner, 2001). Ca**- und Ca®*/Mg”*-abhiingige Endonucleasen werden durch die Poly-
ADP-Ribose-Glykohydrolase aktiviert und die DNA-Ligase inaktiviert (Counis & Torriglia
2000, Wyllie 1998). Im bereits schrumpfenden Zellkern wird die DNA enzymatisch
fragmentiert (50 bis 300 kbp) (Narula et al., 1997). Das Chromatin kondensiert, die
Transkriptionsaktivitdt wird eingestellt und RNA- und Proteinsyntheserate sinken (Hengartner
2000).
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1.6 Tumorsuppressorprotein p53

Das humane Tumorsuppressorprotein pS3 besteht aus 393 Aminoséduren (murin 387 AS) bei
einer Grofle von 53 kDa und seine genetische Information ist auf dem Chromosom 17p3.1
lokalisiert (Lane and Crawford, 1979). Es hat antiproliferative und proapoptotische Wirkung,
die durch Kombination von Genaktivierung (zum Beispiel p21WAFI und Bax),
Genunterdriickung (zum Beispiel IGF II und Bcl-2) und durch direkte Interaktionen zwischen
Proteinen (zum Beispiel Helicase und Caspase) vermittelt wird (Lohrum und Vousden, 2000;
Gottlieb und Oren, 1998). p53 wirkt als Transkriptionsfaktor nach DNA-Schéadigung, es
kontrolliert den Zellzyklus, kann Apoptose induzieren und zur DNA-Reparatur fiihren,
weshalb es auch als ,,guard of the genome* bezeichnet wird (Kern et al., 1991; Lane, 1992).
pS53 wird durch die Phosphorylierung von Serinstellen in seine aktive Konformation gefiihrt.
Die Rolle des p53 beim Vorgang der Apoptose ldsst sich wie folgt schematisiert darstellen:
Durch eine DNA-Schidigung (Rich et al., 2000), genotoxischen und nicht genotoxischen
Stress (Vogelstein et al., 2000; Vousden und Lu, 2002) werden DNA-abhingige
Proteinkinasen aktiviert, deren Ziel die Phosphorylierung von p53 ist (Abb. 7). Ausloser der
pS53-Aktivierung konnen DNA-Schidden oder Schidigung von Komponenten sein, die fiir die
Kontrolle und Verteilung des zelluldren genetischen Materials notwendig sind, z.B.
mitotischer Spindelapparat, Ribonucleotid-Depletion, Hitzeschock, Hypoxie, NO-Exposition
oder auch durch Onkogene wie Myc, Ras, E1A (Hermeking und Eick, 1994; Serrano et al.,
1997).

Der Transkriptionsfaktor p53 liegt im Normalzustand gebunden mit dem Onkoprotein Mdm?2
(murine double minute gen2) und anderen negativen Regulatoren vor (Barak et al., 1993, Wu
et al., 1993). Mdm?2 blockiert die transkriptionelle Aktivierungsdomine von p53, was eine
Ubiquitinierung und  Proteasom-vermittelte Degradierung begiinstigt. Durch die
Phosphorylierung von p53 und Mdm?2 kénnen beide Proteine nicht mehr interagieren und p53
wird aufgrund dieser kovalenten Modifikation aktiviert und stabilisiert. Die p53-
Proteinmenge nimmt zu, auch als overtranslation bezeichnet und p53 akkumuliert (Levine,
1997; Perry und Levine, 1993). Die Halbwertszeit des normalerweise kurzlebigen Proteins
erhoht sich. p53 bindet in vivo als Tetramer an die DNA (Lane, 1992; Levine et al., 1997) und
kann Zielgene aktivieren oder hemmen und zelluldre Funktionen steuern.

Drei zelluldre Reaktionen sind nach Aktivierung von p53 beschrieben:

(1) DNA-Reparatur durch Bindung von p53 an den humanen Promotor PCNA und verstéarkte
PCNA-Produktion

(2) GI-Wachstumsstopp durch Induktion des Cyclin-abhéngigen Kinase (CdK) - Inhibitors
p21™VAF! welcher an PCNA binden kann und somit Replikation und Elongation blockiert

(3) Apoptose durch Induktion spezifischer Zielgene wie z.B. des Bcl-2 Antagonisten Bax

sowie vermutlich durch Repression antiapoptotischer Gene (Vogelstein et al., 2000).
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Abb. 7: Schematische Darstellung der p53-Wirkung (Ausschnitt aus Abb. 6) (Grafik A. Rode)

Im Falle eines nicht funktionellen Mdm2 oder eines blockierten Degradationsweges erfolgt
ebenfalls eine p53 Akkumulation und damit erhohte p53-abhingige Transkription. Die
Degradation von p53 erfolgt iiber eine Spaltung durch die Cysteinprotease Calpain (nicht-
lysosomale Calcium-aktivierte neutrale Protease) oder durch das Mdm?2-kontrollierte
Ubiquitin-Proteasom-System. Mdm?2 markiert das Substrat durch das Anhédngen eines
Ubiquitinrestes und im zweiten Schritt wird dieses durch das 26S-Proteasom degradiert und
Ubiquitin wieder freisetzt (Fang et al., 2000; Kubbutat et al., 1997). Das onkogene Mdm?2
oder Hdm2 (humane double minute gen2) aus der Familie der RING-Finger Proteine (E3-
Ligase), welche fiir die Ubertragung von Ubiquitinresten verantwortlich sind, hat einen
negativen Riickkopplungsmechanismus mit pS3. Auf Aktivitdtsebene wird p53 durch Mdm?2
reguliert und p53 wiederum reguliert Mdm?2 auf Transkriptionsebene (Barak et al., 1993; Wu
et al., 1993). Die Akkumulation von Mdm2 verursacht die Degradation von p53. Wie in

Abbildung 8 zu sehen, wirkt Mdm?2 an der N-terminalen Transaktivierungsdoméne von p53
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und reguliert somit die Transkriptionsaktivitit als auch die Ubiquitin-vermittelte
proteolytische p53-Degradation (Chen et al., 1996; Haupt et al., 1996).

Fiinf Doménen bestimmen die Funktion von p53 (Abb. 8). Am N-terminalen Ende des
Proteins befindet sich die saure Transaktivierungsdoméne aus 60 Aminosduren (Fields und
Jang, 1990; Soussi et al., 1990). Diese regulatorische Schleife besitzt keinen Zink-Finger und
beinhaltet eine hochkonservierte Region (HCD 1, highly conserved domain). Dem
angeschlossen ist eine zweite Transaktivierungsdoméine, welche prolinreich (PXXP) ist und
Proteine mit einem SH3 (Src-homology 3)-Bindungsmotiv binden kann. Im Bereich von etwa
100-300 AS befindet sich eine zentrale sequenzspezifische DNA-Binde-Doméne, welche aus
Loops und Helices besteht, die HCD II bis V enthilt und der hdufigste Ort fiir Hot-Spot
Mutationen des p53 ist. Es schlieit eine Tetramerisierungsdoméne an, die aus Strangen und
Helices besteht, welche der Oligomerisierung dienen und sich etwa im Bereich der AS 323 —
356 befindet. Am C-terminalen Ende liegt eine basische, allosterische Kontroll- oder
Sensordomine, welche der Regulation der spezifischen DNA-Bindung dient (363-393 AS).
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Abb. 8: Schematischer Aufbau des humanen p53-Proteins mit seinen Serinen (Phosphorylierungs-

stellen) und den zugeordneten Kinasen (Grafik A.Rode)
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Serine des p53 werden durch diverse Kinasen phosphoryliert und p53 somit aktiviert. Serin 15
wird durch die ATM-Kinase, ein Produkt des ATM Gens, DNA-Protein-Kinase und durch
MAPKS phosphoryliert. p53 unterliegt zahlreichen posttranslationalen Modifikationen.
Neben der Phosphorylierung an seinen Serinen kann es sumoyliert, acetyliert, neddyliert,
ubiquitiniert und methyliert werden (Gostissa et al., 1999). Als das am héufigsten veridnderte
Gen in Tumoren ist p53 meist punktmutiert, was zu einer Konformationsidnderung des
Proteins fiihrt und damit zum Verlust des funktionellen Phinotyps (Greenblatt et al., 1994).
Eine Mutation an Serl5 schwicht die Fihigkeit des p53 zur Apoptoseinduktion, indem die
DNA-Bindefidhigkeit innerhalb der Transaktivierungsdoméne und damit die Interaktion mit
dem cAMP response element binding protein p300 gesenkt wird. Als Beispiel fiir eine durch
mutiertes pS3 verursachte Erkrankung sei das Li-Fraumeni-Syndroms (LFS) genannt, welches
eine Keimbahn-Mutation des p53 ist.

p53 hat zahlreiche Zielgene, die es wiederum selbst regulieren (z.B. mdm2), die in die
Zellzykluskontrolle involviert sind (p21 WAF1/CIP1, GADD45, WIP1, mdm2, EGFR,
PCNA, CyclinD1, CyclinG, TGFalpha, 14-3-3sigma ), die an der DNA-Reparatur beteiligt
sind (GADD45, PCNA, p21 WAFI1/CIP1), die an der Angiogenese beteiligt sind (TSP-1,
BAIl) als auch bei der Antwort auf zelluldren Stress und Apoptose (bcl-2, RP5S3TG1, CSR,
PIG3) (El-Deiry et al., 1993; Wu et al., 1993).
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1.7 Apoptoseinduktion und p53-Modulation

Inhibitoren der HMG-CoA-Reduktase (Statine)

Statine gehoren der Klasse lipidsenkender Pharmaka an, die durch Hemmung des
Schliisselenzyms der Cholesterol-Biosynthese HMG-CoA-Reduktase in der Leber den Serum-
Cholesterin-Level reduzieren, weshalb sie auch als HMG-CoA-Reduktase-Inhibitoren
bezeichnet werden. Die Statine konnen in zwei Gruppen eingeteilt werden. Es gibt zum einen
iiber Fermentationsprozesse hergestellte Statine, zu denen Lovastatin, Simvastatin und

Pravastatin gehoren, und synthetische Statine mit Fluvastatin, Atorvastatin, Cerivastatin und

Rosuvastatin (siehe auch Tabellen 4,5,6 im Anhang). Laktonring
HMG-CoA-Reduktase-Hemmer dienen der Primédr- und HO © a
Sekundirprivention koronarer Herzkrankheiten und senken das .
kardiovaskuldre Risiko (Scandinavian Simvastatin Survival D)K(\

Study, 1994). Die 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-Coenzym-A- H,C

Reduktase reduziert unter Verbrauch von 2 NADPH das f- \Qj:j\
Hydroxy-B-Methylglutaryl-Coenzym-A zu Mevalonat, welches

eine Vorstufe von Cholesterin ist. Die Regulation der HMG-CoA - b
Reduktase ist auBerordentlich komplex. Kurzfristige Wirkungen

der Statine sind die kompetitive Hemmung, allosterische Effekte F =
und kovalente Modifizierung; langfristige Wirkungen hingegen ‘

sind die Induktion und Repression der Synthese von Cholesterin

sowie die Modifikation des Abbaus (Thiery und Briigel, 2003). D
Die Hemmung des Enzyms fiihrt zu einer Abnahme der

ADbDb.9: Strukturformeln von

intrazelluldren Cholesterinbiosynthese, einer transkriptionellen 2) Lovastatin und
Hoch-Regulation, gesteigerter Bildung mikrosomaler HMG CoA-
Reduktase und Erhohung der LDL-Rezeptordichte. Durch die

Hemmung der Cholesterinproduktion konnen Statine die Formierung neuer Plaques

b) Fluvastatin

verhindern, bereits vorhandene Plaques verringern bzw. verkleinern, Plaques stabilisieren und
unanfilliger gegeniiber Rupturen machen (Crisby et al., 2001). Die Verbesserung der
Endothelfunktion, die Modulation der inflammatorischen Reaktion, die Aufrechterhaltung der
Plaquestabilitit und die Verhinderung einer Thrombusbildung stehen dabei im Mittelpunkt.
Neben den bereits bekannten Effekten der Inhibition der Cholesterinbiosynthese greifen
Statine noch in eine Vielzahl weiterer Stoffwechselwege ein. Ihre pleiotropen Effekte sind
antithrombotischer, antiinflammatorischer, antiproliferativer Wirkung. Sie werden auch
prophylaktisch bei Altersdemenz und am Auge zur Prophylaxe bei Macula-Degeneration
eingesetzt (Baghdasarian et al., 2004). Bei der Proliferation von SMC spielen verschiedene
Zwischenprodukte der Cholesterinbiosynthese eine bedeutende Rolle (Raiteri et al., 1997).
Die Inhibierung der HMG-CoA-Reduktase durch Statine reduziert die Migration und

Proliferation von SMC und induziert in vitro Apoptose in SMC aus der Media (Baetta et al.,
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1997; Guijarro et al., 1998). Hiaufige Nebenwirkungen (1-10%) sind Magen-Darm-Storungen,
grippedhnliche Beschwerden, Kopfschmerzen, Infektionen, Hauterscheinungen (Ekzeme),
Rhabdomyolyse (Auflosung quergestreifter Muskelfasern) und, wenn Muskelabbauprodukte
die Nieren schidigen, akutes Nierenversagen (Graham et al, 2004). Konzentrationen von etwa
10 uM verursachen Apoptose, der Plasmaspiegel nach Applikation im Menschen bei den
genannten Indikationen liegt bei etwa 23 bis 162 nM (Lovastatin). In Bezug auf Apoptose
verursachen einige Statine eine Senkung von Bcl-2 und eine Hochregulation von Bax, was die
Cytochrom-C-Freisetzung und Caspase-Aktivierung zur Folge hat (Blanco-Colio et al., 2002).

Pifithrin-o

Der reversible pS3- Inhibitor Pifithrin-alpha

(C1HisNOS*HBr; MW 367,30 g) blockiert p33-abhiingige C[N>=“” cH,
Apoptose und transkriptionelle Aktivierung, wobei die s . HBr
Gentranskription von u.a. Cyclin G, p2I/WAfl und Mdm2 v 10: Strukturformel von
inhibiert wird (Komarov et al., 1999). Der Name Pifithrin o
(PFTa) leitet sich von p-fifty-three inhibitor ab. Das
neuroprotektive PFTa wurde erstmals als Substanz zum Schutz von Miusen vor dem letalen

Pifithrin-a als Hydrobromid

genotoxischen Effekt der Krebsbehandlung entdeckt und kann die Blut-Hirn-Schranke
durchqueren (Culmsee et al., 2001; Komarov et al., 1999). Unter PFTa-Einfluss kann eine
Zelle UV-Strahlung und cytotoxische Substanzen wie Doxorubicin, Cisplatin und Etopoxid
tiberleben. PFTae hemmt die p53-abhingige Expression von Bax, Bcl-2 und Mdm?2. Es
unterdriickt die Expression und Translokation des p53, reduziert die Stabilitdt des nukledren
p53 (Komarov et al., 1999) und inhibiert Effekte wie die Caspase-Aktivierung und PARP-
Spaltung (Culmsee et al., 2001). Durch die Ausschaltung des Tumorsuppressors erhoht sich
die Tumorgefahr (Gorina und Pavletich, 1996). Bei gleichzeitiger Gabe von Doxorubicin
inhibiert PFTa die Doxorubicin-stimulierte Proteinexpression von Bax, Bcl-y, und Mdm?2,

beeinflusst aber nicht die Phosphorylierung an Ser15.

Doxorubicin

Dieses cytotoxische Anthracyclin-Antibiotikum
(C22H24N>O5*H,0, MW 462,45 g) wurde aus Kulturen von
Streptomyces peucetius var. caesieus isoliert (Arcamone et
al., 1969). Auch als Adriamycin oder

Hydroxyldaunorubicin bezeichnet, besteht es aus einem

glykosidisch mit dem Aminozucker Daunosamin HO
gebundenen Tetracyclinring. Es wirkt auf die S-Phase des ~ Abb. 11.: Strukturformel von
Zellzyklus und interkaliert in DNA und RNA, was  Doxorubicin
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Strangbriiche und Apoptose zur Folge hat. Des Weiteren hemmt es die Topoisomerase.und
induziert die Generation von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) wie z.B. H;0, und
Superoxidanion O%. Es verursacht morphologische und funktionale Schiden am
Mitochondrium und induziert die Apoptose durch eine erhohte Bax-Expression und
Aktivierung von Caspasen (Lefrak et al., 1973). Indikationen fiir Doxorubicin sind solide
Tumore (Mamma-, Bronchialkarzinom, Lymphome, Weichteilsarkome), Morbus Hodgkin
und Morbus Kahler (Multiples Myelom, maligne Tumorerkrankungen des Lymphsystems).
Es ist immunsuppressiv. Nebenwirkungen wie Knochenmarksdepression, Kardiotoxizitit,
Ubelkeit, Erbrechen, Herzarrhytmien, Abnahme der weissen Blutkorperchen und Alopecie
sind moglich (Elis et al., 2005).

Tab. 2: Doxorubicin (Dosierung im Menschen)

Arzneistoff | Handelsname Dosierung

Doxorubicin | Doxil® 10 -20 mg /d
Caelyx® 20 — 50 mg /d (dox-HC1 2 mg/ml)
Adriamycin® | 50 — 60 mg/m*/d

PRIMA-1

M JH
PRIMA-1 (p53 reactivation and induction of massive apoptosis) (2,2- @g(}'
bis(Hydroxymethyl)-1-azabicyclo[2.2.2]octan-3-one) ist ein  zell- 0

permeabler p53-Reaktivator. Die antionkogene Substanz verursacht — Abb. 12.
Apoptose indem sie pS3 in seine aktive Konformation bringt und wieder  Strukturformel
DNA-bindefidhig und damit funktionsfihig macht (Nahi et al., 2006). von PRIMA-1
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1.8 Vaskulére Prothesen - Patches

Bei Behandlung der Atherosklerose an der Arteria carotis durch eine Karotiden-
Endarterektomie (carotid endarterectomy, CEA) wird die Karotis ausgeschilt, das heisst,
Anlagerungen von Fett und Cholesterol werden aus der Karotis entfernt und ein normaler
Blutfluss zum Gehirn wiederhergestellt. Wenn die verengte Arterie nicht durch eine Naht
direkt verschlossen werden kann, wird ein rundes, polygonales oder streifenformiges
Implantat zur Defektdeckung oder Lichtungserweiterung an BlutgefdBen verwendet, welches
als Patch (engl. Flicken) bezeichnet wird. Dieser Patch kann aus verschiedenen Materialien
bestehen, zum einen aus korpereiegenen Venen oder aber aus Kunststoff wie Dacron oder
PTFE (Polytetraflouroethylen). Im Bereich des eingesetzten Patches kann Restenose erfolgen.
Beziiglich des Einflusses unterschiedlicher Patchmaterialien auf die Restenoserate nach CEA
gibt es noch keine eindeutigen Daten, eine aktuelle Studie vermutet aber einen
Zusammenhang zwischen den Patch-Typen und den Folgen nach CEA, wie Neointimaler

Hyperplasie und Lumenabnahme (Aburahma et al., 2008).

7,6 cm) (C), Querschnitt eines Patches mit media- und neointima-SMC nach Restenose (x 100) (D) (Foto: R.
Brandl (A,B,D); A.Rode (C))

O
Zur Untersuchung der Zellproliferation und der Migration von Zellen )5\
H

unter Patcheinfluss wurden Formalin und Glutaraldehyd eingesetzt.
Formaldehyd (CH,0), durch die katalytische Oxidation von Methanol

synthetisiert, wirkt als starkes Reduktionsmittel, kanzerogen und wird

H
Abb. 14: Strukturformel

von Formaldehyd
zur Konservierung, in der chemischen Industrie, zur Desinfektion, als
thermoplastischer Kunststoff und als Klebstoff genutzt. Formalin,
eine 37%ige wissrige Losung des Formaldehyds, wirkt durch seine
sehr reaktive Doppelbindung mit den Aminogruppe in Nukleinsduren 0 0

im Nukleus. Glutaraldehyd besitzt eine hohe Reaktivitit und wird zur J\NL
Sterilisierung, Konservierung, als Fixiermittel fiir Gewebe, als H H

Crosslinker beim Beschichten von Elisaplatten mit Peptiden und fiir ~ Abb. 15: Strukturformel

Enzyme durch Aldol-Kondensation genutzt. von Glutaraldehyd
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Fragestellung

2. Fragestellung

Die vorliegende Arbeit hat zum Ziel, die Rolle des p53 bei der Apoptoseregulation in SMC
als Bestandteil des vaskuldren Systems und atherosklerotischen Ladsionen zu untersuchen. Die
Wirkung des p53 beim Apoptoseablauf in der Neointima ist noch weitgehend unbekannt.

Die Regulation der Apoptose und die Rolle des p53 sollen im Hinblick auf eine mogliche
klinische Anwendung von Pharmaka in Stents zur gezielten Restenosepravention als auch zur

Vermeidung der Folgeerkrankungen untersucht werden.
Es ergeben sich folgende Fragen aus der Aufgabenstellung:

e Unterscheiden sich SMC der Neointima im Vergleich zur Media bei Gabe
verschiedener pharmakologisch relevanter Substanzen beziiglich Proliferation und
Apoptose?

e Unterscheiden sich SMC der Neointima im Vergleich zur Media bei Gabe
verschiedener pharmakologisch relevanter Substanzen beziiglich der Expression der
Proteine p53, (P-p53 Serl5 und Ser46) und PARP?

¢  Welche Rolle spielt p53 bei der Apoptoseregulation in SMC?

e [st es moglich, in SMC durch die Regulation des p53 gezielt Apoptose zu induzieren

oder zu inhibieren?

e Welchen FEinfluss haben verschiedenene Patchmaterialien auf Proliferation und
Migration in SMC?
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3. Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Gerite und Verbrauchsmaterial

27 GA % Nadeln

48-Well-Mikrotiterplatten
96-Well-Mikrotiterplatten

BD Falcon (fiir FACS)

Blot-Vorrichtung (Sandwich)

Cryordhrchen

Deckgléser

Elektrophoresekammern

FACScan

Falcon-Rohrchen, steril (15 ml, 50 ml)
Filterpapier

Gelphotodokumentationssystem
Gewebekulturflaschen mit Filter, steril (50 ml, 250 ml)
Glasplatten, Spacer

GroBer Kiihlschrank

Hyperfilm ECL
Latexuntersuchungshandschuhe, diverse, steril
Magnetriihrer

MeBpipetten 1,00, 2,00, 5,00, 10,00 und 20,00 ml
Mikroskop

Mikrotiterplatte

Mini Transferkammer

Nucleobond-Membran Hybond (Nitrozellulose)
Pasteurpipetten

PCR-Ofen oder Heizblock

Petrischalen

Pipetten, diverse

Reaktionsgefifie (1,5 ml, 2 ml)

Riihrer

Schiittler

Schwimme

Spannungsquelle (200 / 2.0 Power Supply)
Sterilbank , BSB 4A

Sterilfilter (0,2 um, 0,45 um)

Becton Dickinson, Heidelberg

Sarstedt, Niimbrecht

Sarstedt, Niimbrecht

Becton Dickinson, Heidelberg

BioRad, Miinchen

Greiner bio-one, Frickenhausen
Menzel-Glaser, Braunschweig

BioRad, DNA SUB CELL™, Miinchen
Becton Dickinson, Heidelberg

Sarstedt, Niimbrecht

eltest, Bonn

BioRad, GelDoc 1000, Software, Miinchen
Sarstedt, Niimbrecht

BioRad, MiinchenX

Queue Nunc GmbH, Wiesbaden

Amersham Biosciences, Freiburg

Heidolph , MR 2000

Sarstedt, Niimbrecht

Olympus IX 50, Hamburg

Becton Dickinson, Heidelberg

BioRad, Miinchen

Amersham Biosciences, Freiburg

Brand, Wertheim

Perkin Elmer, DNA Thermal Cycler 480, Wiesbaden
Sarstedt, Niimbrecht

Eppendorf, Research®’, Abimed, Langenfeld
Sarstedt, Niimbrecht

IKA Labortechnik, RCT basic, Staufen

IK IKA-VIBRA-VXR, Staufen

BioRad, Miinchen

BioRad Power Pac 1000, Miinchen

Gelaire, Flow Laboratories, Meckenheim

Nalgene, Rochester, USA
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SuperSignal West Pico

Tischkiihlzentrifugen: Heraeus Multifuge 3 L R
3 L Jouan, MR 1822

UV-Photometer

Vortexer

Wasserbad

Zihlkammer Neubauer Profondeur

Zellschaber

3.1.2 Verwendete Software

Xfluord
CellQuest
Isis Draw

LabImage

3.1.3 Testsubstanzen

Lovastatin, Simvastatin
Fluvastatin

Pravastatin

Pierce, Rockford, USA

Kendro, Hanau

Jouan, Fernwald

TECAN, GENios, Crailsheim

IKA Labortechnik, MS 2 Minishaker, Staufen
Kottermann Labortechnik, Uetze

Hecht, Sondheim

Costar Corning incorporated, Corning NY

TECAN, Crailsheim
Becton, Dickinson, Heidelberg
MDL, Symyx

Kapelan, Halle

MSD Sharp & Dohme GmbH, Haar
Novartis Pharma AG, Basel, Schweiz

Bristol-Myers-Squibb, Wallinford, CT, USA

Alle Statine wurden in DMSO gelst mit Ausnahme von Pravastatin (in PBS gelost) und bei

— 20 °C gelagert. Die maximale verwendete Endkonzentration von DMSO auf Zellen betrug 0,1 %.

PRIMA-1 Sigma, Taufkirchen

PFT-a Sigma, Taufkirchen

Doxorubicin Sigma, Taufkirchen

DHA Cayman Chemicals, Ann Arbour, USA , in EtOH gelost
Formalin Sigma, Taufkirchen

Glutaraldehyd Sigma, Taufkirchen

Patches

#1 Polyester-Velour, Kollagen-beschichtet Hemashield, Boston Scientific Medizintechnik GmbH, Ratingen
#2 Polyester, Kollagen-beschichtet InterVascular, W.L.Gore & Associates GmbH, Putzbrunn
#3 Dacron, unbeschichtet BARD GmbH/Angiomed, Karlsruhe

#4 Polyester, Gelatin-impréagniert, Fluoropolymer-beschichtet Vascuthek, Hamburg

#5 PTFE Vascugard
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3.1.4 Reagenzien und Antikorper

Tab. 3.: Verwendete Antikorper (1 = primérer Antikorper; 2 = sekundérer Antikorper;

Cell Sign. = Cell Signaling; Verd. = Verdiinnung; L. = geldst in; m = monoclonal p = polyclonal)

Antikorper species Fragment Hersteller Nr. Verd. | Los. | PM
1 | B-Aktin (SMC) mouse |42 kDa DAKO M 0851 |1:1000 | Milch |m
1 | Anti-B-Aktin mouse |42 kDa Sigma A 5316 |1:1000 |Milch | m
1 | Cleaved Caspase-9 (Asp330) |rabbit |37 kDa/17 kDa | Cell Sign. 9501 1:1000 | Milch |p
+ 10 kDa
1 |p5S3 rabbit |53 kDa Cell Sign. 9282 1:1000 | Milch |p
1 |pS3 (1C12) mouse |53 kDa Cell Sign. 2524 1:2000 | BSA |m
1 | Phospho-p53 (Serl5) rabbit |53 kDa CellSign. 9284 1:1000 | BSA |p
1 | Phospho-p53 (Ser 46) rabbit |53 kDa Cell Sign. 2521 1:1000 | BSA |p
1 | PARP rabbit | 116 CellSign. 9542 1:1000 | Milch |p
(89 +24) kDa
2 | Anti-rabbit, HRP-linked IgG | goat / Cell Sign. 7074 1:2000 | Milch |/
2 | Anti-mouse HRP-linked IgG | sheep |/ ECL NA931 |1:2000 |Milch |/

verwendete Antikorper und Reagenzien fiir die Transfektion:

Affinity purified, rabbit anti-active caspase-

3 polyclonal antibody

Amphotericin-Losung 250 pg / ml

Annexin V-FITC

Bio-Rad DC protein assay

BSA-Standard

Chemicon Re-Blot Plus Western Blot Recycling Kit
D-MEM / HAM's F-12 1:1 (white)

DMEM/F-12 white

DMSO

Dulbecco’s Modified Eagle Medium

EGM (Endothelial Growth Medium)

Fotales Kilber-Serum (FKS)

Gentamycin-Losung 50 mg / ml

Marker, Liangenstandard 100 bp

Nucleobond® AX

Sekundérantikorper goat anti-rabbit FITC

Smooth MuscleCell Growth Medium II
Supersignal West Pico Chemiluminescent Substrate

SupplementMix / SMCGMIIL

MATra-si reagent IBA, Gottingen

Negative control siRNA Alexa Fluor 488, Quiagen
P53 pub. siRNA (5nm), Quiagen

HP validated siRNA 1027400, Quiagen

Silencer ® validated siRNA 106141, Ambion

BD Pharmingen, Hamburg
Sigma, Taufkirchen

BD Pharmingen, Hamburg
BioRad, Miinchen

Sigma, Taufkirchen

Millipore, Schwalbach
GIBCOTM, Invitrogen, Karlsruhe
GIBCOTM, Invitrogen, Karlsruhe
Fluka Chemie, Sigma-Aldrich, Steinheim
PAN, Aidenbach

PromoCell, Heidelberg

PAA, Pasching

Sigma, Taufkirchen

GIBCOTM, Invitrogen, Karlsruhe
Macherey-Nagel, Diiren

BD Pharmingen, Hamburg
PromoCell, Heidelberg
PIERCE, Perbo Science, Bonn

PromoCell, Heidelberg
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Trypan Blue Solution 0,4 %

Trypsin-EDTA (mit Phenolrot)

TUNEL In Situ Cell Death Detection Kit, Fluorescein

3.1.5 Sonstige Chemikalien

1-Butanol

Acrylamid

Ampicillin

APS

Chloroform

DPBS (= PBS -/-; ohne Ca?*/Mg*")
EDTA

Entwickler

Ethanol

Fixierer

Formaldehyd

Glycin

HCI

HEPES
Isoamylalkohol
Isopropanol

KCl

KH,PO,

Methanol

MgSO,

Milchpulver (Magermilchpulver)
MTIT

Na,HPO, x 2 H,0
NaCl

Natriumfluorid
Natriumpyruvat

PBS +/+

Phenol, wassergesittigt
Phenylmethansulfonylfluoride
Propidiumjodid
Saponin

Sodium Orthovanadat
Sodium Pyrophosphate
TEMED

Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen

Roche Applied Science, Mannheim

Fluka Chemie, Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma, Taufkirchen

Applichem, Darmstadt

Sigma, Taufkirchen

Merck, Darmstadt

PAN, Aidenbach

Sigma, Taufkirchen

AGFA, Kolln

Merck, Darmstadt

AGFA, Kolln

Sigma, Taufkirchen

Carl Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

GIBCOTM, Invitrogen, Karlsruhe
Merck, Darmstadt

Fluka, Steinheim

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Fluka Chemie, Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt

Vitalia GmbH Sauerlach

Sigma, Taufkirchen

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Sigma, Taufkirchen

GIBCOTM, Invitrogen, Karlsruhe
PAA, Pasching

Carl Roth, Karlsruhe

Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen

BioRad, Miinchen
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Tris
Triton X-100

Tween 20

3.1.6 Puffer und Losungen

Annexin V

Running Buffer

Transferpuffer

TBS/Tween

Milch

Probenpuffer

Albuminlésung

MTT-Stock

MTT-Losung

Isopropanol-HCl

Carl Roth, Karlsruhe
Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen

2,5 pl Annexin V + 500 ul PBS

720 ml MilliQ H,O oder PBS
80 ml Running Buffer (10 x)

3,03 g Tris

14,4 g Glycin

800 ml MilliQ-H,O
200 ml Methanol

10 ml 1 M Tris (pH 10,88)
33 ml 5 M NaCl

1000 ml MilliQ-H,0O

1 ml Tween

5,0 g Milchpulver
100 ml TBS/Tween

3,12 ml 1M Tris-Hcl pH 6,8
1 g SDS

2,5 ml b-Mercaptoethanol
0,5 ml 1 % Bromphenolblau
2 ml 50 % Glycerol

1,86 ml dd H20

20 ml TBS-Tweenldsung
1,0 g BSA

500 mg MTT in 100 ml DMEM/F-12
(5 mg/ml)

1:10 in DMEM/F-12 verdiinnen

1ml MTT-Stock + 9 ml DMEM/F-12
(0,5 mg/ml)

+ 0,5 % FCS

1 ml 4 M HCI + 100 ml Isopropanol
(alternativ:

165 ul HCI (rauchend) + 50 ml Isoprop. p.a.)
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Mengenangaben fiir 2 kleine Gele

Lower Gel Stacking Gel
Substanz 10 % 3 %
MilliQ-H20 4,10 ml 3,25 ml
Lower Tris 2,50 ml -
Upper Tris - 1,25 ml
Acrylamid 3,34 ml 500 pl
abschlieBend zugeben
10 % APS 62,5 ul 30 pl
TEMED 3,75 ul S5ul

Lysispuffer: Spezialpuffer fiir Phospho-Protein
fiir P-p38, P-ERK, P-c-jun, P-p53 Ser 15 + Ser 46

Kurz vor Gebrauch fiir 1 ml des MasterMix:

HBS-Puffer

TBE-Puffer (10x)

10 ml NayP,0; x 10 H,O (Sodium Pyrophosphate)
(50 mM/1) FW 446,1 (5,5765 g /50 ml H,0) / 0,25 M

5 ml NaF (Natriumfluorid) (50) FW 41,99
(524,875 mg /25 ml H,0) /0,5 M

500 ul EDTA (5) 0,5 M
500 pl NaCl (50) 5 M

5 ml EGTA (5) FW 380,75 1:10 = 0,05 M

(0,1908 g/ 9 ml H,O + 1 ml 1 N NaOH [pH 8,14])

/05M

50 ul HEPES (10) 1 M
28,95 ml H,O
50 ml Endvolumen

100 ul NazgVOy, (2) (Sodium Orthovanadat) FW 183,9
(0,0920 g/5 ml H,O)/ 100 mM =» 1:2 =50 mM =>» 1:2=25

mM = 160:40 =20 mM in H,O

5 ul PMSF (1) 20 mM Phenylmethanesulfonylfluoride

11,9 g HEPES

16,4 g NaCl
10 mM KCl

1,3 mM Di-Natrium-Hydrogenphosphat

2 g Glucose

auf 1 1 mit dest H,O auffiillen

pH 7,1, sterilfiltrieren

108 g Tris

55 g Borsiure

40 ml EDTA (0,5 M)

pH 8.3
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3.1.7 Zellen

hSMC

Humane vaskulire glatte Muskelzellen,
(human vascular smooth muscle cells)
hSMC ni humane Neointimazellen
hSMC m humane Media-Zellen
Isolation: W.Erl
Herkunft: Patienten-Carotis;
Media aus Stiicken beim Einsatz eines Patches
entfernter gesunder Arterienwand,
Neointima aus entferntem Restenosematerial,
Prof. Brandl, Klinikum Schwabing, Miinchen
Passage: 3-15
Split-Ratio: 1 Woche, 1:3
Morphologie: Monolayer

rSMC

vaskuldre glatte GefdBmuskelzellen der Ratte,
(rat vascular smooth muscle cells)
rSMC ni  Ratten Neointimazellen
rSMC m Ratten Mediazellen
Isolation: Karolinska Institut Stockholm, J. Thyberg
Herkunft: Media aus der Ratten-Aorta (Hedin et al., 1998),
Intima aus der Ratten-Carotis,
minnliche Sprague-Dawley-Ratten (Yan ZQ, 1999)
Passage: 5-14
Split-Ratio: 1 Woche, 1:5 bis 1:10
Morphologie: Monolayer

L87

Immortale mesenchymale Stammzelllinie
Isolation: aus Knochenmark
Herkunft: Huss, R., 2000

Passage: unbekannt

Splitratio: 1 Woche, 1: 5
Morphologie: Monolayer

Abb. 16: hSMC m P5 (10x) (A), hSMC ni P5 (10x) (B), rSMC m P7 (x20) (C),
rSMC i P10 (20x) (D), hUA SMC P4 (20x) (E), L87 P? (10x) (F) (Foto : A.Rode)
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hUA SMC

Humane glatte Nabelschnurarteriengefamuskelzellen,

(human umbilical artery smooth muscle cells)

Isolation:
Herkunft:
Passage:

Splitratio:

Rode A.

aus Nabelschniiren

1 Woche, 1:3

Morphologie: Monolayer

Kulturmedien:

rSMC:

hUA SMC
hSMC:

L87:

Dulbecco’s MEM / Nut Mix F-12 50:50
[ohne L-Glutamin, mit Phenolrot] 500 ml
FCS [Fotales Kilber Serum] 50 ml
Smooth MuscleCell Growth Medium 11 500 ml
SupplementMix 25,4 ml
(darin enthalten: Epidermal Growth Factor 0,5ng/ml
basic Fibroblast Factor 2ng/ml
Insulin Sug/ml
Fetal Calf Serum 5 %)
FCS [Fotales Kilber Serum] 50 ml
Gentamycin-Losung 50 mg / ml 500 pl
Amphotericin-Losung 250 ug / ml 100 pl
RPMI 1640 [mit L-Glutamin, mit Phenolrot] 500 ml
FCS [Fotales Kilber Serum] 50 ml
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3.2 Methoden

3.2.1 Zellkultur

3.2.1.1 Isolation von Zellen

hUA SMC aus Nabelschnur

Humane Nabelschnurzellen werden enzymatisch durch die
Verwendung von Collagenasen, Trypsin und Chymotrypsin
(Digestion) oder auf mechanischem Wege (Abschabung) isoliert.
Frische Nabelschnur (5-10 cm lang) von gesunden Spendern wird am
Tag der Niederkunft gesammelt und bis zum Priparieren im
Kiihlschrank bei 4°C gelagert. Unter der Reinraumwerkbank wird

diese in lcm lange Stiicke geschnitten und mittels einer Pinzette die  App. 17: Auswachsen
Chorionplatten-Arterien aus den Nabelschnurstiickchen entfernt, in ~ von hUA SMC

PBS gewaschen, die Enden der Stiicke entfernt und mit einem  (Foto: A-Rode)
Skalpell diinne Ringe der Arterien geschnitten. Diese Ringe werden '
in Zellkulturflaschen iiberfiihrt und auf dem Boden durch Schwenken
mit PBS verteilt. Eine halbe Stunde lang wird die Zellkulturflaschen
mit den Ringen hochkant ohne Medium zum Anhaften der Stiickchen
im Brutschrank bei 37 °C stehen gelassen, anschlieBend wird 1 ml
Medium (SMCGM II mit 10 % FCS + G/A) vorsichtig dazugegeben.

Einen Tag nach der Isolierung wird das Medium gewechselt. In

Abb. 18: Arterienstiick

regelmiBigen Abstinden erfolgt eine mikroskopische Kontrolle und ult
m Kultur

mit einer konfluenten Dichte ist nach etwa 1-4 Wochen zu rechnen (Foto: W.Erl)
(Abb. 17, 18) .

3.2.1.2 Auftauen und Einfrieren von Zellkulturen

Die Zellen werden aus dem Stickstoff (-195,6 °C) genommen und schnell aufgetaut. Die
aufgetaute Zelllosung wird in ein 50 ml-Rohrchen iiberfithrt und tropfenweise mit 8 ml
Medium versetzt. Es wird dann fiir 5 min bei 900 rpm zentrifugiert. Das Zellpellet wird in 10
ml Medium aufgenommen, resuspendiert und langsam in eine Zellkulturflasche iiberfiihrt.
Zum Einfrieren werden die Zellen aliquotiert, das Pellet pro Zellflasche in 2 ml
Gefriermedium resuspendiert und in die Cryordhrchen in 1 bis 1,5 ml Portionen aufgeteilt und
eingefroren. Das Gefriermedium besteht zu 70 % aus serum- und antibiotikafreiem
Basalmedium, dariiber hinaus aus 20 % FCS und 10% DMSO. Das Einfrieren erfolgt
zunéchst in einer Gefrierbox bei —80 °C, in der die Temperatur der Zellen pro Minute um ca.
1 °C gesenkt wird. Anschlie3end konnen die Zellen in den Stickstoff iiberfiihrt werden.
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3.2.1.3 Beurteilung/Pflege der Zellen

Die Kultivierungstemperatur aller Zellen betrdgt 37 °C, der CO,-Gehalt 5 %. Die optische
Betrachtung hinsichtlich moglicher Kontaminationen wird tédglich  durchgefiihrt.
Zellmorphologie und Konfluenz geben dabei Aufschluss iiber die Notwendigkeit der Passage.
Nach Beurteilung der Zellen wird das Medium abgesaugt und neues auf die Zellen gegeben.

Die Zellen werden anschlieBend wieder im Inkubator verwabhrt.

3.2.1.4 Lebendzellzahlbestimmung / Trypanblauausschlusstest

Mit dieser Firbung kann man vitale von toten Zellen unterscheiden, da membrangeschédigte
Zellen mit Trypanblau angefirbt werden. Fiir eine Lebendzellzahlbestimmung werden 50 pl
Zellsuspension mit 50 ul TrypanBlue Solution im Verhiltnis 1 : 1 vermischt. Das schwach
basische Férbereagenz interkaliert mit der DNA, wenn es durch porése Plasmamembranen
toter Zellen diffundieren kann. Somit werden alle toten Zellen blau-violett angeféarbt und sind
optisch unter dem Lichtmikroskop von lebenden Zellen (hell-weiss) zu unterscheiden. Etwa
20 pl des Gemisches werden auf ein Himozytometer gegeben und die Zellen mit Hilfe des
Lichtmikroskops ausgezihlt. Anhand der Formel: @ Zellzahl von vier Gro-Quadraten : 4 x
20000 = Zellzahl/ml wird die Zellzahl pro Milliliter Zellsuspension berechnet.

3.2.1.5 Passage

Wenn in den Zellkulturflaschen eine hohe Konfluenz vorliegt, werden die Zellen gesplittet.
Dieses geschieht folgendermaB3en: Das Medium wird von den Zellen abgesaugt, die Zellen
werden mit PBS gewaschen und mit 2 - 4 ml Trypsin-EDTA-Gebrauchslésung vom
Flaschenboden abgelost und vereinzelt. Wenn die Zellen unter dem Mikroskop grofteils
vereinzelt zu erkennen sind, werden 10 ml Medium hinzugegeben (die Reaktion abgestoppt)
und die Zellen in ein 50 ml Rohrchen iiberfiihrt. Es wird fiir 5 min bei 900 rpm zentrifugiert.
Das Trypsin-haltige Medium wird abgenommen und das Pellet in ca. 10 ml frischem Medium
gut resuspendiert. Je nach gewiinschter Dichte wird die entsprechende Zellmenge

abgenommen und in eine neue, 10 ml Medium enthaltende Zellkulturflasche gegeben.

3.2.1.6 Mycoplasmentest

Zur Kontrolle einer moglichen Kontamination der Zellkultur mit aeroben Mykoplasmen wird
der Mykoplasmentest durchgefiihrt. Zur Mykoplasmendetektion wird 1 ml mindestens 2 Tage
altes antibiotikafreies Medium bendotigt, welches aus einer Zellkulturflasche entfernt wird.
Durch eine spezifische PCR wird die Mycoplasmen-DNA amplifiziert und mittels einer

Gelektrophorese unter Verwendung einer Positiv- und Negativkontrolle detektiert.
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3.2.2 Versuchsbedingungen

Die Zellkonfluenz unter Versuchsbedingungen betrigt 60 - 70 %. Die eingesetzte Zelldichte
bei der Aussaat fiir den Versuch liegt fiir hSMC bei 5000 Zellen / cm” und fiir rSMC bei
10000 Zellen / cm”.

3.2.2.1 MTT-Test - Proliferationsassay (E-screen)

Der MTT-Test ist eine quantitative kolorimetrische in vitro Methode, welche die indirekte
Bestimmung von Zellzahlen und Proliferation iiber eine Messung der Aktivitit
mitochondrialer Dehydrogenasen ermoglicht (Soto et al., 1992). Das in den Mitochondrien
lokalisierte Enzym wandelt das gelbe, wasserlosliche Tetrazolium-Salz ([3-(4,5-
Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-tetrazoliumbromid], MTT) in ein violettes,
wasserunlosliches Reaktionsprodukt (MTT-Formazan) um (Abb. 19). Diese Umsetzung wird
durch NADPH und NAD, welches durch Dehydrogenasen in metabolisch aktiven Zellen
produziert wird, hervorgerufen. Die wasserunloslichen Formazansalz-Kristalle werden mit
Isopropanol extrahiert, um die Absorption der Losung bei 570 nm photometrisch zu
quantifizieren. Da Dehydrogenasen nur in lebenden Zellen aktiv sind, dient die Umwandlung
von MTT als indirektes Ma8 fiir die Vitalitit der Zellen (Mosmann et al., 1983).
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Abb. 19: Reaktionsmechanismus des Proliferationsassays (Promega-Kit)
Mit dem Proliferationsassay wird die Anzahl lebender Zellen mit Hilfe einer kolorimetrischen Reaktion
bestimmt. Dabei erfolgt die Umwandlung eines Tetrazolium-Salzes (MTS) in Gegenwart reduzierender

Enzymsysteme proportional zur Zahl lebender Zellen zu farbigem Formazan.
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Zellen werden auf 48er Well-Platten ausgesdet und kultiviert, bevor die Stimulation der
Zellen mit Testsubstanzen fiir 24 - 72 h erfolgt. AnschlieBend wird das Kulturmedium
abgegossen und die Zellen mit PBS +/+ gewaschen, bevor 200 ul MTT-Losung pro Well
aufgeben werden. Um eine Hintergrund-Absorption mit einzubeziehen, werden Kontroll-
Wells ohne Zellen, jedoch mit MTT-Losung eingesetzt. Die Zellen werden fiir 4 Stunden bei
37 °C inkubiert. Der Uberstand wird nach der Inkubation verworfen und 100 ul Isopropanol-
HCI pro Well zur Lyse aufgeben (0,04 M HCI). Als Kontrolle werden Wells ohne Zellen mit
Isopropanol/HCl verwendet. Entstandene Kristalle werden durch wiederholtes Auf- und
Abziehen mit der Pipette gelost und 10 min bei Raumtemperatur lysiert. Die Wellplatte wird
im TECAN GENios mit Hilfe der TECAN Xfluor4-Software bei einer Wellenldnge von 570
nm (Referenzwellenlinge 690 nm) gemessen. Die MTT- Aktivitit wurde als Prozentwert

relativ zur unbehandelten Kontrolle (=100%) dargestellt.

3.2.2.2 DurchfluBzytometrische Untersuchung

Die FACS-Analyse (Fluorescence Activated Cell Sorting) dient der quantitativen
Bestimmung von Oberflaichenmolekiilen oder intrazellularen Proteinen. Wihrend die zu
analysierende Zellpopulation in einem Fliissigkeitsstrom einen Laserstrahl passiert, werden
verschiedene physikalische Parameter erfasst. Die FACS-Analyse wird zur Unterscheidung
von Zellen einer Zellmischung aufgrund der relativen Partikelgroe, Komplexitit,
Granularitdt oder auch relativen Fluoreszenzintensitit verwendet. Das Verfahren ermoglicht
es, Zellen anhand der Streuung des Lichtes, das auf sie gerichtet wurde, zu unterscheiden und
zu sortieren. Die zu untersuchenden Zellen werden dazu in eine Triger- oder Hiillfliissigkeit
(Salzlosung) aufgenommen und hydrodynamisch fokussiert. Durch die
Stromungsgeschwindigkeit der Triagerfliissigkeit werden die Zellen vereinzelt und in einer
fixen Position am Laserlicht vorbeigefiihrt. Das Laserlicht wird von den Zellen gestreut und
die so entstandene Ablenkung des Lichts detektiert. Das Argon-Laserlicht fiihrt zu einer
Exitation der Fluoreszenzfarbstoffe, die wiederum Fluoreszenzlicht emittieren. Die
emittierten Fluoreszenzen konnen durch verschiedene Photozellen detektiert werden.

Die emittierte Photonenkonzentration, die durch einen Photodetektor registriert wird, verhélt
sich proportional zur Menge gebundener Antikorper/ Zelle. Es konnen drei verschiedene
Fluoreszenzfarbstoffe gleichzeitig gemessen werden. Zusitzlich werden durch die
Lichtbeugung und -streuung Informationen {iiber die Zellgr6Be und die Binnenstruktur
(Granularitidt des Zytoplasmas, Grofle des Zellkerns usw.) der Zellen gewonnen. Mit Hilfe des
FACS-Gerites konnen in 30 - 120 Sekunden 10.000 Zellen untersucht werden. Die
gewonnenen Informationen iiber die einzelnen Zellen werden iiber einen Analog-Digital-
Wandler in Signale umgewandelt, die in einer Hiaufigkeitsverteilung ausgewertet werden. Die
gewonnen Daten wurden in Form eines Dot Plots, in dem die Seitwirtsstreuung gegen die

Granularitit aufgetragen (Abb.20) ist, und als Histogramm der Fluoreszenzintensitéit ausgewertet.
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Anhand des Histogramms (H&ufigkeit als Funktion der Fluoreszenzintensitit FL1-H) wird ein
Bereich definiert. Die Ereignisse in diesem Bereich werden als Anteil der Gesamtereignisse

berechnet.
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Abb. 20.: Ein- und Mehrparameter-Darstellung im FACS: Dot-Plot (A,B) und Histogramm (C) (Grafik A.Rode)
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Annexin V

Annexin V ist ein 35-36 kD Annexin V-FITC Konjugat FACS

groBes Protein, das Ca®*-
abhéngig spezifisch an
Phosphatidylserin (PS) binden
kann. Das C-Ende des PS-

Bindeproteins  besitzt  eine | pagnamembran

repetitive konservierte APOPTOSE
Domiéne mit einer endonexin

loop, an die Kalcium binden ﬁ@

Phosphaticylserin

Ca* Ca

kann, wodurch eine Cwtoplasa

Phospholipid-Interaktionsstelle
Abb. 21.: Umlagerung von PS wihren der Apoptose und Bindungs

des Annexin V-FITC-Konjugats (Grafik A.Rode)

geschaffen wird. Aus diesem
Grund wird ein kalciumhaltiger
Puffer verwendet. Wenn PS
vermehrt auftritt, ist dies ein Nachweis fiir einen Verlust der asymmetrisch aufgebauten
Plasmamembran und ein frithes Zeichen der Apoptose. PS, das unter normalen Bedingungen
auf der zytoplasmatischen Innenseite der Membran lokalisiert ist, tritt dabei vermehrt in der
nach auBlen gerichteten Membranseite auf (Translokation) (Abb.21). Werden Zellen
nekrotisch und ihre Membran durchlissig, kann Annexin V - FITC (FITC = Fluorescein
Isothiocyanat) in die Zellen eindringen und auch an die Innenseite der Membran binden. Bei
alleiniger Fiarbung von Zellen mit Annexin V - FITC konnen apoptotische nicht von
nekrotischen Zellen unterschieden werden. Man kombiniert daher die Annexin V — FITC -
Markierung mit einer Propidiumjodid (PI)-Fiarbung. Das PI dringt nur in Zellen mit
durchldssiger Membran ein und interkaliert in die DNA. FITC fluoresziert bei einer
Emissionswellenldnge von 525 nm griin und PI bei einer Wellenldnge von 617 nm rot. Vitale,
gesunde Zellen sind daher Annexin V -negativ und Pl-negativ, apoptotische Zellen sind
Annexin V-positiv und Pl-negativ, nekrotische oder sekundidr nekrotische Zellen sind
Annexin V-positiv und Pl-positiv. Die Zellen werden nach Behandlung mit den
Testsubstanzen unter Verwendung von Trypsin/EDTA geerntet. Die Verweilzeit des Trypsins
sollte moglichst kurz sein, da sonst die Plasmamembran geschiddigt werden kann, was falsch
positive Werte zur Folge hat. Es werden auch der Zelliiberstand sowie die Waschfliissigkeit
kollektiv pro Probe gesammelt und im Uberstand schwimmende mit durch das Trypsin
gelosten Zellen gemischt. Die Losungen werden bei 1000 rpm (~200 x g) 5 min zentrifugiert,
der dabei entstehende Uberstand verworfen und das Pellet in 500 pl PBS (mit Ca**/Mg”* +
1% FCS) resuspendiert. Jeweils 50 ul der Zellsuspension wird in eine 96-Well-Platte
tiberfithrt und mit 50 pl Trypanblau versetzt, um im Hamatocytometer eine Zellzdhlung der

toten und lebendigen Zellen durchzufiihren. Weitere 100 ul der Zellsuspension werden in ein
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FACS-Rohrchen mit 100 pl Annexin V -Losung versetzt und durch leichtes Schiitteln
vermengt. Nach 20 min Inkubation bei 37 °C (Inkubator) werden die Zellen auf Eis gekiihlt
und jeweils mit 10 pl Propidiumjodid (50 pg/ml stock in 1x PBS) versetzt. Je 10000 Zellen
werden im FACScan (Becton Dickinson) gemessen und die Daten mit Hilfe der Cellquest-
Software ausgewertet. Ein drittes Aliquot von 350 ul Zellsuspension wird mit der gleichen
Menge an 37%igem Formaldehyd fixiert und bei 4 °C im Kiihlschrank mindestens 10 min
gelagert. Nach zweifachem Waschen wird das Zellpellet in 300 ul PBS + FCS resuspendiert
und 200 ul davon fiir die Caspase-3- Messung und 100 ul fiir die TUNEL-Messung

aliquotiert.

Caspase-3

Die Caspase-3 (32 kDa) liegt als inaktives Vorldauferprotein im Cytoplasma vor und wird
durch Abspaltung der Prodomine aktiviert. Durch Ligandenbindung an einen Rezeptor
(Fas/APO-1 und TNFR1) folgt eine proteolytische Aktivierung. Dabei wird das Protein an
spezifischen Stellen (drei oder vier Aminosduren gefolgt von einem Aspartatsdure-Rest)
durch Proteasen wie Serinproteasen oder Granzym B gespalten, was eine Heterodimerbildung
des Enzyms zur Folge hat. Der verwendete Antikorper erkennt bevorzugt aktive (gespaltene)
Caspase-3, wodurch Apoptose detektiert werden kann. Unter Verwendung spezifischer
fluoreszenzmarkierter Antikorper wird eine Durchflusszytometrie durchgefiihrt.

Fiir die Caspase-3-Messung wurden 100 ul der Probe mit 10 pul 1 % Saponin 10 min auf Eis
permeabilisiert und anschlieBend einmal gewaschen. 100 pl Probe werden mit 1 ul
Primdrantikorper (anti-active caspase-3) versetzt und 1 h auf Eis inkubiert. Nach drei
Waschschritten wird die Probe mit 0,5 ul des Sekundirantikorper (FITC) fiir eine weitere
Inkubation von 45 min auf Eis versetzt. Das abschliessende Fixieren erfolgt nach
zweimaligem Waschen durch den Zusatz von 2 % Formalin bevor die Probe im FACScan
gemessen werden kann. Als Kontrolle werden Zellen verwendet, die nur mit dem sekundéren

Antikorper gefarbt wurden verwendet.

TUNEL

Die Abkiirzung TUNEL steht fiir “Terminale Desoxyribosyl-Transferase mediated dUTP
Nick End Labeling”. Bei dieser Technik werden Einzelstrangbriiche in der genomischen DNA
nachgewiesen, die durch die Caspase-aktivierten Nucleasen entstehen, wodurch eine
Identifizierung apoptotischer Zellen moglich ist. DNS-Fragmente, die spiter bei der Apoptose
entstehen, kann man durch Farbung der freien 3°-OH-Enden mit modifizierten Nukleotiden in
einer enzymatischen Reaktion identifizieren. Das Enzym TdT (Terminaltransferase) hingt an
die entstehenden freien Enden markierte dNTP-Nukleotide an. Bei direkten, schnellen

Verfahren ist dies Fluorescein-dNTP. Bei indirekten, sensitiveren Verfahren werden zum
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Beispiel Biotin-dUTP und ein Streptavidin-gekoppelter Fluoreszenzfarbstoff oder die Enzyme
alkalische Phosphatase oder Peroxidase eingesetzt. Grundsitzlich kann man solche Tests
mikroskopisch oder durchfluBzytometrisch (FACS) auswerten.

Fiir die TUNEL-Messung werden 100 pl der Zellsuspension mit 0,1 % Triton X-100
permeabilisiert und auf Eis gekiihlt. Nach zwei Waschschritten wird das Zellpellet mit 50 ul
TUNEL reaction mixture (Fluorescein In Situ Cell Death Detection Kit) versetzt. Die
Negativkontrolle beinhaltet nur label solution. Fir 60 min wird bei 37 °C inkubiert, nach
zweimaligem Waschen das Pellet in 250 ul PBS resuspendiert und im FACScan gemessen.
Die Auswertung erfolgt als Einparameterdarstellung (Histogrammplot) oder korrelierte
Zweiparameterdarstellung (Punkteplot) (Abb. 21). Die Zellen werden aufgrund ihrer
Anfirbbarkeit oder der mittleren Fluoreszenzintensitit analysiert. Im Histogrammplot kann
man durch das Setzen eines Markers die Zellpopulation in “positiv’” oder “negativ” einteilen
und die entsprechenden Prozentwerte berechnen. Dabei wird nur Fluorenzenz 1 (FL-1)
ausgewertet. Beim Punkteplot lassen sich gleichzeitig zwei Fluoreszenzen analysieren (FL-

1/FL-2). Die mittlere Fluoreszenzintensitiat wird in Kanélen berechnet.

3.2.2.3 Extraktion von Gesamtprotein - Proteinbestimmung

Zu den proteinbiochemischen Methoden gehort die Extraktion von Gesamtprotein und die
folgende Proteinbestimmung. Die Zellen werden in 10 cm Petrischalen ausgesidt und nach
Inkubation geerntet. Die Ernte der Zellen erfolgte auf Eis nach vorherigem zweifachen
Waschen mit eiskaltem PBS. Die Zellen werden in 1 ml einkaltem PBS mit einem
Zellschaber abgekratzt und in ein 1,5 ml Rohrchen iiberfiihrt, bei 4 °C 5 min bei 300 x g
zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Pellet wird in 150 ul Spezial-Phosphoprotein-
Lysepuffer durch mehrfaches Aufziehen durch eine Kaniile resuspendiert und anschliessend
mindestens 30 min auf Eis inkubiert. Durch einen weiteren Zentrifugationsschritt bei 14.000 x
g fiirl0 min bei 4 °C werden Membran- und DNA-Reste entfernt. Der Uberstand wird
vorsichtig in ein neues 0,5 ml Rohrchen iiberfiihrt und in Aliquots zur Proteinbestimmung und
fiir den Westernblot geteilt, welche bei — 80 °C gelagert werden.

Die Bestimmung des Gesamtproteingehalts wird mit dem Bio-Rad DC Protein Assay Kit
durchgefiihrt. Dabei werden die Reagenzien gemil} Herstellerangabe gemischt und eine BSA-
Verdiinnungsreihe mit Proteinkonzentrationen von 0 bis 5 mg/ml als Eichgerade angesetzt.
Von zweimal 5 ul jeder Probe wird in einer Mikrotiterplatte in einem UV-Photometer
(TECAN) mit der Xfluor4 Software bei einer Wellenldnge von 690 nm (Referenzwellenlénge
0) die Absorption gemessen. Mittels Excel wurden die Ergebnisse ausgewertet und anhand

der Eichkurve die Proteinkonzentrationen der Proben berechnet.
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3.2.2.4 Western Blot

Der Nachweis der Proteine wird mittels Western Blot mit SDS-PAGE (Sodiumdodecylsulfat-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese) durchgefiihrt (Burnette, 1981).

Die Denaturierung der Proteine erfolgt, indem jeweils 50 pul der Extrakte mit 12,5 ul Sample
Buffer versetzt, kurz anzentrifugiert und 10 min bei 95 °C erhitzt werden. Die Proben werden
auf Eis gekiihlt und fiir die Elektrophorese verwendet. Das Gel wird mit den Proteinproben
beladen und parallel 10 ul Marker eingesetzt. Die Proteintrennung erfolgt bei 200 V fiir 45 —
50 min. Fiir den Transfer der Proteine auf die Membran wird das Gel mit den aufgetrennten
Proteinproben in ein Sandwich eingesetzt, das heif}t, sie wird auf beiden Seiten von jeweils
einem Schwamm und einem Filterpapier bedeckt und auf nur einer Seite von der Membran,
auf die die Proteine zu iibertragen sind. Der Transfer erfolgt bei 4 °C, etwa 118 Volt
(Amperezahl zwischen 0,18 und 0,25) unter Riihren fiir eine Stunde. Die Membran wird nun
mit der Proteinseite nach oben eine Stunde bei RT mit einer Milchlosung geblockt, um
unspezifische Bindungen zu verhindern, anschliessend mit TBS gewaschen bevor der erste
Antikorper aufgegeben wird. Nach der Inkubation wird die Membran wiederholt gewaschen
und der zweite Antikorper (HRP) aufgegeben. Die Detektion erfolgt mittels des Supersignal
West Pico Chemiluminescent Substrats von PIERCE, wobei ein gleicher Anteil

Luminol/Enhancer und Peroxide Puffer gemischt und auf die Membran gegeben werden.
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Luminol angeregte Form Dicarboxylat-Dianion
(3-Aminophthalsaure-hydrazid) Grundzustand

Abb. 22: Prinzip der Chemolumineszenz, Umwandlung des Luminols (Grafik A.Rode)

Dabei wird Luminol durch die Peroxidase zu einem doppelt ionisierten Anion und weiter zu
einem angeregten Zustand als Triplett umgewandelt und oxidiert (Abb. 22). Durch die
Emission eines Photons wird das Triplett in den Grundzustand als Dicarboxylat-Dianion
versetzt. Durch die Freisetzung des Photons wird ein Autoradiographiefilm an den jeweiligen
Stellen belichtet, dieser dann entwickelt und fixiert und die detektierten Proteinbanden
analysiert. Als Kontrolle fiir das Auftragen gleicher Proteinmengen in jeder Probe wird
zusitzlich als Nachweis B-Aktin (1:5000) auf den selben Membranen detektiert.
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In der Dunkelkammer wird die Membran mit einem Hyperfilm ECL (Amersham Biosciences)
in Kontakt gebracht, der nach der fiir die Antikorper spezifischen Expositionszeit entwickelt

und fixiert wird.

Das Entfernen von Reaktionslosung sowie von Primir- und Sekundirantikérpern auf Western
Blot Membranen erfolgt mittels der Re-Blot Plus Mild Antibody Stripping Solution von
Chemicon durchgefiihrt. Nach dem Strippen kann die Membran einer weiteren Detektion mit
neuen Antikorpern unterzogen werden. Um Western Blots nach dem Trocknen der Membran
zu reaktivieren, wird die Membran schonend in Re-Blot Plus Western Blot Recycling Kit von
Chemicon hydratisiert und kann nach einem Stripping-Schritt, in dem gebundene Antikorper

gelost werden, wieder verwendet werden.

3.2.2.5 siRNA

siRNA (small interfering RNAs) sind kleine einzelstringige RNA-Molekiile, meist 21-28
Nukleotide lang, die in der Gentechnik zur RNA-Interferenz und in post-transcriptional gene
silencing (PTGS) eingesetzt werden. Entdeckt wurde die siRNA durch PTGS in Petunien, in
dem Schimmelpilz Neurospora crassa, in Algen und Caenorhabditis elegans. (Morris, 2008).
Der Mechanismus ist ein natiirlicher Vorgang, um in eukaryotischen Zellen die Expression
einzelner Gene zu hemmen. Dabei wird die RNA sequenzspezifisch gespalten, die Translation
damit blockiert und somit das betreffende Gen abgeschaltet. Der Abbau von Fremd-RNA
dient der Abwehr gegen Viren und anderer Pathogene, der Regulation von zelluldren
Prozessen wie z.B. Wachstumsregulation, Differenzierung und Apoptose. Als Werkzeug der
Gentechnik wird die siRNA zum Ausschalten spezifischer Gene (knockdown) durch
komplementidre Sequenzen genutzt und mittels Transfektion in die Zelle eingebracht. Sie
entsteht durch das Schneiden der lingeren dsRNA durch die Endonuclease Dicer (Typ III
Ribonuclease) in siRNA-Fragmente von ca. 22 Nucleotiden. Langere Sequenzen hitten eine
Interferonantwort und unspezifische Reaktionen zur Folge. Der Prozess findet am RISC
(RNA-induced silencing complex) Proteinkomplex statt, wo die ds RNA mit ihren
Targetsequenzen (je nach Methode mit AA beginnend und UU endend) endonucleolytisch
geschnitten und exonucleolytisch ein Strang entfernt wird. Die siRNA bindet iiber
Basenpaarungen die Ziel-RNA und diese wird meist gespalten. Seltener kommt es zur
Inhibition der Translation, was durch eine geringere Menge an siRNA hervorgerufen werden
kann.

Vorteile der chemisch synthetisierten siRNA sind die verfiigbaren Mengen sehr reiner RNA,
die schnelle Herstellung, das mogliche Markieren mit Fluoreszenzfarbstoffen, die relativ
einfache Transfektion und eventuell bereits validierte Sequenzen. Nachteile sind die
entstehenden Kosten und die selbststindige Entfernung der Konstrukte nach einigen Tagen,

was Langzeitstudien schwierig macht.
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3.2.2.6 Transfektion und Transduktion

Als Transfektion wird das Einbringen von Fremd- DNA und -RNA in Siugerzellen
bezeichnet. Sie dient der Aufnahme und Expression fremder Nukleinsduren, was zur
Untersuchung der Genregulation und -funktion genutzt werden kann. Es gibt verschiedene
Methoden, um DNA in eine Zelle einzubringen, grundlegend werden zwei Techniken
unterschieden. Die DNA 146t sich entweder direkt oder durch Viruspartikel (Infektion) bzw.
Mikroinjektion in die Zelle eingeschleusen. Das zeitweilige Einbringen der DNA in die
Wirtszelle wird als transiente Transfektion bezeichnet, der dauerhafte Einbau in das Genom
als stabile Transfektion.

siRINA construct

SeIse loop antisense | term

l SIRINA expression vector (E1E3-deleted Adenovirus)

Transduction & Expression

EEnEt shRINA
antisense

loop
Processing DICER?

SEfZE

sRINA
antisense
EI=C
Gene silencing Cleaved mRINA

Abb. 23: Schema des siRNA-Konstruktes und der shIRNA (Grafik A.Rode)

Bei transienter Transfektion von chemisch synthetisierter exogener siRNA wird meist siRNA
in entsprechenden Vektoren (z.B. Plasmiden) exprimiert. Als Vehikel fiir den Gentransfer
konnen virale Vektoren eingesetzt werden, was als Transduktion bezeichnet wird. Das
Genmaterial wird in das Wirtsgenom transferiert und transient eingebaut, so dass die
transduzierten Gene voriibergehend exprimiert werden. Es handelt sich um E1E3-deletierte
Adenoviren aus der Familie der Adenoviridea, welche ikosaedrische Form haben, iiber keine
Hiille verfiigen und ein lineares etwa 36 kb grosses dSDNA —Genom besitzen. Als Vektoren
konnen sie bis 8 kb DNA transportieren und in priméren als auch nicht-proliferierenden
Zellen transduzieren. Die adenovirale Transfektion ist eine transiente Methode; das Maximum

der Expression der transfizierten Gene liegt bei 2 - 4 Tagen und nimmt danach ab. Zunichst
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wird die gewiinschte DNA-Sequenz in das Virengenom kloniert, wobei bestimmte DNA-
Bereiche des viralen Genoms ersetzt und die Viren replikations- inkompetent werden. Vorteil
der zeitweisen Ersetzung ist die nun nicht mehr unkontrollierte Vermehrung im Wirt. In die
E1-Region wurde eine shRNA-Expressionskassette (short hairpin siRNA) kloniert, die durch
einen U6 Promotor reguliert wird. Der humane U6 Promotor ist eine RNA Polymerase
Typlll, welche snRNA (small nuclear RNA) | housekeeping genes transkribiert, am Splicing
beteiligt ist und fiir Zellwachstum und Zellzyklus verantwortlich ist. Die Kassette besteht aus
einem PCR-Produkt, was eine Promotor-Sequenz (U6) und End-Sequenz beinhaltet, welche
das DNA-Insert (hairpin siRNA) umschliessen (Abb. 23). Nach Zugabe der Viren zu den
Wirtszellen dienen die aus dem Capsid hinausragenden Proteinfibrillen und daran der C-
terminale Kopf zur Bindung an zelluldre Rezeptoren des Wirtes. Die Ratio von infektidsen
Partikeln zum zu infizierenden Objekt, in diesem Fall Adenovirus zur glatten
GefiBmuskelzelle im Well, wird als MOI (multiplicity of infection) bezeichnet. Die
Aufnahme des Virus in die Zelle erfolgt durch rezeptorvermittelte Endozytose (Greber et al.,
1993). Die durch den Virus eingebrachte DNA wird transkribiert, die siRNA exprimiert und
das gewiinschte Gen ausgeschaltet. Das griin fluoreszierende Protein (GFP, green fluorescent
protein) wurde urspriinglich in der Qualle Aequorea victoria entdeckt, fluoresziert bei
Anregung mit blauem oder ultraviolettem Licht griin und kann mit anderen Proteinen
fusioniert werden, wodurch diese in lebenden Zellen, Geweben oder Organismen zeitlich und
rdaumlich fluoreszenzmikroskopisch nachweisbar sind. Das GFP besteht aus 238 Aminosiduren
bei einer Molekiilmasse von 26,9 kDa. Die Anregungswellenldnge fiir das unmodifizierte,
natiirlich vorkommende GFP liegt bei 395 nm und 475 nm, die Emissionswellenlidnge bei 509
nm. eGFP (enhanced green fluorescent protein) ist die Codon-optimierte Variante, welche
gegeniiber dem Wildtyp eine 5-10fach stirkere Expression aufweist. Die SMC der Neointima
werden mit einer Dichte von 2 x 10° Zellen auf 6-Well Platten in serumfreiem Medium
ausgesit und die Zellen nach 24 h Inkubation mit Ad-eGFP bei MOI 500 transduziert. Nach
48h werden die Zellen passagiert und von 5000 dieser Zellen der prozentuale Anteil an
fluoreszierenden, das heisst, erfolgreich transduzierten Zellen, mittels FACS ermittelt. Als
Kontrolle dienen 5000 nicht transduzierte Zellen. Eine zweite Charge Zellen wird wie
beschrieben ausgesit und je ein Well mit Ad-sh-p53 (MOI 500), Ad-sh-p53 (MOI 500) in
Kombination mit Ad-eGFP (MOI 250) und Ad-eGFP (MOI 500) transduziert. Nach 48h
werden die Zellen unter dem Fluoreszenzmikroskop photographiert. Die relative Zahl
fluoreszierender Zellen dient als Maf} fiir die Transduktionseffizienz. Der immunologische
Nachweis des p53-Knockdowns in mit Ad-sh-p53 transduzierten SMC erfolgt durch die
Extraktion des Gesamtproteines. Aus je 10° nicht-transduzierter Kontrollzellen und mit Ad-
sh-p53, Ad-sh-p53/Ad-eGFP oder Ad-eGFP transduzierten Zellen wird 72 h nach
Viruszugabe das Gesamtprotein isoliert und die Expression von p53 anschliefend im Western

Blot nachgewiesen.
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Die Magnet-Assisted Transfection (MATra) ist eine Form der Magnetofektion, dem
Gentransfer unter Einfluss eines magnetischen Gradientenfeldes auf Genvektoren, welche mit
magnetischen  Nanopartikeln  verbunden sind. Nucleinsduren werden dazu an
Eisenoxidpartikeln, die mit kationischen Molekiilen beschichtet sind, gekoppelt und die zu
transfizierenden Zellen auf eine magnetische Platte platziert. Die an die magnetischen Partikel
assoziierte DNA wird durch das Magnetfeld in Richtung Zellen gezogen und endozytotisch
aufgenommen.

Zellen werden auf 48 Well-Platten ausgesit und fiir 24 h bis 48 h kultiviert. 3 pug der zu
transfizierenden siRNA werden mit 200 ul serum- und supplementfreiem Medium gemischt.
Die geloste siRNA wird anschliessend in MATra-A Reagenz (je 3 ul MATra fiir 3ug siRNA)
aufgenommen, gemischt und fiir 20 min bei RT inkubiert (Komplexbildung). Das Medium
der kultivierten Zellen wird durch 2 ml neues Medium ersetzt und der siRNA-Beadmix zu den
Zellen gegeben und schnell gemischt (200 ul des Mix bei 2 ml Medium), bevor die Well-
Platte auf die MATra-Magnetplatte platziert wird. Es folgt eine 15 miniitige Inkubation bei
37°C, nach der das Medium erneut gewechselt wird. Fiir 24 h bis 72 h werden die Zellen
weiter kultiviert, bevor eine FACS-Analyse erfolgt. Die Zellen werden mit Formalin fixiert
und, um die Transfektionseffizienz und Auswirkung der siRNA zu testen, mit entsprechenden

Antikorpern gefirbt.

3.2.2.7 Migrationsassay und Proliferation

Um die Wirkung verschiedener Typen beschichteter und
unbeschichteter Patches und ihre in vitro-Effekte auf SMC zu
untersuchen, werden SMC aus humanen Karotiden explantiert und in
SMC-Wachstumsmedium  kultiviert. Die Messung der
Zellproliferation erfolgt mittels eines MTT-Tests, die Feststellung

Abb: 24: der Migration der Zellen mit Hilfe von speziellen Zellkulturgefi3en

in einem Formaldehyd- oder Kollagen-Gradienten. Dazu werden
y-Slide-Tbibi-Chamber y &

" . Ibidi-Kammern verwendet, die ZellkulturgefiBle, Deckgldschen
fiir chemotaktische ] ) o o

sowie eine Durchflusskammer miteinander kombinieren. Durch
Untersuchungen

(Grafik von Ibid) dieses System konnen lebende oder fixierte Zellen mikropisch

betrachtet, Farbungen zeitgleich verfolgt und Zellmigration in
chemischen Gradienten beobachtet werden. Um die Migration zu untersuchen, werden die
Zellen mit einem Konzentrationsgradienten ausgesit und ihre Migration anhand eines
gekennzeichneten Startpunktes beobachtet. Collagen, das als Patch-Beschichtungsmaterial
verwendet wird, und Formaldehyd, welches als quervernetzendes Agent benutzt wird, werden
untersucht. Die Anzahl der Zellen in einem durch die Startlinie begrenzten Beobachtungsareal
gibt dabei Aufschluss iiber die Migration. Des Weiteren werden die Zellen morphologisch
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betrachtet und dazu eine Phalloidin-Farbung durchgefiihrt. Das fluoreszierende Phalloidin, ein
Toxin aus Amanita phalloides (Vaill. ex. Fr.), einem griinen Knollenblitterpilz, bindet an F-
Actin und macht dadurch das Cytoskelett sichtbar (Low und Wieland, 1974). Kleine
Patchstiicke werden ausserdem mit Hilfe von Agar auf dem Boden einer 6-Well-Platte fixiert
und mit Zellen besit sowie das Zellwachstum an diesen Stellen beobachtet. Dabei wird nach 2
Tagen die Ratio der Zellzahl am Rand des Wells mit der Mitte des Wells berechnet. Die
verwendeten Patchstiicke bestanden aus Polyester-Velour, Kollagen-beschichtet (Patch Typ
#1), Polyester, Kollagen-beschichtet (Patch Typ #2), Dacron, unbeschichtet (Patch Typ #3),
Polyester, Gelatin-imprégniert, Fluorpolymer-beschichtet (Patch Typ #4) und PTFE (Patch
Typ #5).

3.2.2.8 Statistische Auswertung

Mit Programm Excel Version 97 werden die Messdaten ausgewertet und Mittelwerte und
Standardabweichungen von mindestens n = 3 Versuchen verwendet. Zur Kontrolle auf
signifikante Unterscheide zwischen Messwerten der Kontrollen und den aufgegebenen
Substanzen werden zweiseitig gepaarte t-Test (Student scher t-Test) mit dem Programm
Excel 97 durchgefiihrt. Dabei wird die Irrtumswahrscheinlichkeit auf p<0,05 festgelegt.
Testvoraussetzungen sind normalverteilte Daten, verbundene Messungen, gleiche Varianzen /
Standardabweichungen in den Messreihen (mittels f-Test nachweisbar) oder ein annidhernd

gleicher Stichprobenumfang.
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4. Ergebnisse

Aufgrund der begrenzten Verfiigbarkeit humaner Zellen wurden SMC der Ratte, die als
Modell fiir vergleichende Studien der Media-Neointima weit verbreitet sind, fiir
grundsitzliche Tests verwendet. Anschliessend wurden diese Experimente analog in hSMC
aus Media und Neointima wiederholt und ein Vergleich der SMC beider Spezies
durchgefiihrt. Die Zellen wurden mit den fiir die Atherosklerose pharmakologisch relevanten
Statinen als auch pS53-regulierenden Substanzen behandelt, um ihren Effekt auf die

Zellvitalitidt, Apoptose als auch die Expression von p53 zu untersuchen.

4.1 Untersuchung der rSMC - MTT-Assay und FACS

Die rfSMC der Neointima und Media wurden mit verschiedenen Statinen, dem p53- Inhibitor
PFTo, dem Anthracyclin-Antibiotikum Doxorubicin und dem p53-Reaktivator PRIMA-1 in
unterschiedlichen Konzentrationen inkubiert und die Zellzahl mittels MTT-Assay analysiert.
Die kolorimetrische Umsetzung des MTT-Substrats durch die mitochondriale Dehydrogenase
dient der Messung der Zellvitalitit, bei der eine erhohte Farbstoffmenge auf die Aktivitit des
Enzyms hindeutet und somit die indirekte Bestimmung der Anzahl wachstumsfdhiger Zellen
wihrend der Proliferation, Apoptose und Nekrose ermdglicht. Beriicksichtigte Parameter sind
Zelldichte, Inkubationsdauer und Zellart. Nach den durch diese Versuche erhaltenen
Ergebnissen wurde fiir nachfolgende Versuche fiir rSMC eine Inkubationsdauer von 24 h und
eine Zelldichte von 10000 Zellen / cm® nach 2 Tagen Wachstum in entsprechenden

ReaktionsgefidBen verwendet.
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Abb. 25: MTT-Assay: Effekte von Lovastatin auf rSMC der Neointima und Media
Zellzahl von rSMC der Neointima und Media nach Zugabe von Lovastatin (10 bis 40 uM) nach 24 h Inkubation
im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (2 Tage Wachstum, 10000 Zellen / cmz), (*p < 0,05 versus Kontrolle)
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Die rfSMC der Neointima und Media wurden mit Lovastatinkonzentrationen von 10 bis 40
uM versetzt und die MTT-Aktivitit im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle nach 24 h
Inkubation gemessen (Abb. 25). Media- und Neointima-Zellen der Ratte weisen
unterschiedliche Reaktionen auf die Statingabe auf, was im unterschiedlichen
Proliferationspotential ~der  Zellen begriindet sein kann. Mit  zunehmender
Lovastatinkonzentration sinkt bei den rfSMC der Neointima die Zellzahl, die Media hingegen
reagiert nur mit einer geringen Abnahme der Zellzahl, was auf eine hohere Empfindlichkeit

exponentiell proliferierender Zellen auf die Statinbehandlung hindeuten kénnte.
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Abb. 26: MTT-Assay: Effekte von Lovastatin auf rSMC der Neointima
Zellzahl von rSMC der Neointima nach Zugabe von Lovastatin (10 bis 40 uM) nach 24 h Inkubation im
Vergleich zur unbehandelten Kontrolle bei verschiedenen Zelldichten (2 Tage Wachstum, 625, 1250, 2500, 5000

Zellen / cm?) (*p < 0,05 versus Kontrolle)

Um unterschiedliche Zelldichten und dadurch moglicherweise anderes Reaktionsverhalten der
Zellen zu untersuchen, wurden die rSMC der Neointima mit verschiedenen Zelldichten
ausgesit. Jeweils 1250, 2500 und 5000 Zellen / cm® wurden mit Lovastatin in
Konzentrationen von 10 bis 40 uM fiir 24 h versetzt und die MTT-Aktivitdat im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle gemessen (Abb. 26). Die rSMC der Neointima zeigen bei Zugabe
von Lovastatin eine konzentrationsabhingige Abnahme der Zellzahl. Mit zunehmender
Zelldichte reagieren die Zellen weniger auf Lovastatin, was auf einen protektiven Effekt bei
hohen Zelldichten hinweist. Fiir weitere Versuche wurde jedoch eine Zelldichte von 10000
Zellen/cm® ausgewihlt (vergl. Abb. 25), da sich der unterschiedliche Effekt der
Testsubstanzen bei dieser Dichte deutlicher darstellen lie3 und eine Regulation der Apoptose

durch unterschiedliche Substanzen moglich war.
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Abb. 27: MTT-Assay: Effekte von Lovastatin und Pifithrin o0 auf rSMC der Neointima und Media
Zellzahl von rfSMC der Neointima und Media nach Zugabe von Lovastatin (L) und PFTa (P) (10 bis 40 uM)
nach 24 h Inkubation im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle bei einer Zelldichte von 2500 Zellen fem?® (A)
und 10000 Zellen /cm? (B) (2 Tage Wachstum) (*p < 0,05 versus Kontrolle)

Bei Zelldichten von 2500 und 10000 Zellen / cm? zeigten Media und Neointima nach Zugabe
von Lovastatin als auch PFTo unterschiedliche Reaktionen (Abb. 27 A, B). Bei einer
Zelldichte von 2500 Zellen /cm? reagieren die Zellen der Neointima mit einer Reduktion der
Zellzahl auf die Testsubstanzen, wohingegen die Zellen der Media nur bei Kombination
beider Substanzen eine Reduktion der Zellzahl aufweisen, was auf ein unterschiedliches
Proliferationsverhalten der beiden Zellarten hindeutet (Abb. 27 A). Die Zellen der Neointima

reagieren sensitiver auf die Testsubstanzen als die Zellen der Media. Bei hohen Zelldichten
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reagieren die Zellen weniger, wie bereits gezeigt, weisen aber die unterschiedliche Reaktion
der beiden Zellarten auf. Unter Umstidnden verursacht PFTa bei hohen Zelldichten der Media

Apoptose.
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Abb. 28: MTT-Assay: Effekte von PRIMA-1 auf rSMC der Neointima

(A) Zellzahl von rSMC der Neointima nach Zugabe von PRIMA-1 (10 — 40 uM) nach 24 h Inkubation im
Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (nicht dargestellt: Kontrolle = 100%; 2 Tage Wachstum, 10000 Zellen /
cm?), (B) Zellzahl von rSMC der Neointima nach Zugabe von 40 uM PRIMA-1, PFTa (P) (10 — 40 pM) oder
einer Kombination beider Substanzen nach 24 h Inkubation im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (nicht

dargestellt: Kontrolle = 100%; 2 Tage Wachstum, 10000 Zellen / cmz), (*p < 0,05 versus Kontrolle)

Die rfSMC der Neointima wurden mit 10 - 40 uM PRIMA-1 fiir 24 h versetzt und die MTT-
Aktivitdt im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle gemessen (Abb. 28 A). Die Neointima-
Zellen zeigen bei einer Zugabe des p53-Reaktivators PRIMA-1 eine bei 10 uM erhohte
Zellzahl, bei 20 uM im Vergleich zu Kontrolle unveridnderte Zellzahl und bei 40 uM eine
reduzierte Zellzahl. Eine Kombination von PRIMA-1 mit dem p53-Inhibitor PFTa zeigt, dass
PFTa den Effekt von 40 uM PRIMA-1 verhindert (Abb. 28 B).
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Abb. 29: MTT-Assay: Effekte von Lovastatin und Doxorubicin auf rSMC der Neointima

Zellzahl von rfSMC der Neointima nach Zugabe von 20 uM Lovastatin (L) und Doxorubicin (D) (1 bis 2 pg / ml)
nach 24, 48 und 72 h Inkubation im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (nicht dargestellt: Kontrolle = 100
%; 2 Tage Wachstum, 10000 Zellen / sz) (*p < 0,05 versus Kontrolle)

Die rfSMC der Neointima wurden mit 20 uM Lovastatin und 1 oder 2 pg / ml Doxorubicin fiir
24, 48 und 72 h versetzt und die MTT-Aktivitdt im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle
gemessen (Abb. 29). Die Neointima-Zellen weisen nach Zugabe von Lovastatin eine
verringerte Zellzahl im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle auf. Doxorubicin, als
Positivkontrolle eingesetzt, verursachte ebenfalls eine reduzierte Zellzahl. Die Kombination
beider Substanzen verursachte stark verminderte Zellzahlen, was auf eine mogliche
Wechselwirkung von Lovastatin und Doxorubicin schliessen ldsst. Mit zunehmender
Inkubationsdauer verstirkten sich die Effekte auf die Zellzahl. Der Grund fiir die Verwendung
einer Inkubationsdauer von 24 h fiir die Ratten-Zellen liegt in der verhiltnismiBig gut
detektierbaren Reaktion der Zellen auf die Testsubstanzen. Bei 48 h ist kein deutlicher
Unterschied in der Reaktion der Zellen im Vergleich zu 24 h feststellbar. Nach 72 h
Inkubation sind fast alle Zellen tot. Eine Beeinflussung der Apoptose zu diesem Zeitpunkt ist

wahrscheinlich nicht méglich.
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Zur Untersuchung hinsichtlich méglicher Apoptose wurden die rfSMCs mit Lovastatin und
dem p53-Inhibitor PFTa versetzt um anschliessend mittels einer Annexin V/PI-Farbung und

FACS-Analyse die Anzahl apoptotischer Zellen festzustellen.

Die rfSMC der Neointima und Media wurden mit 10 - 40 uM Lovastatin oder PFTa sowie
Kombinationen dieser Substanzen versetzt und die Apoptoseinduktion durch eine Anfarbung
mit Annexin V /PI im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle bestimmt. Des Weiteren wurde
parallel die Zellzahl (Trypan-Blau-Test) im Versuchsansatz bestimmt. Die Neointima-Zellen
reagieren im Vergleich zur Media mit einer starken Apoptoseinduktion (Ann. V pos./PI neg.
Zellen) auf die Lovastatin-Zugabe (Abb. 30 A). PFTa allein erhoht den Anteil Annexin
V+/PI-, das heisst, apoptotischer Zellen in der Neointima. Die ausgeloste Apoptose nach
kombinierter Zugabe von Lovastatin und PFTa entspricht einer Wirkungssteigerung. Die
vermutete protektive Reaktion von PFTa hinsichtlich der Apoptose durch Lovastatin tritt
nicht ein.

Entgegen der geringen Reduktion der Zellzahl bei den MTT-Versuchen nach Lovastatin wird
hier eine deutliche Reaktion im Sinne einer Induktion der Apoptose ersichtlich. PFTa bewirkt
trotz seiner Eigenschaft als p53-Inhibitor eine Induktion der Apoptose, was eventuell durch
eine p53-unibhingige Induktion der Apoptose iiber einen anderen Signalweg zu erkldren
ware.

Bei Betrachtung der PI positiven Zellen fallen erhohte Zellzahlen der Neointima vor allem
nach der Gabe von 40 uM Lovastatin auf (Abb. 30 B). Die Gesamtzellzahl der Neointima
sinkt, bei zunehmender Lovastatinkonzentration als auch bei zunehmender PFTo-Menge
(Abb. 30 C). Die Kombination der Substanzen zeigt keine Wirkungssteigerung auf die
Gesamtzellzahl. Wie beobachtet, wird bei den Media-Zellen eine deutlich geringere
Apoptoseinduktion als bei den Neointima-Zellen erkennbar. Die ausgeldste Apoptose nach
kombinierter Zugabe von Lovastatin und PFTo entspricht einer Wirkungssteigerung. Bei
Betrachtung der Gesamtzellzahl féllt auf, dass bei zunehmender Lovastatinkonzentration als
auch bei zunehmender PFTo-Menge diese nur wenig absinkt. Insgesamt reagieren die

Neointima-Zellen mit einer wesentlich stirkeren Apoptoseinduktion als die Zellen der Media.
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FACS-Analyse mit AnnexinV/PI-Fiarbung von rSMC der Neointima und Media nach Zugabe von Lovastatin (L)
und PFTo (P) von 10 — 40 uM nach 24 h Inkubation im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle, dargestellt
AnnV+/PI- Zellen (A), PI+ Zellen (B) und Gesamtzellzahl/ml (C) (2 Tage Wachstum, 10000 Zellen / cm?) (*p<

0,05 versus Kontrolle)
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4.2 Untersuchung der hSMC — MTT-Assay und FACS

Die hSMC der Neointima und Media wurden mit verschiedenen Statinen, dem p53- Inhibitor
PFTound Doxorubicin in unterschiedlichen Konzentrationen behandelt und die Zellzahl
mittels MTT-Assay analysiert. Beriicksichtigte Parameter waren die Zelldichte, die
Inkubationsdauer und die Zellart.

Nach den durch diese Versuche erhaltenen Ergebnissen wurde fiir nachfolgende Versuche fiir
hSMC eine Inkubationsdauer von 72 h und eine Zelldichte von 5000 Zellen / cm” nach 2

Tagen Wachstum in entsprechenden Reaktionsgefdllen verwendet.
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Abb. 31: MTT-Assay: Effekte von Lovastatin und auf hSMC der Neointima
Zellzahl von hSMC der Neointima nach Zugabe von Lovastatin (10 bis 40 pM) nach 24 h Inkubation im
Vergleich zur unbehandelten Kontrolle bei verschiedenen Zelldichten (2 Tage Wachstum, 625, 1250, 2500, 5000

Zellen / sz) (*p < 0,05 versus Kontrolle)

Die hSMC der Neointima wurden bei verschiedenen Zelldichten von 625, 1250, 2500 und
5000 Zellen / cm® mit Lovastatin in Konzentrationen von 10 bis 40 uM fiir 24 h versetzt und
die MTT-Aktivitit im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle gemessen (Abb. 31). Die
Inkubationsdauer ergab sich aus dem Versuchsansatz im direkten Vergleich mit rSMC bei
verschiedenen Zelldichten. Die hSMC weisen bei Zugabe von Lovastatin nach einer 24 h
stiindigen Inkubation eine Abnahme der Zellzahl nur bei extrem niedrigen Zelldichten auf. Zu
beobachten war auch hier nur eine relativ geringe Abnahme der Zellzahl nach Lovastatin. Da
bei einer Inkubationsdauer von 24 h die Detektion eines Effektes wegen der geringen
Zellzahlen schwer war, wurde die Reaktion von hSMC mit Inkubationsdauern von 48 und 72

h auf Lovastatin untersucht.
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Abb. 32: MTT-Assay: Effekte von Lovastatin und auf hSMC der Neointima und Media
Zellzahl von hSMC der Neointima und Media nach Zugabe von Lovastatin (0,6 bis 40 uM) nach 48 und 72 h
Inkubation im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (2 Tage Wachstum, 5000 Zellen/cm®) (*p < 0,05 versus

Kontrolle)

hSMC der Neointima und Media wurden bei 48 h und 72 h nach Lovastatinzugabe von 0,6
bis 40 uM im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle untersucht. Lovastatin zeigt bei ldngerer
Inkubationsdauer einen stirkeren Effekt in humanen Media- und Neointima-Zellen (Abb. 32).
Bei beiden Zellarten sinkt mit zunehmender Statinkonzentration die Zellzahl. Ab einer
Konzentration von 10 uM Lovastatin bei 72 h Inkubationsdauer ist in hSMC der Neointima
eine signifikante Reduktion der Zellzahl zu erkennen. Die Media reagiert weniger sensitiv

gegeniiber Lovastatin als die Neointima.
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Abb. 33: MTT-Assay: Effekte von Lovastatin und auf hUA SMC
Zellzahl von hUA SMC nach Zugabe von Lovastatin (5 bis 40 pM) nach 24, 48 und 72 h Inkubation im
Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (2 Tage Wachstum, 5000 Zellen/cmz) (*p < 0,05 versus Kontrolle)

Die hUA SMC wurden bei verschiedenen Inkubationsdauern (24, 48, 72 h) und einer
Zelldichte von 5000 Zellen / cm” mit Lovastatin (5 bis 40 uM) versetzt und die MTT-
Aktivitdt im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle gemessen (Abb. 33). Deutlich wird auch
bei den Zellen aus der Nabelschnur, dass eine Erhohung der Inkubationsdauer den Zellzahl-
reduzierenden Effekt von Lovastatin verstarkt. Um so ldnger Lovastatin auf den Zellen
verbleibt, um so stidrker ist die Zellzahl reduziert.
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Abb. 34: MTT-Assay: Effekte von Lovastatin und auf hSMC der Neointima und Media
Zellzahl von hSMC der Neointima und Media nach Zugabe von Lovastatin (0,6 bis 40 uM) nach 72 h Inkubation
im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (Kontrolle = 100 %, 2 Tage Wachstum, 5000 Zellen / sz) (*p< 0,05

versus Kontrolle)
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Die hSMC der Neointima und Media wurden mit Lovastatinkonzentrationen von 0,6 bis 40
uM versetzt und die MTT-Aktivitdt im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle gemessen
(Abb. 34). Media und Neointima-Zellen zeigen unterschiedliche Reaktionen auf die
Statinzugabe. Bei beiden Zellarten sinkt mit zunehmender Statinkonzentration die Zellzahl.
Ab 5 uM Lovastatin ist eine signifikante Reduktion der Zellzahl zu erkennen. Media-Zellen
reagieren weniger sensitiv gegeniiber Lovastatin als Zellen der Neointima.

Il Kontrolle
1 40 uM Lovastatin

18 15000

MTT-Aktivitat [%]

0 2 4 6 8 10 12 14 16
Zellzahl x 10%/cm?

Abb. 35: MTT-Assay: Effekte von Lovastatin auf hSMC der Neointima

Zellzahl von hSMC der Neointima in unterschiedlichen Zelldichten (1250, 2500, 3750, 5000, 7500, 10000 und
15000 Zellen / cm®) nach Zugabe von 40 uM Lovastatin nach 72 h Inkubation im Vergleich zur unbehandelten
Kontrolle (2 Tage Wachstum)

Da sich aus den vorangegangenen Versuchen eine zelldichteabhingige Apoptosesensitivitit
abgezeichnet hatte, wurde der EinfluB} von Lovastatin bei verschiedenen Zelldichten getestet.
hSMC der Neointima wurden mit 1250, 2500, 3750, 5000, 7500, 10000 und 15000 Zellen /
cm? ausgesit, mit 40 uM Lovastatin versetzt und die MTT-Aktivitdt im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle nach 72 h gemessen (Abb. 35). In dem untersuchten
Zelldichtebereich nimmt die Aktivitit der mitochondrialen Dehydrogenase sowohl in der
Kontrolle als auch bei den mit 40 uM Lovastatin behandelten Zellen mit zunehmender
Zelldichte zu. Eine signifikante Reduktion der Zellzahl nach Zugabe von 40 uM Lovastatin
im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle ist fiir alle getesteten Zelldichten erkennbar. Der
parallele Verlauf der Ausgleichsgeraden fiir beide Bedingungen deutet darauf hin, dass iiber
den gesamten Bereich ein linearer Zusammenhang zwischen der Zelldichte und dem
Lovastatin-Effekt besteht.

59



Ergebnisse

B Pravastatin
[ Lovastatin
Il Fluvastatin

] Simvastatin A B
120 1 Neointima 120 Media
< 100 - R<.><\- 100 - R_——I\././.
= X =
{1} S x
: - /
Z 80 X £ 80 —x—X
- -
< <
- -
= E
= 60 = 60
40 40
0 5 10 20 40 0 5 10 20 40
Statine [uM] Statine [uM]

Abb. 36: MTT-Assay: Effekte von Statinen auf hSMC

(A) Zellzahl von hRSMC der Neointima nach Zugabe von Lovastatin, Pravastatin, Simvastatin und Fluvastatin (5
bis 40 pM) nach 72 h Inkubation im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (B) Zellzahl von hSMC der Media
nach Zugabe von Lovastatin, Pravastatin, Simvastatin und Fluvastatin (5 bis 40 uM) nach 72 h Inkubation im

Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (2 Tage Wachstum, 5000 Zellen / cm?) (*p < 0,05 versus Kontrolle)

Der Effekt verschiedener Statine wurde in hSMC der Neointima (Abb. 36 A) und Media
(Abb. 36 B) untersucht. Lovastatin, Pravastatin, Simvastatin und Fluvastatin in
Konzentrationen von 5 bis 40 uM wurden zugesetzt und die MTT-Aktivitit im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle gemessen. Beide Zellarten weisen abnehmende Zellzahlen nach
Statinzugabe auf. Lovastatin und Fluvastatin verursachen dabei die grofite Reduktion der
Zellzahl, wohingegen Simvastatin in Media und Neointima nur eine leichte Reduktion der
Zellzahl verursacht. Pravastatin reduziert die Zellzahl der Neointima nur bei 40 uM
geringfiigig. Zellen der Media zeigen unter Einwirkung von Pravastatin eine leichte Erhohung
der Zellzahl.

60



Ergebnisse

>

1 Media
- 167 Il Neointima
2 14
= *
g 121 * % %
- 10 A
o
3 &
£ 69
x
£ 7
< 2
0,
0 10 40
B Lovastatin [uM] C
10 -
9 50 -
= 8 —_
& 7 =g 401
N 6 - gv\
S o —
S, 5- 32 30
8 c 4 4 N ox
) * Ec 20
£ = 34 o Q
S rﬂj’ 2 873 10
e m N .
g a * OGN,
0 - 0
0 10 40 0 10 40
Lovastatin [pM] Lovastatin [pM]

Abb. 37: Apoptose-Assay (FACS-Annexin V/PI) und Zellzahlbestimmung von hSMC der Neointima und
Media nach Zugabe von Lovastatin

FACS-Analyse mit AnnexinV/PI-Farbung von hSMC der Neointima und Media nach Zugabe von Lovastatin (10
— 40 uM) nach 72 h Inkubation im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (2 Tage Wachstum, 5000 Zellen /
cmz), dargestellt AnnV+/PI- Zellen (A), Gesamtzellzahl/ml (B) und Anzahl toter Zellen/ml (D)

(*p < 0,05 versus Kontrolle)

Die hSMC der Neointima und Media wurden mit 10 - 40 uM Lovastatin versetzt und die
Apoptoseinduktion durch eine Anfidrbung mit Annexin V /Pl im Vergleich zur unbehandelten
Kontrolle bestimmt (Abb. 37 A). Des Weiteren wurde parallel sowohl die Gesamtzellzahl als
auch die Anzahl lebender Zellen im Versuchsansatz bestimmt (Abb. 37 B,C). Die Neointima-
als auch Media-Zellen reagieren mit Apoptoseinduktion auf die Lovastatingabe.

Im Gegensatz zu rSMC zeigen die hSMC ein anderes Verhalten der Media und Neointima bei
der Apoptosemessung. Zellen der Media und Neointima reagieren in etwa gleich mit einer
Erhohung der Annexin V-positiven Zellen. Die parallel dazu ausgefiihrte Zellzdhlung zeigt,
dass die Gesamtzellzahl mit zunehmender Statinkonzentration sinkt. Bei Betrachtung der
Gesamtzellzahl wird bei den Zellen der Neointima nach Zugabe von 10 uM Lovastatin eine
Reduktion um 60 % und nach 40 uM Lovastatin um 72 % erkennbar. Die Zellen der Media
hingegen weisen bei 10 pM Lovastatin nur eine Abnahme um 24% und bei 40uM Lovastatin

um 47 % auf. Die Anzahl toter Zellen im Versuchsansatz zeigt eine starke Zunahme bei
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10uM Lovastatin. Bei Konzentrationen iiber 10uM Lovastatin konnten Zellen

moglicherweise aufgelost und damit nicht mehr anfarbbar sein.
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Abb. 38: Apoptose-Assay (FACS-Annexin V/PI) und Zellzahlbestimmung von hSMC der Neointima nach
Zugabe von Lovastatin

FACS-Analyse mit AnnexinV/PI-Firbung von hSMC der Neointima nach Zugabe von Lovastatin (5 — 40 uM)
nach 72 h Inkubation im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (2 Tage Wachstum, 5000 Zellen / cmz),
dargestellt AnnV+/PI- Zellen (A), PI+ Zellen (B), Gesamtzellzahl/ml (C) und Anzahl toter Zellen/ml (C)

(*p < 0,05 versus Kontrolle)

Die hSMC der Neointima wurden mit 5 - 40 puM Lovastatin versetzt und die
Apoptoseinduktion durch Annexin V /PI im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle bestimmt.
Des Weiteren wurde parallel die Gesamtzellzahl als auch die Zellzahl toter Zellen bestimmt.
Die Neointima-Zellen reagieren mit einer konzentrationsabhingigen Apoptoseinduktion auf
Lovastatin (Abb. 38 A). Die Anzahl der toten Zellen (PI+) nimmt ebenfalls
konzentrationsabhéngig zu (Abb. 38 B). Bei Betrachtung der Gesamtzellzahl kann eine
signifikante Reduktion der Zellzahl beobachtet werden. Durch die Zugabe von Lovastatin
wird die Zellzahl zum einen stark reduziert und die noch verbleibenden Zellen reagieren
sowohl mit Apoptose als auch sekunddrer Nekrose. Die Anzahl toter Zellen im
Versuchsansatz zeigt eine starke Zunahme bei 10 uM Lovastatin. Bei Konzentrationen {iiber
10 uM Lovastatin konnten Zellen wegen der langen Inkubationsdauer von 72 h

moglicherweise aufgelost und damit nicht mehr anfarbbar sein.
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4.3 Western Blot

4.3.1 Vorversuche in L87-Zellen

In initialen Experimenten hatte sich gezeigt, dass SMC unter Standardkulturbedingungen
relativ niedrige Spiegel an p53 exprimieren. Aus diesem Grund wurde die mesenchymale
Zelllinie L87 eingesetzt, da diese vermutlich wegen ihrer Immortalisierung eine hohe p53-
Expression zeigt. Die immortalen Zellen konnen theoretisch zu SMC differenzieren. Die
Detektion von basalem p53 und phosphoryliertem p53 durch Western Blot wurde an L87-
Zellen optimiert und spéter auf hSMC und rSMC {ibertragen. Alle an SMC getesteten
Substanzen wurden auch in L87-Zellen untersucht. Fiir nachfolgende Versuche wurde eine
Inkubationsdauer von 72 h und eine Zelldichte von 5000 Zellen / cm” nach 2 Tagen

Wachstum in entsprechenden Reaktionsgefiflen verwendet.
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Abb. 39: MTT-Assay: Effekte von Statinen auf L.87-Zellen

Zellzahl von L87 nach Zugabe von Lovastatin (5 bis 40 uM ) nach 24 und 72 h Inkubation im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle (A) (2 Tage Wachstum, 5000 Zellen / cm?); Zellzahl von L87 nach Zugabe Lovastatin
(von 5 bis 40 uM) nach 72 h Inkubation im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle bei unterschiedlichen
Zelldichten (2500, 5000, 7500 und 10000 Zellen / cmz, 2 Tage Wachstum) (B); Zellzahl von L87 nach Zugabe
von Lovastatin, Pravastatin, Simvastatin und Fluvastatin (5 bis 40 uM) nach 72 h Inkubation im Vergleich zur

unbehandelten Kontrolle (C) (2 Tage Wachstum, 5000 Zellen / cm?) (*p < 0,05 versus Kontrolle)
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L87-Zellen wurden bei einer Dichte von 5000 Zellen / cm” mit Lovastatinkonzentrationen von
5 bis 40 uM fiir 24 h und 72 h versetzt und die MTT-Aktivitit im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle gemessen (Abb. 39 A). Bei beiden Inkubationsdauern nimmt die
Zellzahl mit zunehmender Lovastatinkonzentration ab.

Beim Einsatz verschiedener Zelldichten und Lovastatinkonzentrationen von 5 bis 40 uM
nimmt die Zahl der L87-Zellen konzentrationsabhingig ab (Abb. 39 B). Dabei wird deutlich,
dass die immortale Zellinie, nicht wie primidre Zellen bei hohen Zellkonzentrationen
unanfilliger fiir Lovastatin ist. Im Fall der L87 reagieren die Zellen bei hohen Dichten
besonders sensitiv. Durch ihre Eigenschaft als Zelllinie zeigen die L87 kein typisches Bild
wie die priméren Zellen.

Verschiedene Statine wurden vergleichend in den L87-Zellen untersucht. L87-Zellen wurden
dazu bei einer Dichte von 5000 Zellen / cm® mit Lovastatin, Pravastatin, Simvastatin und
Fluvastatin in Konzentrationen von 5 bis 40 uM versetzt und die MTT-Aktivitdat im Vergleich
zur unbehandelten Kontrolle gemessen. Bei allen Statinen nimmt mit zunehmenden
Konzentrationen die Zellzahl ab. Fluvastatin verursacht dabei die groffte Reduktion der

Zellzahl, wohingegen Pravastatin nur eine leichte Reduktion der Zellzahl bewirkt.

L87 Zellen wurden mit 10 - 40 uM Lovastatin, 2 pg/ml Doxorubicin, 20 uM PFTa und
Kombinationen versetzt, und eine mogliche Apoptoseinduktion wurde durch eine Anfarbung
mit Annexin V /PI im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle bestimmt. Des Weiteren wurde
parallel die Anzahl toter Zellen im Versuchsansatz bestimmt. PFTa, Lovastatin und
Doxorubicin verursachen Apoptose in den L87-Zellen (Abb. 40 A). PFTa erzeugt bei
alleiniger Zugabe Apoptose, reduziert aber bei gleichzeitiger Gabe mit Lovastatin die
Statinwirkung. Es wird deutlich, dass L87-Zellen auf eine Behandlung mit Doxorubicin mit
einer hohen Anzahl Annexin V-positiver Zellen reagieren. Eine gleichzeitige Gabe von
PFTa reduziert diese Wirkung nicht. Angeférbte tote Zellen (PI positiv) treten nach Zugabe
von Lovastatin, Doxorubicin und Kombinationen mit PFTa auf (Abb. 40 B). Bei Betrachtung
der Messwerte der mit Trypan-Blau gefidrbten toten Zellen ist bei Zugabe von Doxorubicin
eine signifikante Erhohung an toten Zellen zu erkennen, welche durch gleichzeitige Gabe von
PFTo leicht reduziert wird (Abb. 40 C).
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Abb. 40: Apoptose-Assay in L.87-Zellen

Apoptose-Assay (FACS-Annexin V/PI) und Bestimmung der Anzahl toter Zellen von L87 nach Zugabe von 10
— 40 uM Lovastatin (L, Lova), 20 uM PFTo (P) und 2 pg/ml Doxorubicin (D) nach 72 h Inkubation im
Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (2 Tage Wachstum, 5000 Zellen / cm?), dargestellt AnnV+/PI- Zellen
(A), PI+ Zellen (B) und Anzahl toter Zellen/ml (C) (2 Tage Wachstum, 5000 Zellen / sz) (*p < 0,05 versus

Kontrolle)
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Abb. 41: Western-Blot in L87-Zellen

Proteinexpressionsanalyse von L87-Zellen nach Zugabe von 10 und 40 uM Lovastatin (L) sowie 20 uM PFTo
(P) und 2 pg/ml Doxorubicin (D); 72 h Inkubation, Detektion mit Antikérpern gegen p53; PARP und [3-Aktin
(M = Marker, K = unbehandelte Kontrolle; 2 Tage Wachstum, 5000 Zellen / sz)

L87 Zellen wurden mit 10 - 40 uM Lovastatin, 2 pg/ml Doxorubicin, 20 uM PFTa und
Kombinationen versetzt und die Expression von p53, PARP und 3-Aktin mittels Western Blot
analysiert (Abb. 41). Die immortalen Zellen weisen nach Doxorubicin-Stimulation ein
deutlich gespaltenes PARP-Protein (89 kDa Fragment) auf. Bei gleichzeitiger Inkubation der
Zellen mit PFTa wird eine im Vergleich zur Doxorubicin abgeschwichte Spaltung des
PARP-Proteins erkennbar, was durch eine hemmende Wirkung des PFTa auf p5S3 und damit
gehemmte Apoptose zu erkldren ist. Doxorubicin induzierte Apoptose wird iiber den p53-
Signalweg vermittelt.

Die Gabe von Lovastatin bewirkt nur eine schwache Spaltung des PARP-Proteins, was auf
eine schwache Apoptose schliessen lasst. Bei gleichzeitiger Inkubation mit PFTa ist eine
reduzierte PARP-Spaltung erkennbar. Bei Betrachtung der p53-Expression wird deutlich, dass
Doxorubicin und auch die Kombination von Doxorubicin und PFTo eine verminderte
Expression verursachen, was unter Umstinden durch eine Degradation des Proteins
hervorgerufen wird. Lovastatin zeigt keine Wirkung auf die p53-Expression, was zu der
Vermutung fiihrt, dass Lovastatin zwar Apoptose induzieren kann, aber nicht iiber den p53-

Signalweg agiert.
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4.3.2 Expression und Regulation von p53 in SMC

Um Riickschliisse auf die Aktivierung des p53 durch die verwendeten Testsubstanzen in SMC
zu ziehen, wurde die Expression von p53, P-p53 (Serl5), PARP und -Aktin betrachtet.
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Abb. 42: Western-Blot von rSMC der Neointima

Proteinexpressionsanalyse von rSMC der Neointima nach Zugabe von 1 - 5 pg / ml Doxorubicin (D), 20 — 40
uM PFTo (P), 20 — 40 uM Lovastatin (L) und Kombinationen nach 24 h Inkubation, Detektion mit Antikorpern
gegen p53, P-p53(Serl5), PARP und B-Aktin; (M = Marker, K = unbehandelte Kontrolle; 2 Tage Wachstum,
10000 Zellen / cm®) (A) + (B) zwei parallele Versuchsansitze

Die rSMC der Neointima wurden mit 2,5 pg / ml Doxorubicin, 20 — 40 uM PFTa, 20 — 40
uM Lovastatin und Kombinationen versetzt und die Expression von p53, P-p53 (Serl5),
PARP und B-Aktin mittels Western Blot analysiert (Abb. 42). Bei Betrachtung der PARP-
Expression wird eine Spaltung des Proteins nach Doxorubicin deutlich. p53 weist unter
Doxorubicin eine deutliche Phosphorylierung an Serin 15 auf, was auf die Aktivierung des
pS53 hinweist. Bei Betrachtung des p53 wird ebenfalls eine gesteigerte Expression nach Gabe
von Doxorubicin erkennbar. Die Kombination von Doxorubicin mit PFTa verursacht im Fall
des p53 als auch der phosphorylierten Form keine Abschwichung der Expression. Lovastatin
verursacht auch bei den Zellen der Ratte keine erhohte Expression des p53 oder seiner
phosphorylierten Form. In Kombination von Lovastatin mit PFTa ist jedoch eine erhohte

Expression von p53 erkennbar sowie eine Phosphorylierung an Serin 15.
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Abb. 43: Western-Blot von hSMC der Neointima

Proteinexpressionsanalyse von hSMC der Neointima nach Zugabe von 10 - 40 uM Lovastatin (L), 10 - 40 uM
PFT o (P) und 1 — 5 pug/ml Doxorubicin (D); 72 h Inkubation, Detektion mit Antikorpern gegen p53, P-
p53(Ser15), PARP und B-Aktin; (M = Marker, K = unbehandelte Kontrolle; 2 Tage Wachstum, 5000 Zellen /

sz)

Die hSMC der Neointima wurden mit 10 - 40 uM Lovastatin, 10 - 40 uM PFTa, 1 — 5 pg/ml
Doxorubicin und Kombinationen versetzt und die Expression von p53, P-p53 (Ser15), PARP
und P-Aktin mittels Western Blot analysiert (Abb. 43). Bei Betrachtung der PARP-
Expression wird eine konzentrationsabhidngige Spaltung des Proteins (Bande bei 89 kDa)
nach Gabe von Doxorubicin deutlich, die nur schwach durch eine gleichzeitige PFTa-Gabe
reduziert werden kann. Lovastatin hingegen verursacht nur bei hohen Dosen eine Spaltung
des PARP-Proteins. Doxorubicin verursacht eine gesteigerte Expression des p53, was ein
deutliches Indiz der Wirkung von Doxorubicin auf das p53 ist. p53 weist nach
Doxorubicingabe und der Kombination mit PFTa eine deutliche Phosphorylierung an Serin
15 auf, was ein Zeichen der Aktivierung des p53 ist. Lovastatin verursacht keine

Phosphorylierung des p53 und steigert auch die Expression des p53 nicht.
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Abb. 44: Western-Blot von hSMC der Media

Proteinexpressionsanalyse von hSMC der Media nach Zugabe von 1 und 2 pg Doxorubicin (D), 20 uM PFTo
(P) und Kombinationen nach 72 h Inkubation, Detektion mit Antikdrpern gegen p53, P-p53(Serl5), PARP und
B-Aktin; (M = Marker, K = unbehandelte Kontrolle; 2 Tage Wachstum, 5000 Zellen / sz)

Die hSMC der Media wurden mit 1 und 2 ug Doxorubicin, 20 uM PFTa und Kombinationen
versetzt und die Expression von p53, P-p53 (Serl5), PARP und B-Aktin mittels Western Blot
analysiert (Abb. 44). Bei Betrachtung der PARP-Expression wird eine geringe Spaltung des
Proteins nach Gabe von Doxorubicin erkennbar, p53 wird durch Doxorubicin deutlich an
Serin 15 phosphoryliert. Bei Betrachtung des p53 wird eine gesteigerte Expression nach
Doxorubicin erkennbar. Die Kombination von Doxorubicin mit PFTa verursacht im Fall des
pS53 als auch seiner phosphorylierten Form eine geringe Abschwichung der Expression, was

durch eine pS3-hemmende Wirkung zu erklidren ist.
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4.4 siRNA in hSMC der Neointima

4.4.1 Transfektion von siRNA in hSMC der Neointima - Magnetofektion
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Abb. 45: Magnetofektion -FACS-Analyse

(A) Kinetik der Transfektionseffizienz von siRNA in hSMC der Neointima; Kontrolle = nur MATra—Reagenz
(grau), Alexa 488 siRNA 24 h post Transfektion (griin), siRNA 48 h post Transfektion (rot), siRNA 72 h post
Transfektion (blau)

(B) Antikorperkontrolle der p53 AK in hUA SMC unter Einwirkung von Serummangel; p53 Expression (Cell
signalling p53 AK) in 15% FCS 48 h (griin) und 0% FCS 24h + 15% FCS 24 h (rot), Kontrolle = nur sekundirer
AK (grau),

(C) Effekt der 1-fach Transfektion (24 h) von hUA SMC mit 2 verschiedenen siRNA-Konstrukten; Kontrolle =
nur sekundérer AK (grau), Kontrolltransfektion (Cell signalling p53 AK) (griin); 24 h Transfektion von p53
siRNA (Ambion rot + Quiagen blau)

Rechts oben: Kontrolle MATra (grau) Alexa488 siRNA (griin); Transfektionsrate (96%)

(D) Effekt der 3-fach Transfektion (3 x 24 h) von hSMC der Neointima mit drei verschiedenen siRNA-
Konstrukten; Kontrolltransfektion (Cell signalling p53 AK) (griin), pS3 siRNA (Ambion rot + Quiagen blau),
Rechts oben: Kontrolle 3x 24h MATra (grau) 3 x Alexa 488 siRNA (griin), Transfektionsrate (77%)

Wie deutlich erkennbar, ist eine Kinetik der Transfektionseffizienz zu detektieren. Die
Transfektionseffizienz nimmt mit zunehmender Kulturdauer der Zellen ab (Abb. 45 A). Die

paradoxe Hochregulation von p53 nach Serumzugabe zeigt je nach Serumkonzentration
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unterschiedliche p53-Spiegel (Abb. 45 B). Eine Transfektion der Zellen bewirkt keine
Reduktion des p53-Spiegels im Vergleich zur Kontrolltransfektion. Der gewiinschte
knockdown des p53 ist nicht erfolgt. Eine darauthin durchgefiihrte 3-fach Transfektion zeigte
ebenfalls keine Effekte der siRNA auf die p53 Proteinexpression und war somit ebenfalls

erfolglos.

4.4.2 Tranduktion von siRNA in hSMC der Neointima - Effizienzanalyse

Nicht transduzierte Kontrollzellen

1023

53

0 10 10t 0

FLILOG

1022

Abb. 46: FACS-Analyse zur Bestimmung der Transduktionseffizienz
FACS-Analyse zur Bestimmung der Transduktionseffizienz von hSMC der Neointima 48 h nach Transduktion
mit Ad-eGFP bei MOI 500 (1 Tag Wachstum, serumfrei, 2 x 10° Zellen / 6 Well = 21052 Zellen /sz) 5000

Zellen auf fluoreszierende Zellen untersucht im Vergleich zur Kontrolle (5000 nicht transduzierten Zellen)

Als Test der Transduktionseffizienz der neointimalen SMC wurde eine FACS-Analyse 48 h
nach Transduktion mit Ad-eGFP bei einer MOI 500 von durchgefiihrt (Abb. 46). Dazu
wurden 5000 Zellen untersucht im Vergleich zur Kontrolle aus nicht transduzierten Zellen.

Die Transduktionseffizienz betrug etwa 30%.
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Abb. 47: Mikroskopische Analyse von
nichttransduzierten und transduzierten

hSMC der Neointima

Durchlicht- und Fluoreszenzaufnahmen
von nichttransduzierten (Kontrolle) bzw.
entweder mit Ad-sh-p53 (MOI 500) oder
Ad-sh-eGFP (MOI 250 oder 500)
transduzierten sowie mit beiden Viren

kotransduzierten hSMC der Neointima

Anschliessend wurde eine zweite Charge hSMC der Neointima mit 500 MOI Ad-sh-p53, 500
MOI Ad-sh-p53 und 250 MOI Ad-eGFP bzw. 500 MOI Ad-eGFP transduziert. Nach 48h

wurden die Zellen unter dem Fluoreszenzmikroskop photographiert. Die relative Zahl

fluoreszierender Zellen diente als Mal fiir die Transduktionseffizienz. Diese betrug ca. 85%
fir die mit Ad-sh-p53 und Ad-sh-eGFP-transduzierten Zellen und 70% fiir die mit Ad-sh-

eGFP allein transduzierten Zellen und war somit deutlich hoher als die fiir die erste

Zellpraparation mittels FACS ermittelte Transduktionseffizienz. Es zeigte sich eine

verdnderte Morphologie der Zellen.
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4.4.3 Immunologischer Nachweis des p53-Knockdowns

A B

Ad-sh P53
Ad-sh P53
Ad-sh-eGFP
Ad-sh-eGFP
Ad-sh P53
Ad-sh P53
Ad-sh-eGFP
Ad-sh-eGFP

Kontrolle
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Coomassie Western Blot

Abb. 48: Western-Blot von hSMC der Neointima nach Transfektion

(A) Coomassie-Brilliant-Blau-angefirbtes PAA-Gel,

(B) Detektion von p53 in Zellextrakten von nicht-transduzierten Kontrollzellen und mit Ad-sh-p53, Ad-sh-
p53/Ad-eGFP und Ad-eGFP transduzierten Zellen im Western Blot.

Gleiche Mengen an Gesamtprotein (pripariert aus je 10° Zellen) wurde mittels SDS-PAGE auf einem 12%igem

PAA-Gel aufgetrennt. Die Position der P53-spezifischen Bande ist durch einen Pfeil gekennzeichnet.

Aus je 10° der nicht-transduzierten Kontrollzellen und der mit Ad-sh-p53, Ad-sh-p53/Ad-
eGFP und Ad-eGFP transduzierten Zellen wurde 72 h nach Viruszugabe Gesamtprotein
isoliert. Die Expression von p53 in den verschiedenen Zellextrakten wurde anschlieBend im
Western Blot nachgewiesen. Wie in Abb. 48 B zu sehen ist, findet man sowohl in den
Kontrollzellen als auch in den nur mit Ad-eGFP transduzierten Zellen eine Bande bei ca. 50
kDa, die in den Extrakten der mit Ad-sh-p53 transduzierten Zellen fehlt.

Die Auswertung ergab Anderungen hinsichtlich der Zellmorphologie, besonders bei den wt
p53 sh RNA -transduzierten Zellen, die sich nur etwa einen Tag als lebensfdhig erwiesen.
Dies deutet darauf hin, dass eine Reduktion von p53 in SMC zur Induktion von Apoptose

fithren kann.

73



Ergebnisse

4.5 Effekte von Formaldehyd und Collagen auf SMC: Migration und Proliferation

Um den moglichen Einfluss verschiedener Patchmaterialien auf Zellen der Neointima und
Media zu untersuchen, wurden hSMC der Neointima mit Formaldehyd und Glutaraldehyd
behandelt und ihre Reaktion mittels MTT-Tests untersucht.
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Abb. 49: MTT-Assay: Effekte von Formaldehyd und Glutaraldehyd auf hSMC der Neointima

(A) Zellzahl von hSMC der Neointima nach Zugabe von 10~ — 10"''M Formaldehyd nach 72 h Inkubation im
Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (Kontrolle = 100 %, 2 Tage Wachstum, 5000 Zellen / cmz);

(B) Zellzahl von hSMC der Neointima nach Zugabe von 10~ — 10''M Glutaraldehyd nach 72 h Inkubation im
Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (Kontrolle = 100 %, 2 Tage Wachstum, 5000 Zellen / cmz);

(C) Zellzahl von hSMC der Neointima nach Zugabe von 10"*M Formaldehyd und 10® M Glutaraldehyd nach
72 h Inkubation im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (Kontrolle = 100 %, 2 Tage Wachstum,
5000 Zellen / cm?) (*p < 0,05 versus Kontrolle)

Die hSMC der Neointima wurden jeweils mit 10°-10°M Formaldehyd und Glutaraldehyd
fir 72 h inkubiert und die Zellzahl mittels MTT-Test im Vergleich zur unbehandelten
Kontrolle festgestellt. Die hSMC der Neointima reagierten mit einer Erhohung der Zellzahl
auf Formaldehyd (Abb. 49 A) und Glutaraldehyd (Abb. 49 B). Niedrige Konzentrationen
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zeigten keinen Effekt, wihrend hohere Dosen ab 10* M fiir die hSMC toxisch sind. Die
Zellzahl nahm bei einer Konzentration von 10®M bei Formaldehyd um 20 % und bei
Glutaraldehyd um 15 % im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle deutlich zu (Abb. 49 C).
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Abb. 50: MTT-Assay: Effekte von Formaldehyd auf hNSMC

Zellzahl von hSMC der Neointima, Intima und Media nach Zugabe von 10®M Formaldehyd nach 72 h
Inkubation im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (Kontrolle = 100 %, Form. = Formaldehyd; 2 Tage
Wachstum, 5000 Zellen / cmz); (*p < 0,05 versus Kontrolle)

hSMC der Media, Intima und Neointima verschiedener Spender wurden mit 108 M
Formadehyd fiir 72 h inkubiert und die Anzahl der Zellen mittels MTT-Test im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle ermittelt (Abb. 50). Die hSMC reagierten je nach Spender
unterschiedlich auf die Formalinzugabe, und bei einigen der Testzellen war eine Erhohung der

Zellzahl zu erkennen.
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Abb. 51.: Effekte unterschiedlicher Patchmaterialien auf das Zellwachstum

(A) Agarose-SMC-Zellfront und verschiedene Patchstiicke (Patch-Typen 1-5)

(B) Effekt unterschiedlicher Patchtypen (1-5) auf SMC-Proliferation (mit Agar in 6Well-Platte fixiert)
(C) Zellzahl im Bereich der Patches nach Inkubation mit Patch-Typen 1-5 im Vergleich zum Randbereich

Fiinf verschiedene Patchmaterialien wurden mit Agar in der Mitte von 6-Well-Platten fixiert
(Abb. 51 A, B). In der Kontrolle (nur Agartropfen am Boden des Wells) zeigte sich ein
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gleichmifiger Bewuchs der Zellkulturoberfliche rund um den Agar. Bei den
unterschiedlichen Patchmaterialien zeigte sich im Randbereich der Patchstiicke eine mehr
oder weniger starke Akkumulation der Neointima hSMC (Abb. 51 B). Die
Spektrophotometrische Analyse der fixierten und gefirbten SMC ergab eine deutlich
gesteigerte Proliferation vor allem bei Patch #2 im Vergleich zur im Randbereich
vorliegenden Zelldichte (Abb. 51 C). Die Analyse auf Formaldehyd zeigte, dass ein Patch des
Typs #2 (6 x 75 mm) 0,8 pg (= 270 nmol) Formaldehyd enthielt.

A : ) V Gradient
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_ Form-
Kontrolle aldehyd

Abb. 52.: Migrationsassay

(A) Ibidi-Kammer zur Migrations-Untersuchung mit griinem Farbgradienten (Simulation der Verteilung der
Testsubstanz)

(B) hSMC der Neointima - Migration in Richtung des Formaldehyd- oder Collagengradienten (Kontrolle,
Collagen 0,1mg/ml, Formaldehyd 10®M) (mikroskopische Zellzahlbestimmung der migrierten Zellen),

(C) Reprisentative Bilder der hSMC der Neointima in verschiedenen Gradienten mit Phalloidin-Féarbung

(Kontrolle, Collagen 0,1 mg/ml, Formaldehyd 10'8M)
Um einen moglichen Einfluss von Formaldehyd auf die Migration der Zellen zu untersuchen,

wurden Migrationsassays mit Hilfe von Ibidi-Kammern durchgefiihrt. Die Migration der

hSMC der Neointima erfolgte verstirkt in Richtung der aufgebauten Gradienten aus
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Formaldehyd und Collagen und war im Falle des Collagengradienten (0,1 mg / ml) um etwa
45 % und im Falle des Formaldehydgradienten (10 ® M) um etwa 20 % erhoht. Die
Phalloidin-Farbung zeigt nach Anfarbung der SMC eine Ausrichtung der Zellen in Richtung
der aufgebauten Gradienten aus Collagen und Formaldehyd, wihrend bei Zellen im

Kontrollmedium keine Richtungspriferenz zu erkennen ist.
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5. Diskussion

Die Inhibition bzw. Reduktion der Restenose als klinisches Problem ist von immenser
Bedeutung, nicht zuletzt aus soziookonomischer Sicht (Moliterno und Topol, 1998). Die
moglichen Ansdtze zur Reduktion wund Privention der Restenose sind die
Plattchenaggregationsreduktion, die Inhibition der koronaren Thrombose, die Reduktion der
Migration und Proliferation von SMC und auch die Verringerung und Vermeidung der
adventitiellen Vernarbung. Die vorliegende Arbeit hatte zum Ziel, die Rolle des p53 bei der
Apoptoseregulation in SMC als Bestandteil des vaskuldren Systems und atherosklerotischer
Lisionen zu untersuchen.

Optimalerweise konnte eine inhibierte Apoptose in SMC atherosklerotischer Plaques
mogliche Rupturen priaventiv verhindern oder eine erhohte Apoptose die mogliche Bildung
stark proliferierender Neointima hemmen und somit die resultierende Gefdverengung
vermeiden (Thompson, 1995). Die an der neointimalen Hyperplasie beteiligten Zellen sollten
in Hinblick auf Proliferation, Apoptose und p53 untersucht werden. Die Wirkung des p53 im
Apoptoseablauf in der Neointima ist bisher noch weitgehend unbekannt. Die hSMC und
rSMC der Media als auch Neointima, hUA SMC sowie L87-Zellen (mesenchymale
Stammzellinie) wurden mit verschiedenen Substanzen behandelt und ihre Reaktionen
hinsichtlich der Apoptose und speziell des Proteins p53 untersucht. Dazu wurden die
Proliferation mittels MTT-Test, die Apoptose mittels einer Doppelfarbung mit Annexin V/PI
zur Messung der Phosphatidylserin-Exposition auf der Membranoberfliche mit FACS-
Analyse und die Expression von p53, seinen phosphorylierten Formen P-p53 Ser15 und Ser46
sowie des Proteins PARP mit Western Blot untersucht. Durch Magnetofektion bzw.
adenovirale Transduktion mit sShRNA sollte ein siRNA-Modul fiir p53 die Folgen eines p53-

knockdowns in SMC der Neointima aufzeigen.

5.1 Vergleichende Untersuchung von SMC der Media und Neointima

Beim Ablauf der neointimalen Hyperplasie migrieren Zellen der Tunica media in die Tunica
intima und bilden aus den eingewanderten Zellen die sogenannte Neointima. Isolierte SMC
der Media und Neointima wurden untersucht und verglichen. Beide Zellen zeigten in der
Zellkultur ein unterschiedliches Verhalten. Die Zellen der Media wiesen zum einen eine
langsamere Wachstumsgeschwindigkeit auf als Zellen der Neointima (Zellzahlen nach 4
Tagen Wachstum um 11% verschieden) und reagierten weniger sensitiv auf die
Testsubstanzen als die Zellen der Neointima, was durch MTT-Assays,
Apoptoseuntersuchungen als auch Western Blot festgestellt werden konnte.

Trotz der Aussaat von festgelegten Zellmengen pro cm” und daraus resultierenden Zelldichten
konnte man durch das unterschiedliche Proliferationsverhalten vermuten, dass Zellen der

Media weniger rasch einen dhnlich konfluenten Zustand wie die Neointima erreichen, was
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eine weniger starke Reaktion der Zellen der Media auf die Testsubstanzen hervorruft. Das
vermutete Erreichen eines Zellzyklusarrestes durch Kontaktinhibition der Zellen der
Neointima bei sehr hohen Zelldichten durch die schneller proliferierende Neointima tritt nicht
ein. Die Zellen der Neointima verhalten sich sensitiver gegeniiber den eingesetzten
Testsubstanzen als die Zellen der Media. Zell-Zell-Interaktionen, Zell-Matrix-Interaktionen
und ausgeschiittete Botenstoffe regulieren zelldichteabhingig die Apoptose. Bei hohen
Dichten existiert ein Schutz gegeniiber schidlichen Einfliissen, bei niedrigen Zelldichten
hingegen reagieren die Zellen schnell apoptotisch. Hohe Zelldichten und damit ein enger
Verband mit den Nachbarzellen entsprechen dabei dhnlichen physiologischen Bedingungen
wie in vivo (Midgley et al., 1995). Es wird vermutet, dass bei hohen Zelldichten Faktoren zur
Unterdriickung der DNA-Antwort sekretiert werden. Unter Umstdnden wandelt die hohe
Kulturdichte die Zielgenspezifitat von p53 ab und antiapoptotische Gene werden favorisiert
exprimiert, was zu einer erhohten Zytoprotektion fiithrt (Bar et al., 2004). Die hohere
Empfindlichkeit proliferierender Zellen gegeniiber dufleren Einfliissen spielt, da die Media als
niedrig proliferierend gilt, ebenfalls eine Rolle bei der unterschiedlichen Reaktion beider
Zellen (Kisselev und Goldberg, 2001).

Zellen der Neointima haben eine reduzierte p5S3- Aktivitidt und durch die Phosphorylierung
des Serin 15 eine reduzierte DNA-Bindekapazitit, was im Hinblick auf die Apoptose ein
moglicher Grund fiir das differente Verhalten sein konnte (Yonemitsu et al., 1998; Moroi et
al., 2003).

Die Zellen der Neointima reagieren in den ersten 6 h nach Behandlung weniger als die Zellen
der Media, nach 24 h jedoch neigen sie mehr zur Apoptose als die Zellen der Media, was auf
eine Kinetik der Apoptoseinduktion schliessen ldsst. Ein unterschiedlicher zeitlicher Ablauf
der Apoptose in Media und Neointima konnte ein Ursprung der differenten Ergebnisse sein.
Pollman et al. vermuteten 1998 die erhohte Expression antiapoptotischer Proteine wie z.B.
Bcl-xL als Ursache der langsameren anfidnglichen Reaktion der Neointima. Dabei verzogert
die erhohte Expression des antiapoptotischen Proteins in der Neointima die Apoptose,
verhindert diese aber zeitlich betrachtet nicht.

Nach Bellas et al.(1995) kann die unterschiedliche Reaktion der Zellen der Neointima und
Media moglicherweise durch den NFxB-Signalweg begriindet werden, dessen Aktivitit
essentiell fiir die Proliferation vaskuldrer glatter Gefi3muskelzellen ist. Bei NFkKB-Hemmung
erfolgt Apoptose (Erl et al., 1999). Aus der Neointima generierte vaskuldre SMC weisen eine
erhohte NFkB-Aktivitdat auf, was eine Begriindung fiir das unterschiedliche Verhalten der
Zellen sein kann (Bu et al., 2005). Die erhohte Empfindlichkeit der Neointima beziiglich der
Apoptose-Induktion konnte iiber eine Inhibition von NFkB durch die Statinbehandlung
begriindet werden (Ortego et al., 1999).

Grundsitzlich kann man also eine Zellart-abhéngige Reaktion der Zellen hinsichtlich

Proliferation, Apoptose und auch Expression von Proteinen erwarten, die auf die Migration
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der SMC von der Media in die Intima und dadurch unter Umstinden hervorgerufene
intrazelluldre Verdnderungen zuriickzufiihren sein kann.

Um auf den Zustand in vivo und damit die Wechselwirkungen der Zellen in der Arterie
einzugehen, wurden erste Versuche mit Kokulturen begonnen, um zumindest den Effekt von
Neointima- und Media-Zellen in direkter Ndhe zu beobachten. Bisherige Ergebnisse zeigten
eine Tendenz einer Unempfindlichkeit der Zellen in Kokultur gegeniiber den Stimuli. Es wire
fiir zukiinftige Versuche zu iiberlegen, ob gezielt geschichtete Neointima- und Mediazellen
nicht im Verband zu testen und moglicherweise auch im fliessenden System fiir die
durchgefiihrten Versuche denkbar wiren. Mogliche Unterschiede der Zell-Monokulturen
gegeniiber einer Kokultur wiren zu differenzieren.

Beziiglich der verwendeten Spezies bleibt anzumerken, dass die Zellen der Ratte mit den
humanen Zellen vergleichbar sind, aber aufgrund beispielsweise unterschiedlicher p53-
Proteine das System nur mit Vorsicht vom Tiermodell auf das humane Modell iibertragbar ist
(Erl, 2005).

5.2 Einfluss von Statinen auf die Proliferation und Apoptose in SMC

Fiir die Entwicklung vaskuldrer Lidsionen wie bei Atherosklerose, post-angioplastischer
Restenose oder Transplantat-Vaskulopathie ist die Proliferation der SMC ein
ausschlaggebender Punkt. Wie bereits erwihnt, fiihrt die Migration der SMC der Media in die
Tunica intima, stimuliert durch Chemokine und Wachstumsfaktoren, zur Ausbildung der
Neointima. Weitere Proliferation der SMC fiihrt zur Lumeneinengung des betroffenen
BlutgefiB3es. Die Proliferation und Migration dieser Zellen ist somit die Grundvoraussetzung

fiir die Restenose und damit eine Schliisselreaktion fiir die Zielsetzung der Arbeit.

Aus den durchgefiihrten Versuchen wird zunéchst deutlich, dass Statine und vor allem das
getestete Lovastatin eine Zellzahl-reduzierende Wirkung auf die Proliferation der hSMC der
Neointima und Media haben. Die Reaktion verlduft konzentrationsabhéngig, ist aber je nach
Zellart unterschiedlich stark ausgeprigt. Zellen der Neointima reagieren dabei wesentlich
sensitiver als die Zellen der Media auf Lovastatin. Bei gesteigerter Proliferation nach
Inkubation mit nicht als proliferationssteigernd bekannten Substanzen ist moglicherweise eine
kurzzeitig starke angeregte mitochondriale Dehydrogenase als Ursache denkbar. Die
Exposition des im Laufe der frithen Apoptose umgelagerten Phosphatidylserins in der
Zellmembran und die Anfiarbung der apoptotischen Zellen mit Annexin V gelten als ein
klassischer Nachweis der Apoptose. Neben der Messung der Proliferation der verwendeten
Zellen nach der Inkubation mit Testsubstanzen wurde der Effekt auf Apoptose mit
Durchflusszytometrie und einer Annexin V/PI-Firbung bestimmt. Eine gleichzeitige

Anfirbung nekrotischer Zellen durch das sich einlagernde Propidiumiodid unterschied diese
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Zellen von den apoptotischen. Fortschreitende Apoptose und damit sekundédr nekrotische
Zellen fiihrten im Rahmen der FACS-Analyse zu hohen Anzahlen Annexin V-negativer PI-
negativer Zellen und, im Vergleich zur Kontrolle, zu stark verringerten Gesamtzellzahlen, die
sich durch eine Zersetzung der Zellen und damit nicht mehr messbaren
Zelleinzelbestandteilen (,,Zellschrott®) erkldren konnten.

Wie bereits aufgezeigt, gibt es mehrere Wege der Apoptoseinduktion. So ist neben dem
Signaltransduktionsweg iiber p53 auch auf andere Art und Weise Apoptose induzierbar (siehe
Kapitel 1.5, Induktion iiber ligandenaktivierten Signalweg). Eine in den MTT-Messungen
reduzierte Zellzahl bzw. Proliferation als auch der Ablauf der Apoptose miissen also nicht ein
Indiz fiir eine iiber p53-ablaufende Apopotose sein, sondern konnen, unabhingig von p53,

dessen Expression und Aktivierung sein.

Lovastatin verursacht bei hSMC der Neointima deutlich Apoptose. Mit zunehmender
Statinkonzentration steigt die Anzahl apoptotischer Zellen. Die humane Media reagiert
ebenfalls mit einer Apoptoseinduktion auf die Lovastatingabe. Bei rSMC hingegen reagiert
nur die Neointima auf den Stimulus mit einer Apoptoseinduktion. Die in der Neointima der
Ratte ausgeloste Apoptose nach kombinierter Zugabe von Lovastatin und PFTo entspricht
einer Wirkungssteigerung. Die vermutete protektive Reaktion von PFTa hinsichtlich der
Apoptose durch Lovastatin tritt nicht ein. Dies konnte moglicherweise dadurch begriindet
sein, dass PFTa zwar p53 inhibiert, die Apoptose aber nicht iiber den p53-Signalweg ablauft.
Aus den erhaltenen Ergebnissen wird erkennbar, dass Statine eine konzentrationsabhédngige
Wirkung auf die Proliferation der Zellen haben. Statine verursachen konzentrationsspezifische
Effekte beziiglich Proliferation, Apoptose als auch Migration in SMC, die in vitro unabhingig
von ihren lipidsenkenden Eigenschaften sind (Corsini et al., 1991; Hidaka et al., 1992). Die
Statinbehandlung hat eine deutliche Reduktion der Restenoseraten in zahlreichenden
Tierversuchen gezeigt, wihrend in klinischen Studien meist keine signifikante Reduktion der
Restenose durch Statinbehandlung nachgewiesen werden konnte (Soma et al., 1993; Erl,
2005). Die membrangédngigen Statine verursachen im Organismus bzw. der Zelle eine
Senkung des Bcl-2-Spiegels als auch eine Bax-Hochregulation, was zu einer apoptotischen
Reaktion fiihrt (Blanco-Colio, 2002). Sie verringern Dosis-abhingig die Proliferation der
SMC durch die Verlangsamung des Zellzyklus in den G1 und G2/M Phasen, welche dann zur
Apoptose fithren kann (Baetta et al., 1997). Der Effekt ist sowohl in vivo als auch in vitro zu
beobachten (Soma et al., 1993). Die Induktion der Apoptose in SMC durch Statine wurde
1998 erstmals durch Guijarro et al. publiziert. Studien zeigen eine verminderte Bildung der
Neointima mit Werten von 20 -80 % Reduktion in der Restenoserate (Sahni et al., 1991).

In einigen Verdffentlichungen wird den Statinen eine praventive Funktion beim Verlauf der
Atherosklerose zugeschrieben, in anderen keinerlei Wirkung diesbeziiglich (Doggrell, 2001;
Liao, 2002).
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Beim Einsatz verschiedener Statine ist eine

Reaktionsreihenfolge der Effekte auf Apoptose zu Pravastatin (hydrophil)

erkennen (Abb. 53) (Veillard und Mach, 2002; Ikeda

und Shimada, 2001). Pravastatin verursacht keine + Lovastatin

Proliferations-Reduktion oder Apoptoseinduktion, da Simvastatin

es als am wenigsten lipophiles Statin kaum mit der 4

Zellmembran interagieren kann (Veillard und March,  Effekt Atorvastatin

2002). Cerivastatin, das wegen seiner i:Lptose 4 _

Nebenwirkungen vom Markt genommen wurde, ist Fluvastatin

das wirkungsvollste Statin, welches im nanomolaren

Bereich (Plasmaspiegel 4,9 nM) wirkt (Tab. 4, . .
++++ Cerivastatin

Anhang). Als Lipidsenker und beziiglich seiner
pleiotropen Effekte wire es ein potentes Mittel, um 5y 53
Restenose  priventiv.  nach ~ Angioplastie  zu Schematische Reaktionsreihenfolge der

verhindern, da es im Vergleich zu Lovastatin gleiche gy 400 in Bezug auf ihrern Apoptose- Effekt
Effekte bei 100fach niedrigerer Dosis verursacht

(Siegel-Axel, 2003; Igarashi et al., 2002).

Wichtig in diesem Zusammenhang ist die Tatsache, dass exponentiell proliferierende Zellen,
wie bereits eingangs erwihnt, anfilliger auf Statinbehandlung sind als ruhende SMC
(Sindermann et al., 2000). In Bezug auf das verletzte Gefdl mit nicht oder niedrig
proliferierender Media und coexistierender exponentiell proliferierender Neointima
beeintrachtigen die eingesetzten Statine die Neointima wesentlich stdrker (Indolfi et al., 2000;
Orlandi et al., 1994). Der direkte Zell-Zell-Kontakt von SMC der Neointima mit der Media
reduziert die Anzahl sterbender Zellen der Neointima nach Lovastatin. Ebenfalls verursacht
eine hohe Zelldichte an Media-Zellen in Kokultur den proliferationssenkenden und
proapoptotischen Effekt von Lovastatin auf Zellen der Neointima (Erl et al., 2003). Der
Zellkontakt wirkt in diesem Zusammenhang als protektiver Faktor und die hohe Zelldichte

der Zellen der Media bewirkt moglicherweise eine Sekretion von antiapototischen Faktoren.

Die lokale Konzentration der Statine durch orale Aufnahme oder als DES-Substanz ist im
Vergleich zur Zellkultur bei der Ubertragung der erhaltenen Ergebnisse auf ein Tiermodell
oder fiir Riickschliisse in vivo zu beriicksichtigen. In vitro eingesetzte Konzentrationen lagen
bei 0,6 — 40 uM, wobei ab 10 um ein deutlicher Apoptose-induzierender Einfluss zu erkennen
war. Eingesetzte Konzentrationen am Beispiel von Lovastatin am Patienten in vivo betragen
10 — 40 mg / d, der Plasmaspiegel liegt bei 23 — 162 nM. Nach oraler Aufnahme wird eine

Konzentrationen von etwa 0,05 uM erreicht (Lovastatin, Tabelle 4,5, Anhang).
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. Das verwendete Lovastatin besitzt einen Laktonring und ein
aktonring

HO 0 Cyclohexan. Im Laufe der Aktivierung wird der
intramolekulare cyclische Ester, der ein Ester der Hydroxysdure

i ist, zur Wirkform mit einer Hydroxysdure umgewandelt,

O/UW/\ welche nun eine ringoffene Form aufweist und iiber reaktive

H,C Carboxyl- und Hydroxylgruppen verfiigt, die moglicherweise
- die Wirkung des Molekiills ausmachen konnten. Die

M intramolekulare  Esterbindung verstirkt die hydrophobe

Wirkung des Molekiils. Statine wie Simvastatin und

Abb.54. Strukturformel Atorvastatin wirken zeit-und konzentrationsabhingig iiber Rho
von Lovastatin GTPasen hemmend auf die Bcl-2-Expression, was Apoptose

zur Folge hat (Blanco-Colio et al., 2002).
Fiir mogliche Vergleiche des Zellkulturmodells mit einem Tiermodell ist die Metabolisierung
der Statine zu beriicksichtigen, die im Fall der Zellkultur nicht stattfindet. Im in vivo System
erfolgt die Wirkung der Statine durch die durch CYP-Enzyme metabolisierte Form (effektive

Wirkform), wihrend in vitro die Wirkung durch die unmetabolisierten prodrugs entsteht.

Lovastatin und Simvastatin werden als prodrugs durch Hydrolyse und Oxidation in ihre
aktive Form uberfiihrt, wihrend alle anderen Statine in ihrer Wirkform verabreicht werden.
Die Absorption betrdgt im Darmtrakt zwischen 30 und 98 %, die Statine sind dabei einem
hohen First-Pass-Effekt unterlegen, wodurch nur ein Bruchteil des Wirkstoffes den Wirkort
erreicht. Die Passage durch die Leber und die Modifikation durch die CYP450-Enzyme
verursachen Veridnderungen, wodurch die Statine hepatisch (bilidare Exkretion) oder renal
(renale Sekretion) eliminiert werden. Die Bioverfiigbarkeit wird durch gleichzeitige
Nahrungsaufnahme als auch die Aktivitit des P-Glykoproteins beeinflusst. Die starke
Bindung an Plasmaalbumin senkt zudem zusitzlich die systemisch freie Wirkkonzentration
(Fichtl, 2001).

Zu unterscheiden sind somit die an den Wirkort gelangte Konzentration an aktiven, nicht
metabolisierten Statinen als auch die Konzentration der in vitro eingesetzten prodrugs.
Verstirkte Konzentrationen des Pharmakons an der Lision konnten zu besseren protektiven
Effekten der Statine fiihren. Als Beispiel sei an dieser Stelle ein DES mit einer Beschichtung
mit 140 pg Sirolimus / cm” erwihnt, was in etwa 3 % der Tagesdosis der systemischen
Anwendung betrigt (HWZ: 1 Woche).

Statine verursachen in der verwendeten Zellkultur der SMC eine konzentrationsspezifische
Reduktion der Zellzahl wund induzieren Apoptose. Durch Untersuchungen der
Proteinexpression der SMC hinsichtlich der Aktivierung des p53 sollen die erhaltenen
Ergebnisse Riickschliisse darauf geben, ob die verursachte Apoptose iiber den p53-Signalweg

ablduft oder ob moglicherweise andere Prozesse beteiligt sind.
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5.3 Einfluss von PRIMA-1 und PFTa auf die Apoptose

M CH
Der zellpermeable p53- Reaktivator PRIMA-1 bewirkte eine deutliche %DH
Reduktion der Zellzahl der Neointima und verursacht Apoptose. Strukturell 0
aus einem Azabicyclooctan und zwei Hydroxymethylgruppen bestehend, Abb. 55.-
bewirkt PRIMA-1 die Reaktivierung des p53, indem es das Protein in seine St
rukturformel
aktive Konformation bringt. Die DNA wird wieder bindefdhig und p53 = oopvia )

damit funktionsfihig, wodurch Apoptose ausgelost wird. Die apoptotische

Wirkung und Reduktion der Zellzahl der SMC ist vermutlich auf eine Reaktivierung des p53
und damit erhohte Spiegel an p53 nach der Inkubation mit PRIMA-1 zuriickzufiihren. Das
proapoptotische Protein Bax wird ebenfalls aktiviert, als auch der JNK Signalweg inhibiert
(Wang et al., 2006). Bisher wurde PRIMA-1 noch nicht systemisch angewendet, um mutiertes
und damit funktionsunfihiges p53 im Falle einer Tumorerkrankung wiederherzustellen und es
liegen keine Daten beziiglich moglicher in vivo anzuwendender Konzentrationen vor. Von
Vorteil ist seine Fidhigkeit, auch in Abwesenheit anderer zelluldrer Proteine zu wirken, was
ein Indiz fiir die direkte und selektive Interaktion zum mutierten p53 sein konnte (Bykov et
al., 2002).

Die Gabe des reversiblen p53-Inhibitors Pifithrin o verursacht
abgeschwiichte Effekte hinsichtlich der Zellzahlreduzierung C[N>=N H CH,
nach Statinzugabe und weist damit eine deutliche protektive
Wirkung auf. Strukturell besteht Pifithrin o aus einem
Benzothiazol, an das eine reaktive Imin-Gruppe gebunden ist A.b.b' 5_6: trukturformel V(,m
Pifithrin-a als Hydrobromid
sowie einer Carbonylgruppe und einem Toluol.
Der Effekt von Pifithrin o auf die Proliferation bei rfSMC war
gering und erst bei hohen Zelldichten und hohen Konzentrationen (40 uM) zeigte sich eine
Reaktion, die vermutlich auf Zytotoxizitét zuriickzufiihren ist. Auf die hRSMC hatte Pifithrin o
keine proliferationsverdndernde Wirkung. Pifithrin o scheint bei den rfSMC der Neointima
Apoptose zu verursachen. Bei der immortalen Zelllinie L87 verursacht Pifithrin o ein
dhnliches Resultat wie Lovastatin und wirkt apoptotisch. Bei Kombination von Pifithrin o mit
Apoptose verursachenden Substanzen konnte die proapoptotische Wirkung meist verringert
oder aufgehoben werden. Bei Betrachtung der Neointima-Zellen der Ratte war eine deutliche
Zellzahlreduktion mit zunehmenden Konzentrationen an Pifithrin o und Lovastatin zu
erkennen, hingegen bei den Media-Zellen nur eine sehr geringe Reduktion der Zellzahl, was
moglicherweise ein Hinweis auf ein unterschiedlich reaktives p53-System in den Zellarten
bedeuten konnte. Die protektive Wirkung des Pifithrin o konnte ebenfalls in den Apoptose-
Versuchen und den Proteinexpressionsanalysen nachgewiesen werden. Bei den als Modell

exemplarisch genutzten L.87-Zellen zeigte sich eine Apoptoseinduktion nach gleichzeitiger
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Gabe von Pifithrin o und Doxorubicin, was vermutlich durch die starke apoptotische Wirkung
von Doxorubicin verursacht wurde.

Der Mechanismus der Wirkung des Pifithrin o ist noch unbekannt; es ist lediglich bekannt,
dass es die transkriptionelle Aktivitit des p53 blockiert und den nukledren Transport
unterbricht. Es inhibiert die p53-abhingige Apoptose und damit downstream Effekte wie die
Caspasen-Aktivierung und PARP-Spaltung. Pifithrin oo hemmt die Expression von Bax, Bcl-2
und Mdm?2 und die Gentranskription von Cyclin G, p21/WAf1 und Mdm?2 (Proietti De Santis
et al., 2003). Die Expression und Translokation des p53 wird unterdriickt, seine nukleire
Stabilitit reduziert.

5.4 Einfluss von Doxorubicin auf die Apoptose

Das Anthracylin-Antibiotikum Doxorubicin verursacht ebenfalls eine Proliferationssenkung.

Indiz fiir die durch Doxorubicin verursachte Apoptose ist ein deutlich in zwei Untereinheiten
gespaltenes PARP-Protein im Nukleus. Doxorubicin reduziert
stark die Proliferation der verwendeten Zellen und verursacht
Apoptose. Vor allem die als Modell genutzten L87-Zellen
zeigten eine starke Apoptoseinduktion durch Doxorubicin, was

auch im Western Blot verifiziert werden konnte.

Bestehend aus einem glykosidisch mit einem Tetracyclinring &
gebundenen Aminozucker Daunosamin, interkaliert Doxorubicin HO
in DNA und RNA, was Apoptose zur Folge hat. Es hemmt die,  App 57.- Strukturformel von

Topoisomerase II, welche an der Topologie der DNA beteiligt  poxorubicin

ist, und bewirkt somit eine gehemmte Zellteilung. Des Weiteren

werden die Expression des proapoptotischen Proteins Bax erhoht, Caspasen aktiviert und
somit die Apoptose verstirkt. Das im Patienten angewandte Pharmazeutikum wird in
Konzentrationen von 10 — 60 mg/d eingesetzt, wohingegen in vitro Konzentrationen von 1-5

pg / ml (entspricht etwa 5 — 30 mg / d) verwendet wurden.

5.5 Expression von p53 und knockdown

Die Expression des p53 und dessen Aktivierung durch Phosphorylierung der Serine 15 und 46
durch verschiedene Stimuli waren im Rahmen der Versuche der nichstfolgende Schritt nach
Uberpriifung der Beeinflussung der Proliferation und Apoptoseinduktion.

Mittels Western Blot wurde die Expression von p53, seinen phosphorylierten Serinen 15 und
46 als auch des Proteins PARP untersucht. Im Falle der Apoptose ist ein gespaltenes PARP-

Protein zu erwarten und ein moglicherweise phosphoryliertes p53. Falls die Apoptose iiber
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einen anderen Signalweg als p53 ablauft, ist ein nicht phosporyliertes und damit inaktives p53
zu erwarten.

Beziiglich der Aktivierung des p53 sind zahlreiche Kinasen bekannt, die zur
Phosphorylierung des Proteins dienen. Die Phosphorylierung des Serin 15 ist fiir die
Aktivierung des Proteins essentiell, da es sich in der sauren Transaktivierungs-Domine
befindet, welche hochkonserviert fiir die Bindung an Faktoren der basalen
Transkriptionsmaschinerie verantwortlich ist. Die Phosphorylierung des Serin 15 verursacht
eine reduzierte DNA- Bindefidhigkeit durch die Interaktion mit dem cAMP response element-
binding protein /binding protein p300 (Lambert et al., 1998). Eine Mutation im Serin 15
schwicht die Fihigkeit von p53 zur Apoptoseinduktion (Lin et al., 2002). Auch Serin 46
reguliert die Fihigkeit der Apoptoseinduktion (Oda et al., 2000). Ein phosphoryliertes p53
deutet also auf eine Aktivierung des Proteins hin. Des Weiteren wird eine Hochregulation des
proapoptotischen Bax im Zusammenhang mit der Phosphorylierung gesehen (Choi et al.,
2002).

Die Bindung an das Protein Mdm?2 spielt ebenfalls eine bedeutende Rolle bei der Aktivierung
des p53, denn durch die Phosphorylierung des Serin 15 und damit die Stabilisierung des p53
wird die Bindung gelost (Shieh et al., 1997). Der Verlust der Aktivitit des pS3 wird in diesem
Zusammenhang als moglicher Grund fiir die Restenosebildung genannt (Speir et al., 1994).
Das p53 ist in hochkonfluenten Zellkulturen kurzlebig, ein inhibitorischer Effekt tritt erst
nach etwa 48 h ein (Bar et al., 2004). Dem zugrunde liegt ein Dichte-abhingiger Zellzyklus-
Arrest (Kontaktinhibition) als Konsequenz der hohen Dichte. Das Protein ARF wird fiir die
Dichte-abhéngige Inhibition der p53-Induktion ebenfalls verantwortlich gemacht, indem es an
Mdm?2 bindet und somit die Degradation von p53 verhindert. Des Weiteren werden bei hohen
Zelldichten keine proapoptotischen Effekte verursacht (Erl et al., 1999, 2000). Die Protektion
durch Zell-Zell-Kontakte kann iiber Cadherine erfolgen, die die Sensitivitdt der Zellen bei
hoher Dichte fiir p53 induzierte Apoptose verringert (Bar et al., 2004) Bei niedrigen Dichten
entsteht kaum Zell-Zell-Kontakt sondern {iberwiegend Zell-Substrat-Kontakt.

Es ist zu beriicksichtigen, dass die meisten p53 Studien mit Kulturen von subkonfluenten
Zellen durchgefiihrt wurden und das p53 meist durch genotoxischen Stress hochreguliert
wird, was nicht im Kontext des Gesamtorganismus steht (Midgley et al., 1995). Um eine
anndhernde Situation wie in vivo zu simulieren, kann die Entfernung von Wachstumsfaktoren,
ein Serumentzug, als etablierte Methode zur Apoptoseinduktion bei SMC eingesetzt werden
(Wang, 2003). Im Zelldichtebereich von 2000 — 15000 Zellen/cm?” bei den SMC spielte die
Dichte eine eher nebensichliche Rolle, da in diesem Bereich die Zellen linear auf
Apoptosestimuli reagierten.

Des Weiteren besitzen verschiedene Spezies auch verschiedene Formen an p53 (Ratte: 387
AS; Human: 393 AS), was unter Umstdnden auch eine Begriindung teilweise aufgetretener

Unterschiede sein konnte.
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Beziiglich der Genexpressionsuntersuchungen zeigt Lovastatin bei den hSMC der Neointima
keine Wirkung auf die Expression von PARP, P-p53 (Ser15) und p53, was zu erwarten war,
da vorherige Messungen nach Lovastatinzugabe eine gesenkte Zellzahl und
Apoptoseinduktion zur Folge hatten. Es ist also zu vermuten, dass Lovastatin nicht iiber den
pS53-Signalweg Apoptose auslost, da p53 nicht vermehrt exprimiert wird und auch keine
Phosphorylierung festzustellen ist. Humane Media SMC reagieren auf Lovastatin nicht mit
Genexpressionsverdanderungen, was ebenfalls auf einen alternativen Apoptoseweg hindeutet.
Erstaunlicherweise reagieren die L.87-Zellen auf den Lovastatinstimulus mit einer Spaltung
des PARP-Proteins, aber keiner wesentlichen Verdnderung der Expressionslevel von p53 oder
seiner phosphorylierten Formen. L87 Zellen weisen im Gegensatz zu den SMC eine hohe
Grundexpression an p53 auf. Dies fithrt zu der Vermutung, dass Statine und speziell
Lovastatin keine direkte Wirkung auf das p53-System und die iiber pS3 induzierte Apoptose
haben.

Durch den Einsatz von Doxorubicin als Stimulus wurden deutliche Veridnderungen beziiglich
der Genexpression erkennbar. Das PARP-Protein wurde gespalten und war mit seinen
Untereinheiten detektierbar. Zunichst bei den L87-Zellen beobachtet, wurde PARP durch
Doxorubicin in eine 89 und 24 kDa Einheit gespalten, was ein Indiz fiir Apoptose ist. Bei
Betrachtung der p53-Expression wurde nach Gabe von Doxorubicin eine deutlich schwéchere
Expression von p53 als bei der unbehandelten Kontrolle ersichtlich. p53 wurde nicht verstérkt
phosphoryliert. Das fiihrt zu der Vermutung, da3 p53 unter Umstidnden degradiert wird und
deshalb nicht mehr detektierbar ist. Wie bereits erwihnt, ist Mdm2 auch an der Degradation
des p53 beteiligt, was eine Ursache des degradierten Proteins sein konnte. Diesbeziiglich wire

der Einsatz von Nutlin-3, einem Mdm2- Hemmer fiir zukiinftige Versuche denkbar.

Die hSMC der Neointima reagieren ebenfalls mit einem gespaltenen PARP-Protein auf die
Zugabe von Doxorubicin, einer stark erhohten Expression von P-p53 (Serl5) und einer
erhohten Expression an p53. Die zusitzliche Gabe von Pifithrin o reduziert die
Expressionssteigerung von p53 und PARP-Spaltung nur gering. Die humane Media reagiert
ebenfalls auf Doxorubicin, welches eine Expressionssteigerung an p53 und seinem
phosphorylierten Serin 15 hervorruft, wihrend die Zugabe von Pifithrin o eine geringere
Expressionssteigerung an p53 und P-p53 Serl5 verursachte.

Bei Betrachtung der rSMC der Neointima wird eine Spaltung des PARP-Proteins nach der
Zugabe von Doxorubicin ersichtlich, ebenso wie die Expressionssteigerung des
phosphorylierten Serin 15 des p53 als auch die des p53. Auch hier mindert die Zugabe von
Pifithrin o kaum den Effekt. Es liegt die Vermutung nahe, dass Doxorubicin im Gegensatz zu
Lovastatin an dieser Stelle iiber das p53-System Apoptose verursacht. Indizien fiir die p53-
abhédngige Apoptose sind die vermehrte Expression des p53, die erhohte Phosphorylierung
des p53 an Serin 15 und die Spaltung des PARP-Proteins. Im Fall der p53-unabhingigen
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Apoptose sind ein gespaltenes PARP-Protein, aber keine Verdnderungen des

Expressionsspiegels von p53 und P-p53 Serl5 zu erwarten.

Die Magnet-unterstiitzte Transfektion von validierter p53-siRNA fiihrt trotz dreifach-
Transfektion nicht zur Reduktion von p53 Protein in hSMC. Deshalb wurden die Zellen mit
Hilfe von Adenoviren und shRNA transduziert, um ein knockdown von p53 zu erreichen.
Nach gezieltem knockdown des p53 sollte die Wirkung der Statine auf die Zellen untersucht
werden, um mogliche Riickschliisse beziiglich der Aktivierung des p53 und Auslosung der
Apoptose durch Statine zu erhalten.

Erste Tests der Transduktionseffizienz nach einer MOI 500 ergaben mittels FACS-Analyse
eine 30%ige Effizienz. Fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen mit MOI 500 neu
transfizierten Zellen ergaben eine 80%ige Effizienz. Bereits nach 48 h zeigte sich eine
verdanderte Zellmorphologie der hRSMC der Neointima mit apoptotischem Aussehen.

Der immunologische Nachweis des p53 knockdowns und damit der Transduktion der hNSMC
war erfolgreich und es konnte kein p53 detektiert werden. Aufgrund der sterbenden Zellen
war es jedoch nicht moglich weitere Versuche durchzufiihren. ApoE- und p53-Knockout-
Maiuse (Super-p53/apoE-KO) wurden bereits divers beschrieben sowie auch aus ihnen
isolierte Zellen, die allerdings im Gegensatz zu den verwendeten hSMC der Neointima vital
waren (Mayr et al., 2002, Sanz-Gonzalez et al., 2007).

Virustiter mit einer MOI von 100 sind zur Zeit im Test, um Effekte der adenoviralen
Transduktion moglichst gering zu halten und vergleichende Untersuchungen mit Zellen der

Media zu ermoglichen.

5.6 Unterschiedliche Patchmaterialien und Restenose

Um mogliche in vitro Mechanismen, die einer Patch-induzierten Restenose nach CEA
zugrunde liegen, zu untersuchen, wurden verschiedene Typen von beschichteten und
unbeschichteten Patches und ihre in vitro Effekte auf SMC betrachtet. Dazu wurden 5

verschiedene Patchtypen untersucht und verglichen.

Verwendete Patch-Typen:

#1 Polyester-Velour, Kollagen-beschichtet

#2 Polyester, Kollagen-beschichtet

#3 Dacron, unbeschichtet

#4 Polyester, Gelatin-imprégniert, Fluorpolymer-beschichtet
#5 PTFE
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MTT-Tests zeigten eine erhohte Anzahl von SMC bei Verwendung eines beschichteten
Polyesterpatches der Typen #1 und #2, wohingegen Patches aus anderen Materialien und
unbeschichtete Patches keinen Effekt zeigten. Die zur Beschichtung verwendeten
quervernetzenden Agentien Collagen / Gelatine und Formaldehyd / Glutaraldehyd wurden
durch den Einsatz eines Gradienten beziiglich der Migration der Zellen und weiterer
Proliferationstests mit Formaldehyd und Glutaraldehyd untersucht. Collagen erhohte die
Migration der SMC in Richtung des Gradienten. Bei Zusatz von Formaldehyd und
Glutaraldehyd konnte eine gesteigerte Proliferation der SMC beobachtet werden.

Die Konzentrationskurve zeigte einen maximalen Effekt bei 10® M. Analysen des Patchtyps
#2. der eine starke Reaktion hinsichtlich des Proliferationsverhaltens der Zellen im Kontakt
mit dem Patchstiick zeigte, ergaben einen Formaldehydgehalt von 0,8 pg (= 270 nmol) fiir ein
Stiick mit einer Grofe von 6 x 75 mm. Der Test mit Neointima, Intima und Media SMC
verschiedener Spender zeigte unterschiedliche Reaktionen der Zellen. Einige Zellen
reagierten mit einer gesteigerten Zellzahl auf den Stimulus, andere reagierten kaum, was auf
mogliche unterschiedliche Effekte hinsichtlich des Einsatzes eines Patches an Patienten
hindeutet.

Die Untersuchung der Patches zeigt den potentiellen Einfluss der quervernetzenden Agentien
auf die Migration als auch Proliferation der Zellen, die sich im Einflussgebiet und damit
niachster Nahe des Implantats befinden. Der Einsatz der vaskuldren Prothese sollte im
Hinblick auf das Restenoserisiko griindlich abgewogen werden, da ein moglicher negativer

Effekt der Implantate nicht auszuschliessen ist.

5.7 Statin-beschichtete Stents zur Restenoseprivention

Der Einsatz von drug eluting stents (DES) hat neben seinen positiven Eigenschaften als
lumenschaffendes Implantat auch negative Auswirkungen. Die mit Polymeren beschichteten
DES weisen einen iiberschiessenden Wundheilungsprozef3 auf, der als Nachteil die verzogerte
Bildung neuer GefiBBinnenhaut, der Reendothelialisierung, nach sich zieht. Das
Thromboserisiko steigt, eine zusitzliche Gabe von Plittchenaggregationshemmern ist
sinnvoll. Die meistverwendeten Stents sind die zu Rohrchen geformten oder geschnittenen
Drahtgeflechte, die aus superelastischen biovertriaglichen Titan-Nickel-Legierungen bestehen
und selbstexpandierend sind. Sie werden intrakoronar und peripher arteriell implantiert. Die
Restenosierung der unter arteriellem Druck entstehenden Hyperplasie betrigt etwa 25 — 40 %
(Valassis und Grigorios 2004). Das Beschichten der Stents verursacht eine lokal verteilte und
hoch-konzentrierte Wirkdosis. Symmetrisch platziert im potentiellen Bereich der Neointima-
Bildung, wird so die systemische Toxizitdt umgangen (Hwang et al., 2001). Die Wirkung ist

von der Kombination der Droge, der Polymer-Beschichtung und der Kinetik der Freisetzung
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abhédngig. Der Wirkstoff wird in das Polymer oder das biodegradierbare Material eingebaut
und freigesetzt oder durch einen Carrier gebunden und freigesetzt (Fattori und Piva, 2003).
Curcio et al. wiesen eine antiproliferative und proapoptotische Wirkung der
Polymerbeschichtung nach. Zum Beispiel erfolgt bei mit Methacrylat beschichteten Stents im
Gegensatz zu unbeschichteten Stents (bare metal stents) ein Anstieg an apoptotischen Zellen,
eine Caspase-3 Aktivierung und PARP Spaltung sowie ein Wachstumsstop der vaskulédren
SMC und eine verringerte Proliferation (Curcio et al., 2004). Das Tragerpolymer verursacht
dabei eine inflammatorische Reaktion, welche meist den antiproliferativen Effekt der
verwendeten Drogen zunichte macht (Murphy et al., 1991 ). Im Falle des Methylacrylats wird
die Degradation des Methylacrylats als Ursache vermutet, welches die Entziindung
hervorgerufen haben konnte (Virmani et al., 2002). Studien zur Beschichtung mit Sirolimus,
einer Beschichtung mit Rapamycin aus einem Streptomyceten (Serruys et al., 2002, RAVEL-
Studie; Schofer at al., 2003, SIRIUS-Studie) und Paclitaxel, dem Toxin aus der Eibe Taxus
brevifolia (Hong et al., 2003, ASPECT-Studie; Ellis et al., 2007, TAXUS I-IV-Studien),
wurden erfolgreich durchgefiihrt. Vergleiche von Paclitaxel mit und ohne Polymer-Carrier
zeigten signifikante klinische Ergebnisse im positiven Sinne nur durch den Einsatz eines
Carriers (Silber, 2003).

Zusammenfassend kann man also sagen, dass der Erfolg eines DES nicht nur von der
aufgebrachten Substanz, sondern auch von seinen Polymereigenschaften abhidngig ist. Mit
Hilfe von DES kann das Restenoserisiko kurzzeitig gesenkt werden; die resultierende
Mortalitdt und mogliche Myokardinfarkte nach 3-5 Jahren weisen jedoch keinen Unterschied
mehr zu den Resultaten nach dem Einsatz eines unbeschichteten Stents auf (Ma et al., 2008).
Die Restenoserate ist, neben dem Einfluss von unveridnderlichen Faktoren wie familidrer
Disposition und variablen Faktoren wie dem Lebensstii auch vom FEinsatz eines
unbeschichteten Stents oder DES und der zusitzlichen Medikation sowie der Linge der
Lision, dem Durchmesser als auch von zusitzlichen Krankheiten wie Diabetes mellitus
abhéngig.

Zu den neueren Methoden gehoren ein nur abluminal Pharmaka absondernder Stent,
bioabsorbierbare/biodegradierbare Stents aus Polymeren oder Magnesium (Biotronik), welche
durch Gewebe ersetzt werden und aber auch Stents mit bereits integrierten endothelialen
Progenitorzellen, die die Heilungsfunktion unterstiitzen (Macaya und Moreno, 2008).

Wichtig bleibt jedoch die Beachtung moglicher Arzneimittelinteraktionen oder
Wirkspiegelverschiebungen, vor allem hinsichtlich moglicher lokaler Verwendung von
proapoptotischen Substanzen im System.

Tierstudien zum antiproliferativen und proapoptotischen Einsatz der Statine, besonders in
Hinblick auf die Neointimabildung, wurden bisher an Maiusen, Ratten und Kaninchen
durchgefiihrt und nur einmal im Schwein, welches dem humanen System am dhnlichsten ist
(Gelmann et al., 1991; Scheller et al., 2003). Die Studie von Scheller et al. 2003 mit

Atorvastatin-beschichteten Stents in Schweinen zeigte keine reduzierte Neointima-Bildung.
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Diskussion

Fiir die Zukunft konnte die mogliche Regulation der Apoptose in diesen Zellen durch
potentere Statine wie beispielsweise Cerivastatin erfolgen. Klinisch betrachtet, konnten diese

Substanzen in DES eingesetzt werden und somit lokal anstatt systemisch wirksam werden
(Jaschke et al., 2005).
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Zusammenfassung

6. Zusammenfassung

Die Restenose als Ergebnis einer neointimalen Hyperplasie stellt ein wichtiges klinisches
Problem bei der invasiven Therapie der Atherosklerose dar. Verantwortlich sind u. A. aus der
Media in die Intima migrierte SMC, die zum Aufbau einer sog. Neointima beitragen. Die
vorliegende Arbeit zeigte Unterschiede beziiglich der SMC der Neointima und der Media auf,
die sich auf Proliferation, Apoptose als auch Expression des Tumorsuppressorproteins p53
und dessen Aktivierung erstrecken. Es konnte eine deutlich sensitivere Reaktion von Zellen
aus der Neointima in Bezug auf Apoptoseinduktion im Vergleich zu SMC der Media
festgestellt werden. Pleiotrop wirkende Statine verursachten vor allem in hSMC eine

konzentrationsabhéngige Reduktion der Proliferation als auch eine Induktion der Apoptose.

Auf Proteinebene war keine Aktivierung des p53-Systems zu beobachten, was zu der
Vermutung fiihrte, dass Statine zwar proapoptotisch wirken, aber dieser Vorgang nicht iiber
pS53 reguliert wird. Durch die differenten Wege Apoptose auszuldsen, konnten die Statine
durchaus eine PARP-Spaltung und Apoptose verursachen, ohne iiber den p53-Signalpfad zu
wirken. Das eingesetzte Anthracyclin-Antibiotikum Doxorubicin erwies sich als potenter
Apoptose-Induktor, es verursachte sowohl starke Proliferationshemmung und
Apoptoseinduktion als auch eine deutliche Spaltung des Proteins PARP und eine Degradation
des p53, was auf eine Regulation der Apoptose iiber das Tumorsuppressorprotein
riickschliessen ldsst.

Der Versuch, das Protein p53 mittels siRNA und shRNA temporir auszuschalten, fiihrte zu
einer erhohten Letalitdt der SMC der Neointima, wodurch nachfolgende Versuche beziiglich
der Auswirkung des inaktiven p53 auf Proliferation und Apoptose der Zellen hinfillig waren.
Der letale knockdown von p53 in den hSMC der Neointima ist moglicherweise durch die
Beteiligung von p53 an vitalen Signalwegen innerhalb der Zelle zu erkldren. Das
Vorhandensein des p53 scheint als Transkriptionsfaktor, zur Kontrolle des Zellzyklus und der

DNA-Reparatur eine essentielle Rolle bei den SMC der Neointima zu spielen.
Fiir die Zukunft konnte die mogliche Regulation der Apoptose in diesen Zellen durch lokal

eingebrachte, potentere Statine wie beispielsweise Cerivastatin versucht werden. Eine

klinische Anwendung in DES wire denkbar.
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8. Anhang

Tab. 4: Statine

Name Handels- Herkunft Form |Dosierung / | Plasma- Aktivierung
name d spiegel
Atorvastatin | Sortis” vollsynthetisch Na-Salz | 10 — 80 mg 2,23-223 CYP450 (3A4)
nM Leber
Cerivastatin | Lipobay® vollsynthetisch Ca-Salz [ 0,1 -0,4mg |4,9nM CYP450 (2C9)
Leber
Fluvastatin | Lescol® vollsynthetisch Na-Salz | 20 — 80 mg 87-851nM | CYP450 (2C9)
Leber
Pitavastatin | Livato® vollsynthetisch Ca-Salz |2 mg ?
Rosuvastatin | Crestor” vollsynthetisch Ca-Salz | 10 - 80 mg CYP450 (3A4)
Leber
Lovastatin Mevinacor | Pilzmetabolit aus prodrug | 10 - 40 mg 23-162nM | CYP450 (3A4)
® Aspergillus terreus; Leber
Monascus ruber
Mevastatin | Compactin | Pilzmetabolit aus prodrug | 0,2 -100 mg ?
® Penicillium TESTS
citrinum
Pravastatin | Mevalotin | Modifikation von aktive |10-40 mg 14 -358 nM | CYP450 (3A4)
® Mevastatin, Form Leber
Pilzmetabolit aus
Nocardia
autotrophica
Simvastatin | Zocor®, synthetische prodrug | 5 — 80 mg 82 nM CYP450 (3A4)
Modifikation von Leber
Lovastatin

Tab. 5: Pharmakokinetische Daten (nach B. Fichtl aus Allgemeine und spezielle Pharmakologie und

Toxikologie; W. Forth, D. Henschler, W.Rummel, Urban & Fischer, 8. Auflage 2001; Kapitel 1.8; S. 95-110)

Arzneistoff |BV (%) |V (lkg) |PB (%) |CL (ml/min) |t1/2 Qo Anmerkungen

Atorvastatin | 12 - >95 - 14 (30! [>0,98 -

Cerivastatin | 60 0,3 >99 215 2 1 -

Fluvastatin | 30 0,15 >98 650 1 1 -

Lovastatin <5 - >95 - 1,4 1,0 Prodrug, PB und t 1/2 fiir
den Hauptmetaboliten

Mevastatin | ? ? ? ? ? ? ?

Pravastatin 20 0,9/0,5 |45 1000 2(11) >0,8 !! Prodrug, PB und t 1/2 fiir
den Hauptmetaboliten

Simvastatin | <5 - 95 530 (V/F) 21 1,0 Prodrug, First-pass-
Metabolisierung zu
aktiven Metaboliten.

Arzneistoff |BV (%) |V (kg) |PB (%) |CL (ml/min) |t1/2 Qo Anmerkungen

Doxorubicin | <10 20 75 1200 30 0,95 !

Legende: BV (%) absolute Bioverfiigbarkeit bei oraler Gabe (u.U. sehr abhiingig von galenischer Zubereitung!);
V (/kg) Verteilungsvolumen; PB (%) Ausmass der Bindung an Plasmaproteine; CL (ml/min) totale Clearance;
t V2 dominierende Eliminationshalbwertszeit (nicht dominierende in Klammern [initiale oder terminale], HWZ
von aktiven Metaboliten in Klammer mit !!); Q, extrarenale Eliminationsfraktion (Bruchteil der resorbierten
Dosis, der metabolisiert oder unverindert extrarenal ausgeschieden wird [Bildung aktiver Metabolite durch !!
gekennzeichnet , bei bekannter t ¥2 und bekannter Q, (!!))
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Tab. 6: Statine und ihre Strukturformeln

Substanz Strukturformel Wirkform
Lovastatin Laktonring Hydrosy'saLne
afe & 0™ coom
MW: 404.54
0 OH s}
H,C
H,C
i
CH
: = OH,
. . Laktonring Hydroxysaure
Simvastatin e 5 HO ~CO0H
MW: 418.57 o OH 0
o
CHy = CH,
Pravastatin Hydroxysaure
HOL )
COOH
MW: 421.46 aH 3
|
]
= OH
HO
Fluvastatin O HNooffEne Wirkorm
OH O_Na+
MW: 433.45
#N—=<
W @
Cerivastatin ring offe ne Wirkform
MW: 459.55
CH, OH, CO-Na”
OH ©
F
ringoffene Wirkform o OH OH o 0 OH OH
Atorvastatin OH CH © Y N/\)\/K)LO*CE%*MA/\N/
MW: 558.64 N CO,H
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