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Einleitung

1. Einleitung

1. 1. Native Atherosklerose

Die kardiovaskuldren Erkrankungen, insbesondere die koronare Herzerkrankung, stellen mit
Abstand die haufigsten Todesursachen, héufiger als maligne Tumore, dar. Die grofite
Krankheitsgruppe wird durch atherosklerotische Gefidl3verinderungen in der Koronar-,
Zerebral-, und peripheren Zirkulation verursacht.! Die klinischen Erkrankungen, die daraus
entstehen sind Angina pectoris, Myokardinfarkt, Hirnschlag, Niereninsuffizienz und periphere
arterielle Verschlusskrankheit.”> Die Pathophysiologie der Atherosklerose ist komplex und
noch nicht vollstindig geklart. Jedoch wird die Atherosklerose im Rahmen der ,,response to
injury“-Hypothese als chronischer Entziindungsprozess angesehen, der je nach Stadium zur
Ausbildung der charakteristischen Plaquetypen fiihrt. >

Allerdings unterscheiden sich die native und akzelerierte Atherosklerose in wesentlichen
Punkten (sieche Tabelle 1). Die Endothelfunktionsstérung (ohne endotheliale Denudation)5
wird als initiales Ereignis in der Pathogenese der nativen Atherosklerose angesehen. Mogliche
Ursachen der Endotheldysfunktion sind chronische Schidigungen wie erhohter LDL (low-
densitylipoprotein)-Spiegel und modifiziertes LDL, sowie freie Radikale.” Andere Ausloser
der Ausbildung atheroslerotischen Plaques konnen morphologische Schidigungen durch
Trauma, biochemische Schidigungen durch bakterielle Toxine, Angriff durch Viren oder
Antigen-Antikorper-Reaktionen, sowie biophysikalische Verletzungen auf molekularer Ebene
darstellen.” Durch die Endotheldysfunktion kommt es zu einem Einstrom von Lipoproteinen
v. a. von LDL durch die Endothelschicht, die sich dann lokal in der Intima ansammeln, wo
das LDL chemisch modifiziert wird.®’ Der zweite Schritt in der Entwicklung der
Atherosklerose ist die Bildung der so genannten Fettstriche ,,fatty streaks“- ein Prozess, der
durch die Leukozytenrekrutierung v. a. die von Monozyten und Lymphozyten gekennzeichnet
ist und auch in jungen Leuten zu beobachten ist. Dies geschieht iiber eine Expression von
Adhisionsmolekiilen auf der Oberfliche der Endothelzellen, wie z. B. P-Selektin, intracellular
adhesion molecule-1 (ICAM-1) und vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-I1).
Eingewandert in die Intimaregion differenzieren sich die Monozyten zu Makrophagen und

werden von Lipoproteinpartikeln schlieBlich in lipidbeladene Schaumzellen umgewandelt.
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Die Phagozyten setzen Zytokine frei, die die Proliferation von glatten Muskelzellen (smooth
muscle cells, SMCs) und die Produktion von extrazelluldrer Matrix stimulieren.’” Bei der
weiteren Entwicklung der Ldsion kommt es zum Absterben von Schaumzellen, wodurch der
lipidreiche nekrotische Kern entsteht.”

Diese Erscheinungen fiihren iiber einen ldngeren Zeitraum von Jahrzehnten zur Bildung von

atherosklerotischen Plaques.

1. 2. Akzelerierte Arteriosklerose

Die akzelerierte Arteriosklerose wird durch eine akute oder subakute GefidBverletzung
verursacht, die durch eine endotheliale Denudation mit oder ohne Mediaverletzung
charakterisiert ist (siche Tabelle 1).5 Durch die intimale Ansammlung von SMCs und
Leukozyten kommt es zur Ausbildung einer Neointima, die zu einer vaskuldren Stenosierung

fithren kann.

Tabelle 1: Unterschiede zwischen der nativen Atherosklerose und der akzelerierten

Arteriosklerose
native Atherosklerose akzelerierte
Arteriosklerose
Verletzung Endotheliale Dysfunktion Endotheliale Denudation
+ Mediaverletzung
Thrombozyten + +++
Monozyten +++ +
SMCs + +++
Frithphase Lipidablagerung, Thrombozytenadhésion,
Monozyteninfiltration neointimale SMCs
Verlauf Jahrzehnte Monate bis wenige Jahre
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Die akzelerierte Arteriosklerose findet man am haufigsten bei der erneuten Verengung nach
einer perkutanen Intervention und bei der Vaskulopathie nach Herztransplantation. Die
perkutane transluminale koronare Angioplastie (PTCA) oder Stentimplantation sind die
Methoden zur Behandlung von chronisch stenosierten Koronargefilen und akuten
thrombotischen Verschliissen.™® Hierbei wird unter Rontgenkontrolle ein Katheter an die
betroffene Stelle vorgeschoben. Der verwendete Katheter besitzt an der Spitze einen
linglichen Ballon, der mit Uberdruck aufgeblasen werden kann. AnschlieBend wird eine
GefiBstiitze aus Metall (Stent) implantiert. Die hédufigste Komplikation dieses Verfahrens
stellt die erneute Verengung (Rezidiv- oder Restenose) der aufgedehnten Arterie nach einer
perkutanen  Intervention dar”'® Die Restenose wird als iiberschieBender
Wundheilungsprozess der Arterienwand und als Reaktion auf die mechanische Verletzung
aufgefasst.'’ Zwei wesentliche Faktoren fithren bei der Restenose zur Lumenreduktion: die
Neointimabildung und das negative GefiBremodeling.*'> Im Durchschnitt betréigt die Rate an
angiographisch nachweisbaren Restenosen nach Angioplastie ca. 50%. Etwa die Hilfte der
Patienten mit angiographisch gesicherter Restenose entwickeln auch klinische Zeichen der
Minderperfusion, wodurch eine erneute Revaskularisation des entsprechenden Blutgefisses

notwendig wird.”

Wiihrend das negative Remodeling der arteriellen GefdaBwand nach PTCA fiir einen Grofteil
des Lumenverlustes verantwortlich ist, sind iber 90% des Lumenverlustes nach
Stentimplantation auf die Neointimabildung zuriickzufiihren.'*'* Histologisch besteht die

humane Neointima iiberwiegend aus SMCs, Makrophagen und extrazellulirer Matrix."

1. 2. 1. Restenose und Neointimabildung

Die zellulire Reaktion auf eine mechanische Gefidllschiadigung, die zur Neointimabildung
fiihrt, lasst sich in vier Phasen unterteilen: '

1. Die mechanische Phase, die durch frithes elastisches Zuriickspringen als Folge der
mechanischen Ausdehnung des Gefidlles gekennzeichnet ist.

2. Die thrombotische Phase, wihrend der es zu Thromben infolge lokaler Blutungen und

Thrombose kommt.
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3. Die proliferative Phase, bei der die neointimale Hyperplasie stattfindet, aufgrund der
Proliferation und Migration der medialen und intimalen vaskuldren SMCs (VSMCs) nach der
Verletzung.

4. Die Phase des Remodelings, eine pathologische Anpassung, die eine chronische und
schrittweise Umwandlung des Zell- und Proteingehalts in der Media und Adventitia
beinhaltet. Zusitzlich kommt es zu einem erhohten Umsatz an extrazelluldren
Matrixproteinen und zu einer Verdnderung des Phinotyps der VSMCs zu einem mehr

synthetisierenden Typ.

Durch das Aufdehnen und die Stentimplantation kommt es an der Stelle der Stenose einerseits
zu einer Kompression der atherosklerotischen Plaque und zur Dehnung der GefdBwand, aber
auch zu FEinrissen der Plaque und der inneren GefiBBwand. Diese Verletzung und die
Anwesenheit eines metallischen Fremdkorpers im Gefil fithren zur Auslosung verschiedener
Prozesse. An erster Stelle ist die Exposition thrombogener Faktoren wie Kollagen oder
Gewebsfaktoren, welche in der frithen Phase zur Thrombozytenaggregation und einer
Ansammlung von Fibrin und Erythrozyten fiihren.'>'” Charakteristisch fiir die akute
Frithphase nach GefidBlverletzung ist aulerdem eine sehr hohe Rate der Apoptose von
medialen SMCs."® Danach folgt eine massive Infiltration von Entziindungszellen (neutrophile
Granulozyten, Makrophagen, Lymphozyten) und eine Ausschiittung von Wachstumsfaktoren
und Zytokinen wie fibroblast growth factor (FGF), platelet-derived growth factor (PDGF),
transforming growth factor-B (TGF-f) aus Makrophagen, Thrombozyten, Endothelzellen,
SMCs und Fibroblasten, die zur Aktivierung und Proliferation von SMCs fiihren.'”*® PDGF
wird in den Thrombozyten gespeichert und bei deren Aktivierung freigesetzt. PDGF
stimuliert die Zellteilung und die Migration SMCs in vitro.”! Ferner fiihrte die Inhibierung
von PDGF durch einen blockierenden Antikérper zu einer Reduktion der Neointimabildung.?
Neben PDGEF setzen aktivierte Thrombozyten noch andere Wachstumsfaktoren frei, wie den
epidermal growth factor (EGF) und Thrombin, welche auf SMCs mitogen wirken.'® Zur
Antwort einer Verletzung durch Stent oder PTCA gehort auch eine Hyperprolifration von
SMCs® und die gesteigerte Produktion von Matrixmetalloproteinasen (MMPs), die zur

Reorganisation der extrazelluldren Matrix beitragen.

Verschiedene Studien ergaben Hinweise dafiir, dass eine intimale Entziindungsreaktion in der
Pathophysiologie der Restenose nach Stentimplantation eine Rolle spielt. Auch an

menschlicher Neointima konnte die Infiltration mit inflammatorischen Zellen nachgewiesen
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werden. So wird eine frithe Infiltration mit neutrophilen Granulozyten beschrieben, die sich
aber innerhalb der ersten Tage nach dem Eingriff zuriickbildet.” Im Gegensatz dazu lisst sich
eine Infiltration mit chronisch inflammatorischen Zellen, wie Lymphozyten und
Makrophagen, sowohl in der Frithphase als auch nach mehr als 6 Monaten nach
Stentimplantation beobachten.”* Die Intensitit der GefiBverletzung und die dadurch
induzierten Entziindungsreaktion korreliert mit der Dicke der Neointima.** Es wurde gezeigt,
dass die Verletzung der Media durch die Stentimplantation und das Durchdringen des
Lipidkerns des atherosklerotischen Plaques eine chronische Entziindungsreaktion (eine starke
Infiltration mit Entziindungszellen) auslost, die mit einer gesteigerten Neointimabildung und
einer hoheren Restenoserate assoziiert ist.”” Diese Daten legen die Vermutung nahe, dass die
durch die Gefalverletzung induzierte Entziindungsreaktion eine entscheidende Rolle bei der

Neointimabildung spielt.

1. 2. 2. Herkunft der neointimalen SMCs

Bisher ging man von der Hypothese aus, dass die neointimalen SMCs, sowohl bei der nativen
Atherosklerose als auch bei der akzelerierten Arteriosklerose, ausschlielich lokal aus der
Media der Arterienwand einwandern und in der Intima proliferieren.26 Inzwischen haben
mehrere Studien an Tiermodellen und am Menschen gezeigt, dass ein grofler Teil der
intimalen SMCs aus einem adulten Stammzellpool des Knochenmarks stammt und diese
permanent als Vorlduferzellen von SMCs (smooth muscle progenitor cells, SPCs) im

peripheren Blut zirkulieren.””"

Durch eine Herz- bzw. Aortentransplantation in
Empfingertiere, die auch eine Knochenmarkstransplantation mit B-Galactosidase oder griin
fluoreszierendem Protein- (GFP)-exprimierenden Zellen bekommen haben, gelang der
Nachweis, dass die vom Empfingertier-stammenden neointimalen SMCs aus dem

Knochenmark kommen.?”!

In einer weiteren Studie wurden Wildtyp-Mduse mit [B-Galactosidase exprimierenden
Knochenmarkszellen transplantiert und eine Drahtverletzung der A. femoralis durchgefiihrt.
Die Neointima bestand zu 63% und die Media zu 45% aus B-Galactosidase-positiven Zellen,

von denen ein Teil den Marker fiir SMCs o-smooth muscle actin (a-SMA) und ein Teil den

9
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Endothelzellmarker CD31 exprimierte.”” Um den genauen Ursprung der SPCs zu bestimmen
wurden aus dem heterogenen Knochenmark p-Galactosidase-positive  spezifisch
hiimatopoetische Stammzellen (c-Kit"Sca-17/lin’, c-Kit-Rezeptor fiir den Stammzellfaktor;
Sca-1-Stammzellenmarker; lineage-hamopoetischer Marker) isoliert und nur diese Zellen den
bestrahlten Maéusen transplantiert. Nach Drahtverletzung der A. femoralis bestand die
Neointima zu 43% aus B-Galactosidase-exprimierenden Zellen, von denen wiederum 73%
auch a-SMA exprimierten.27 In vitro differenzierten sich diese c-Kit"Sca-1%/lin" Zellen in
Kokultur mit vaskuliren SMCs ebenfalls zu SMC-ihnlichen Zellen.”” Ferner konnte gezeigt
werden, dass Stammzellen Sca-1%/lin” Zellen aus dem peripheren Blut, die kurz nach
endothelialer Denudation der A. carotis communis (CCA) in ApoE-/- Miuse injiziert wurden,
in die verletzte Gefdlregion rekrutiert werden und dort in SMC-dhnliche Zellen mit a-SMA
und smooth muscle myosin heavy chain (SMMHC) Expression differenzieren.’”> Einen
Einfluss auf die Rekrutierung von SPCs aus dem Knochenmark scheint auch das verwendete
Modell der mechanischen Gefdverletzung zu haben. Die von Tanaka et al. publizierten
Befunde legen die Vermutung nahe, dass die neointimale Rekrutierung der
Knochenmarkzellen bei Drahtverletzung deutlicher zu beobachten ist als nach periarterieller
Cuff-Anlage oder Ligation.”>** So dass die Schwere der Verletzung mit dem AusmaB der
SPC Rekrutierung zu korrelieren scheint. Dies konnte darauf hindeuten, dass bei einer
extensiven Verletzung die ortsansidssigen VSMCs fiir eine Reparatur nicht ausreichen,

weswegen zirkulierende SPCs von anderen Quellen benétigt werden.*

Auler bei den verschiedenen Formen der akzelerierten Arteriosklerose, wurde auch bei der
chronisch verlaufenden nativen Atherosklerose die Herkunft der SMCs in den Plaques
untersucht. In ApoE-/- Miausen nach Knochenmarkstransplantation waren unter einer 8-
wochigen cholesterinreichen Diit atherosklerotische Lisionen mit SMCs entstanden, die zu
etwa 50% aus dem Knochenmark stammten.”’ In atherosklerotischen Lisionen der
Koronararterien von Patienten nach Knochenmarkstransplantation, konnte ebenfalls gezeigt
werden, dass ein signifikanter Anteil der SMCs aus dem Knochenmark stammt.”’

Von zentraler Bedeutung bei der SPC-vermittelten vaskuldren Wundheilung ist die Frage
durch welche Signale die Mobilisierung und Rekrutierung in die verletzte GefdBwand
gesteuert wird. In diesem Zusammenhang haben das CXC Chemokin stromal cell-derived

factor (SDF)-1a und dessen Rezeptor CXCR4 eine wichtige Funktion.*>
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1. 2. 3. Rolle der SDF-10/CXCR4 Achse bei der Neointimabildung

Stromal cell-derived factor (SDF)-1a gehort zur Familie der Chemokine. Die Chemokine
stellen eine Untergruppe der Zytokine dar, deren Name sich aus ,,Chemotaktische Zytokine*
zusammensetzt.”® Anhand ihrer Cysteinreste lisst sich die Gruppe der Chemokine in vier
Subfamilien unterteilen. Diese Einteilung basiert auf Sequenzhomologien und der Anzahl und
Lage der aminoterminalen Cysteinreste: CXC (a)-, CC (B)-, C (y)- und CX3C (9)-
Chemokine.’” Wihrend die CXC-, CC- und CX3C-Chemokine alle vier Cysteinreste
aufweisen, besitzen die C-Chemokine nur zwei Cysteine. Bei den C-C Chemokinen liegen die
ersten beiden Cysteinreste direkt nebeneinander, wihrend die Cysteinreste der C-X-C
Chemokine durch eine andere Aminosiure getrennt werden.’

Alle Chemokine besitzen dhnliche Aminosiduresequenzen und ihre Rezeptoren sind samtlich
integrale G-Protein-gekoppelte Membranproteine mit sieben transmembranen Domiinen.”**’
Lange Zeit war nur CXCR4 als SDF-1a Rezeptor bekannt, der wiederum als einziger
Chemokinrezeptor mit SDF-la nur einen Liganden besitzt.** Inzwischen ist mit

CXCR7/RDCI1/Cmkor 1 ein weiterer Rezeptor fiir SDF-1a beschrieben worden41’42, dessen

Funktion allerdings noch nicht genau geklirt ist.

Chemokine steuern die Migration und das ,homing“ von Leukozyten wéihrend der
Homdostase und bei inflammatorischen Prozessen. Der chemotaktische Effekt der Chemokine
auf Leukozyten bewirkt nicht nur eine Veridnderung des Zytoskeletts der Leukozyten, sondern
induziert in ihnen auch die Expression und Aktivierung von Integrinen, die es ermoglichen, an
das BlutgefiBendothel zu adhirieren.*’

Auf molekularer Ebene spielen die Chemokine eine wesentliche Rolle bei dem adaptiven
vaskuldren Remodeling, indem sie die Rekrutierung von mononukleidren Zellen in die

verletzte Region und die Aktivierung von residenten VSMCs steuern.***’

Das CXC Chemokin stromal cell-derived factor (SDF)-1a (auch CXCL12) ist wesentlich an
der Homoostase von Stammzellen im Knochenmark und der embryonalen Arteriogenese
beteiligt. SDF-1a wird in atherosklerotischen Plaques und in neointimalen Lésionen nach
GefiBBverletzung gesteigert exprimiert und spielt dabei eine wichtige Rolle bei der

324647 Durch eine mechanische

Mobilisierung und lokalen Rekrutierung von SPCs.
GefiBverletzung im Tiermodell wird die SDF-1a Expression, abhiingig vom Schweregrad der

Verletzung, in medialen SMCs gesteigert.”>® Zusitzlich gibt es Hinweise dafiir, dass die
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gesteigerte Expression von SDF-1, monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1) und
vascular endothelial growth factor (VEGF) in der GefiBwand mit der SPC Rekrutierung
korreliert.*

Einen Tag nach GefiB3verletzung kommt es zu einem transienten Anstieg der
Plasmakonzentration von SDF-1a, wodurch der SDF-1a-Gradient zwischen Knochenmark
und der Zirkulation verindert wird. Dadurch werden die SPCs in der Zirkulation mobilisiert.*
Diese SPCs werden durch SDF-1a in die verletzte GefdBwand rekrutiert und tragen dadurch
zur Neointimabildung bei. Bei der Transplantatvaskulopathie konnte ebenfalls eine
gesteigerte SDF-la Expression sowohl im Tiermodell als auch in Patienten nach

- - 484
Herztransplantation nachgewiesen werden,***

Eine Hemmung von SDF-la durch
blockierende Antikorper bzw. eine Deletion des SDF-la Rezeptors CXCR4 in
Knochenmarkszellen inhibierte die neointimale Hyperplasie und die Rekrutierung von SPCs

im Restenosemodell und bei der Transplantatvaskulopathie.*>***®

Die transkriptionelle Regulation der gesteigerten neointimalen SDF-1a Expression ist bislang
unklar. Als wichtiges Bindeglied zwischen der GefidB3verletzung und der SDF-1a-vermittelten
SPCs Rekrutierung und Mobilisierung wurde die Apoptose der medialen SMCs unmittelbar
nach der Verletzung identifiziert. So konnte gezeigt werden, dass die SPC-vermittelte
Wundheilung von der SDF-1a/CXCR4 Achse durch die Apoptose nach GefidBBverletzung
induziert wird.*® Ferner geht die Hemmung der Caspaseaktivitit mit einer verminderten SDF-
lo Expression einher.”® Die apoptotoschen SMCs setzen apoptotische Mikrovesikel
(;;apoptotic bodies*) frei, die die Sekretion von SDF-1a aus unverletzten medialen Zellen in
vitro induziert.*® Ferner ist es bekannt, dass SDF-1a Expression nach Gefid3verletzung, wo die
Apoptose am meisten stattfindet, gesteigert ist im Vergleich zur Karotidenligatur oder Cuff-

Anlage.”
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1. 2. 3. 1. Hypoxia-inducible factor (HIF-)1a

Im Ischdmiemodell wird die SDF-la Expression und damit die Rekrutierung von
Vorlduferzellen durch Aktivierung des Transkriptionsfaktors hypoxia-inducible factor (HIF)-
la und dessen Interaktion mit Bindungsstellen im SDF-1a Promoter gesteuert.50

HIF-1 ist ein sauerstoffregulierter Transkriptionsfaktor, der in den meisten kernhaltigen
Zellen als Antwort auf Hypoxie induziert wird und eine wichtige Rolle in der Angiogenese
und der Adaption von Zellen, Geweben und Organismen an Hypoxie spielt.”'”* HIF-1 gehort
zur Familie der basic helix-loop-helix-Per/ARNT/Sim (PAS)-Proteine und bildet ein

Heterodimer aus einer HIF-1a- und einer HIF—l[B—Untereinheit.53 =3

HIF-1B wird konstitutiv
exprimiert, unabhingig von der Sauerstoffversorgung.’® Auch die o-Untereinheit von HIF-1
wird konstitutiv transkribiert und translatiert, unter normoxischen Bedingungen aber an zwei

51,52 Im

Prolinresten hydroxyliert und nach Bindung an Ubiquitin durch Proteasome abgebaut.
Gegensatz dazu wird HIF-la unter hypoxischen Bedingungen durch die fehlende
Hydroxylierung stabilisiert und vermindert abgebaut.”’ Die HIF-1a-Untereinheit wird aus
dem Zytoplasma in den Nukleus transportiert und bildet ein Heterodimer mit der HIF-1f3-

Untereinheit.> !>’

Der Transkriptionsfaktor bindet an hypoxia responsive elements (HREs),
die Erkennungssequenz fir HIF-1, die sich in den Promoterregionen von
hypoxieinduzierbaren Genen befinden.”® Nicht-hypoxische Stimuli induzieren entweder die
HIF-1a Gentranskription durch Stimulierung des diacylglycerol-sensitive Proteinkinase C
(PKC)-Signalweges™”’ oder die HIF-1 Translation durch die Aktivierung des
Phosphoinositol 3-Kinase (PI3K)/mTOR-Signalweges.””"* In beiden Fillen erhoht sich die
HIF-1 Proteinmenge und dadurch die transkriptionelle Aktivitit von HIF-1a.'

Da die Aktivitidt von HIF-1a jedoch nicht nur durch Hypoxie, sondern auch durch Zytokine,
Wachstumsfaktoren oder Sauerstoffradikale gesteigert wird®!, konnte HIF-1a auch fiir die
neointimale SDF-1a Expression nach GefidBverletzung verantwortlich sein. In SMCs kommt
es z. B. durch eine Behandlung mit Thrombin, PDGF, TGF-$ oder Angiotensin II zu einer
Aktivititssteigerung und vermehrten mRNA Expression von HIF-10.”® Auch pro-
inflammatorische Mediatoren, wie z. B. der Transkriptionsfaktor nuclear factor-kB (NF-kB),

verstidrken im Rahmen der Wundheilung die HIF-1a Aktivierung.63’64
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1. 2. 4. Lysophosphatidsiuren (LPAs) als neuer Mediator der Neointimabildung

Kiirzlich konnte gezeigt werden, dass vor allem die mehrfach ungesittigten Derivate der
Lysophosphatidsiure (LPA), eine entscheidende Rolle bei der Neointimabildung spielen.®>®
Nach Inkubation der unverletzten CCAs im Rattenmodell mit ungesittigten LPA-Derivaten,
wie LPA 20:4 oder dem Acyl-Derivat AGP 18:1, kommt es innerhalb von wenigen Wochen
zu einer neointimalen Hyperplasie.®” Dagegen hatten gesittigte LPA Derivate, wie LPA 18:0,
keinen Effekt auf die GefiBwand.*

LPA-Derivate wurden als biologisch aktive Phospholipide unter anderem in den ,,mildly-
oxydized”“ LDL, in den menschlichen atherosklerotischen Lisionen und im Uberstand von
aktivierten Thrombozyten nachgewiesen.’” Es ist bekannt, dass LPA-Derivate sowohl
prothrombotische als auch atherogene Eigenschaften besitzen®’ und dass ungesittigte LPAs
die Differenzierung von vaskulidren SMCs beeinflussen.®®

Da ungesittigte LPAs die Expression von SDF-1a und HIF-1a in verschiedenen Zelllinien

induzieren®°

und die Mikrovesikel aus aktivierten Thrombozyten oder apoptotischen SMCs
nach GefiBverletzung Vorstufen fiir LPAs zur Verfiigung stellen’’, wurde in der vorliegenden
Arbeit untersucht, ob die ungesittigten LPAs durch eine Aktivierung von HIF-1a an den

SDF-1a-abhingige Neointimabildung und SPC Rekrutierung beteiligt sind.

1. 2. 5. Therapeutische Optionen zur gezielten Hemmung der Neointimabildung iiber die
SDF-10/CXCR4 Achse

Die bisher einzige erfolgreiche Therapie zur Reduktion der Restenose konnte durch die
Implantation beschichteten Medikamente-freisetzende Stents erreicht werden, die das Risiko
der Restenose reduziert.'” Bei den derzeit gebriuchlichsten Typen wird ein in einer Polymer-
Beschichtung gebundener Wirkstoff kontinuierlich vom Stent am Ort der GefidBBverletzung
iiber Wochen freigesetzt. In der klinischen Praxis werden hdufig zwei Substanzen zur
Stentbeschichtung verwendet: Rapamycin (Sirolimus) und Paclitaxel.”>” Das Einbringen
eines Stents hat den Vorteil, dass dadurch die frithen elastischen Riickstellkrifte und das

negative Remodeling verhindert werden. Die Stents sind aber nicht risikolos. Sie haben den
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Nachteil, dass der Stent einen Fremdkorper darstellt, der einen zusdtzlichen Wachstumsreiz
auslost und sich dadurch die Neointima verstirkt ausbildet.” Es gibt aulerdem Hinweise
darauf, dass die Einfithrung der Stents eine verzogerte Reendothelisierung und ein erhohtes
Risiko fiir spit auftretende Stent-Thrombosen zur Folge haben kann.”””’® Dariiber hinaus
konnten neue effektive Medikamente fiir die Prophylaxe der Restenose, die selektiv die
Akkumulation von neointimalen SMCs hemmen, eine therapeutische Alternative darstellen.
Ein moglicher Bestandteil einer solchen Therapie konnte das CXC Chemokin stromal cell-
derived factor SDF-1a und sein Rezeptor CXCR4 darstellen bzw. Substanzen, die die SDF-1a
Expression steuern, die die Mobilisierung und die Rekrutierung von SPCs nach

GefiBverletzung kontrollieren.*

1. 3. Fragestellung

Als zentrales Signalmolekiil wurde die SDF-10/CXCR4 Achse bei der Entstehung der
neointimalen Hyperplasie durch die Mobilisierung und dem lokalen ,homing*“ von
Vorlduferzellen von SMCs (SPCs) identifiziert. Uber die molekulare Regulation der SDF-
1a/CXCR4 Achse ist allerdings wenig bekannt. FEine wichtige Rolle konnte der
Transkriptionsfaktor HIF-1a dabei spielen. Angesichts der Tatsache, dass die Aktivitdt von
HIF-1o nicht nur durch Hypoxie, sondern auch durch Zytokine, Wachstumsfaktoren und
andere nicht-hypoxischen Stimuli induziert wird, wurde in der vorliegenden Arbeit
untersucht, ob die HIF-1a Expression nach der Gefal3verletzung sowohl auf Protein- als auch
auf transkriptioneller Ebene gesteigert wird und welchen Effekt eine HIF-1a Aktivierung auf
die Neointimabildung hat. Ferner sollte der molekulare Mechanismus einer HIF-1a-
vermittelten Neointimabildung ermittelt werden. Nach Aktivierung bindet HIF-la an
spezifische Promotersequenzen (HRE) und fiihrt zu einer gesteigerten Expression von HIF-
la-abhdngigen Genen (wie z. B. SDF-1a). Da der SDF-1a Promoter HRE-Sequenzen enthélt
und HIF-1a unter Hypoxie entscheidend fiir die Induktion von SDF-1a verantwortlich ist,
wurde in der vorliegenden Arbeit untersucht, ob HIF-1a auch nach GefidBBverletzung die SDF-
la Expression und damit eine neointimale Hyperplasie induziert. Ferner ist bekannt, dass die
Apoptose der SMCs nach GefidBverletzung wesentlich fiir die gesteigerte SDF-1a Expression

in der GefdaBwand verantwortlich ist. Die apoptotischen medialen SMCs setzen Mikrovesikel
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(,,apoptotic bodies*) frei, die nicht nur die SDF-1a Expression induzieren, sondern auch als
Quelle fiir Vorstufen von Lysophosphatidsduren (LPAs) dienen koénnen. Des Weiteren
steigern ungesittigte Lysophosphatidsiduren die SDF-1a und HIF-1a Expression und kdnnen
nach kurzfristiger lokaler Inkubation von unverletzten Arterien eine Neointima durch
Akkumulation von SMCs induzieren. Es sollte deshalb in dieser Arbeit die Frage beantwortet
werden, ob LPA iiber G-Protein gekoppelte LPA-Rezeptoren an der HIF-1a-vermittelten

SDF-1a Expression und damit an der Neointimabildung beteiligt ist.
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2. Material und Methoden

2. 1. Chemikalien

Acrylamid Bisacrylamid, AppliChem

Albumin aus Rinderserum, (Bovine Serum Albumine, BSA), Sigma

Alcianblau 86 X, Sigma

Ammoniumhydroxid, Sigma

Ammoniumpersulfat, Sigma

Aprotinin, Sigma

Atipamezol Hydrochlorid (Antisedan®), Pfizer GmbH

Augensalbe (Bepanthen® Augen- und Nasensalbe), Roche Consumer Health GmbH
Brillant Crocein Scarlet, Sigma

Bromphenolblau Natrium-Salz, Serva

Calciumchlorid, Sigma

Chymostatin, Sigma

CXCR4 Antagonist (POL 5551), Polyphor

Diethyl-Pyrocarbonat (DEPC), Sigma

Dimethyl-Sulfoxid (DMSO), Sigma

Dinatriumhydrogenphosphat, VWR

Dithio-treitol (DTT), Sigma

Eindeckelmedium (Vecta Mount AQ Mounting Medium), Vector Laboratories
Eindeckelmedium, DAPI-gekoppelt (Vectashield® Hard Set™ Mounting Medium with
DAPI), Vector Laboratories

Eisenchlorid Hexahydrat, Sigma

Essigsdure 100%, Merck GmbH

Ethylendinitriloteraessigsdure (EDTA), Sigma

Fluorescein Streptavidin (FITC- Fluorescein-Isothiocyanat), Vector Laboratories
Glycerin, Sigma

Glycin, Sigma

Hémalaunlosung (nach P.Mayer, Romes § 648)
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Héamatoxylin, Sigma

Hiimolysepuffer (BD FACS™ Lysing Solution), Becton Dickinson GmbH
HIF-1a siRNA (Custom siRNA, siSTABLEV2, Processing Option A4), Dharmacon
Hydroxyethyl-piperazinyl-ethansulfonsiure (HEPES), Sigma

Iod, Sigma

Kaliumchlorid, Roth GmbH

Kaliumhydrogenphosphat, Roth GmbH

Kaliumiodid, Sigma

Kanadabalsam, Roth GmbH

Kaninchenserum, Serotec GmbH

Ketamin Hydrochlorid (Ketavet®), Pharmacia & Upjohn

Kil16425, Sigma

Kontroll siRNA (Custom siRNA, siSTABLEv2, Processing Option A), Dharmacon
Lamin A/C siRNA (Maus siGLO® Lamin A/C siRNA), Dharmacon
Leupeptin, Sigma

LPA Derivate 20:4 (1-Arachidonoyl-2-Hydroxy-sn-Glycero-3-Phosphate), Avanti Polar
Lipids

Magermilchpulver, Sigma

Magnesiumchlorid, Sigma

Medetomidin Hydrochlorid (Domit0r®), Pfizer GmbH

Methanol, Merck GmbH

Molekulargewichtsstandard (PageRulerTM), Fermentas
N,N,N",N"-Tetramethylethylendiamin (TEMED), Sigma

Natriumchlorid, Sigma

Natrium-Dodecyl-Sulfat (SDS), Sigma

Natriumfluorid, Sigma

Natriumhydroxid, Sigma

Natriumorthovanadate, Sigma

n-Butanol, Sigma

NP-40, Calbichem GmbH

Octoxinol-9 (Triton-100), Roth GmbH

Orcein, Merck GmbH

Paraformaldehyd, Roth GmbH

Pepstatin, Sigma
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Pferdeserum, Vector Laboratories

Phosphorwolframsiure Hydrat, Sigma

Pluronic F-127, Sigma

Polyoxyethylen-Sorbitan-Monolaurat (Tween 20), VWR

Ponceau S, Merck GmbH

Proteinase K, Sigma

RNA Stabilisierungslosung (RNAlater RNA stabilization reagent), Qiagen GmbH
Saffron du Gatinais, Sigma

Salzsdure, Sigma

Saurefuchsin, Sigma

Schafserum, Serotec GmbH

3-Mercaptoethanol, Sigma

Transfektionsreagent (DharmaFECT™), Dharmacon Trypsin/EDTA Lésung, Biochrom AG
Tri-natriumcitrat, Roth GmbH

Tris (hydroxymethyl) aminomethan, Sigma

Tris Hydrochlorid, Serotec GmbH

Trypsin, Sigma

Wasserstoffperoxid 3%, Sigma

2. 2. Antikorper

Polyklonaler Antikérper Kaninchen anti-HIF-1a, Novus Biologicals

Monoklonaler Antikdrper Human/Maus anti-CXCL12/SDF-1, R&D

Monoklonaler Antikdrper Maus anti-Human Smooth Muscle Actin (SMA), Dako Cytomation
GmbH

Polyklonaler Antikorper Ziege anti-Myocardin, Santa Cruz

Monoclonaler Antikorper Ratte anti-Maus anti-CD184 (CXCR4), Becton Dickinson
Pharmingen GmbH

Monoklonaler Antikdrper Maus anti-Mac-2, Cederlane Laboratories

Polyklonaler Antikérper Kaninchen anti-HIF-1a, Santa Cruz,

Monoklonaler Antikorper Maus IgG1 anti-Lamin A/C, Upstate GmbH
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Monoklonaler Antikorper Maus anti-GAPDH, Chemicon

Schaf anti-Kaninchen IgG-biotingekoppelt, Serotec GmbH

Polyklonaler Kaninchen anti-Maus Igs-TRITC-gekoppelt, Dako Cytomation GmbH
Kaninchen anti-Ziege IgG-biotingekoppelt, Santa Cruz

Kaninchen anti-Ratte IgG-biotingekoppelt, Vector Laboratories

Ziege anti-Kaninchen IgG, peroxidasegekoppelt, Calbiochem GmbH
Anti-Maus/anti-Kaninchen Ig, Peroxidase Mikropolymergekoppelt (ImmPRESS™), Vector
Laboratories

anti-Maus Ly-6A/E (Sca-1), Phycoerythrin-gekoppelt, Becton Dickinson Pharmingen GmbH
anti-Maus CD11b (Mac-1), biotingekoppelt, Becton Dickinson Pharmingen GmbH
anti-Maus CD45R/B220, biotingekoppelt, Becton Dickinson Pharmingen GmbH

anti-Maus Ly-6G (Gr-1), biotingekoppelt, Becton Dickinson Pharmingen GmbH

anti-Maus TER-119/Ly-76, biotingekoppelt, Becton Dickinson Pharmingen GmbH
anti-Maus CD3e (CDg), biotingekoppelt, Becton Dickinson Pharmingen GmbH

2. 3. Geriite

Brutschrank (Regler RD2), WTB Binder

Digitalkamera (KY-F75U, C-Mount), JVC

Durchfluf3zytometer (FACSCaliburTM), Becton Dickinson GmbH

Durchlicht-Mikroskop (Leica DMRBE), Leica

Einbettautomat (Shandon Pathcentre®), Thermo Electron GmbH

Elektrophoresekammer (Hoefer Electrophoresis Unit, SE600 Series), Amersham Pharmacia
Biotech

Giellform, Amersham Bioscienses (SF) Corp.

Kiihlzentrifuge (Mikro200R), Hettichlab

Netzgerit, Biometra Standard Power Pack 25

Paraffinspendeautomat (Microm EC 350 Paraffin Embedding Center), Microm International
GmbH

PCR System (GeneAmp® PCR System 9700 thermal cycler), Applied Biosystems
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Photometer (Sunrise-basic Tecan), Tecan GmbH

Rotationsmikrotom (Microm HM 340E), Microm International GmbH
Stereo Mikroskop (KL 1500 LCD), Carl Zeiss

Thermoplatte (Ttempcontrol 37 analog), Carl Zeiss

Thermoschiittler (Thermomixer comfort), Eppendorf

Waage (AdventurerTM Balances), Ohaus GmbH

Watt-Mikrowelle (Severin 700), Severin

2. 4. Verbrauchsmaterial

Augenschere (Nachstarschere Vannas, 85mm), Aesculap
Einbettkasetten, Sanowa Laborprodukte GmbH

Filter (110mm), Sartorius Biotech GmbH

Filterpapier, Schleicher & Schnell BioScience

Fithrungsdraht, Boston Scientific

Heparinisierte Einmal-Kapillarpipetten, Hirschmann Laborgerite GmbH
Katheter (rat intrathecal catheter), Alzet

Pistill, Kontes Glass Company, New Jersey

Polyvinylindendifluorid (PVDF)-Membran, Peqlab Biotechnologie GmbH
Silanisierte Objekttriiger (SuperFrost Plus®), Menzel Gliser
Wundklammern (Michel Wundklammern 7,5 x 1,75 mm), Aesculap
Chirurgischer Faden (Seraflex EP2, (3/0), Serag Wiessner
Mikropinzette (Uhrmacher Typ, 0,2 mm, gebogen), Aesculap
Polyethylen-Schlauch (0,28 x 0,16 mm), VWR

Sterile Filter (PorengroBe 0,20 um, Minisart), Sartorius Biotech GmbH
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2. 5. Verwendete Kits

cDNA-Synthese-Kit (Super Script™ III-First Stand Synthesis sysem for RT-PCR), Invitrogen
Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid-(DAB) Substrate Kit for Peroxidase, Vector Laboratories
ECL (enhanced chemiluminiscence) Detektion-Kit, Amersham, Pharmacia

Nicht-markierte HIF-1a Primers und Fluoreszenz-markierte HIF-1o Probe (TaqMa‘tn® MGB
FAM™ dye-labled, Assay-on-Demand™ Gene Expression), Applied Biosystems

PCR-Master Mix (AmpliTaq Gold® DNA polymerase im TaqMan® Universal PCR Master
Mix), Applied Biosystems

Protein Assay (Bio-Rad Dc protein assay), Bio-Rad Laboratories

Qproteome FFPE Tissue Kit, Qiagen, GmbH

RNA-Isolierung-Kit (RNeasy® Mini Kit), Qiagen GmbH

2. 6. Losungen

10 mM PBS (phosphatgepufferte Kochsalzlosung) (pH=7,0-7,6):
7,4 g Dinatriumhydrogenphosphat
36 g Natriumchlorid
2,1 g Kaliumhydrogenphosphat
5000 ml Aqua dest.

siRNA Gentransfer:

Transfektionsmix:
5 nmol (100 umol/L) HIF-1a siRNA (siSTABLEvV2)/7 nmol (140 umol/L) Lamin
A/C siRNA/,,non-targeting® siRNA (siSTABLEv2)
1 x siRNA Puffer
1:50 siRNA Transfektionsreagent DharmaFECT 4
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Probengewinnung:

4% Paraformaldehyd-Losung (pH=7,4 - 8,0):

16 g Paraformaldehyd

200 ml Aqua dest.

Leicht aufwéarmen und ca. 6 ml Natriumhydroxid zum Auflosen dazugeben,
pH=7,4-8,0 Wert Einstellung mit Salzsdure

200 ml zweifach PBS

Filtrieren

Immunhistochemie und Immunfluoreszenz:

10 mM Citratpuffer 0,05% Tween 20 (pH=6):

2,94 g Tri-natriumcitrat

2000 ml Aqua dest.

pH=6 Wert Einstellung mit Salzsédure
0,5 ml Tween 20

0,3% Trypsinaufschlusspuffer (pH=7,8):
8,76 g Natriumclorid
6,05 g Tris Hydrochlorid
0,1% Calciumchlorid
pH Wert mit Salzsdure einstellen

0,3% Trypsin
0,1% Proteinase K Aufschlusspuffer:

0,1 g Proteinase K
100 ml Aqua dest.

Histomorphometrie:

3%-ige Essigsdure:
97 ml Aqua dest.
3 ml Essigsdure100%
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1%-ige Essigsaure:
99 ml Aqua dest.
1 ml Essigsdure100%

Alcianblau-Losung:
1 g Alcianblau
100 ml Aqua dest
1 ml Essigsédure 100 %

Verhoeff’s-Féarbelosung:
Stammlosung A:
2 g Hamatoxylin
100 ml Ethanol
Stammlosung B:
2 g Eisenchlorid Hexahydrat
100 ml Aqua dest.
Stammlosung C (Lugol’sche-Losung):
4 g Kaliumiodid
2 glod
100 ml Aqua dest.

Gebrauchslosung: 3 : 2 : 1 mischen

Brilliant Crocein-Sédurefuchsin Losung:
80 ml Stammlsg. A
20 ml Stammlsg. B
Stammlosung A:
0,1g Brilliant Crocein Scarlet
99,5 ml Aqua dest
0,5 ml Essigsdure 100 %
Stammlosung B:
0,1g Saurefuchsin
99,5 ml Aqua dest.
0,5 ml Essigsdure 100 %
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2 % Phosphorwolframsédure-Losung:
2,4 g Phosphorwolframsidure Hydrat
97,6 ml Aqua dest.

Saffron du Gatinais Losung:
3 g Saffron du Gatinais
100 ml Ethanol 99,8 %
48 h bei 50-60 °C extrahieren

Probenlyse:
Pisani’s Lysepuffer A:

100 mM Natriumclorid

20 mM Kaliumchlorid

0,5 mM Dinatriumhydrogenphosphat
20 mM Tris Hydrochlorid (pH=7,4)

Pisani's Lysepuffer B:
100 mM Natriumchlorid
0,1 mM EDTA
20 mM Tris Hydrochlorid (Ph=7.4)
10% Glycerol
0,2% NP-40
0,1% Triton 100
1% SDS
3 ug/ml Aprotinin
25 pg/ml Leupeptin
25 pg/ml Pepstatin
25 ng/ml Chymostatin
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SDS-PAGE:
4% Sammelgel:
6 ml Aqua dest.
2,5 ml 0,5M Tris Hydrochlorid pH=6,8
0,1 ml 10% (w/v) SDS
1,3 ml Acrylamid Bisacrylamid 30% / 0,8% (w/v)
0,05 ml 10% (w/v) Ammoniumpersulfat
0,01 ml TEMED

10% Trenngel:
20,1 ml Aqua dest
12,5 ml 1,5M Tris pH=8,8
0,5 ml 10% (w/v) SDS
16,6 ml Acrylamid Bisacrylamid 30% / 0,8% (w/v)
0,25 ml 10% (w/v) Ammoniumpersulfat
0,025 ml TEMED

4 x Auftragepuffer:
0,250 M Tris Hydrochlorid (pH=6,8)
8% SDS
40% Glycerin
0,02% Bromphenolblau
400 mM B-Mercaptoethanol

5 x Laufpuffer:
123 mM Tris Base
959 mM Glycine
17 mM SDS

Western Blot-Analyse:

Transferpuffer:
39 mM Glycine
48 mM Tris Base
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0,037% SDS
10% Methanol

Waschpuffer:

(“Tris bufferes saline with Tween 20”-TBST)
20 mM Tris Hydrochlorid (pH=7,4)
0.9% Natriumchlorid
0.05% Tween 20

5% Blockierungspuffer:
5 g Magermilchpulver
95 ml TBST

2,5% Blockierungspuffer:
2,5 g Magermilchpulver
97,5 ml TBST

cDNA Synthese:
cDNA Synthese-Mix:
2 ul 10 x RT Puffer

4 pul 25 mM Magnesiumchlorid

2u10,1 M DTT

1 ul RNase Inhibitor (RNaseOUT™ 40 U/ul)

1 pul reverse Transkriptase (SuperScript™ III RT 200 U/ul)

RT-PCR-Analyse:
TE Puffer:

1 ml 10 mM Tris Hydrochlorid (ph=7,4)
20 ul 0,5 M EDTA (pH=8,0)
98,8 ml Aqua dest.
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HIF-1a-Assay-Mix:
10 pul Master Mix (DNA Polymerase)
1 pl HIF-1a TagMan Primers (18 uM Konzentration fiir jeden Maus-HIF-1a
Primer und 5 uM fiir die fluoreszenzmarkierte Maus-HIF-1a Probe)

7 ul Aqua dest.

FACS-Analyse:

Waschpuffer - 0,5% BSA:
0,5 g BSA
99,5 ml PBS

2. 7. Miusestimme

Es wurden ApoE-/- Miuse (C57B1/6J-ApoEtm, Jackson Lab.) verwendet, die mindestens in
der 10 Generation in den C57/Bl16-Hintergrund zuriickgekreuzt worden sind. Durch die ApoE-
Defizienz entwickeln diese Méuse unter cholesterinreicher Diét eine massive Hyperlipidamie
und eine Diit-induzierte Atherosklerose. Im Vergleich zu Wildtyp-C57/Bl6 Mdiusen ist auch
die Neointimabildung nach mechanischer Gefdlverletzung in hyperlipidimischen ApoE-/-
Mausen deutlich gesteigert.

In einigen Experimenten wurden C57/BlI6 Wildtyp-Miuse verwendet, um isoliert die

Funktion der Lysophosphatidsidure zu untersuchen.

2. 8. Tierhaltung und Miusezucht

Alle Miause werden in isoliert ventilierten Kéfigen (IVC Typ 2 long, 4-5 Méuse pro Kifig)
mit einem 12-stiindigem Tag-Nacht-Rhythmus gehalten mit Aqua ad libitum (auch wéhrend

der Testdurchfithrung). Die ausreichende Versorgung mit frischem Wasser und Futter wurde
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taglich kontrolliert. In gleichen Intervallen wurde auf die Sauberkeit der Kéfige und den
Zustand der Tiere geachtet. Die Kifige wurden mindestens zweimal pro Woche autoklaviert
und die Streu gewechselt.

Zur Gesundheitskontrolle wurden regelmidfig serologische, bakteriologische und

parasitologische Untersuchungen durchgefiihrt (nach den FELASA-Guidelines).

Die Zucht der ApoE-/- Miuse fangt mit ApoE Knock-out Elternpaaren an. Das defiziente
ApoE-Allel bleibt bei den Nachkommen homozygot erhalten. Nach 4 Wochen werden die

Jungmaéuse abgesetzt und die Zucht weitergefiihrt.

Die Zucht und Aufstallung der Miuse, sowie die Operationen und die Organentnahmen,
erfolgen in der Zentralen Versuchstierhaltung (ZVH) des Klinikums der LMU Miinchen-
Standort Innenstadt, NuBBbaumstr. 20, 80336 Miinchen.

Das Tierversuchsvorhaben wurde von der Regierung von Oberbayern gemidfl § 8 des

deutschen Tierschutzgesetzes genehmigt.

2. 9. Endoluminale Verletzung der A. carotis communis (CCA)

Die ApoE-/- Miuse im Alter von 8-12 Wochen mit einem Gewicht von 18-23 g wurden eine
Woche vor und bis 4 Wochen nach der Drahtverletzung der linken Halsschlagader (A. carotis
communis, CCA) auf eine fettreiche ,,Western type“ Didt (21% Gesamtfett, 0,15%
Cholesterin, 19,5% Casein, ssniff) gehalten. Die Narkose wurde durch intraperitoneale
Injektion von 0,3 mg/kg Medetomidin Hydrochlorid und 0,6 mg/kg Ketamin Hydrochlorid
durchgefiihrt. Die Augen wurden mit Bepanthen® Augensalbe vor dem Austrocknen
geschiitzt.

Nach Fixieren der vier Extremitidten auf der Thermoplatte mit Klebestreifen wurde das
Operationsgebiet rasiert und desinfiziert. Nach einer Hautinzision am Hals in der Medianlinie
wurde die linke Carotisbifurkation freipripariert und ein diinner Faden um die A. carotis
interna (ICA) und die CCA gelegt, um eine voriibergehende Unterbrechung der Perfusion zu
ermoglichen. Die linke A. carotis externa (ECA) wurde distal mit dem Faden abgebunden und

caudal davon iiber eine Arteriotomie (Abb. 1) ein Angioplastie-Fiihrungsdraht (0,36 mm)
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eingefithrt und etwa 7-8 mm weit in die CCA in Richtung des Aortenbogens in einer
drehenden Bewegung vorgeschoben. Durch dreimaliges Vorschieben und Zuriickziehen
wurde die luminale Endothelschicht komplett denudiert. Nach Entnahme des Fiihrungsdrahts
wurde die Arteriotomie durch eine Ligatur ECA verschlossen und die Perfusion in CCA und
der ICA wiederhergestellt. Die Wunde wurde dann mit Wundklammern verschlossen und die
Miuse nach dem Aufwachen weiter mit der cholesterinreichen Diiit gefiittert.

Nach dem Eingriff erhielten die Maiause 0,2 mg/kg Atipamezol Hydrochlorid zur
Antagonisierung der Anésthetika.

Eine Versuchsgruppe von ApoE-/- Miusen bekam 3 Wochen lang nach der Gefil3verletzung
eine tidgliche Dosis von 100 ul 5 mg/kg LPA ;3 Rezeptorantagonisten Kil16425 (3-(4-[4-([1-(2-
chlorophenyl)ethoxy]carbonyl amino)-3-methyl-5-isoxazolyl] benzylsulfanyl) Propansaure)
oder Kontrollpuffer (PBS) intraperitoneal injiziert.

Die gesamte Operation erfolgte unter einem Stereo-Mikroskop mit mikrochirurgischen

Mikropinzette und Nachstarschere.

guide-wire

Abb. 1: Darstellung der intraluminalen Verletzung der A. carotis communis (CCA) durch einen Draht (0.36
mm). Zunichst wurde die A. carotis externa (ECA) ligiert und anschlieend die CCA und die A. carotis interna
(ICA) mittels eines Fadens voriibergehend abgebunden. Durch eine kleine Arteriotomie caudal der ECA-Ligatur
wurde der Fiithrungsdraht in Richtung der CCA vorgeschoben. Der Draht wurde dann in einer drehenden
Bewegung dreimal vorgeschoben und zuriickgezogen. Nach Entfernung des Drahtes wurde die ECA durch eine

caudale zweite Ligatur verschlossen und der Blutfluss iiber die CCA in die ICA wiederhergestellt.
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2. 10. Intraluminale Applikation von Lysophosphatidsidure (LPA)

C57BL/6J-Méuse im Alter von 8-12 Wochen mit einem Gewicht von 18-22 g wurden wie im
Abschnitt 2. 9 beschrieben narkotisiert. Die Madiuse bekamen iiber den gesamten

Versuchsverlauf Standardfutter.

Die Bifurkation der CCA wurde freipriapariert und ein Faden um die ICA und die CCA gelegt,
um eine kurzfristige Unterbrechung der Durchblutung zu ermoglichen. Die linke ECA wurde
mit dem Faden abgebunden und caudal davon eine kleine GefidBeroffnung ausgefiihrt. Zur
Applikation der Lysophosphatidsidure (40 uMol, LPA 20:4) wurde iiber die Arteriotomie der
ECA ein Katheter eingefiihrt und mit Faden fixiert. Wiahrend die Perfusion der CCA weiter
unterbunden war, wurde 100 pl der 20:4 LPA Losung iiber den Katheter intraluminal injiziert
und das GefdB3 fiir 30 Min. damit inkubiert. Nach dem Absaugen der Losung und Entfernung
des Katheters wurde die ECA ligiert und der Blutfluss in der CCA wiederhergestellt. Die
Hautwunde wurde anschlieBend mit 3-4 chirurgischen Wundklammern verschlossen. Direkt
nach der Intervention bekamen die Méuse eine 0,2 mg/kg Atipamezol Hydrochlorid, um die
Narkose zu beenden.

Direkt nach der intraluminalen 20:4 LPA-Applikation bekam die Versuchsgruppe 4 Wochen
lang eine tdgliche Dosis von 100 pl 20 mg/kg CXCR4 Antagonisten POLS5551 oder
Kontrollpuffer (PBS) intraperitoneal injiziert.

Die gesamte Operation erfolgte unter einem Stereo-Mikroskop mit mikrochirurgischen

Instrumenten (Mikropinzette und Nachstarschere).

2. 11. Small interfering RNA (siRNA) Gentransfer

Unter RNA-Interferenz (RNAi) versteht man einen Mechanismus, der bei Anwesenheit von
doppelstraingigen RNA (dsRNA) in den Zellen die Genexpression einzelner Gene
herunterreguliert. Die dsRNA wird dabei von einer Ribonuklease dem ,Dicer*-
Proteinkomplex in kleine einzelstringige Fragmente ,,small interfering RNAs (siRNAs)*

gespalten. Diese sind 21-23 Nukleotide lang und bilden einen Duplex, der auf beiden Seiten
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am 3’-Ende einen Uberhang von zwei Nukleotiden aufweist. In einem zweiten Schritt werden
die siRNAs in einen Multiproteinkomplex RISC (,,RNA-induced silencing complex®)
inkorporiert. Dort erkennen die siRNA Einzelstringe eine komplementire Ziel-mRNA, die

dann abgebaut wird. Damit ist die Expression des entsprechenden Ziel-Gen unterbunden.’’

In den letzten Jahren wurde die Technik der RNA-Interferenz zunehmend auch bei in vivo
Experimenten sowohl mit lokaler’® als auch mit systemischer Applikati0n79 erfolgreich

eingesetzt.

Zum in vivo siRNA Gentransfer wurden ,,SiSTABLEv2*“ HIF-1a- und control siRNA der
Firma Dharmacon verwendet. ,,SiISTABLEv2“ Modifikationen beinhalten eine chemische
Modifikation der siRNA, um sie vor RNAse-Aktivititen zu schiitzen und sind bestens fiir in
vivo Applikation geeignet. Die Version 2 beinhaltet zudem die ,,on-target Modifikation,
welche auf einer chemischen Anderung des ,,Sensestranges* basiert, um die Aufnahme des
woensestrangs® in RISC zu verhindern und somit ,off-target“-Effekte zu reduzieren

(Dharmacon).

2.11. 1. Pluronic F-127 und in vivo siRNA Gentransfer

Der in vivo siRNA Transfer wurde mittels Pluronic Gel (Pluronic F-127) als Triagematerial
durchgefiihrt. Dieses nicht-ionische Detergenz (generischer Name Poloxamer 407) ist ein
Thermogel/Hydrogel und gehort zur Gruppe der Polyethylenoxid-Polypropylenoxid-
Polyethylenoxid (PEO-PPO-PEO) Blockcopolymere. Das Aggregationsverhalten von PEO-
PPO-PEO-Blockcopolymeren im Wasser ist bereits sehr ausfiihrlich untersucht worden.
Dieses Dreiblockkopolymer besteht aus einem hydrophoben Zentrum mit zwei hydrophilen
Endgruppen. In wissriger Losung formt es Mizellen, um den hydrophoben Teil gegen das
Wasser abzuschirmen. In Abhéngigkeit von der Konzentration und der Temperatur ordnen
sich diese Mizellen in verschiedenen Strukturen.

Bei tiefen Temperaturen liegen die wissrigen Losungen von Pluronic F-127 als Fliissigkeit
vor. Erst bei geniigend hoher Temperatur (mehr als +31 °C, Korpertemperatur) geht das

Hydropolymer in einen gelartigen Zustand iiber.**8!
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Durch diese Eigenschaften ist das Pluronic Gels besonders geeignet als Trigermaterial bei in
vivo Experimenten, da es lingere lokale Expositionszeit von ca. 48 h ermoglicht.*?

Im ersten Schritt wurde das Pluronic Pulver in eisgekiihltem PBS aufgelost und so eine 35%-
ige Losung hergestellt, die anschlieBend steril filtriert (Filterporengrofie 0,20 um) wurde.

Der Transfektionsmix (siehe 2. 6) wurde hergestellt indem siRNA gegen HIF-1o/Lamin A/C
oder ,,non-targeting* siRNA in einfach konzentriertem siRNA Puffer aufgelost und mit einem
siRNA Transfektionsreagent DharmaFECT 4 vermischt wurde. Nach dem Resuspendieren
wurde der Transfektionsmix fiir 20 Min. auf Eis inkubiert und sofort mit Hilfe vorgekiihlter
autoklavierten Pipettenspitzen periadventitiel auf die linke CCA direkt nach der
GefalBverletzung aufgetragen. Zwei bis drei Sekunden nach der Applikation des fliissigen
Transfektionsmixes bildete die Losung ein Gel.

Nach dem Eingriff wurden die Wunden mit Klammern verschlossen und nach verschiedenen
Beobachtungszeiten die rechte und die linke CCA nach einer Perfusion mit RNAse-freiem

PBS (siehe Abschnitt 2. 13) entnommen und fiir weitere Versuche verwendet.

2. 12. Blutentnahme iiber die Schwanzvene

Zur Gewinnung der Blutproben wurde den Méusen ohne Narkose vor und 24 h nach dem
Eingriff aus der Schwanzvene Blut entnommen. Es wurde drauf geachtet, dass die Tiere durch
behutsamen Umgang an die Hand gewdohnt und auf die Blutentnahme vorbereitet wurden.
Durch diese MaBBnahmen waren die Miuse weniger Stress ausgesetzt und damit die Belastung
der Tiere erheblich vermindert. Durch eine leichte Stauung der Blutgefia3e am Schwanzansatz
konnte nach Kappung der Schwanzspitze 50-100 pl Blut entnommen werden. Mittels

heparinisierter Einmal-Kapillarpipetten wurde das Blut aufgenommen.
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2. 13. Probengewinnung

Zur Gewinnung von Proben der CCA wurden zu verschiedenen Zeitpunkten nach der
GefilBverletzung oder nach 20:4 LPA Inkubation die Miuse erneut wie im Abschnitt 2. 9
beschrieben, narkotisiert und nach einem Hautschnitt auf Hohe des Sternums entlang des
Rippenbogens die Rippen im Bereich der Knochen-Knorpel-Grenze durchtrennt und das Herz
freigelegt. Zur Perfusion wurde das rechte Herzohr abgeschnitten und ein Polyethylen-
Schlauch (0,28 x 0,16mm) iiber eine Inzision des linken Ventrikels bis in die Aorta ascendens
vorgeschoben. Abschlieend wurde der Plastikschlauch mit einem Faden fixiert und eine
Perfusion durchgefiihrt.

Die Méuse wurden mit 4% Paraformaldehyd- (fiir die immunhistologische Versuche), mit
PBS- (fiir die Western Blot Analyse) mit eisgekiihlter und RNAse-freier PBS-Losung
(siRNA- und PCR-Versuche) in situ perfundiert. Direkt nach der Perfusion wurde die rechte
und linke CCA einschlieBlich der Bifurkation entnommen, fiir die Western Blot Analyse in
fliissigem Stickstoff schockgefroren, in Einbettkasetten iiberfiihrt (fiir Immunhistologie und
siRNA Versuche) oder in einer RNA stabilisierenden Losung aufgenommen (fiir RT-PCR
Versuche).

Nach Entnahme der Karotisbifurkation wurde eine zervikale Dislokation durchgefiihrt.

2. 14. Histomorphometrie, Immunhistochemie und Immunfluoreszenz

2. 14. 1. Probenvorbereitung

Zur Gewinnung von Proben der CCA fiir histologische Farbungen wurden die CCA, wie im
Abschnitt 2. 13 beschrieben, mit 4%-igem Paraformaldehyd perfusionsfixiert und
anschliefend entnommen.

Nach der Entnahme verblieb das GefiB fiir ca. 2-4 h in der 70%-igen-Alkohollésung.

Uber Nacht (18 h) wurden in dem Einbettautomaten nacheinander folgende Schritte

durchlaufen: stufenweise Entwisserung in einer aufsteigenden Alkoholreihe mit 70%-igem
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Ethanol (5 h), 2 x 96%-igem Ethanol (jeweils 1 h), 3 x 100%-igem Ethanol (2 x 1 h, 1 x 1,5
h); Verdrangung des Alkohols mit Xylol (2 x 2 h); Vorparaffinierung in Paraffinbddern (2 x 2
h).

Das Einbetten in fliissigem Paraffin (Temperatur ca. 60 °C) und Hérten der Paraffinblécke
erfolgte an einem Paraffinspendeautomaten. Es wurde darauf geachtet das Gefil} streng
senkrecht und gerade mit der Bifurkation nach oben einzubetten.

Am Rotationsmikrotom wurden je Gefdl ca. 120-150 4-5 pm dicke Paraffinschnitte in Serie
angefertigt. Der Ausgangspunkt war der erste Schnitt nach der Bifurkation oberhalb der CCA.
Die Paraffinschnitte wurden auf silanisierte Objekttrager aufgetragen, um ein Abldsen zu
verhindern. Zum Trocknen wurden die Schnitte fiir 5-6 h bei ca. 37 °C in den Brutschrank
oder bei Raumtemperatur iiber Nacht gelegt. Es wurden fiir einen Objekttrager je zwei

Schnitte gefertigt.

2. 14. 2. Immunfluoreszenz

Die Entparaffinierung erfolgte in einer absteigenden Alkoholreihe: 2 x 10 Min. Xylol, folgend
von 2 x 5 Min. 100%-igem Ethanol, 1 x 5 Min. 96%-igem Ethanol, 1 x 5 Min 70%-iem
Ethanol.

Nach der Entpaffinierung wurden die Schnitte zunéchst zur Antigendemaskierung fiir 10-15
Min. in Citratpuffer in einer Mikrowelle erhitzt. Ferner wurde fiir einige Antigene eine
proteolytische Verdauung mit Proteinase K oder Trypsin zur Antigendemaskierung
durchgefiihrt. Dazu wurden die Schnitte entweder mit 0.1%-iger Proteinase K fiir 3 Min. bei
37 °C oder mit 0.3%-igem Trypsinaufschlusspuffer fiir 40 Min. bei 37 °C inkubiert (siche
Tabelle 2).

Nach einem Waschschritt mit PBS wurden unspezifische Antikdrperbindungsstellen mit 10%-
igem Kaninchenserum oder Schafserum blockiert. Die Immunfluoreszenzfarbungen fiir HIF-
la, SDF-1a, a-SMA, Myocardin und CXCR4 erfolgten durch die Inkubation mit gegen das
untersuchende Protein gerichteten Primirantikorpern: anti-HIF-1a, anti-SDF-1a, anti-a-SMA,
anti-Myocardin und anti-CXCR4 (siehe Tabelle 2). Die Sekundirantikorper wurden so
gewihlt, dass sie spezifisch gegen die Tierspezies des Primidrantikorpers gerichtet sind. Als

Sekundirantikorper wurden stets biotinylierte Antikorper verwendet. Biotin bindet
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Streptavidin spezifisch. Um eine sichtbare Farbreaktion zu bekommen, gibt man ein
Streptavidin-Fluorescein-Konjugat dazu. Die Detektion des Primédrantikorpers bei den
Doppelfiarbungen erfolgte auch mittels eines TRITC (Tetramethylrhodaminisiothiocyanat)-
konjugierten Sekunddrantikorpers (siehe Tabelle 2).

Eine Anfarbung der Zellkerne mit DAPI (4°, 6-diamino-2-phenylindole) ermoglichte die
Lokalisation der Fiarbung im Zellkern oder Zytoplasma. Die Auswertung erfolgte mit einem

konventionellen Epifluoreszenzmikroskop verbunden mit einer digitalen CCD-Kamera.
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Tabelle 2: Verwendete Primér- und Sekundérantikorper fiir Inmunfluoreszenz

Antigendemaskierung |Blockierung |Primirantikorper [Sekundirantikorper |Fluorochrome
3 Min. 0,1%-ige 10 Min. 10%- |polyklonaler Schaf anti-Kaninchen |Fluorescein
Proteinase K bei 37° C/ |iges Antikorper IgG-biotingekoppelt  [Streptavidin,
10 Min. Citratpuffer Schafserum Kaninchen anti-HIF- |1:200, 1h 1:100, 1 h
(100°C) la, 1:200, 18 h Inkubationszeit Inkubationszeit
Inkubationszeit
10 Min. Citratpuffer 10 Min. 10%- |monoklonaler polyklonaler
(100°C) iges Antikorper Kaninchen anti-Maus
Kaninchen- Human/Maus anti-  |Igs-TRITC-gekoppelt,
serum CXCL12/SDF-1aq, 1:40, 30 Min.
1:62,1h Inkubationszeit
Inkubationszeit
monoklonaler polyklonaler
Antikorper Maus Kaninchen anti-Maus
anti-Human Smooth |Igs-TRITC-gekoppelt,
Muscle Actin, 1:100, |1:40, 30 Min.
1 h Inkubationszeit |Inkubationszeit
40 Min. 0,3% 10 Min. 10%- |polyklonaler Kaninchen anti-Ziege |Fluorescein
Trypsinaufschlusspuffer |iges Antikorper Ziege IgG-biotingekoppelt, |Streptavidin,
/ 10 Min. Citratpuffer Kaninchen- anti-Myocardin, 1:200, 1 h 1:100, 1 h
(100°C) serum 1:50, 18 h Inkubationszeit Inkubationszeit
Inkubationszeit
10 Min. Citratpuffer 10 Min. 10%- |monoclonaler Kaninchen anti-Ratte  |Fluorescein
(100°C) iges Antikorper Ratte IgG-biotingekoppelt, |Streptavidin,
Kaninchen- anti-Maus anti- 1h Inkubationszeit 1:100, 1 h
serum CD184 (CXCR4), Inkubationszeit
1:100, 18h
Inkubationszeit
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2. 14. 2. 1. Quantitative Immunfluoreszenz

Die quantitative Immunfluoreszenzauswertung der HIF-1a- oder SDF-1a-positive neointimale
Flache erfolgte mit Hilfe eines Bildanalyseprogramms (Diskus Software, Hilgers). Die
Schnitte werden hierfiir mit der digitalen CCD-Kamera direkt vom Durchlicht-Mikroskop
abfotografiert, die Bilder digitalisiert und in den Rechner {iibertragen. Mit dem
Analyseprogramm konnen die Umfinge der HIF-la- oder SDF-la-positive Flidchen

ausgemessen und berechnet werden.

2. 14. 3. Immunhistochemie

Nach Entpaffinieren und Rehydrieren (siehe 2. 14. 2) wurde die Antigendemaskierung in
Citratpuffer mit Detergenzien fiir 10 Min. in der Mikrowelle durchgefiihrt (Mac-2,
Macrophage Antigen-2).

Im ersten Schritt wurde die endogene Peroxidaseaktivitit mit Hilfe einer 5-miniitigen
Inkubation mit 3%-iger Wasserstoffperoxid-Losung gehemmt. Die unspezifischen
Antikorperbindungsstellen wurden mit unverdiinntem Pferdeserum blockiert. Die quantitative
Immunhistochemie fiir a-SMA und Mac-2 wurde mit den anti-o-SMA, und anti-Mac-2
Primérantikorpern fiir 1 h Inkubation bei Raumtemperatur durchgefiihrt (siehe Tabelle 3). Um
die Reaktion detektierbar zu machen, wurde ein Peroxidase-Konjugat fiir 1 h zugegeben. Das
Substrat DAB (Diaminobenzidin) wurde durch die Peroxidase umgesetzt, es kam zu einer
braunen Farbreaktion nach etwa 10-miniitigen Inkubation.

In einer aufsteigenden Alkoholreihe wurden die Schnitte entwissert und in Xylol haltbar
gemacht: 1 x 1 Min. 70 %-iges Ethanol, gefolgt von 2 x 1 Min. 96 %-igem Ethanol, 2 x 1
Min. 100%-igem Ethanol und 1 x 2 Min. Xylol.

Anschliefend wurden alle angefirbten Schnitte mit saurer Himalaunlosung gegengeféarbt und

mit Vecta Mount Eindeckmedium luftblasenfrei eingedeckelt.
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Tabelle 3: Verwendete Primir- und Sekunddrantikorper fiir Immunhistologie

Antigendemaskierung |Blockierung |Primirantikorper |Sekundérantikorper |Substrat
20 Min. 2,5% |monoklonaler anti-Maus/anti- DAB Substrate
Pferdeserum  |Antikdrper Maus anti- |Kaninchen Ig, Kit fiir
Human Smooth Peroxidase Peroxidase, 10-
Muscle Actin, 1:100, |Mikropolymergekoppelt |miniitige
1 h Inkubationszeit , 30- miniitige Inkubationszeit
Inkubationszeit
10 Min. Citratpuffer 20 Min. 2,5% |monoklonaler anti-Maus/anti- DAB Substrate
(100°C) Pferdeserum  |Antikdrper Maus anti- |[Kaninchen Ig, Kit fiir
Mac-2, 1:400, 1 h Peroxidase Peroxidase, 10-
Inkubationszeit Mikropolymergekoppelt |miniitige
, 30- miniitige Inkubationszeit
Inkubationszeit
Bei jeder Firbung wurden zusitzlich Negativkontrollen ohne Verwendung von

Primérantikorpern durchgefiihrt. Dadurch garantierte man, dass die Farbungen wihrend des

gesamten Versuchsverlaufs eine gleich gute Qualitit aufwiesen, und es wurde verhindert, dass

fehlerhafte unspezifische Firbungen in die Auswertung einbezogen wurden. Bei korrekter

Durchfithrung des Farbeprotokolls mussten die positiven Farbungen ein wesentlich stirkeres

Signal als die Negativkontrollen aufweisen.

2. 14. 3. 1. Quantitative Immunhistochemie

Die quantitative immunhistochemische Auswertung fiir a-SMA- und Mac-2-positive

neointimale Flidche erfolgte wie im Abschnitt 2. 14. 2. 1. beschrieben mit Diskus Software,

Hilgers.

Die positive Flache wurde ausgemessen und als Verhiltnis zur totalen neointimalen Flache

dargestellt.
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2. 14. 4. Histomorphometrie (Movats-Pentachrom-Firbung)

Die Morphometrie der Neointima wird an histologischen hintereinander folgenden Schnitten
durchgefiihrt, die mit einer modifizierten Movat’s Pentachrom-Firbung angeférbt wurden.*
Diese  Firbemethode erlaubt eine differenzierte  Farbung der verschiedenen
Bindegewebskomponenten, die fiir die Quantifizierung der neointimalen Fliche wichtig sind.
Im ersten Schritt wurden die formalinfixierten paraffineingebetteten Gewebeschnitte wie im
Abschnitt 2. 14. 2 beschrieben, entparaffiniert und rehydriert. AnschlieBend erfolgte ein 5-
miniitiges Waschen mit flieBendem Wasser und Beizen durch 30-sekiindige Inkubation mit
3%-ger Essigsdure. Das Farben von der Grundsubstanz wurde mit Hilfe einer 30-miniitigen
Inkubation mit Alcianblau durchgefiihrt. Nachdem die Schnitte ausgewaschen wurden,
erfolgte das Fixieren durch die Verhoeff’s-Farbelosung fiir 6 Min. und das Farben der
Muskeln und Zellen durch die Brilliant Crocein-Sdurefuchsin-Losung. Nach dem Fixieren mit
1%-iger Essigsdure, wurden die Gewebekomponenten durch 2%-ige Phosphorwolframséure
differenziert. Im néchsten Schritt wurden die Gewebe durch 100%-iges Ethanol entwéssert
und abschlieend mit Safron du Gatinais fiir 6 Min. angefidrbt. Zum Schluss wurden die
Gewebeschnitte durch 100%-iges Ethanol aufgehellt und abschlieBend mit Kanadabalsam

eingedeckelt.
Durch die Movat’s Fiarbungen wurden die verschiedenen Gewebetypen wie folgendes

angefirbt: Zellkerne in blauschwarz, Muskeln und elastische Fasern in rot, Grundsubstanz in

blau, Kollagen in gelb (Abb. 2).
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Kollagen

elastische Fasern

Zellkern

Muskelfasern

Abb. 2: Anfirbung der verschiedenen Gewebetypen durch Movat’s Pentachrome Firbung.

Die histomorphometrische Auswertung erfolgte mit Hilfe des Diskus-Bildanalyseprogramms
mit dem die luminale Fliche (L), die von der Lamina elastica interna (IEL) und der Lamina
elastica externa (EEL) begrenzten Flidche bestimmt wurden.

Um die neointimale Fldche zu erhalten, wurde von Lamina elastica interna (IEL) begrenzte
Flache die Lumenfldche (L) subtrahiert (Abb. 3):

Neointimale Fliche (mmz) =1IEL (mmz) -L (mmz)

Zur Quantifizierung der neointimalen Fliche wurden insgesamt etwa 10 Schnitte pro Maus

fiir die Movat s-Firbung verwendet und ausgemessen.

41



Material und Methoden

Abb. 3: Morphometrische Ausmessungen der CCA zu verschiedenen Beobachtungszeiten nach dem Eingriff.

EEL-Umfang der Lamina elastica externa; IEL-Umfang der lamina elastica interna.

2. 15. Western Blot Analyse

Als ein Western Blot (Immunoblot) bezeichnet man die Identifikation und Quantifizierung
spezifischer Proteine durch deren Ubertragung (das Blotten) auf eine Trigermembran. Nach

dem Transfer werden die Proteine mittels eines spezifischen Antikorpers visualisiert.

Die rechte und linke CCA wurden nach einer Perfundierung (sieche Abschnitt 2. 13) mit
eisgekiihlter PBS-Losung entnommen und sofort in fliissigem Stickstoff eingefroren, um eine
Denaturierung der Proteine zu verhindern.

Samtliche folgende Schritte bis zur Befiillung der Western Blot Kammern wurden auf Eis
durchgefiihrt. Alle Zentrifugationsschritte wurden mit Hilfe von Kiihlzentrifugen auch bei

4 °C durchgefiihrt.

Das Zerkleinern und das Homogenisieren des Gewebes erfolgten durch einen konventionellen

Skalpell und einen Pistill durch eine drehende Bewegung in 1 ml Pisani’s Lysepuffer A.** Das
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Homogenat wurde in Zentrifugen-Rohrchen iiberfiihrt und fiir 10 Min. bei 350 g zentrifugiert.
Der Uberstand wurde abgenommen, das entstandene Pellet wurde in 100 ul Pisani’s
Lysepuffer B aufgenommen und fiir 10 Min. inkubiert. AnschlieBend wurden die Lysate
erneut fiir weitere 10 Min. bei 350 g abzentrifugiert und bis zur weiteren Verwendung bei

-20 °C aufbewahrt.

2. 15. 1. Proteinextraktion aus Paraffinschnitten und Paraffinblocken

Fiir die Western Blot Analyse 4 Wochen nach Verletzung und HIF-1a- oder control siRNA
Applikation, wurden die Lysate aus den formalinfixierten paraffineingebetteten
Gewebeschnitte mit Hilfe eines speziellen Kits-Qproteome FFPE der Firma Qiagen
gewonnen. Dieser Kit wurde speziell fiir die Isolierung von groBen Proteinmengen aus
formalinfixierten  paraffineingebetteten =~ Geweben entwickelt und enthdlt EXB

Extraktionspuffer.®

Das Gewebe wurde mit Hilfe eines Skalpells aus den Paraffinblocken geschnitten und in 1,5
ml  Reaktionsgefilen aufgenommen. AnschlieBend folgte eine routineméfige
Entparaffinierung und Dehydrierung (sieche 2. 14. 2) mit 1-miniitiger Abzentrifugation
dazwischen. Nach Zugabe von 100 ul EXB Extraktionspuffer pro Karotide, folgte eine 5-
miniitige Inkubation auf Eis. Im néchsten Schritt wurden die Proben fiir 20 Min. bei 100°C
erwiarmt und dann fiir 2 h bei 80 °C auf einem Schiittelinkubator bei 750 rpm behandelt. Die
zwei verschiedenen Temperaturen sind notwendig, um die Aldehydvernetzung nach der
Formalinfixierung zu I6sen.

Aus den formalinfixierten Paraffinschnitten wurden das Gewebe nach dem Entparaffinierung
und Dehydrierung (siehe 2. 14. 2) von den Objekttragern mit einem Skalpell abgekratzt und in
EXB Extraktionspuffer aufgenommen. Die Isolierung der Proteine wurde, wie fiir die

Paraffinblocke beschrieben, durchgefiihrt.
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2. 15. 2. Quantitative Proteinbestimmung

Nachdem das Gewebe lysiert wurde, erfolgte eine Bestimmung der Proteinkonzentration,
nach dem Prinzip von Lowry.*

Das Lowry-Verfahren hat gegeniiber den anderen Methoden die Vorteile, dass nur eine 15-
miniitige Inkubation notwendig ist, die photometrische Messung bis zu 2 h moglich ist und
ein Probenvolumen von lediglich 5 ul ausreicht. Der erste Schritt beruht auf der
Biuretreaktion, bei der es zur Bildung eines blau-violetten Komplexes zwischen den
Peptidbindungen und den Kupfer (II)-Ionen in alkalischer Losung (Reagenz A und S, Bio-Rad
Dc protein assay) kommt. In einem zweiten Schritt reduziert dieser biuretihnliche Komplex
das gelbe Folin-Ciocalteu Reagenz (Molybddan- und Wolfram-Heteropolyséduren), indem
Kupfer (IT) zu Kupfer (I) reduziert wurde (Reagenz B). Es entsteht eine blduliche Verfarbung
der Proteinlosung, deren Intensitit proportional ist zur Proteinkonzentration.

Entsprechend den Angaben des Herstellers (Bio-Rad Dc protein assay) wurden 25 ul von
Reagenz A und S, 5 pl Probe und 200 ul Reagenz B in je eine Vertiefung einer 96-Well-
ELISA-Platte pipettiert. Um die Proteinkonzentration zu bestimmen wurde zusitzlich eine
Standardreihe mit Albumin aus Rinderserum (BSA) (0.09 - 1,44 mg/ml), gelost in Lysepuffer,
hergestellt. Als Leerwert wurde nur Lysepuffer eingesetzt. Nach einer 15-miniitigen
Inkubation bei Raumtemperatur wurden die Proben fiir 5 Sek. geschiittelt und die

resultierende Blaufirbung photometrisch bei 620 nm gemessen (Sunrise Tecan Photometer).

2. 15. 3. Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Nach Homogenisierung des Gewebes und Bestimmung der Proteinmenge wurde zur Analyse
der Zellproteine eine SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese Methode durchgefiihrt. Durch
die Behandlung mit Natriumdodecylsulfat (SDS) werden die Proteine denaturiert und
proportional zu ihrer MolekiilgroBBe negativ geladen. Diese negative Ladung erlaubt es die
Proteine in der Polymerstruktur eines Polyacrylamid-Gels elektrophoretisch entsprechend
ihrer MolekiilgroBe aufzutrennen. Das SDS-PAGE-Verfahren wurde in Anlehnung an die
Methode nach Laemmli et al. durchgefiihrt.®’
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Um eine schirfere Bandentrennung zu erreichen wurde iiber das Trenngel ein Sammelgel
gegossen. Die einzelnen Komponenten des 10%-igen Trenngels wurden in ein Becherglas
pipettiert und luftblasenfrei vorsichtig gemischt. Die Polymerisation des Acrylamids wurde
durch Zusatz von Ammoniumpersulfat und TEMED (N,N,N",N"-Tetramethylethylendiamin)
gestartet. Die Losung wurde in die GieBform gegossen und in noch fliissiger Form mit n-
Butanol iiberschichtet. Die Polymerisationszeit betrug etwa 45-60 Min. Nach dem Abgie3en
des n-Butanols wurde das 4%-ige Sammelgel aufgegossen. Die einzelnen Komponenten des
Sammelgels wurden, wie oben fiir das Trenngel beschrieben, behandelt. Der Probenkamm

wurde sofort in das noch fliissige Sammelgel eingesetzt.

Das Gewebe wurde zu verschiedenen Zeitpunkten entnommen und eine Bestimmung der
Proteinkonzentration (Abschnitt 2. 15. 2) durchgefiihrt. Zur Vorbereitung der Proben wurde
den gewonnenen Zelllysaten im Verhiltnis 1:4 vierfach konzentrierter SDS-Probenpuffer (4 x
Auftragepuffer) zugesetzt. Es wurde drauf geachtet, dass in jede Probetasche des Sammelgels
die gleiche Proteinmenge (30 pug) aufgetragen wurde. Fiir die Western Blot Analyse nach
HIF-1a- oder control siRNA Behandlung wurde eine Proteinmenge von 15 ug verwendet.

Nach Zusatz des Auftragepuffers wurden die Proben bei 95 °C fiir 10 Min. aufgekocht.

Nach Entfernen des Probenkamms aus dem Sammelgel wurden die Probentaschen mit
Laufpuffer gespiilt, das Gel in eine vertikale Elektrophoresekammer eingespannt und die
Pufferbehilter der Kammer mit Laufpuffer befiillt.

SchlieBlich wurden die Proben (maximal 80 pl) mit einer Mikroliterspritze in die
Probentaschen  injiziert.  FEine  Probetasche des Gels wurde mit einem
Molekulargewichtsstandard befiillt. Zu Beginn wurde eine Spannung von 10 mA angelegt, bis
die Proben das Trenngel erreicht haben und anschlieBend eine Spannung von 35 mA pro Gel,
bis die Proben das Trenngel durchlaufen haben. Gestoppt wurde die Auftrennung der

Proteine, sobald die Bromphenolblaufront den unteren Rand des Gels erreicht hatte.
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2. 15. 4. Western Blot

Der Transfer der Proteine vom Gel auf die Polyvinylindendifluorid (PVDF)-Membran
erfolgte auf elektrophoretischem Weg (das eigentliche Blotting). Hierzu wurde zunichst das
Trenngel von den Glasscheiben entfernt und 10 Min. im Transferpuffer inkubiert. In jeweils
verschiedenen GefidBlen wurden dann ein Filterpapier und ein Stick PVDF Membran in
passender GroBle ebenfalls im Transferpuffer 10 Min. lang inkubiert. Dann wurden die
Filterpapiere, die PVDF-Membran und das Gel in vorgegebener Reihenfolge in die Semi-dry
Blot-Apparatur sandwichartig eingebracht. Beim Western Blot wurde ein senkrecht zum
Polyacrylamid-Gel gerichtetes elektrisches Feld angelegt, wodurch die Proteine aus dem Gel
auf die Membran wanderten und dort aufgrund hydrophober Wechselwirkungen haften
blieben.

Nach dem Zusammenbauen des so genannten Blot-Sandwiches, wird der als Kathode
fungierende Deckel der Blot-Apparatur aufgelegt und beide Elektroden an ein Netzgerit
angeschlossen. Geblottet wurde fiir 2 h mit 0,8 mA/cm? Gel.

Die Qualitdt des Transfers und die einzelnen Proteinbanden wurden durch eine 1-miniitige
Inkubation mit Ponceau S iiberpriift. AbschlieBend konnte die Farbung durch mehrmaliges
Waschen mit Waschpuffer wieder entfernt werden.

Zum Abblocken unspezifischer Proteinbindungsstellen wurden die Membran fiir 1,5 h in einer

5%-igen Blockierlosung bei Raumtemperatur inkubiert.

Anschlieend wurde die Membran fiir 1 h bei Raumtemperatur (GAPDH-Glutaraldehyd-3-
Phosphat-Dehydrogenase) oder alternativ iiber Nacht bei 4 °C (Lamin A/C und HIF-10) mit
dem spezifisch gegen das jeweils zu untersuchende Protein gerichteten Primédrantikorper
inkubiert (sieche Tabelle 4). Die Primirantikorper wurden gegen Lamin A/C, HIF-1a und
GAPDH in 2,5% Blockierungspuffer angesetzt.

Nach erneutem Waschen (2 x 10 Min.) mit Waschpuffer, folgte eine Inkubation fiir 45 Min.
mit dem gegen den Primirantikorper gerichteten HRP-(horseradish peroxidase, Peroxidase
aus dem Meerrettich) konjugierten Sekundirantikorper (siehe Tabelle 4). Abschliefend wurde
nach der Farbereaktion die PVDF-Membran jeweils 10 Min. in Waschpuffer und Wasser

gewaschen.
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Der Nachweis der Komplexe aus dem Antigen, dem Primdrantikérper und dem
Sekundérantikorper erfolgte mit Hilfe der Lumineszenz-Methode (ECL, Enhanced
Chemiluminescence). Die ECL ist ein hédufig eingewandtes Verfahren zur Detektion
spezifischer Antigene, welche mit einem HRP-konjugierten Antikorper markiert sind. Das
Prinzip der ECL beruht auf der Anregung von Elektronen bestimmter Molekiile durch eine
enzymatische Reaktion. Wenn die Elektronen in ihren Grundzustand zuriickkehren, geben sie
Energie ab, die im Bereich des sichtbaren Spektrums liegt. Hier wurde eine HRP
Wasserstoffperoxid-katalysierte Oxidation von Luminol verwendet. Das Luminol befindet
sich in einem angeregten Zustand, der durch Lichtemission im Bereich der Wellenldnge 428
nm abklingt und detektiert werden kann.

Die Membran wurde fiir 1 Min. in der ECL-L6sung inkubiert (0,5 ml Reagenz A und 0,5 ml
Reagenz B), zwischen zwei Filterpapieren abgetrocknet, abschliefend in einem Plastikbeutel
eingeschweifit und dann fiir verschiedene Zeitrdume exponiert. Die bei der Reaktion
entstehende Lumineszenz konnte durch ein Bioluminiszenz-Detektionssystem, angeschlossen
an einer Digitalkamera (Sequoia), detektiert werden. Zur Quantifizierung der Gréfe und der

Intensitit der Signale wurde die Wasabi 5. 1 Software (Hamamatsu Photonics) verwendet.

Tabelle 4: Verwendeten Primir- und Sekundirantikorper beim Western Blot

Priméarantikorper Sekundirantikorper

polyklonaler Antikdrper Kaninchen anti- Ziege anti-Kaninchen IgG,

HIF-1a, 1:200, 18 h Inkubationszeit peroxidasegekoppelt, 1:5000, 45-miniitige
Inkubationszeit

monoklonaler Antikorper Maus IgG1 anti- anti-Maus/anti-Kaninchen Ig, Peroxidase

Lamin A/C, 1:500, 18 h Inkubationszeit Mikropolymergekoppelt, 45- miniitige
Inkubationszeit

monoklonaler Antikdrper Maus anti- anti-Maus/anti-Kaninchen Ig, Peroxidase

GAPDH, 1:1000, 1 h Inkubationszeit Mikropolymergekoppelt, 45- miniitige
Inkubationszeit
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2. 16. Quantitative real-time Reverse Transkription—Polymerasekettenreaktion (RT-
PCR)

PCR (Polymerase-Kettenreaktion) Methode wird eingesetzt, um einen kurzen, genau

definierten Teil eines DNA-Strangs zu vervielfiltigen.

2.16. 1. RNA-Isolierung

Zu verschiedenen Beobachtungszeiten nach Gefalverletzung wurden sowohl die linken als
auch die rechten unverletzten CCA entnommen. Nach in situ Perfundierung mit RNA-se
freier PBS-Losung (siehe Abschnitt 2. 13) wurden die Proben sofort in RNA
Stabilisierungslosung aufgenommen. Die Stabilisierungslosung schiitzte die RNA vor
Deaktivieren und Zerstoren.

Zur Isolierung der Gesamt-RNA aus den Probelysaten wurde der RNeasy® Mini Kit der
Firma Qiagen verwendeten.

Die Gewebeproben wurden in einen stark denaturierenden Guanidine-thiocyanat-Lysepuffer
(300 pul RLT pro CCA) gegeben, anschlieBend mit einem Skalpell zerkleinert und mit einem
Mikropistill sorgfiltig homogenisiert. Danach wurden die Karotidenlysate mit 10 pl
Proteinase K zum Entfernen der Proteine gut durchgemischt und auf 55 °C fiir 10 Min.
erhitzt. Im nichsten Schritt wurden die Proben fiir 3 Min. bei 10 000 g abzentrifugiert und der
Uberstand in neue 1,5 ml ReaktionsgefiBe iiberfiihrt. Fiir eine adiquate Bindung der RNA an
die Silica-Gel Membran wurde die Probe mit 450 ul Ethanol versetzt, auf die Membranséule
gegeben und fiir 15 Sek. bei 8000 g abzentrifugiert. Das Durchflussvolumen wurde
verworfen. RNA bindet selektiv an das Sidulenmaterial, dadurch wurde die RNA mit Hilfe
dieser Membranen absorbiert. AnschlieBend wurde 350 pul RW1 Waschpuffer auf die
Membransdule aufgetragen und fiir 15 Sek. bei 8000 g abzentrifugiert. Nachdem das
Durchflussvolumen erneut verworfen wurde, folgte ein DNasel-Verdau mit 10 ul DNase |
Stammlosung, die in 70 ul RDD Puffer gelost wurde. AbschlieBend wurde der DNAse I
Inkubationsmix fiir 15 Min. bei Raumtemperatur inkubiert. Im nédchsten Schritt wurde erneut

350 ul RW1 Waschpuffer auf die Membransidule aufgetragen und fiir 15 sek. bei 8000g
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abzentrifugiert. Das Durchflussvolumen wurde verworfen und das Sammelgefifl erneuert. Es
folgte ein erneuter Waschschritt mit 500 ul RPE-Puffer, der als Konzentrat mitgeliefert wird
und zu dem vor Gebrauch vier Volumenanteile 100%-iges Ethanol zur Verdiinnung
hinzugegeben wurde. RPE-Puffer (inklusive Ethanol) wurden auf jede Membransdule
aufgetragen und anschlieBend fiir 15 Sek. bei 8000 g zentrifugiert. Nach Entsorgen des
Durchflussvolumens wurde erneut 500 upl RPE-Puffer auf die Sidulen aufgetragen,
anschlieBend zentrifugiert und das Durchflussvolumen erneut verworfen, um die Silica-Gel
Membran zu trocknen.

Zum Eluieren der so gewonnenen und gereinigten RNA wurde die Sidule in ein neues
Sammelgefidl gegeben und 30 pl RNase-freies Wasser direkt auf die Silica-Gel-Membran
pipettiert. Durch Zentrifugieren wurde die an die Membran gebundene RNA in das
Sammelgefidl ausgewaschen. Es zeigte sich, dass mehrmaliges Eluieren mit geringeren

Volumina keine hohere RNA-Ausbeute ermoglichte.

2. 16. 2. Reverse Transkription (cDNA-Synthese)

Die erhaltene Gesamt-RNA wurde in komplementire DNA (cDNA) mit Hilfe einer reversen
Transkription umgeschrieben. Alle Reagenzien fiir die Reverse Transkription waren in einem
kommerziell verfiigbaren Kit der Firma Invitrogen erhiltlich (Super Script'™ III-First Stand

Synthesis sysem for RT-PCR).

Im ersten Schritt wurden 1 pl 50 uM Oligo-dT-Primer (oligo (dT)y), 1 ul 10mM
Nukleotidenmix (ANTP) und 8 ul der Probe mit der gewonnen RNA (siehe Abschnitt 2. 16. 1)
in einem Reaktionsgefdl durchgemischt. Anschlieend folgte eine Inkubation fiir 5 Min. bei
65 °C, um die Sekundir- und Tertidrstrukturen der RNA aufzuheben. Fiir das Umschreiben

von mRNA in cDNA wurden oligo dT-Primer verwendet, die an den fiir mRNAs

charakteristischen Poly—A+—Ende binden. Die Anlagerung der Oligo-dT-Primers an der RNA
erfolgt bei Raumtemperatur. Diese Reaktion wurde durch eine einminiitige Inkubation auf Eis
gestoppt. Im néchsten Schritt wurde 10 ul cDNA Synthese-Mix (siehe 2. 6) vorbereitet. In der
vorgegebenen Reihenfolge wurden RT Puffer, Magnesiumchlorid, DTT, RNase Inhibitor und
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reverse Transkriptase durchgemischt. AbschlieBend wurde der vorbereitete cDNA Synthese-
Mix dem Primer-RNA-Mix hinzupipettiert.

Es folgte die Umschreibung der RNA in ¢cDNA (Reverse Transkription) bei 50 °C fiir 50
Minuten. SchlieBlich wurde die Reaktion durch eine 5-miniitige Inaktivierungsphase bei 85
°C beendet, indem das fiir den Umschreibevorgang verantwortliche Enzym, die Reverse
Transkriptase, durch die Hitze denaturiert wurde. Damit konnte auch sichergestellt werden,
dass in spiter folgenden Schritten keine unerwiinschten Nebenreaktionen abliefen.

Zur Deaktivierung der iibrig gebliebenen RNA-Reste wurde 1 ul RNase H dazupipettiert und
fiir 20 Min. bei 37 °C damit inkubiert.

Bei jeder cDNA-Synthese wurde eine Negativkontrolle in Form einer Reaktion ohne Reverse
Transkriptase (-RT-Reaktion) durchgefiihrt. Die auf diese Weise neu synthetisierten cDNA-
Proben wurden bis zur RT-PCR bei -20 °C gelagert.

2.16. 3. Real time RT-PCR (TagMan®-PCR)

Die real time RT-PCR Analyse wurde mittels cDNA Template (die Ausgangs-cDNA), DNA
Polymerase (AmpliTaq Gold® DNA polymerase), nicht-markierten Primers fiir Maus-HIF-1a
und einer Fluoreszenz-markierte Maus-HIF-1o Probe (TagMan® MGB FAM™ dye-labled,
Assay-on-Demand™ Gene Expression) durchgefiihrt.

Das Prinzip der TaqMan® Assays beruht auf dem Einsatz herkommlichen PCR-Reagenzien
und einer zusitzlichen TagMan Sonde. Dies ist ein fluoreszenzmarkiertes Oligonucleotid, das
mit einem Reporter-Fluoreszenzfarbstoff am 5°-Ende und einem eingebauten oder am 3’-
Ende liegenden Quencher markiert sind. Reporter- und Quenchermolekiil sind so gewihlt,
dass das Emissionsspektrum des Reporters dem Anregungsspektrum des Quenchers
entspricht. Die Reporterfluoreszenzemission wurde bei der TagMan-Sonde aufgrund der
raumlichen Ndhe vom Quencher unterdriickt. Bei der Neustrangsynthese schneidet die Tag-
Polymerase durch ihre 57-, 3"-Exonucleaseaktivitit die TagMan-Probe in kleine Fragmente,
wodurch es zu einer Dissoziation des Reporters vom Quencher kommt und die
Reporterfluoreszenz freigesetzt werden kann. Hiufig wird Fluorencin (FAM) als Reporter und
Rhodamin (TAMRA-tetramethylrhodamine) als Quencher verwendet. TaqMan®—minor—

groove-binder (MGB)-Proben haben einen nicht fluoreszierenden Quencher am 3°-Ende.
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Im ersten Schritt wurde die gewonnene cDNA (siehe Abschnitt 2. 16. 2) mit TE-Puffer (1:10)
verdiinnt. In einem anderen Reaktionsgefdall wurde der HIF-1a-Assay-Mix hergestellt (siehe 2.
6), indem 10 pl Master Mix (DNA Polymerase), 1 ul HIF-1a TagMan Primers (18 pM
Konzentration fiir jeden Maus-HIF-1a Primer und SuM fiir die Fluoreszenz-markierte Maus-
HIF-1a Probe) und 7 ul Aqua dest. zusammengemischt wurden. Abschlieend wurden 20 ul
vom HIF-1a Assay-Mix und 2,2 pl aus der 1:10 verdiinnter cDNA Probe im Doppelansatz in
je Vertiefung einer 96-Well-ELIS A-Platte pipettiert.

Durch Erhitzen auf etwa 95 °C wurde das DNA Template in zwei Einzelstringe denaturiert.
Beim Abkiihlen auf etwa 50 °C lagern sich die Primer spezifisch an ihre komplementire
Sequenz des jeweiligen Einzelstrangs (Annealing). Die DNA Polymerase komplementierte
die beiden Einzelstringe unter Verbrauch der Nukleotiden zum Doppelstrang bei etwa 60 °C
(Extension). Dabei stellte der Primer ein freies 3’-OH-Ende zur Verfiigung, an das die
Polymerase weitere Nukleotide ankniipft. Nur die DNA-Sequenz, die zwischen zwei Primern
liegt, wurde amplifiziert.

Als Standard wurde das ,,housekeeping gene* rRNA genommen, von dem man annimmt, dass
es in den Untersuchten Ansétzen in einer konstanten Menge exprimiert wird. Man bezeichnet
die Menge an spezifischem Produkt dann auf dieses ,,housekeeping gene*, dessen Menge man
fiir eine Konstante hélt. Die Wiederholung der Zyklen hatte als Folge eine exponentielle
Zunahme der amplifizierten DNA-Molekiile. Die neu entstandenen DNA-Stringe dienten
dabei im folgenden Zyklus als Amplifikations-Vorlage.

Zur Detektion moglicher Kontaminationen wurde parallel zu jedem PCR-Lauf eine
Negativkontrolle mit Aqua dest. anstatt cDNA (,NTC-no template control) mitbestimmt.

Diese blieben in allen Fillen negativ.

RNA ist im Vergleich zu DNA wesentlich instabiler und temperaturempfindlicher. Speziell
bei dieser Methode war es essentiell, jegliche Art von Kontamination strengstens zu
vermeiden. Es wurden zur Reinigung des Arbeitsplatzes und aller Arbeitsmaterialien neben
einer 70%-igen Ethanollosung eine spezielle Losung zur Deaktivierung von DNA- und
RNasen-0,1%-ige DEPC (Diethylpyrocarbonat)-Lésung verwendet.

Dazu wurden alle fiir die RNA-Extraktion und Umschreibung verwendeten Materialien mit
0,1 % (v/v) DEPC-haltigem Wasser, und die verwendete Losungen mit 0,1 % (v/v) DEPC fiir
12 h behandelt. Die verbliebenen Reste von DEPC mussten immer entfernt werden, indem

man die DEPC-Losungen fiir 15 Min. bei 100 °C erhitzt wurden.
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2. 16. 4. Relative Quantifizierung und AA Cp Methode

Bei der real-time RT-PCR Methode wurden als Maf} fiir die Quantifizierung der RNA-
Startmenge die so genannte Ct oder Cp (crossing point) Werte verwendet. Sie entsprechen der
Anzahl der PCR Zyklen, die notig sind um ein konstant definiertes Fluoreszschwellenwert zu
erreichen.

Bei der relativen Quantifizierung wurde die Genexpression eines Zielgens mit einem anderem
nicht reguliertem , housekeeping gene* normalisiert. Zur Normalisierung wurde rRNA
herangezogen.

Den Expressionsunterschied zwischen der Expression des untersuchenden Gens und der
Kontrolle wurde iiber die so genannte AA Cp Methode berechnet.®®

Im ersten Schritt wurde fiir jede untersuchte Probe der Cp Wert des Referenzgens vom Cp
Wert des zu untersuchenden Gens abgezogen:

ACp = Cp Zielgen—Cp ,,housekeeping gene*

Danach wurde vom ACp Wert der experimentell behandelten Proben der ACp Wert der
Kontrolle subtrahiert. So kommt man zum ,, AACp“ Berechnungsmodell. Der relative
Expressionsunterschied einer Probe zwischen der Behandlung und der Kontrolle (Ratio), und

normalisiert zum ,,housekeeping gene* ergibt sich aus der arithmetischen Formel AP,

2. 17. DurchfluSzytometrie (Flourescence Activated Cell Sorting-FACS)

Die Quantifizierung der zirkulierenden Sca-17/lin" Zellen wurde mittels DurchfluBzytometrie
(FACS) durchgefiihrt.

Die DurchfluB3zytometrie ist eine Technologie, die verschiedene physikalische Eigenschaften
einzelner Partikel gleichzeitig misst und analysiert. Die vermessenen Merkmale sind die
relative PartikelgroB3e, die relative Granularitit und die relative Fluoreszenzintensitit. Diese
Eigenschaften werden mit Hilfe eines Durchfluzytometers (Becton Dickinson) bestimmt.
Die Zellen werden durch eine Kapillare gesaugt und passieren dort einen Laserstrahl. Je nach

GroBe und Granularitit emittieren die Zellen unterschiedliches Streulicht. Das
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Vorwirtsstreulicht (FSC, Forward Light Scatter) gibt Auskunft iiber die GroB3e der Zellen und
das Seitwirtsstreulicht (SSC, Side Scatter) iiber die Granularitit der Zelle.

Zu definierten Zeitpunkten wurde den Tieren ca. 100 ul Blut aus der Schwanzvene
entnommen (Abschnitt 2. 12) und in heparinisierten Kapillaren gegeben. 40 ul Vollblut
wurden mit je 1 pl Primérantikdrper gegen einen spezifischen Stammzellmarker (Sca-1) und
Antikorpern gegen hidmatopoetische Differenzierungsmarker (CD11b, CD45R, Gr-1, TER-
119, CD3e) fiir 30 Min. auf Eis inkubiert und anschlieend ein Fluorescein-Streptavidin-
Konjugat fiir 1 h dazugegeben (siehe Tabelle 5). Danach wurden die Proben fiir 10 Min. in 2
ml 1:10 verdiinntem Héamolysepuffer verbracht, 5 Min bei 350 g abzentrifugiert und zweimal
in jeweils in 500 pl FACS-Waschpuffer resuspendiert.

Verschiedene Zellen haben unterschiedliche Eigenfluoreszenz, deswegen wurden ungeférbte
Proben mit gemessen, die als Negativkontrollen dienten. Von jeder Probe wurden mindestens

10 000 Ereignisse gemessen.
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Tabelle 5: Verwendete Antikorper fiir Durchflulzytometrie

Primirantikorper Fluorochrome

anti-Maus anti-Ly-6A/E (Sca-1), PE-

gekoppelt, 1:40, 30-miniitige Inkubationszeit

anti-Maus anti-CD11b (Mac-1), Fluorescein Streptavidin, 1:100, 1 h
biotingekoppelt, 1:40, 30-miniitige Inkubationszeit

Inkubationszeit

anti-Maus anti-CD45R / B220, Fluorescein Streptavidin, 1:100, 1 h
biotingekoppelt, 1:40, 30-miniitige Inkubationszeit

Inkubationszeit

anti-Maus anti-Ly-6G (Gr-1), Fluorescein Streptavidin, 1:100, 1 h
biotingekoppelt, 1:40, 30-miniitige Inkubationszeit

Inkubationszeit

anti-Maus anti-TER-119/Ly-76, Fluorescein Streptavidin, 1:100, 1 h
biotingekoppelt, 1:40, 30-miniitige Inkubationszeit

Inkubationszeit

anti-Maus anti-CD3e (CDg), biotingekoppelt, | Fluorescein Streptavidin, 1:100, 1 h
1:40, 30-miniitige Inkubationszeit Inkubationszeit

Das Erstellen von Histogrammen und die Auswertung der Rohdaten wurde mit Hilfe von
WinMDI Programm (Version 2. 8, Joseph Trotter, Scipps Research Institute, La Jolla, CA,
USA) durchgefiihrt. Im ersten Schritt wurde in einem Punkt-Diagramm der Forward- und
Side Scatter-Eigenschaften die mononukleédre Zellfraktion identifiziert (Abb. 4 A) und mit
Hilfe eines ,,Gates*“ diese Zellfraktion weiter hinsichtlich der Fluoreszenzintensititen
ausgewertet. Dazu wurden die PE-Fluoreszenz auf der Y-Achse und die FITC-Fluoreszenz
auf der X-Achse jeweils beziiglich ihrer Intensititen aufgetragen (Abb. 4 B). Im nichsten
Schritt wurden Quadranten in die Punkt-Diagramme fiir Sca-17/lin", Sca-1%/lin", Sca-17/lin’,
Sca-17/lin" Zellen definiert. Die Quadranten wurden anhand der Negativkontrollen so gesetzt,
dass mehr als 95% ,,events im Sca-17/lin" Quadranten liegen. Der sich jeweils im Quadranten

befindende Prozentsatz der einzelnen Zellefraktionen wurde automatisch in der
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Quadrantenstatistik bestimmt. Der Prozentanteil der Sca-1%/lin” Zellen wurde bestimmt, indem
von dem gemessen Prozentanteil der Sca-17/lin” Zellen der Anteil der Sca-1"/lin” Zellen in

den Negativkontrollen subtrahiert wurde.
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Abb. 4: Darstellung der Sca-1%/lin” Zellen Bestimmung mittels DurchfluBzytometrie. A-,,Dot-plot“-Darstellung
der gemessenen Zellen mit einem Gate, das die mononukleédre Zellpopulation beschreibt. B-,,Dot-plot™ Grafik
der Ergebnisse der Fluoreszenzenmessung. Die FITC-Fluoreszenz (,,lineage®, hamopoetischer Marker) ist auf
der X-Achse, die Phycoerythrin-Fluoreszenz (Sca-1, Stammzellenmarker) auf der Y-Achse aufgetragen. Die

Sca-17/lin" Zell-Subpopulation befindet sich im oberen linken Quadrant.

2. 18. Statistische Analyse

Die Versuche wurden als Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwertes (+SEM) von n
unabhéngigen Experimenten berechnet. Unterschiede zwischen einzelnen Versuchsgruppen
wurden entweder mittels des t-Tests nach Student und gegebenenfalls einer Welch Korrektur
oder mittels einer einfache Varianzanalyse (1-way ANOVA) gefolgt von einer Posttest-
Analyse nach Student-Newman-Keuls ausgewertet (Prism 4.0, GraphPad). Es wurde immer

ein P-Wert < 0.05 als signifikant angesehen.
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3. Ergebnisse

3. 1. HIF-10 Expression in der GefiBwand nach endothelialer Denudation im ApoE-/-

Mausmodell

3. 1. 1. Bestimmung der HIF-1oo. mRNA Expression in der verletzten Gefiflwand

Um festzustellen, ob die endotheliale Denudation der CCA mit einem spezifischen Effekt auf
die Expression von HIF-1oo mRNA in der Gefilwand einhergeht, wurde die Menge der HIF-
la mRNA zum Zeitpunkt 2 h, 6 h und 7 Tage nach GefdBverletzung und in den unverletzten
Karotiden (Kontrolle) mittels quantitativer real time RT-PCR bestimmt.

In der Kontrollgruppe und 2 h nach endothelialer Denudation war die HIF-la. mRNA
Expression nur sehr gering ausgeprégt. Sechs Stunden nach Gefillverletzung zeigte sich ein
signifikanter Anstieg der HIF-1o. mRNA Expression im Vergleich zur Kontrolle und zum
Zeitpunkt 2 h nach Verletzung (n=3, P<0,05) (Abb. 5). Nach 7 Tagen war die HIF-1o. mRNA

Menge wieder auf das Niveau der Kontrollwerte abgefallen.

HIF-1ao mRNA

Kontrolle 2h 6h 7 Tage

Abb. 5: HIF-lo mRNA Menge in unverletzten Karotiden (Kontrolle) und 2, 6 h und 7 Tage nach
Gefafverletzung, untersucht durch quantitative real-time PCR. Sechs Stunden nach Verletzung wurde ein
Anstieg der HIF-1o. mRNA Expression festgestellt. Die HIF-1o mRNA Werte wurden auf die rRNA Menge

normalisiert. *P<0,05.
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3. 1. 2. Bestimmung der HIF-10 Proteinexpression in der verletzten Gefilwand

Ferner wurde die HIF-la Expression auf Proteinebene in der GefdBwand von
hyperlypiddmischen ApoE-/- Miéusen sowohl in unverletzten Karotiden als auch 1 Tag und 2
Wochen nach endothelialer Denudation mit Hilfe von Western Blot-Analysen untersucht.

Es zeigte sich eine verstiarkte Proteinexpression von HIF-1a einen Tag nach Gefillverletzung
im Vergleich zu unverletzten Karotiden. Nach 2 Wochen war die HIF-la Proteinmenge
weiter angestiegen. Als interne Kontrolle wurde parallel in jedem Experiment das

Referenzgen GAPDH bestimmt. Die Expression von GAPDH blieb anndhernd konstant.

Die densitometrischen Auswertungen von drei unabhédngigen Experimenten bestitigte den
kontinuierlichen Anstieg der HIF-1a Proteinmenge nach Gefdfverletzung. Nach einem Tag
war die HIF-1a Menge um 20% im Vergleich zu unverletzten Karotiden angestiegen. Zum
Zeitpunkt 2 Wochen zeigte sich ein weiterer 20%-iger Anstieg von HIF-1a im Vergleich zu

einem Tag und zu den unverletzten Karotiden. (*P< 0,05; Abb.6 B).
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Abb. 6: Western Blot Analysen von Karotiden aus ApoE-defizienten Méusen 1 Tag und 2 Wochen nach
GefiaBverletzung und ohne Verletzung. Die Analyse von drei unabhéngigen Experimenten zeigte einen Anstieg
der HIF-1o Proteinmenge in der GefiBBwand nach 1 Tag und 2 Wochen (A). Das Referenzgen GAPDH diente

zur Normalisierung der HIF-1a Proteinmenge. B-Ergebnisse der densitometrischen Quantifizierung ergab einen

signifikanten Anstieg von HIF-1a nach Gefaverletzung im Verlauf von 2 Wochen Blot. ¥*P<0,05.
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3. 2. Lokalisation von HIF-1a Expression in der verletzten GefiBwand

Nachdem gezeigt werden konnte, dass nach GefdBverletzung HIF-1a sowohl auf Protein- als
auch auf mRNA-Ebene verstirkt exprimiert wurde (Abb. 5 und 6), wurde die Lokalisation
von HIF-1a in der verletzten CCA mittels Immunfluoreszenzfiarbungen untersucht.

Im Vergleich zu den Negativkontrollen (Abb. 7 B). fand sich in unverletzten Karotiden eine
schwache Immunreaktivitit fiir HIF-1a in der Media (Abb. 7 A). Einen Tag nach Verletzung
(Abb. 7 C) war HIF-1a deutlich stirker in medialen Zellen nachweisbar als in unverletzten
Karotiden. Nach 2 Wochen zeigte sich eine intensive HIF-1a-spezifische Fluoreszenz in

medialen und vor allem auch in neointimalen Zellen (Abb. 7 D).
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Abb. 7: HIF-lo Lokalisation in der CCA nach Drahtverletzung im ApoE-/- Mausmodell. Mittels
Immunfluoreszenz wurde HIF-1a in der unverletzten Karotide (A) und nach einem Tag (C) bzw. 2 Wochen (D)
nach Verletzung nachgewiesen. In der Negativkontrolle (B) wurde unspezifisches Kaninchen Immunglobulin als

Primérantikorper verwendet. Mafstab, S0um.

3. 3. Zellulare HIF-1a Lokalisation in der verletzten GefaBwand

In weiteren Versuchen wurde die zellulare HIF-1a Lokalisation nach Gefaflverletzung mittels
Doppelimmunfluoreszenzmikroskopie fiir HIF-la und fiir den SMC-Marker o-SMA
untersucht (Abb. 8). Einen Tag (Abb. 8 A-C) und 2 Wochen (Abb. 8 D-F) nach
GefiBverletzung war in nahezu allen a-SMA-positiven Zellen in der Media und Neointima
auch HIF-1a nachweisbar. Das deutet darauf hin, dass HIF-1a hauptséachlich in den SMCs
induziert wird (Abb. 8 C-Overlay, gelbe Farbe). Ferner war HIF-la auch in einigen

luminalen, a-SMA-negativen Zellen, bei denen es sich um Endothelzellen handeln diirfte,

exprimiert (Abb. 8 C).
.
.
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Abb. 8: HIF-1a Expression in SMCs in der GefdBwand 1 Tag und 2 Wochen nach endothelialer Denudation in
ApoE-/- Miusen. Doppelimmunfluoreszenzfirbung fiir HIF-1a (A und D, griin) und a-SMA (B und E, rot)
zeigte eine deutliche Kolokalisation der HIF-la Expression in a-SMA-positiven Zellen (G-Overlay, gelbe
Farbe). Maf3stab, 25um.

Um die Spezifitit der a-SMA Firbung fiir neointimalen SMCs nachzupriifen, wurden ferner
Doppelimmunfluoreszenzfarbungen fiir a-SMA (Abb. 9 B, rot) und Myocardin (Abb. 9 A,
griiln) durchgefithrt. Myocardin reguliert die SMC-spezifische Differentiation und
Proteinexpression® und dient auch als spezifischer Marker fiir SMCs. Es zeigte sich, dass alle
a-SMA positive Zellen auch Myocardin exprimieren, so dass sich durch die a-SMA Firbung

eindeutig SMCs identifizieren werden konnten (Abb. 9 C-Overlay, gelbe Farbe).

Abb. 9: Zelluldre Kolokalisation von a-SMA und Myocardin in der Neointima beweist die Spezifitit von a-SMA

als SMC-Marker. Gezeigt ist eine Doppelimmunfluoreszenzfarbung fiir Myocardin (A, griin) und o-SMA (B,
rot) 2 Wochen nach Gefifverletzung. Das Overlay von Myocardin und a-SMA (C, gelbe Farbe) weist eine

Kolokalisation in der neointimalen Fliche auf. Maf3stab, 25um.

3. 4. Nukleiire HIF-1a Translokation

Nach der Aktivierung von HIF-loo kommt es zur Translokation vom Zytoplasma in den
Zellkern, wo es zur Bindung an spezifischen Promotersequenzen (hypoxia-responsive
element, HRE) und damit zu einer gesteigerten Transkription der HIF-1a-abhiingigen Gene

kommit.
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Um die nukledre HIF-1a Translokation zu untersuchen, wurden Immunfluoreszenzfirbungen
fir HIF-1a 1 Tag und 2 Wochen nach Gefdlverletzung durchgefiihrt. Die Abbildung 10 B-C
verdeutlicht, dass HIF-1a in den medialen SMCs 1 Tag nach Gefidlverletzung tiberwiegend
im Zytoplasma lokalisiert war. Die Negativkontrolle zeigte keine spezifische Anfarbung
(Abb. 10 A und D). Eine nukledre Translokation von HIF-1a wurde zu diesem Zeitpunkt nur
in wenigen Zellen detektiert. Nach 2 Wochen dagegen war HIF-1a sowohl im Zellkern als
auch im perinukledren Bereich in fast allen neointimalen und luminalen Zellen nachweisbar
(Abb. 10 E, F). Der immunfluoreszenzmikroskopische Nachweis von HIF-1a wird auch durch

die Aussparung der Nukleoli in der Farbung verdeutlicht.

Abb. 10: Nukleidre Translokation von HIF-1a. Der Nachweis einer nukledren Translokation von HIF-1a (griin, B

und E) einen Tag (B und C) und 2 Wochen (E und F) nach GefiBBverletzung erfolgte durch

Immunfluoreszenzfarbung. Die Negativkontrollen (A und D) zeigen eine geringe Hintergrundreaktion. Die
Pfeilen kennzeichnen die positive zytoplasmatische HIF-1o Firbung (B) und die nukledre Akkumulation von

HIF-1a (E). Die Kerne wurden mit DAPI angefirbt (blau, C und F). Maf3stab, 25um.
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3. 5. Kolokalisation von HIF-1a und SDF-1a

Angesichts der Tatsache, dass die Aktivierung von HIF-1a im ischdmischen Gewebe eine
gesteigerte SDF-1a Expression zur Folge hat™, haben wir die zellulire Kolokalisation von
HIF-1o. und SDF-la in der GefdBwand nach Drahtverletzung untersucht. Die
Doppelimmunfluoreszenzfarbungen fiir HIF-1oo und SDF-1a zeigten, dass in den meisten
medialen SMCs eine deutliche Kolokalisation von HIF-1a (Abb. 11 A, griin) und SDF-1a
(Abb. 11 B, rot) einen Tag nach Verletzung (Abb. 11 C, Overlay-gelbe Farbe) bestand.

Lediglich in einigen luminalen, endothelialen Zellen war HIF-la nachweisbar ohne dass

gleichzeitig eine Expression von SDF-1a vorlag. (Abb. 11 C). Zwei Wochen nach Verletzung
(Abb. 11 D-F) wiesen fast alle SMCs in der Gefilwand eine deutliche Kolokalisation von
HIF-10 und SDF-1a vor (Abb. 11 F, Overlay-gelbe Farbe).

Abb. 11: Zelluldre Kolokalisation von HIF-1a und SDF-1a in der GefiBwand nach Drahtverletzung. Mittels
Doppelimmunfluoreszenzfarbung wurde die Kolokalisation von HIF-1a (griin, A und D) und SDF-1a (rot, B und
E) 1 Tag (A-C) und 2 Wochen (D-F) nach Gefiverletzung untersucht. Das Overlay von HIF-1a und SDF-1a
Farbungen 1 Tag nach Gefidverletzung zeigte eine sichtbare Kolokalisation (C, gelbe Farbe) im Zytoplasma der
medialen SMCs. Zwei Wochen nach Gefafverletzung zeigte sich im Zytoplasma der neointimalen und medialen

SMCs eine Kolokalisation von HIF-1a und SDF-1a (Overlay F, orange Farbe,). Mal3stab, 25um.
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3. 6. Effekt eines HIF-1a siRNA Gentransfers in vivo

Um die Beteiligung von HIF-la an der Neointimabildung und SPC Mobilisierung zu
untersuchen, wurde lokal in die CCA von ApoE-/- Miusen nach Drahtverletzung ein
Gentransfer von siRNA spezifisch fiir HIF-1a durchgefiihrt, um die frithe HIF-1a Expression

zu blockieren.

3. 6. 1. Untersuchung der Effizienz eines Gentransfers durch lokal applizierte siRNA in

vivo

Um den Effekt einer periadventitielen Applikation von siRNA gelost in Pluronic Gel auf die
Genexpression in vivo zu untersuchen, wurde zunichst das ,,housekeeping gene* Lamin A/C
als Positivkontrolle in unverletzten CCAs verwendet. Zweiundsiebzig Stunden nach Lamin
A/C siRNA Behandlung war die Lamin A/C Proteinexpression, bestimmt durch Western Blot
Analyse, signifikant um 60% im Verhiltnis zur ,,non-targeting* Kontroll siRNA reduziert
(0,38 £ 0,041 vs. 0,15 £ 0,011 Lamin A/C Proteinwerte, n=3, ***P<0,001) (Abb. 12). Die

Lamin A/C Proteinmenge wurde auf das Referenzgen GAPDH normalisiert
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74kD i i 0.00]

0.354

0.304
Lamin C |

65kD

Lamin A/C Proteinmenge

GAPDH
36kD

T
Kontroll siRNA  Lamin A/C siRNA

63



Ergebnisse

Abb. 12: Western Blot Analysen von Karotiden aus ApoE-defizienten Méusen 72 h nach Kontroll- und Lamin
A/C siRNA Behandlung. Die Analyse von drei unabhingigen Experimenten zeigte eine Reduktion der Lamin A
und Lamin C Proteinmenge in der Gefidwand. Das Referenzgen GAPDH diente zur Normalisierung der Lamin

A/C Proteinmenge. B-Ergebnisse der densitometrischen Quantifizierung ergab eine signifikante 60%-ige

Reduktion von Lamin A/C nach siRNA Lamin A/C Behandlung. ***P<0,001.

3. 6. 2 Effekt von HIF-1a siRNA Gentransfer auf die HIF-10 Expression

3. 6. 2. 1. Western Blot Analyse

Mit Hilfe einer Western Blot Analyse wurde die HIF-1o Proteinmenge in der GefdBwand der
CCA nach GefidBverletzung quantifiziert. Es zeigte sich, dass die Behandlung mit HIF-1a
siRNA nach 4 Wochen zu einer 54%-igen Reduktion der HIF-1a Proteinmenge fiihrt im
Vergleich zu Karotiden, die mit Kontroll siRNA behandelt wurden (Abb. 13) (0,50 £ 0,05 vs.
0,23 £+ 0,04 HIF-1a Proteinmenge, n=3, *P<0,05). Die HIF-1a Proteinmenge wurde auf das
Referenzgen GAPDH normalisiert (Abb. 13 B).
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Abb. 13: Western Blot Analyse von Karotiden aus ApoE-/- Méusen 4 Wochen nach Verletzung und einer
Kontroll- oder HIF-la siRNA-Behandlung (A). Die densitometrischen Analysen von drei unabhingigen
Experimenten zeigte eine 54%-ige Reduktion der HIF-1o Proteinmenge in der GefiBwand (B). Die Ergebnisse

wurden auf das Referenzgen GAPDH normalisiert (B) *P<0,05.
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3. 6. 2. 2. Quantitative Immunfluoreszenz

Die Immunfluoreszenzfarbung fiir HIF-la 4 Wochen nach Gefilverletzung in Kontroll
siRNA-transfizierten Miusen zeigte eine gesteigerte zytoplasmatische und nukleidre HIF-1a
Expression sowohl in den medialen als auch in den neointimalen und luminalen Zellen (Abb.
14 A). Dieses Muster der HIF-la Firbung entspricht den Ergebnissen, die mittels
Immunfluoreszenz 2 Wochen nach Verletzung ohne siRNA-Applikation gewonnen wurden.
(Abb. 7 D, 10 E). Nach HIF-1a siRNA Behandlung war dagegen die HIF-1a-spezifische
Fluoreszenz kaum erkennbar (Abb. 14 B). Die Quantifizierung der HIF-1a-positiven
Neointimafliche 4 Wochen nach der Drahtverletzung zeigte in den HIF-la siRNA-
behandelten CCA eine 82%-ige Reduktion (Abb. 14 C) verglichen mit den Kontroll siRNA-
transfizierten Midusen (0,11 = 0,05 vs. 0,64 + 0,04 HIF-1o/Neointima Ratio, n=3, **P<0,01).

HIF -1 a/Neocintima Ratio

Kontroll siRNA  HIF-1y4 siRNA

Abb. 14: Hemmung der HIF-la-Expression nach Gefdverletzung durch spezifische HIF-lo siRNA-
Applikation. Immunfluoreszenzfarbungen fiir HIF-1a zeigten ein starkes HIF-1a Signal in den medialen und
neointimalen SMCs 4 Wochen nach GefiBverletzung in der Kontroll siRNA Gruppe (A). In den HIF-1a siRNA-
behandelten Miusen wies HIF-1a eine wesentlich schwichere Fluoreszenz auf (B). Mafstab, 25um. Die
planimetrische Quantifizierung ergab eine Reduktion der HIF-1a-positiven neointimalen Fliche um 82% (C).

**P<0,01.
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3. 6. 3. Effekt von HIF-10 siRNA Gentransfer auf die SDF-1a Expression

Um die Wirkung von HIF-1a siRNA Gentransfer auf die SDF-1a Expression zu untersuchen,
wurden weitere quantitative Immunfluoreszenzfarbungen durchgefiihrt. Das SDF-1a-
spezifische Signal in den medialen und neointimalen Zellen 4 Wochen nach Gefidverletzung

war in den Kontroll siRNA-behandelten Mdusen wesentlich stiarker (Abb. 15 A) als nach HIF-

la siRNA Behandlung (Abb. 15 B). Die planimetrische Quantifizierung zeigte eine
signifikante Reduktion der SDF-1a Expression um 78% nach HIF-1o siRNA Behandlung im
Vergleich zu Kontroll siRNA-behandelten Miusen (0,56 = 0,03 vs. 0,12 + 0,002 SDF-
la/Neointima Ratio; n=3-5, ***P<0,001) (Abb. 15 C).

SDF-1c/Neointima Ratio

Kontroll siRNA  HIF-14 siRNA

Abb. 15: Hemmung der SDF-lo Expression nach Gefdverletzung durch spezifische HIF-la siRNA-
Applikation. Die Immunfluoreszenzfirbungen fiir SDF-1a zeigten ein starkes SDF-1a Signal in den medialen
und neointimalen SMCs 4 Wochen nach Gefdfverletzung in der Kontroll siRNA Gruppe (A). In den HIF-1a
siRNA-behandelten Midusen wies SDF-1a eine wesentlich schwichere Fluoreszenz auf (B). MaB3stab, 50 um.

Die planimetrische Quantifizierung ergab eine Reduktion der SDF-1a positiven neointimalen Fliche um 78%

(C). #¥+¥P<0,001.

3. 6. 4. Effekt von HIF-1a siRNA Gentransfer auf die SPCs Mobilisierung

SDF-1a ist entscheidend fiir die Mobilisierung von Sca-17/lin” Zellen in die Zirkulation nach

GefiBverletzung. ™
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Um zu untersuchen, ob HIF-1a an der Mobilisierung der Sca-17/lin” Zellen beteiligt ist,
wurden diese Zellen durchflusszytometrisch im peripheren Blut von HIF-1a siRNA-
behandelten Miusen 24 h nach Verletzung der CCA quantifiziert.

Im Vergleich zur Kontroll siRNA Behandlung, reduzierte die Applikation von HIF-1a siRNA
den Anteil an zirkulierenden Sca-1%/lin” SPCs in der mononukleiren Zellpopulation des
peripheren Bluts nach GefiBverletzung um 65% (1,8 + 0,3% vs. 0,62 £ 0,12% von
mononukledren Zellen, n=3, *P<0,05) (Abb. 16 A-C). Diese Ergebnisse deuten darauf hin,
dass die gesteigerte HIF-1a Expression nach Verletzung vermittelt durch SDF-la die

Mobilisierung von SPCs induziert.
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Abb. 16: Hemmung der Sca-17/lin” SPCs Mobilisierung nach HIF-1o siRNA-Behandlung einen Tag nach
GefdBverletzung (A-B). Dargestellt sind représentative Ergebnisse fiir den Anteil Sca-17/lin~ Zellen im
peripheren Blut in Kontroll- (A) und HIF-1a siRNA-behandelte Mausen (B). Insgesamt zeigte sich, dass nach
HIF-10 siRNA Gentransfer der Anteil der peripheren SPCs Sca-17/lin" signifikant um 65% reduziert war (C).
Aufgetragen ist der durchschnittliche Prozentanteil von Sca-1+/lin- Zellen in der mononukledren Zellfraktion

(C). *P<0,05.

3. 6. 5. Effekt von HIF-1a siRNA Gentransfer auf die Neointimabildung

Mit der Methode des Gentransfers von spezifischen HIF-1a siRNA kann man die funktionelle

Relevanz des Transkriptionsfaktors HIF-1a hinsichtlich der Neointimabildung nach
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GefiBverletzung untersucht werden. Dazu wurden die entstehende neointimale Lésion und die
mediale Fliche in Kontroll siRNA- (Abb. 17 A) und in HIF-la siRNA- (Abb. 17 B)
behandelten Médusen 4 Wochen nach Gefdverletzung morphologisch analysiert.

In den histologischen Schnitten der CCA lisst sich 4 Wochen nach Verletzung eine Abnahme
der neointimalen Fliche in HIF-1a siRNA-behandelten Miusen erkennen (Abb. 17) Die
planimetrische Quantifizierung zeigte, dass nach Kontroll siRNA Behandlung die Fldche der
Neointima 0,015 + 0,003 mm? (n=5) betrug. Die Behandlung der linken CCA mit HIF-1a
siRNA fiihrte zu einer Reduktion der Neointimaformation um 49% auf 0,007 + 0,002 mm?
(n=5, *P<0,05) (Abb. 17 C). Die mediale Fliche war dagegen nicht statistisch signifikant
veridndert (0,05 + 0,007 mm? n=5 vs. 0,06 +0,014 mm? mediale Flache, n=5, P=NS) (Abb. 17
D).
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Abb. 17: Hemmung der Neointimabildung durch HIF-1a siRNA Gentransfer 4 Wochen nach Drahtverletzung im
ApoE-/- Mausmodell. Gezeigt sind repréisentative mit Movat’s Pentachrome angefirbten Schnitte der CCA nach
Kontroll siRNA- (A) und HIF-1a siRNA Applikation (B). Malistab, 100 pm. (C) Die quantitative Auswertung
der Neointimafldche zeigte eine 49%-ige Reduktion in HIF-1a siRNA-behandelten Méusen, im Vergleich zur
Kontrollgruppe. *P<0,05. Die mediale Fliche war demgegeniiber nicht statistisch signifikant vermindert (D).

P=NS.

3. 6. 6. Effekt von HIF-1a siRNA Gentransfer auf die zellulire Zusammensetzung der

Neointima

Um die zellulire Zusammensetzung der Neointima nach Kontroll- und HIF-1a siRNA
Behandlung zu analysieren, wurden quantitative immunhistologische Farbungen fiir a-SMA
(Abb. 18, A-D) als spezifischer Marker fiir SMCs und Mac-2 (Abb. 18, E-H) als spezifischer
Marker fiir Makrophagen/Monozyten, durchgefiihrt. Die planimetrische Ausmessung zeigte,
dass der neointimale SMC Anteil 4 Wochen nach Verletzung in der Kontrollgruppe 40%
betrug und in HIF-1a siRNA-behandelten Miusen signifikant um 58% reduziert war (0,4 +
0,03 vs. 0,23 + 0,04, n=5 a-SMA/Neointima Ratio, **P<0,01) (Abb. 18 D). Der neointimale
Anteil der Makrophagen war dagegen nicht statistisch signifikant verdndert (0,15 + 0,04 vs.
0,16 £+ 0,02 Mac-2/Neointima Ratio, n=5, P=NS) (Abb. 18 H).

Die geringfiigige Hintergrundreaktion bei den Negativkontrollen (Abb. 18 A und E) belegt
die Spezifitit der immunhistologischen Farbungen fiir a-SMA (Abb. 19 A-B) und Mac-2
(Abb. 19 C-D). Als Positivkontrollen wurde a-SMA in unverletzten Karotiden (Abb. 19 B)
und Mac-2 (Abb. 19 D) in der Milz angefiarbt. Im Vergleich zu den entsprechenden
Negativkontrollen (Abb. 19 A und C) zeigte sich in beiden Fillen deutlich eine spezifische
Féarbung (Abb. 19 B und D).
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Abb. 18: Effekt von HIF-1a siRNA auf die zellulire Zusammensetzung der Neointima. Es wurden immunhistochemische Fiarbungen fiir a-SMA (B und C) und Mac-2 (F
und G) 4 Wochen nach Drahtverletzung in HIF-1a siRNA- (C und G) und Kontroll siRNA- (B und F) behandelten Miusen durchgefiihrt. Der neointimale SMC-Anteil
wurde nach der HIF-1a siRNA Applikation um 58% reduziert (D). **P<0,01. Die Immunhistochemische Firbungen fiir Mac-2 zeigten einen unverdnderten neointmalen
Makrophagenanteil, bezogen auf die ausgewertete positive neointimale Mac-2 Fiarbung (H). Die Ergebnisse wurden ausgewertet als Verhiltnis der a-SMA- (D) und Mac-

2- (H) positiven Neointimaflidche zur gesamten Neointimafldche. Die Negativkontrollen zeigten eine sehr geringe Hintergrundreaktion (A und E). MaBstab, 100 pm.
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Abb. 19: Als Positivkontrollen wurden immunhistochemische Fiarbungen fiir a-SMA (A und B) und Mac-2 (C
und D) in unverletzten Karotiden (A und B) und in der Milz (C und D) durchgefiihrt. Wihrend in der
Negativkontrolle (A) eine geringe a-SMA Firbung zu erkennen ist, zeigte sich in den Positivkontrollen ein
starkes 0-SMA Signal in medialen Zellen (B). MaBstab, 50um. In der Negativkontrolle fiir Mac-2 war fast keine
unspezifische Hintergrundfiarbung erkennbar (C), wihrend in den Positivkontrollen zahlreiche Mac-2 positive

Zellen in der Milz nachweisbar waren. (D). Maf3stab, 25um.

3. 7. Beteiligung der SDF-10/CXCR4 Achse bei der Neointimabildung durch
Lysophosphatidsiure

Es ist bekannt, dass eine kurzfristige intraluminale Exposition von Arterien mit ungesittigten

LPAs zu einer Neointimabildung fiihrt.5>-

Um die funktionelle Bedeutung von SDF-la und dessen Rezeptor CXCR4 bei der

Neointimabildung durch ungesittigte Lysophosphatidsduren (LPAs) zu untersuchen, wurden
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zunichst die Karotiden von C57B16 Wildtyp-Méusen intraluminal mit LPA 20:4 behandelt,
ohne dass die Arterien verletzt wurden. AnschlieBend erfolgte eine systemische Behandlung
der Maduse iiber 4 Wochen entweder mit dem CXCR4 Antagonisten POL5551 oder
Kontrollpuffer (PBS). Die neointimale Fliche wurde dann in beiden Versuchsgruppen
morphologisch analysiert. Die Quantifizierung ergab eine signifikante Reduktion der
neointimalen Fliche in Miusen, die mit dem CXCR4 Antagonisten behandelt wurden im
Vergleich zur Kontrollgruppe (20:4/PBS) (0,0062 + 0,002 mm? vs. 0,0003 + 0,0002 mm?
neointimale Fldche, n=5, **P<0,01) (Abb. 20 C). Die mediale Fliche war nach POL5551
Applikation (0,025 mm?* + 0,0014 mm” vs. 0,020 + 0,0024 mm® mediale Fliche, n=4-5,
P=NS) (Abb. 20 D) nicht signifikant verschieden von der Kontrollgruppe (20:4/PBS).
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Abb. 20: Hemmung der LPA-induzierten Neointimabildung durch Behandlung mit einem CXCR4 Antagonisten.
Nach 30-miniitiger Exposition der CCA mit LPA 20:4 und tiglicher Injektion von PBS (Kontrollgruppe) zeigte
sich nach 4 Wochen eine Neointimabildung (A). Dagegen war in Miusen, die nach der LPA 20:4 Exposition
iiber 4 Wochen mit dem CXCR4 Antagonisten POL5551 behandelt wurden, fast keine Neointima erkennbar (B).
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Die Pfeile kennzeichnen die Lamina elastica interna. MaBstab, 50 um. (C) Im Vergleich zu der Kontrollgruppe
(20:4/PBS) zeigte die quantitative Auswertung in POL5551-behandelten Miusen eine 95%-ige Reduktion der
neointimalen Flidche. **P<0,01. Die mediale Fliche war demgegeniiber nicht statistisch signifikant vermindert

(D). P=NS.

3. 8. Einfluss von CXCR4 auf die Mobilisierung von SPCs durch Lysophosphatidsiure

Es ist bekannt, dass die ungesittigte Lysophosphatidsiure LPA 20:4 nach luminaler
Exposition der CCA zu einer Mobilisierung von Sca-1*/lin” Zellen fiihrt, dhnlich wie nach
einer mechanischen Gefdlverletzung. Da nach einer Drahtverletzung die SDF-10/CXCR4
Achse entscheidend an dieser Mobilisierung von SPCs beteiligt ist, wurde die Rolle von
CXCR4 bei der LPA-vermittelten SPC Mobilisierung untersucht. Nach einer 30-miniitigen
endoluminalen Inkubation der CCA in C57/Bl6 Miusen kommt es nach 24 h zu einem
deutlichen Anstieg der zirkulierenden Sca-17/lin” Zellen (1,3 + 0,22% der mononukleiren
Zellen, n=5, *P<0,05) im Vergleich zu unbehandelten Maiusen (0,67 + 0,14% der
mononukledren Zellen, n=5) (Abb. 21). Wurde nach der LPA 20:4 Behandlung zusitzlich der
CXCR4-Antagonist POL5551 systemisch appliziert konnte die Mobilisierung der Sca-1"/lin"
Zellen fast vollstindig blockiert werden. Diese Ergebnisse sprechen dafiir, dass die LPA 20:4-
induzierte SPC Mobilisierung durch die SDF-10/CXCR4 Achse vermittelt ist (Abb. 21).
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Abb. 21: Die Mobilisierung von Sca-1*/lin” Zellen durch LPA 20:4 wird durch einen CXCR4 Antagonisten
blockiert. Im Vergleich zu unbehandelten Miusen (A) war 24 h nach einer 30-miniitigen Inkubation der CCA
mit LPA 20:4 der Anteil zirkulierender Sca-17/lin” Zellen deutlich angestiegen (B). Dieser LPA 20:4-induzierte
Anstieg nach 24 h konnte durch Behandlung mit dem CXCR4 Antagonisten POL5551 deutlich reduziert werden
(C, D). *P<0,05 im Vergleich zu unbehandelten CCAs und 20:4/CXCR Antagonist.

3. 9. CXCR4 ist beteiligt an der Akkumulation von CXCR4-positiven SMCs nach LPA
20:4 Applikation

Es ist bekannt, dass die neointimalen CXCR4-positiven SMCs bei der
Transplantatarteriopathie in erster Linie von zirkulierenden Vorlduferzellen abstammen.**
Deshalb wurde die CXCR4 Expression in den vaskuldren SMCs nach LPA 20:4 Behandlung
der CCA durch Doppelimmunfluoreszenzfirbungen fiir CXCR4 und a-SMA untersucht. Vier
Wochen nach der lokalen LPA 20:4 Applikation zeigten die Ergebnisse eine deutliche

CXCR4 Expression vor allem in den neointimalen a-SMA-positiven Zellen (SMCs) (Abb. 22
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A-C). Im Vergleich dazu war unter Behandlung mit dem CXCR4 Antagonisten POL5551 die
CXCR4 Expression in a-SMA-positiven Zellen und die Zahl an CXCR4-positiven SMCs in
der GefdaBwand vermindert (Abb. 22 D-F). Die Intensitit und Verteilung der CXCR4
Expression in vaskuldren SMCs war damit nach CXCR4 Blockade in LPA 20:4-behandelten
Zellen nahezu identisch zu der in unbehandelten CCAs beobachteten Fiarbung (Abb. 22 G-1).

Abb. 22: Die Akkumulation von CXCR4 exprimierenden SMCs nach LPA 20:4 Applikation wird verringert

durch Behandlung mit einem CXCR4 Antagonisten. Doppelimmunfluoreszenzfarbungen fiir CXCR4 (griin, A,
D und G) und a-SMA (rot, B, E und H) 4 Wochen nach LPA 20:4/PBS- (A-C), nach LPA 20:4/CXCR4
Antagonist Behandlung (D-F) und in unbehandelten CCAs (G-I) zeigen, dass es nach LPA 20:4 Inkubation zu
einer Anreicherung von CXCR4-positiven SMCs in der Neointima kommt (A-C). In den POL5551-behandelten
Miusen dagegen war die CXCR4 Expression in den SMCs deutlich reduziert (D-F), dhnlich wie in der
unbehandelten Kontrollgruppe (G-I). Die Overlay-Firbungen (C, F und I) zeigen die zelluldre Kolokalisation
von CXCR4 und a-SMA (gelbe Farbe). Maf3stab, 5S0um.
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3. 10. Blockade von LPA-Rezeptoren reduziert die Neointimabildung nach

GefiBverletzung

Eine Beteilung von LPA an der Neointimabildung nach mechanischer Gefdlverletzung ist
bisher nicht untersucht worden. Es wurden deshalb ApoE-/- Miuse nach Drahtverletzung der
CCA mit einem systemisch applizierten Antagonisten der LPA; und LPA; Rezeptoren
Kil16425 (3-(4-[4-([1-(2-chlorophenyl)ethoxy]carbonyl amino)-3-methyl-5-isoxazolyl]
benzylsulfanyl) Propansiure) behandelt und der Effekt auf die Neointimabildung ausgewertet.
Die Quantifizierung der Neointimafliche zeigte 4 Wochen nach der Gefillverletzung eine
60%-ige Reduktion in Miusen, die mit Ki16425 behandelt wurden (0,0077 £+ 0,002 mmz) im
Vergleich zur Kontrollgruppe (0,019 £+ 0,003 mmz, *P<0,05, n=4) (Abb. 23 C). Die mediale
Flache war nach Kil16425 Applikation nicht signifikant verschieden von der Kontrollgruppe
(0,034 + 0,002 mm” vs. 0,033 + 0,003 mm? mediale Fliiche, n=4, P=NS) (Abb. 23 D).

76



Ergebnisse

C 0.025+ D 0.04-

0.020+

0.034

0.0154

0.010< —|_

0.005

0.02+4

0.014

Neointimale Flsiche (mm?)
Mediale Fliche (mm?)

0,000+ T 0.00- T
Kontrolle Ki16425 Kontrolle Ki16425

Abb. 23: Hemmung der Neointimabildung durch den LPA;; Rezeptorantagonisten Kil6425 nach
GefaBverletzung im ApoE -/- Mausmodell. Die Morphometrie der histologischen Schnitte zeigte im Vergleich
zur Kontrollgruppe (A) eine deutlich verminderte neointimale Fliche in Kil6425-behandelten Méusen (B)
MaBstab, 100 um. (C) Die quantitative Auswertung zeigte eine 60%-ige Reduktion der Neointimafliche durch
Kil6425 im Vergleich zur Kontrollgruppe. *P<0,05. Die mediale Fliche war demgegeniiber nicht statistisch
signifikant vermindert (D). P=NS.

3. 11. LPA Rezeptoren regulieren die SDF-lo und HIF-lo Expression nach

GefiBverletzung

Da ungesiittigte LPAs die Expression von SDF-1a und HIF-1a in der GefaBwand induzieren
und die Neointimabildung durch LPA 20:4 iiber die SDF-10/CXCR4 Achse vermittelt wird,
stellt sich die Frage, ob die LPA-Rezeptoren bei der Neointimabildung nach Gefdverletzung
auch an der gesteigerten HIF-10-abhédngigen Expression von SDF-1a beteiligt sind.
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Um die Wirkung von LPA auf die SDF-1a- und HIF-1a Expression nach GefidBBverletzung zu
untersuchen, wurden weitere quantitative Immunfluoreszenzfiarbungen durchgefiihrt. Die
Ergebnisse zeigen, dass die Behandlung mit Kil6425 4 Wochen nach Gefilverletzung zu
einer Abnahme der SDF-1a- (Abb. 24 A-C) und HIF-1a (Abb. 24 D-F) Expression in den
medialen und neointimalen Zellen im Vergleich zur Kontrollgruppe fiihrt. Die planimetrische
Quantifizierung zeigte eine signifikante 90%-ige Reduktion der SDF-1a Expression (0,64 +
0,035 vs. 0,05 + 0,03 SDF-1o/Neointima Ratio; n=4-5, ***P<0,0001) (Abb. 24 C) und eine
70%-ige Reduktion der HIF-1a Expression (0,63 + 0,05 vs. 0,20 = 0,04 HIF-10/Neointima
Ratio; n=4-5, ***P<0,0001) durch Ki16425 (Abb. 24 D).

Die Hemmung der HIF-1lo-abhingigen SDF-1a Expression durch Kil6425 deutet auf eine

zentrale Rolle von LPAs bei der Neointimabildung nach Gefia3verletzung hin.
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Abb. 24: Einfluss von Kil6425 auf die neointimale SDF-10- und HIF-1a Expression nach GefiBverletzung. In
der Immunfluoreszenzmikroskopie zeigte sich eine prominente SDF-1a- (A) und HIF-1a (D) Fédrbung in den
medialen und neointimalen Zellen 4 Wochen nach GefidBverletzung in ApoE-/- Méusen, die mit Kontrollpuffer
behandelt wurden. Die Behandlung mit Ki16425 dagegen fiihrte zu einer deutlich verminderten SDF-1a- (B) und
HIF-1a (E) Expression in der verletzten Gefilwand. Die planimetrische Quantifizierung ergab eine 90%-ige
SDF-la- (C, **¥*P<0,0001) und eine 70%-ige HIF-lo Reduktion durch die Behandlung mit dem LPA;

Rezeptorantagonisten (F, ***P<0,0001). Die Ergebnisse bei (C) und (F) wurden als Verhiltnis der neointimalen
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Flidche mit spezifischer Immunfluoreszenzfirbung zu der gesamten neointimalen Fliche dargestellt. Maf3stab,

S0um.

3. 12. LPA Rezeptoren regulieren die SPCs Mobilisierung nach GefiB3verletzung

Um die funktionelle Beteiligung von LPAs an der SDF-1lo-abhiingigen Mobilisierung von

SPCs nach GefiBverletzung zu untersuchen, wurde der Einfluss des LPA;;
Rezeptorantagonisten Kil6425 auf den Anteil der zirkulierenden Sca-17/lin" Zellen

untersucht.

Nach mechanischer GefidBverletzung der CCA in ApoE-/- Midusen kommt es nach 24 h zu
einem deutlichen Anstieg der zirkulierenden Sca-1*/lin" Zellen im Vergleich zu unbehandelten
Miusen (0,9 £ 0,18% vs. 0,24 + 0,05% der mononukleédren Zellen, n=4, *P<0,05) (Abb. 25).
Wurden die Miuse zusitzlich zur Drahtverletzung mit Kil6425 behandelt, konnte die
Mobilisierung der Sca-17/lin” Zellen fast vollstindig blockiert werden (0,3 + 0,14% vs. 0,9 +
0,18% mononukledren Zellen, n=4, **P<0,01) (Abb. 25). Dieser Befund weist auf eine
wichtige Funktion von LPA Rezeptoren bei der Stammzell-vermittelten vaskulidren

Wundheilung durch SDF-1a hin.
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Abb. 25: Die Mobilisierung von Sca-1*/lin° Zellen nach GefiBverletzung wird durch den LPA,;
Rezeptorantagonisten Kil6425 blockiert. Im Vergleich zu unbehandelten Miusen war 24 h nach einer
Drahtverletzung der Anteil zirkulierender Sca-17/lin” Zellen deutlich angestiegen (Kontrolle). Dieser Anstieg
nach 24 h konnte durch Behandlung mit Kil6425 fast vollstindig verhindert werden. ¥*P<0,05 im Vergleich zu
unbehandelten CCA und Kontrollgruppe.
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4. Diskussion

Die SDF-1a/CXCR4 Achse reguliert die Entstehung einer neointimalen Hyperplasie nach
GefiBverletzung durch die Rekrutierung von zirkulierenden Vorlduferzellen von SMCs
(SPCs). Die verletzungsbedingte Apoptose der SMCs ist dabei wesentlich verantwortlich fiir
die gesteigerte SDF-lo Expression in der GefdBwand. Allerdings ist unklar welche
molekularen Mechanismen die Expression von SDF-lo nach einer GefidBverletzung
regulieren. Unter hypoxischen Bedingungen ist der Transkriptionsfaktor HIF-1a entscheidend
fiir die Induktion von SDF-1a. Ferner ist bekannt, dass ungesittigte Lysophosphatidsduren die
SDF-1a und HIF-la Expression steigern und nach kurzfristiger lokaler Inkubation von
unverletzten Arterien eine Neointima aus SMCs induzieren konnen. So dass in der
vorliegenden Arbeit die Hypothese gepriift wurde, ob ungesittigte LPAs durch eine
Aktivierung von HIF-lo die SDF-la-abhidngige Neointimabildung und SPC Rekrutierung

steuern.

Es zeigte sich, dass eine mechanische Gefil3verletzung zu einer gesteigerten Expression von
HIF-1a sowohl auf Protein- als auch auf mRNA Ebene fiihrt. Die nukledre Translokation von
HIF-1a in den neointimalen Zellen wies auf eine Aktivierung von HIF-1a-abhéngigen
Signaltransduktionswegen hin. Ferner fand sich eine zelluldre Kolokalisation von HIF-1a und
SDF-1a in neointimalen Zellen. Die Applikation einer siRNA gegen HIF-1a fiihrte nicht nur
zu einer Reduktion der HIF-1a-, sondern auch neointimalen SDF-1a Expression und der SDF-
la-abhidngigen Mobilisierung von SPCs. Dies ging dariiber hinaus einher mit einer deutlich
verminderten neointimalen Fliche und einem verringerten neointimalen SMC Anteil. Ahnlich
wie nach einer mechanischen GefidBiverletzung konnte auch die Mobilisierung von SPCs und
die Neointimabildung nach Behandlung der unverletzten Arterienwand mit der ungeséttigten
LPA 20:4 durch einen CXCR4 Antagonisten blockiert werden. Der Anteil an CXCR4-
positiven SMCs in der LPA-induzierten Neointima konnte ebenfalls durch den CXCR4
Antagonisten reduziert werden. Dass LPA auch an der Neointimabildung nach mechanischer
GefiBBverletzung beteiligt ist, zeigen Experimente mit dem LPA;; Rezeptorantagonisten
Ki16425. Die Behandlung mit Kil6425 verminderte die Neointimabildung, die neointimale
HIF-1a und SDF-1a Expression.
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Zusammenfassend zeigte sich, dass ungesittigte Lysophosphatidsduren zu einer gesteigerten
HIF-1a-vermittelten SDF-1a. Expression fiihren, so dass in dieser Arbeit entscheidende

Hinweise auf die Regulation von SDF-1a nach Gefédverletzung gewonnen werden konnten.

4. 1. Hypoxia-inducible factor (HIF-)1a

4. 1. 1. Vaskulire HIF-10 Expression und Lokalisation nach GefiBverletzung

Viele zelluldre Prozesse zur Adaptation an eine ungeniigende Sauerstoffversorgung werden

durch den Transkriptionsfaktor HIF-1 reguliert.’'”*

Die Aktivierung von HIF-1 fiihrt zur
gesteigerten Expression von zahlreichen Zielgenen, wie z. B. VEGF oder Erythropoietin, mit
dem Effekt einer besseren Sauerstoffversorgung und anaeroben Energiegewinnung auf
zelluldrer und systemischer Ebene.”' %%

HIF-1 ist ein heterodimeres Protein, bestehend aus einer 120 kDa schweren o- und einer 91
bis 94 kDa schweren B-Untereinheit, die ubiquitdr exprimiert werden. Beide Untereinheiten
gehoren zur PAS-Superfamilie, einer Gruppe von Sensorproteinen deren Name sich von den
zuerst identifizierten Proteinen Per (Period), ARNT (aryl hydrocarbon receptor nuclear

53-55

translocator) und Sim (single-minded) ableitet (Abb. 26) und die v. a. auf Umwelt- und

Entwicklungssignale spezialisiert sind.”'”® Die Untereinheiten enthalten basische helix-loop-
helix Motive (bHLH), die fiir die Bindung der HIF-10/B-Proteine an die DNA verantwortlich
sind. Die Dimerisierung von HIF-1o und HIF-1f erfolgt iiber die HLH-Doméne.
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Abb. 26: Sekundirtruktur der HIF-1a- und HIF-1B-Proteine. Die Lokalisation der basischen Helix-Loop-Helix
(bHLH)-, der Per-Arnt-Sim (PAS)- und der ,,oxygen-dependent degradation (ODD)-Domine sind dargestellt.
Hydroxylierung-, Acetylierung- und Phosphorylierungsstellen sind mit jeweils OH, CH; und mit PO markiert.
Die Bindung des von-Hippel-Lindau (VHL)-Proteins erfolgt iiber die hydroxylierten Prolinreste 402 und 564
und ist der Ansatzort der Ubiquitinligase, die unter normoxischen Bedingungen HIF-lo im Proteasom
degradiert. Ferner sind die = TAD-C-carboxy-terminale  und die  TAD-N-amino-terminale

Transaktivierungsdomine eingezeichnet.”’

Die Hydroxylierung der ODD (oxygen-dependent degradation domain)-Domédne unter
normoxischen Bedingungen ermoglicht die Degradation von HIF-1a (Abb. 26).”!

Am C- und N-Terminus des HIF-1a-Proteins befindet sich je eine Transaktivierungsdoméne
(TAD-C bzw. TAD-N), die eine wichtige Rolle fiir die Initiation der Transkription der HIF-
la-Zielgene spielen (Abb. 26). HIF-1B enthdlt auch eine TAD, die aber fiir die HIF-1

Transkriptionsaktivitit keine Bedeutung hat.”’

HIF-1B wird konstitutiv exprimiert, unabhingig von der Sauerstoffversorgung und wurde
auch als Dimerisierungspartner des Dioxin-Rezeptors (aryl hydrocarbon receptor, AhR)
beschrieben.”

Die a-Untereinheit (HIF-1a) dagegen wird in Abhédngigkeit von Sauerstoff reguliert und dient
damit als zelluldrer Sauerstoffsensor. Die Expression des HIF-1a Gens wird im Wesentlichen
durch den Transkriptionsfaktor specificity protein-1 (Spl) vermittelt, es gibt aber im
Promoterbereich von HIF-1a auch Bindungsstellen fiir Transkriptionsfaktoren wie activator
protein-1 (AP-1), activator protein-2 (AP-2), nuclear factor-1 (NF-1) und nuclear factor-x B
(NF-«B).”’
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Das HIF-1a Protein ist bei physiologischem Sauerstoffangebot sehr instabil mit einer
Halbwertszeit von wenigen Minuten. In Anwesenheit von Sauerstoff wird HIF-1a an zwei
Prolinresten (Prolin 402 und 564) durch Prolyl-4-Hydroxylasen (PHD1, PHD2, PHD3)
hydroxyliert und nach Bindung an Ubiquitin durch Proteasome abgebaut (Abb. 27).°'
Unmittelbar nach Hydroxylierung der Proline bindet dort das ,,von Hippel-Lindau* Protein
(pVHL), ein Produkt des Hippel Lindau Tumorsuppressor-Genes’>>*, das die Erkennung
dieses Proteinkomplexes durch die E3-Ubiquitinligase ermdglicht.”*** Die Bindung von VHL
wird durch Acetylierung des Lysins (532, Abb. 26) iiber eine Acetyltransferase (ARDI1)
erleichtert.”””® Der Multiproteinkomplex, bestechend aus E3-Ubiquitinligase und pVHL,

polyubiquitiniert HIF-1a, das daraufhin durch das Proteasom der Zelle abgebaut wird.”?
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Abb. 27. Sauerstoff-abhdngige und —unabhingige Regulation von HIF-1. Unter nicht-hypoxischen Bedingungen
wird HIF-la durch die PHD2 hydroxyliert, durch pVHL Komplex ubiquitinyliert und iiber Proteasomen
abgebaut. Im Gegensatz dazu wird HIF-1o unter hypoxischen Bedingungen durch die fehlende Hydroxylierung
stabilisiert und vermindert abgebaut. Nach nukleédrer Translokation von HIF-1 kommt es zur transkriptionellen
Aktivierung der HIF-la-Zielgene. Nicht-hypoxische Stimuli induzieren die HIF-la Gentranskription durch
Stimulierung der PKC, wihrend der HIF-1 Translation durch die Aktivierung des PI3K-Signalwegs bedingt ist.
In beiden Fillen erhoht sich die HIF-1 Proteinmenge und dadurch die transkriptionelle Aktivitit von HIF-10.”’
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Die Aktivierung von HIF-1a erfolgt in der Regel unter Hypoxie. Da molekularer Sauerstoff
fiir die Aktivitdt der Prolyl-4-Hydroxylasen essentiell ist, kann HIF-la unter hypoxischen
Bedingungen folglich nicht abgebaut werden. Unter Hypoxie wird die Hydroxylierung der
Prolinreste blockiert und die Acetylierung herunterreguliert, wodurch HIF-1a stabilisiert
wird.”” Die intrazellulire HIF-1a Proteinmenge steigt an und HIF-la transloziert in den
Zellkern (Abb. 27).°"*" Dort dimerisiert es mit HIF-1p und bindet als HIF-1-Komplex an
die DNA der Gene, die in ihrem Promoter hypoxia-responsive element (HRE) besitzen,
wodurch die Expression dieser Zielgene induziert wird (Abb. 27).%®

Ferner wurde in einigen Studien gezeigt, dass an einer erhohten transkriptionellen HIF-1-
Aktivitdt auch eine Phosphorylierung von HIF-1a beteiligt ist.5”?7 Uber die p42/p44 Mitogen-
aktivierten Proteinkinasen (p42/p44-MAPK) wird HIF-lo an bislang nicht bekannten

Aminosiureresten zeitlich schon vor der Translokation in den Kern phosphoryliert.”’

In den letzten Jahren hédufen sich die Forschungsergebnisse iiber nicht-hypoxische Stimuli,
wie z. B. vasoaktive Peptide oder Wachstumsfaktoren, die eine Akkumulierung von HIF-1a
und eine gesteigerte HIF-1-DNA-Bindung hervorrufen kénnen.””?¢%%

Im Gegensatz zur hypoxischen Aktivierung, spielt die HIF-1a Stabilisierung und damit die
verminderte Degradation keine bedeutende Rolle bei der normoxischen HIF-1 Induktion,
sondern es wird die HIF-1 Proteinsynthese sowohl auf transkriptioneller als auch auf
translationaler Ebene erhoht.”’”’

Es ist inzwischen bekannt, dass proinflammatorische Zytokine wie Interleukin-1f (IL-1p) und
der tumor necrosis factor-a (TNF-a) potente Effektoren einer normoxischen HIF-1a-
Aktivierung sind.” Wihrend IL-1p sowohl den HIF-1a-Proteingehalt als auch die HIF-1-
DNA-Bindungsaktivitit erhoht, kommt es durch TNF-o nur zu einer gesteigerten HIF-1-
DNA—Bindung.99

2,10 . . 2,100
62.100 o der Angiotensin %% , und Wachstumsfaktoren,

Vasoaktive Peptide, wie Thrombin
wie PDGF-AB®*'® oder insulin-like growth factor-1/2 (IGF-1 und IGF-2)'°!, fiihren in
VSMCs zu einem Anstieg der HIF-1 Proteinmenge.

Die Induktion von HIF-la durch Faktoren, wie Thrombin oder Angiotensin II, wird
entscheidend durch reaktive Sauerstoffspezies (reactive oxygen species, ROS), wie
Hydrogenperoxid vermittelt, die somit eine bedeutende Rolle bei der nicht-hypoxischen

Regulation der HIF-10 Expression spielen.”®' %1%
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Intrazellulir erfolgt die gesteigerte Translation von HIF-1a durch normoxischen Stimuli durch

eine Aktivierung des Phosphoinositol 3-Kinase (PI3K)/mTOR-Signalweges (Abb. 27).57:9%0

Neben einer gesteigerten Translation fithren nicht-hypoxische Stimuli von HIF-1a auch zu
einer vermehrten Transkription in VSMCs durch eine Aktivierung des diacylglycerol-
sensitive Proteinkinase C (PKC)-Signalweges.”’”® PKC aktiviert den Transkriptionsfaktor

Spl, von dem bekannt ist'”, dass fiir diesen Bindungsstellen im HIF-1 Promoter existieren.
104

Im Rahmen von Prozessen des vaskuldren Remodelings ist HIF-la bisher als ein
entscheidender Mediator bei der Neubildung von Blutgefilen aus zirkulierenden
Progenitorzellen (Vaskulogenese), bei der Ausbreitung bestehender GefidBBsysteme
(Angiogenese), bei der Entwicklung von Arterien sowie bei Umbauvorgidngen in Arterien,

195 HIF-1a induziert

wie man sie bei der pulmonalen Hypertonie findet, beschrieben worden.
eine grofe Anzahl proangiogenetischer Faktoren, die an diesem vaskuldren Remodeling
beteiligt sind, von denen VEGF als entscheidender Regulator der physiologischen
Angiogenese der wichtigste ist.'”''" HIF-1o-defiziente (hifla-/-) Miuse sind nicht
iberlebensfihig und weisen aufgrund einer verminderten VEGF Expression schwere Defekte

111,112 . . . .
f." " “ Dariiber hinaus scheint auch eine durch

der Angiogenese und der Vaskulogenese au
HIF-1o gesteigerte Expression des VEGF-Rezeptors-1 auf mesenchymalen Zellen aus dem
Knochenmark die Vaskulogenese durch eine vermehrte Rekrutierung dieser Zellen zu
verstirken.'”!'"? In hiflo+/- Miusen mit pulmonaler Hypertonie zeigte sich ferner eine
verminderte Verdickung der GefidBwand, wie sie sonst fiir diese Form des vaskuldren
Remodelings charakteristisch ist.!* Entsprechend findet man in Arterien von Ratten mit
experimentell-induzierter systemischer arterieller Hypertonie eine transient gesteigerte HIF-
lo Expression assoziiert mit einer Mediahypertrophie und vermehrten Neoangiogenese.'

Uber die Details der molekularen Mechanismen des HIF-1a-vermittelten vaskuldren

Remodelings ist allerdings wenig bekannt.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass es nach einer mechanischen
GefiBverletzung zu einem frithen Anstieg der HIF-1ao mRNA Expression (Abb. 5) kommt.
Diese gesteigerte HIF-1a Expression war transient, da nach 7 Tagen wieder normale Werte
gefunden wurden (Abb. 5). Einen vergleichbaren Zeitverlauf der HIF-1a Expression mit
einem Maximum der HIF-1o. mRNA nach 6 h wurde auch in anderen Verletzungsmodellen

ohne Hypoxie beschrieben.®*'” Da eine hypoxische HIF-1a Regulation nach GefiBverletzung
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aufgrund der guten Sauerstoffversorgung unwahrscheinlich ist, diirfte am ehesten eine nicht-
hypoxische, transkriptionelle Regulation von HIF-1a vorliegen, die moglicherweise auf einer
PKC Aktivierung beruht. Diese Schlussfolgerung stimmt mit den in der Literatur
beschriebenen Ergebnissen iiberein. Es wurde gezeigt, dass nach endothelialer Denudation der
intrazellulare PKC-Signalweg innerhalb von 30 Min. aktiviert wird und die neointimale
Hyperplasie beeinflusst.''

Ferner kam es nach Gefdverletzung zu einem kontinuierlichen Anstieg der HIF-la
Proteinmenge, nachgewiesen sowohl durch Western Blot (Abb. 6) als auch durch
Immunfluoreszenzfirbungen (Abb. 7). Da die HIF-1o mRNA zu diesem Zeitpunkt bereits
wieder auf Ausgangswerte zuriickgegangen war (Abb. 5), konnte diese persistierende
Erhohung der HIF-1a Expression auf eine gesteigerte Translation der HIF-ImRNA oder auf
einen verminderten Abbau, dhnlich wie unter hypoxischen Bedingungen, zuriickzufiihren
sein. Die translationale Regulation der HIF-la Expression unter nicht-hypoxischen
Bedingungen wird durch PI3K vermittelt.’> Dieser Signaltransduktionsweg wird auch nach
GefiBverletzung aktiviert, so dass eine gesteigerte Translation vermittelt durch die PI3K bei

der dauerhaft erhohten HIF-1 Expression von Bedeutung sein konnte.''"!'®

Neben den moglichen intrazelluliren Regulationsmechanismen der HIF-lo Expression
konnten auf extrazelluldrer Ebene Wachstumsfaktoren und Zytokine eine wichtige Rolle
spielen, da es unmittelbar nach einer endothelialen Denudation zur Aktivierung des
Gerinnungssystems, zur Aggregation von aktivierten Thrombozyten und zur Infiltration mit
Leukozyten kommt'", wodurch lokal in die GefiBwand Thrombin, PDGF, TGF, EGF""'"
sowie IL-1f und TNF-o" freigesetzt wird. Die Tatsache, dass Thrombin'*® und PDGF-AB*
bei den Reparaturvorgingen nach GefiBverletzung eine wichtige Rolle spielen, konnte auf
eine zentrale Rolle von HIF-1 im Rahmen der Wundheilung hinweisen. Zum anderen ist
bekannt, dass nach GefidBverletzung im Rattenmodell eine deutlich erhohte Expression und
Phosphorylierung des PDGF-f Rezeptors, assoziiert mit der Aktivierung der PI3-Kinase,
auftritt.'>'*!

Kiirzlich konnten auch Derivate der Lysophosphatidsdure identifiziert werden, die eine
gesteigerte HIF-lo. Expression hervorrufen.”” Da aktivierte Thrombozyten eine wichtige
Quelle von LPA-Vorstufen sind und ungesittigte LPAs zur Neointimabildung fithren®>%°,

konnte auch LPA bei der HIF-1a. Aktivierung nach Gefil3verletzung von zentraler Bedeutung

sein (siehe 4. 2).
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Die Untersuchungen zur zelluldren Lokalisation von HIF-1a in der verletzten GefilBwand
durch Immunfluoreszenzfiarbungen zeigten eine deutlich gesteigerte HIF-1a Expression (Abb.
7 C) in medialen SMCs nach einem Tag und zusitzlich in neointimalen SMCs nach 2 Wochen
(Abb. 7 D). Diese Ergebnisse sprechen fiir eine konstant erhohte HIF-1a Expression in den
neointimalen SMCs nach GefidBBverletzung. Diese neointimalen SMCs weisen einen

122
In

proinflammatorischen Phédnotyp auf durch eine konstitutive Aktivierung von NF-«B.
SMCs wird die nicht-hypoxische HIF-1a Aktivierung durch ROS oder Thrombin iiber den
NF-kB Signaltransduktionsweg auf trankriptioneller Ebene reguliert.'”> Es wire deshalb
denkbar, dass es nach dem initialen Maximum nach 6 h (Abb. 5) zu einem erneuten Anstieg
der HIF-1 mRNA Expression zu einem spiteren Zeitpunkt kommt, getriggert durch die
gesteigerte NF-kB Aktivitit. Ferner war HIF-1o auch in einigen luminalen, a-SMA-negativen
Zellen, bei denen es sich um Endothelzellen handeln diirfte, exprimiert (Abb. 8). Die Ursache
der gesteigerten endothelialen HIF-1a Expression ist jedoch unklar, da die normoxische HIF-
1 Aktivierung bisher nur in SMCs beschrieben wurde und die Regulation der HIF-la
Expression zelltyp-spezifische Unterschiede aufweist.'**!?

Einen Tag und 2 Wochen nach Verletzung war HIF-1a nicht nur im Zytoplasma sondern auch
im Zellkern von wenigen medialen aber fast allen neointimalen und luminalen Zellen mittels
Immunfluoreszenz nachweisbar (Abb. 10). Diese nukleédre Translokation von HIF-1a ist die
Voraussetzung fiir die Bindung an spezifische Promotersequenzen und der gesteigerten

Expression der entsprechenden Zielgene'”, wie z. B. PDGF* oder VEGF'?, die bei der

Neointimabildung eine Rolle spielen.

4. 1. 2. HIF-10 und vaskuléires Remodeling durch SPCs

Es ist bekannt, dass HIF-1a unter Hypoxie fiir die erhohte Expression des CXC-Chemokins
stromal cell-derived factor (SDF)-1a verantwortlich ist und dadurch die Rekrutierung von
EPCs steuert.”® SDE-1q ist wesentlich an der neointimalen Rekrutierung von SPCs beteiligt
und trigt damit zur Neointimabildung bei. Uber die molekulare Regulation der SDF-1

Expression nach Gefdlverletzung ist bisher jedoch nichts bekannt.*
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4. 1. 2. 1 Die SDF-10/CXCR4 Achse reguliert die Neointimabildung durch SPCs

4. 1. 2. 1. 1. Das CXC Chemokin SDF-1a und der Rezeptor CXCR4

SDF-10/CXCL12 (preB-cell growth-stimulating factor, PBSF) gehort zu einer Gruppe von
strukturell verwandten Proteinen, die eine chemotaktische Aktivitét v. a. fiir hamatopoetische
Zellen besitzen und deshalb als chemotaktische Zytokine (Chemokine) bezeichnet werden.*®
Die Gruppe der Chemokine wird entsprechend der Position der ersten zwei eng benachbarten
Cysteine in der Aminosidurensequenz unterschieden in CXC-, CC-, CX3C- und C-Chemokine.
Es ist bekannt, dass die Chemokine eine wichtige Rolle bei der Wundheilung durch die
Rekrutierung von zirkulierenden mononukleiren Zellen in die verletzte Region spielen.***

SDF-1 wurde urspriinglich als ein von stromalen Zellen des Knochenmarks sezerniertes
Protein identifiziert.'”'®® Obwohl die Primérstruktur SDE-1o als CXC-Chemokin ausweist,
ist die Aminosdurensequenz von SDF-1a deutlich verschieden von anderen CXC- aber auch
von CC-Chemokinen.* Die Funktionen von SDF-1 unterscheiden sich ebenfalls von anderen
Chemokinen: SDF-1 ist weniger von Bedeutung bei proinflammatorischen Prozessen, als
vielmehr bei grundlegenden Funktionen der embryonalen Entwicklung und der Himatopoese.
Es wird konstitutiv in einer Vielzahl von Geweben, wie Herz, Leber, Lunge, Gehirn,
Skelettmuskel, Milz und Niere, e>(primiert.127’129 Der SDF-1 Promoter enthilt im Unterschied
zu anderen CXC Chemokinen, wie z. B. growth-related oncogene-a (GRO-a) oder epithelial
cell-derived neutrophil-activating protein-78 (ENA-78,) keine Bindungsmotive fiir
proinflammatorische Transkriptionsfaktoren wie NF-kB, NF-IL6 und AP-1."*""* Die Struktur
des SDF-1 Promoters ist vergleichbar mit der von ,housekeeping genes®, passend zur
konstitutiven Expression von SDF-1 in zahlreichen Gewebetypen'?, mit Bindungsstellen fiir
den ubiquitdren Transkriptionsfaktor Spl.130 Dennoch gibt es Hinweise dafiir, dass die SDF-
la Transkription unter dem Einfluss von verschiedenen Stimuli, wie VEGFm, IL-1B oder

Bestrahlung, induziert werden kann.'°

Die Effekte von Chemokinen werden durch eine Familie von G-Protein-gekoppelten
Rezeptoren mit sieben transmembranalen Dominen vermittelt.”® Der CXC-Rezeptor 4
(CXCR4) besitzt im Gegensatz zu den meisten anderen Chemokinrezeptoren mit SDF-1 nur

einen bekannten Liganden'* und wurde lange als einziger Rezeptor fiir SDF-1a betrachtet,
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der primir aus Leukozyten kloniert'” und funktionell als essentieller Kofaktor der Infektion
von CD4+ T-Zellen durch T-Zell-tropische HIV1 und HIV2 erkannt wurde.”**'** In den
letzten Jahren wurde ferner mit CXCR7/RDC1/Cmkor 1 ein weiterer Rezeptor fiir SDF-1a
identifiziert“’“, der ein funktionales Heterodimer mit CXCR4 bilden kann und dadurch die
Rezeptorfunktion steuert.'’® Die Rolle von CXCR7 bei der SPCs Rekrutierung nach
GefaBverletzung ist bisher nicht untersucht. Es gibt jedoch Hinweise fiir eine differentielle
Funktion von CXCR4 und CXCR?7 beim ,,homing* von renalen Progenitorellen.137

Die Bindung von SDF-1 an CXCR4 fiihrt iiber eine Dimerisierung des Rezeptors'®® zur
Aktivierung  verschiedener  Signaltransduktionswege, die zu einer gesteigerten
39

Phosphorylierung von Komponenten der Focal Adhesions'

regulated kinase) ERK-1 und ERK-2', der Phospholipase C-y (PLC-y), der PKC sowie der

, der (extracellular signal

PI3-K zur Folge haben. Ferner kommt es zur Aktivierung der Janus Kinasen und des Janus
Kinasen/signal transducers and activation of  transcription (JAK/STAT)

Transkriptionswegs'*, sowie von NF-kB (Abb. 28).""!

SDF-1(IRN\\ n
D
N

Focal adhesion

Abb. 28: Mechanismen der Signaltransduktion durch SDF-10-CXCR4 Interaktion. Nach der Bindung von SDF-
la an CXCR4 kommt es zur Rezeptordimerisierung und Aktivierung von inhibitorischer G-Proteinen. Dies fiihrt
zur Aktivierung verschiedener Signaltransduktionswegen, die eine gesteigerte Phosphorylierung von
Komponenten der Focal Adhesions, der ERK-1 und ERK-2, der PLC-y, der PKC sowie der PI3-K zur Folge hat.
SDF-1a induziert die nukleédre Translokation von NF-kB und steigert die DNA-Bindungsaktivitit von NF-«B.
Ferner binden Janus Kinasen (JAKs) direkt an CXCR4 und werden durch Phosphorylierung aktiviert. Die
phosphorylierten JAKs triggern die Aktivierung und die nukledre Translokation von ,signal transducers and

activators of transcription* (STAT).47
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SDF-1-/- oder CXCR4-/- Méiuse sterben perinatal und weisen einen schweren Defekt der B-
Zell Entwicklung bei normaler T-Zell Entwicklung sowie eine reduzierte Myelopoese und
eine verminderte Kolonisierung mit himatopoetischen Stammzellen im Knochenmark auf.'**
145

SDF-1 induziert effektiv iiber CXCR4 die Thrombozytenaggregation und die Calcium-
Freisetzung in Thrombozyten. Die Bestimmung der Plasmakonzentration von SDF-1 in
Patienten mit instabiler Angina Pectoris zeigte eine deutliche Reduktion im Vergleich zu
Patienten mit stabiler Angina Pectoris oder gesunden Probanden. Dies ging einher mit einer
verminderten CXCR4 Expression auf Monozyten und CD3-positiven T-Lymphozyten. Ein
antiinflammatorischer Effekt des SDF-1 im Rahmen der Koronarsklerose wurde ferner aus
der Tatsache abgeleitet, dass SDF-1 die Expression und Sekretion von proinflammatorischen
Chemokinen, wie MCP-1 aus mononukledren Zellen von Patienten mit instabiler Angina

P, 146
Pectoris, inhibiert.

4. 1. 2. 1. 2 Die SDF-10/CXCR4 Achse bei der Reparatur von Gewebeschidigung durch

Stammzellen

Stammzellen aus hdmatopoietischem Gewebe, wie Knochenmark und peripheren Blut,
besitzen eine enorme Entwicklungkapazitit, die eine Reparatur von Schiddigungen in
verschiedenen Organen durch die gewebsspezifische Differenzierung dieser Zellen

47 Unmittelbar nach einer GefiBverletzung kommt es zur Apoptose der Mehrzahl

ermoglicht.
der medialen SMCs." Die Apoptoserate der SMCs nach einer Schidigung steigt in
Abhingigkeit von der Intensitit der Verletzung an.'”® Die Hemmung der SMCs Apoptose
nach GefiB3verletzung fiihrt zu einer Reduktion der Neointimabildung, was als Hinweis dafiir
gewertet werden kann, dass die Apoptose in der frithen Phase nach Verletzung direkt die
SMC Akkumulation zur Regeneration der verletzten Region reguliert.'*""*° Das bisher giiltige
Paradigma der Restenoseentstehung ging davon aus, dass nicht-apoptotische SMCs aus der
Media proliferieren, ihren Phinotyp in Richtung eines ,,synthetischen Typs* veridndern bzw.

dedifferenzieren und in die Intima migrieren.'***'*! Man weiB heute jedoch, dass zusitzlich

zu diesen lokal eingewanderten neointimalen SPCs aus dem peripheren Blut rekrutiert werden
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und wesentlich zur neointimalen SMC-Population beitragen.””'** Bei einer extensiven frithen
Apoptose der Zellen sind die ortsansdssigen VSMCs nicht ausreichend fiir eine Reparatur,

35

weswegen zirkulierende SPCs benotigt werden.” Abgeschlossen wird die neointimale

Reparatur durch die Freisetzung von extrazellulirer Matrix wie Kollagen Typ I aus
neointimalen SMCs und der Reendothelialisierung mit aktivierten Endothelzellen.'>*'>*

In verschiedenen tierexperimentellen Studien der Transplantatvaskulopathie mit Aorten bzw.
heterotoper Herztransplantation konnte nachgewiesen werden, dass mehr als 80% der
neointimalen SMCs aus den Empfangertieren stammen und damit nicht lokal aus der Media
der Spenderorgane abstammen.”>"*® In der Studie nach intraluminaler Denudation wurde
ferner weiblichen Miusen das Knochenmark von ménnlichen Spendertieren transplantiert und
wurde nachgewiesen, dass die entstandene Neointima tiberwiegend aus SMCs bestand, die zu
etwa 50% auch Y-Chromosom-positiv waren und somit aus dem Knochenmark stammten.”
In Ratten stammten nach Knochenmarkstransplantation und Ballondilatation der CCA etwa
10-13% der neointimalen Zellen aus dem Knochenmark und ein Teil dieser Zellen
exprimierte auch SMC-typische Marker a-SMA oder smooth muscle myosin heavy chain
(SMMHC)."’

Der Nachweis, dass adulte Stammzellen (Sca-17/lin) aus dem peripheren Blut auch
tatsidchlich SPCs enthalten, wurde unter anderem in vivo nach Injektion dieser Zellen
erbracht. Durch kombinierte in situ Hibridisierung und Immunhistologie konnte gezeigt
werden, dass die injizierten Sca-17/lin” Zellen in die Neointima rekrutiert werden und dort o-
SMA und SMMHC, exprimieren.’” Neben hidmatopoetische c-Kit*/Sca-1*/lin” Stammzellen®’
enthalten vor allem c-Kit-primitive, PDGFR-B-positive Knochenmarkszellen SPCs, die nach

GefiBverletzung zur Neointimabildung beitragen.46

Das CXC Chemokin SDF-la und sein Rezeptor CXCR4 regulieren entscheidend die
Rekrutierung von Progenitorzellen bei der Reparatur verschiedener Organschddigungen. In
einem Modell der toxischen Leberschddigung fiihrt der Anstieg der SDF-1 Expression zu
einem verstirkten CXCR4-abhidngigem ,homing“ von humanen CD34-positiven
Progenitorzellen in die geschéadigte Leber und deren Differenzierung in Hepatozyten. Eine
Leberschiadigung durch Bestrahlung resultierte ebenfalls in einer vermehrten Rekrutierung

158 Ferner

von CD34-positiven Zellen, die durch CXCR4 Antikorper blockiert werden konnte.
fiihrte die intramyokardiale Transplantation von transfizierten Fibroblasten, die SDF-1

iberexprimieren, zu einer Zunahme der Rekrutierung von CDI117-positiven Stammzellen

92



Diskussion

nach granulocyte-colony stimulating factor (G-CSF)-Zugabe in das Myokard und zu einer

Verbesserung der kardialen Funktion.'”

Nach GefidBverletzung ist die SDF-10/CXCR4 Achse entscheidend verantwortlich fiir die
Mobilisierung von SPCs in die Zirkulation, fiir deren Rekrutierung in die verletzte GefiBwand
und damit auch fiir die Neointimabildung.*”'® SDF-1a wird nach der Verletzung in medialen
und neointimalen SMCs verstirkt exprimiert und von aktivierten Thrombozyten

freigesetzt.**'®!

In humanen atherosklerotischen Plaques ist die Expression von SDF-1 in SMCs,
Endothelzellen und Makrophagen deutlich gesteigert, wiahrend man in normalen Arterien kein
SDF-1 nachweisen kann.'®

Die gesteigerte SDF-10 Expression in der Gefilwand nach GefdBverletzung geht einher mit
einem kurzfristigen Anstieg der SDF-1a Konzentration im Plasma™, wodurch der SDF-1a-
Gradient zwischen Knochenmark und peripherem Blut verdndert und SPCs in die Zirkulation
mobilisiert werden.*”'®"% Neben der Mobilisierung von SPCs induziert die gesteigerte SDE-
la Expression in der verletzten GefdBwand den Arrest von SPCs auf luminal-adhérierenden
Thrombozyten in der Frithphase der Neointimabildung und fordert die Migration von SPCs

wihrend des neointimalen Wachstums (Abb. 29).32’47

early recruitment
late %
recruitment .~ SPC
=D '3
A T

P Y
@@% 0D DAL

agop(otic medial SMC

SPC mobilization

SDF-1 OLT<: early SPC adhesion on platelets

late SPC recruitment into neointima

Abb. 29: Schematische Darstellung der SDF-1a-vermittelten Effekte auf SPCs bei der Entstehung neointimaler
Plaques. Neben der Mobilisierung von SPCs in die Zirkulation durch erhdhte SDF-1a Serumkonzentrationen,
fiihrt die gesteigerte neointimale SDF-1a Expression in der Frithphase der Neointimabildung zur Adhésion von
SPCs iiber Thrombozyten an der verletzten GefaBwand und ist wihrend des neointimalen Wachstums wesentlich

fiir die Rekrutierung von SPCs verantwortlich.”’
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Um die Rolle von SDF-1a bei der Rekrutierung von SPCs aus dem Knochenmark in die
Neointima zu untersuchen, wurde ApoE-/- Miusen Knochenmarkszellen, die das LaktoseZ
(LacZ) Gen exprimieren, transplantiert. Die Gabe eines SDF-1a blockierenden Antikorper 4
Wochen nach GefidBverletzung reduzierte signifikant die neontimale Flache und die
Population der neointimalen -galactosidase-positiven SMCs aus dem Knochenmark.*®

Eine Hemmung durch Deletion des Rezeptors CXCR4 oder lentiviraler SDF-1a Gentransfer

inhibierte die neointimale Hyperplasie und die Rekrutierung von SPCs im Mausmodell.***

Ferner ist es bekannt dass SDF-1a eine Rolle bei der Mobilisierung und Rekrutierung der
SPCs aus dem Knochenmark nach Transplantarteriosklerose spielt.* Die SDF-1a Expression
war in Adventitia und anschlieBend sowohl in der Media als auch in der Neointima von

transplantierten murinen Aorten erhdht.*®

4. 1. 2.2 HIF-10 reguliert die SDF-1a Expression nach GefiBverletzung

4. 1. 2. 2. 1. Zellulire Kolokalisation von HIF-1¢ und SDF-1a

Aus Untersuchungen an Endothelzellen weil man, dass die Regulation der SDF-la

Expression unter Hypoxie direkt durch Aktivierung von HIF-1a erfolgt.so’166

Die gesteigerte
Bindung von HIF-1 an den SDF-1a Promoter fiihrt zu einer erhohten SDF-1a Expression und
dadurch zu einer gesteigerten Rekrutierung von Vorlduferzellen fiir Endothelzellen
(endothelial progenitor cells, EPCs) in ischdmisches Gewebe und einer verbesserten

. . 0
Neovaskularisation.’

Da die Mechanismen der SDF-1a Expression nach GefidBverletzung auf transkriptioneller
Ebene vollig unklar sind, wurde deshalb der Einfluss von HIF-1a auf die verstirkte SDF-1a

Synthese untersucht.

SDF-1o wird nach Gefiverletzung vorzugsweise in den SMCs exprimiert’, weshalb in der

vorliegenden Arbeit zunichst iiberpriift wurde, ob eine zelluldre Kolokalisation von HIF-1a
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und SDF-1a besteht. In Doppelimmunfluoreszenzfirbungen zeigte sich, dass HIF-1a und
SDF-1a nach 1 Tag und 2 Wochen in denselben Zellen der GefiBwand verstéirkt exprimiert
wurden (Abb. 11). Dies stellt einen indirekten Hinweis dafiir dar, dass SDF-1 durch die
gesteigerte DNA-Bindungsaktivitit von HIF-1a reguliert wird.

4. 1. 2. 2. 2. HIF-1a siRNA Gentransfer inhibiert die SDF-10 Expression

Um die Beteiligung von HIF-1a an der Neointimabildung und die direkte Regulation von
SDF-1a durch den Transkriptionsfaktor HIF-lo nach mechanischer Gefalverletzung zu
untersuchen, wurde lokal in die CCAs von ApoE-/- Mdusen nach Drahtverletzung ein

Gentransfer von siRNA spezifisch fiir HIF-1a durchgefiihrt.

Um die Effizienz der periadventitielen Applikation von siRNA gel6st in Pluronic Gel auf die
Genexpression zu untersuchen, wurde in der vorliegender Arbeit das Referenzgen Lamin A/C
als Positivkontrolle verwendet. Die Lamin A/C Proteinexpression, bestimmt durch Western
Blot Analyse, war 3 Tage nach Applikation der Lamin A/C siRNA um 60% reduziert (Abb.
12). Durch die HIF-la-spezifische siRNA konnte die gesteigerte HIF-1a Expression nach
GefaBverletzung deutlich reduziert werden. HIF-1a war in der gesamten CCA um 54%
(Western Blot Analyse, Abb. 13) und in der Neointima um 82% (quantitative
Immunfluoreszenz, Abb. 14) vermindert.

Der direkte Nachweis, dass HIF-1a die SDF-1a Expression nach Gefd3verletzung steuert,
konnte in den mit HIF-1la-spezifischer siRNA-behandelten Miausen gezeigt werden. Die
neointimale SDF-1a Expression war 4 Wochen nach Verletzung um 78% vermindert (Abb.
15).

Diese Ergebnisse stimmen mit beschriebenen Daten in der Literatur iiberein, wo der
Tumorinhibitor und PI3K/Akt Antagonist PTEN (Phosphatase and TENsin homolog) als ein
weiterer Mediator der HIF-1a Aktivitiat identifiziert wurde. Es ist bekannt, dass PTEN die
Neointimabildung nach Gentransfer reduziert.'®” In transgenen Miusen mit einer PTEN-
Defizienz in SMCs zeigte sich eine Steigerung der HIF-1a-vermittelte SDF-1a Expression,

168

wodurch eine mediale Hyperplasie induziert wurde. ™~ Zusitzlich zeigte eine weitere
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Arbeitsgruppe, dass die Applikation von macrophage-colony stimulation factor (M-CSF), von
dem bekannt ist, dass es die HIF-lo Expression induziert169, die neointimale SDF-1a

Expression nach GefiBverletzung erhdht wurde.'”

4. 1. 2. 2. 3. HIF-1a siRNA Gentransfer inhibiert die SPC Mobilisierung

Da bekannt ist, dass SDF-1a entscheidend fiir die Mobilisierung von Sca-17/lin” Zellen in die
Zirkulation nach GefidBBverletzung ist32, und dass die Blockade von SDF-1o durch einen
Antikorper zu einer Inhibition der SPCs Mobilisierung fiihrt46, wurde untersucht, ob die
Hemmung der HIF-1a Expression auch Auswirkung auf die SPC Mobilisierung hat. Durch
den HIF-1a siRNA Gentransfer konnte die SDF-1a-vermittelte Mobilisierung der Sca-1*/lin"
SPCs in die Zirkulation komplett gechemmt werden (Abb. 16). Dieser Befund zeigt, dass die
gesteigerte HIF-1a Expression nach Verletzung direkt fiir funktionelle SDF-1a Effekte in
vivo verantwortlich ist und durch die Mobilisierung von SPCs auch die Neointimabildung

beeinflussen kann.

4. 1. 2. 2. 4. HIF-10 siRNA Gentransfer reduziert die Neointimabildung

Die HIF-1-Aktivitit wird des Weiterem durch einen Effektor des PI3K-Signalwegs, die
Proteinkinase mammalian target of rapamycin (mTOR), die spezifisch durch Rapamycin
inhibiert wird, gesteuert.'”' Angesichts der Tatsache, dass Rapamycin sehr effektiv die
Neointimabildung und auch die SDF-1 Expression hemmtm, konnte dies, obwohl eine direkte
Beteiligung von HIF-1 bei der Restenose bisher nicht bekannt ist, auf eine bedeutende Rolle
dieses Transkriptionsfaktors, z.B. durch Induktion einer SDF-1-abhingigen Rekrutierung von

SPCs hinweisen.

In HIF-lo siRNA behandelten CCAs konnte die Beteiligung von HIF-loo an der

Neointimabildung nachgewiesen werden, da 4 Wochen nach Verletzung eine 49%-ige
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Reduktion der neointimalen Fldache (Abb. 17) zu beobachten war. Da durch die Hemmung der
HIF-1o Expression spezifisch der neointimale SMC Anteil vermindert wurde (Abb. 18), ohne
Anderung des Anteils an neointimalen Macrophagen (Abb. 18), konnte ein wesentlicher
Mechanismus fiir Hemmung der Neointimabildung in der verminderten neointimalen
Rekrutierung von SPCs aus dem peripheren Blut bestehen.

Diese Daten stimmen mit den in der Literatur beschriebenen Ergebnissen iiberein. Die
Behandlung von ApoE-/- Méusen nach Gefétierletzung32 mit einem blockierenden SDF-1a
Antikorper*® oder nach lokalem lentiviralen Gentransfer eines SDF-1a Antagonisten fiihrte
ebenfalls zu einer ca. 40-60%-igen Neointimareduktion aufgrund eines geringeren
neointimalen SMC Anteils. Die Hemmung von SDF-1a, Expression hatte keinen Effekt auf

die neointimale Monozytenrekrutierung.

Es bleibt jedoch unklar durch welches Signal die HIF-1a-vermittelte SDF-1a Expression nach
GefiBverletzung induziert wird. Als ein mogliches Signalmolekiil, das iiber eine gesteigerte
SDF-1a-Expression an der Stammzell-vermittelten GefdBBreparatur beteiligt sein konnte,

wurde die Rolle von Lysophosphatidsduren (LPAs) untersucht.

4. 2. Lysophosphatidsiuren (LPAs) und SDF-10 beim vaskuliren Remodeling

Die Lysophosphatidsdure (LPA) ist ein einfach strukturiertes Lipid, das aus einem
Glycerolgeriist mit einer freien Phosphatgruppe an der C1-Position und einem Fettsdurerest an
der C2 oder C3-Position besteht (Abb. 30).173 Der Fettsdurerest kann in der Lidnge und Zahl
der ungesittigten Kohlenstoffbindungen variieren. Diese Variabilitéit in der Art der Fettsdure
und die Form der Bindung an die Glycerolgruppe konnen einen entscheidenden Einfluss auf

die biologische Aktivitit und Wirkung haben.'”*
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Abb. 30: Strukturformel verschiedener Lysophosphatidsdure-Derivate und seiner Strukturanaloga. A-K
Chemische Struktur der wichtigsten Fettsduren, die iiber das C1- oder C2-Atom an LPA gebunden sind. L:
Strukturformel der LPA-Analoga Alkyl-Glycerophosphat (GP) und Alkenyl-GP.'”

Die Bildung von extrazellularem LPA wird iiber verschiedene Stoffwechselwege generiert.
LPA im Serum ist deutlich hoher konzentriert als im Plasma und enthilt iiberwiegend
ungeséttigte Fettsiurereste.'’® Eine mogliche Ursache dieser Differenz konnte darin bestehen,
dass aktivierte Thrombozyten die Bildung von LPA stimulieren.'”” Dabei werden LPAs nicht
direkt aus Thrombozyten sezerniert, wie z.B. Sphingosin-1-phosphat, sondern aktivierte
Thrombozyten setzen Phospholipide frei, die dann durch die losliche Phospholipase A,
(sPLA;) oder der Phosphatidylserin-spezifische Phospholipase A; (PS-PLA;) in Anwesenheit
von Calcium zunidchst in Lysophospholipide (LPL), wie Lysophosphatidylcholin (LPC),
Lysophosphatidylethanolamin (LPE) und Lysophosphatidylserin (LPS), und anschlieend
durch die Lysophospholipase D (lysoPLD/autotaxin) im Plasma in LPA umgewandelt werden
(Abb. 31), 174178179
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Abb. 31: Verschiedene Stoffwechselwege fiir die Bildung von extrazellulirem LPA. (1) Etwa die Hilfte des
LPA im Serum wird iiber die Bildung von LPL aus Phospholipden der Membran von aktivierten Thrombozyten
durch 16sliche Phosholipasen vermittelt mit der nachfolgenden Umwandlung in LPA durch lysoPLD. (2) Die
nicht zellvermittelte LPA-Synthese fiihrt im Serum auch tiber lysoPLD. (3) LPA kann auch aus Phosphatidsédure
(PA) der Zellmembran durch 15sliche Phospholipasen gebildet werden.'”

Die Degradation von extrazellulirem LPA wird durch membranstindige Lipidphosphat
Phosphatasen (LPP) vermittelt. Durch Dephosphorylierung von exogenem LPA durch LPP-1
wurden gleichzeitig die zelluldren Effekte von LPA vermindert.'® Dieser Mechanismus
scheint auch unter physiologischen Bedingungen von Bedeutung zu sein, da thrombozytéres
LPP-1 nach LPA-Behandlung vermehrt exprimiert und dadurch LPA verstirkt
dephosphoryliert wird.'*!

Angesichts der Tatsache, dass LPA in atherosklerotischen Plaques enthalten ist und
ungesittigte LPAs eine neointimale Hyperplasie induzieren konnen, wird eine proatherogene

Wirkung vermutet.

4. 2. 1. LPA induziert eine neointimale Hyperplasie durch die SDF-1a/CXCR4 Achse

Untersuchungen verschiedener Arbeitsgruppen ergaben, dass die intraluminale Applikation

spezifisch von ungesittigten Derivaten der LPA in Arterien zur Ausbildung einer

neointimalen Hyperplasie fiihrt.**® Die Inkubation der CCA mit LPA 18:1 fiihrte nach 3

Wochen zu einer signifikanten Neointimabildung, wihrend LPA 18:0 keinen Effekt zeigte.66

LPA 18:1 aktiviert die ERK- und p38MAPK Signaltransduktionswege in der Gefi3wand und
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fiihrt zur nukledren Translokation von NF-kB in Endothelzellen und medialen SMCs. Eine
kombinierte Inhibierung von ERK und p38MAPK hemmt dementsprechend die LPA 18:1-
induzierte Neointimalbildung.66

In einer weiteren Studie zeigte sich, dass LPA 18:1 und die mehrfach ungesittigten LPA-
Derivate, wie z. B. 18:2, 18:3 und vor allem 20:4, ebenfalls einen deutlichen Effekt auf die
Neointimabildung haben.®® Zusitzlich fiihrt die Behandlung mit dem ungesiittigten LPA-
Analogon Alkyl-Gylcerophospholipiden (z. B. 1-AGP 18:1) zu einer signifikanten
neointimalen Hyperplasie.” Die Gabe eines Gi-Protein-Inhibitors Pertussistoxin und eines
kombinierten LPA ;- und LPAj3-Rezeptorantagonisten fiihrte zu einer ca. 50%-igen Reduktion
der LPA 20:4-induzierten Neointima. Die komplette Hemmung der LPA 20:4-vermittelten
Neointimabildung durch den peroxisome proliferator activated receptor-y (PPAR-y)-
Antagonisten deutet auf eine wichtige Rolle dieses Transkriptionsfaktors hin®, da bekannt ist,
dass ungesittigte LPA-Derivate als PPAR-y Agonisten wirken konnen.'®

Allerdings wurde nach einer mechanischen GefidBBverletzung sowohl im Tiermodell als auch

im Menschen eine Reduktion der Neointima durch PPAR-y Agonisten beschrieben'® %3,

SO
dass unklar bleibt ob der PPAR-y Signaltransduktionsweg tatsdchlich die Effekte von
ungesittigten LPAs nach Gefdfverletzung vermittelt.

In VSMCs aus der Rattenaorta konnte eine spezifische Aktivitdt von ungesittigten LPAs auf
das Differenzierungsverhalten in vitro nachgewiesen werden. Die ungesittigten LPAs (16:1,
18:1 und 18:2) induzieren im Gegensatz zu gesittigten LPAs die Dedifferenzierung von
VSMCs durch eine Aktivierung der ERK und der p38MAPK, dhnlich wie durch PDGF-BB

und EGF. Diese Entdifferenzierung wird als entscheidender Faktor fiir vaskulire

Wundheilung und Neointimabildung gewertet.67

In Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe wurde der Einfluss von verschiedenen LPA-Derivaten
auf die Neointimaformation im Mausmodell untersucht. Es zeigte sich, dass im Vergleich zu
LPA 18:0 oder PBS nur das ungesittigte LPA 20:4 und 1-AGP 18:1 nach intraluminaler
Applikation zu einer signifikanten Neointimabildung fithren.'®® Interessanterweise fiihrte die
LPA 20:4-Behandlung zu einer gesteigerten Expression von HIF-1o und SDF-la in der
GefiBwand.'® Ahnliche Effekte von LPA wurden bereits auch in anderen Zelltypen
beschrieben.®" Aufgrund dieser Ergebnisse erscheint ein Zusammenhang zwischen der
LPA-induzierten Neointimabildung und der Rekrutierung von SPCs nahe liegend, da das
Chemokin SDF-1la der entscheidende Mediator der Mobilisierung und Rekrutierung von

SPCs nach GefiBverletzung ist.***
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In der vorliegenden Arbeit wurde die funktionelle Bedeutung von SDF-la und dessen
Rezeptor CXCR4 bei der Neointimabildung durch ungesittigte LPAs im Wildtyp-
Mausmodell untersucht. Es zeigte sich eine signifikante Reduktion der LPA 20:4-induzierten
Neointimabildung durch Behandlung mit einem CXCR4 Antagonisten (POL551) (Abb. 20).
Diese Ergebnisse deuten auf eine wichtige Rolle der SDF-10/CXCR4 Achse bei der durch

LPA vermittelten Neointimabildung hin, dhnlich wie nach mechanischer Gef‘eiﬁverletzung.n’46

4. 2. 2. LPA 20:4 induziert die SPC Mobilisierung durch SDF-10/CXCR4

Es ist bekannt, dass die ungesittigte Lysophosphatidsdure LPA 20:4 24 h nach lokaler
Exposition der CCA zu einer Mobilisierung von Sca-1"/lin" Zellen fiihrt, dhnlich wie es nach
mechanischer GefiBverletzung beschricben wurde*>'®*
Mechanismus unklar. Durch Applikation des CXCR4 Antagonisten POL5551 konnte die
Mobilisierung der Sca-1%/lin” Zellen durch lokale LPA 20:4 Inkubation komplett blockiert

werden (Abb. 21). Dies legt die Vermutung nahe, dass die durch LPA 20:4 induzierte SDF-1a

, allerdings ist der molekulare

Expression in der GefdBwand die zirkulierenden SPCs erhoht. Nach einer Drahtverletzung der
CCA konnte die SPC Mobilisierung sowohl durch einen blockierenden Antikorper gegen

3246187 Dyieser sehr

SDF-1a als auch durch einen CXCR4 Antagonisten verhindert werden.
dhnliche Mechanismus der SPC Mobilisierung durch LPA 20:4 und einer mechanischen
GefiBBverletzung ist vereinbar mit der Hypothese, dass nach einer Drahtverletzung

ungesittigte LPAs entscheidend zur SPC Mobilisierung beitragen konnten.
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4. 2. 3. Die Hemmung von CXCR4 reduziert die CXCR4-positiven SMCs in der
Neointima nach 20:4 LPA Applikation

Im Mausmodell der Transplantatarteriosklerose konnte gezeigt werden, dass die von SPCs
abstammenden neointimalen SMCs eine deutlich verstirkte Expression von CXCR4 im
Vergleich zu residenten SMCs aufweisen.” Als Hinweis auf die neointimale Rekrutierung
von SPCs durch LPA 20:4 wurde deshalb in der vorliegenden Arbeit die CXCR4-positiven
SMCs untersucht. Vier Wochen nach der lokalen LPA 20:4 Applikation zeigten vor allem die
neointimalen a-SMA-positiven Zellen (SMCs) eine deutliche CXCR4 Expression (Abb. 22).
Unter Behandlung mit dem CXCR4 Antagonisten war die Zahl an CXCR4-positiven SMCs in
der GefaBwand, @hnlich wie in unbehandelten CCAs, deutlich geringer. (Abb. 22). Dieser
Effekt kann mit einer verminderten Rekrutierung der CXCR4-positiven SPCs in die mit LPA
20:4 behandelter GefdBwand erkldrt werden. Die verminderte SPC Rekrutierung konnte den
entscheidenden Mechanismus fiir die Reduktion der LPA-induzierten Neointimabildung
durch CXCR4 Blockade darstellen. Diese Ergebnisse sprechen dafiir, dass die ungesittigten
LPAs den Mechanismus der SDF-1-vermittelten vaskuliren Wundheilung iiber SPCs
induzieren und deshalb moglicherweise eine wichtige Rolle bei der Neointimabildung nach

mechanischer Gefdfverletzung spielen konnen.

4. 2. 4. Die Neointimabildung nach GefiBverletzung wird durch LPA-Rezeptoren

reguliert

Es ist bekannt, dass die meisten LPA-Effekte durch spezifische G-Protein-gekoppelte
Rezeptoren vermittelt werden. Bisher konnten vier verschiedene LPA-Rezeptoren identifiziert
werden, von denen LPA; (Edg-2), LPA; (Edg-4) und LPA; (Edg-7) strukturell eng verwandt
sind und durch die Edg (endothelial differentiation gene)-Familie kodiert werden.'®®

Die LPA-Rezeptoren aktivieren iiber multiple G-Proteine ein komplexes System aus
Signaltransduktionswegen. Uber das Gj-Protein stimuliert LPA Tyrosinkinasen, Ras und

MAPK und dadurch Prozesse des Zellwachstums und Proliferationlgg, sowie die PI3-Kinase
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und dadurch eine Hemmung der Apoptose.'” Ferner durch Gq-vermittelte Aktivierung der
Phospholipase C-abhingigen Proteinkinase C kommt es zur Mobilisierung von

intrazellulirem Calcium.'®

Die verschiedenen LPA-Derivate zeigen eine gewisse
Rezeptorspezifitiat: wihrend LPA; und LPA; eine hohe Bindungsaffinitit fiir viele gesittigte
und ungesittigte LPA-Derivate aufweisen, bindet LPA3 vorzugsweise an ungesittigte LPAs,

wie z.B. LPA 18:1 und 20:4.'"

Um die Beteiligung von LPAs an der Neointimabildung zu kldren, wurde in der vorliegenden
Arbeit ApoE”” Miuse nach Drahtverletzung der CCA mit einem Antagonisten der LPA; und
LPA; Rezeptoren Kil6425 (3-(4-[4-([1-(2-chlorophenyl)ethoxy]carbonyl amino)-3-methyl-5-
isoxazolyl] benzylsulfanyl) Propalnsiiure)191 systemisch in einer Dosis behandelt, die bereits in
vivo im Mausmodell erfolgreich verabreicht wurde.'*?

Es zeigte sich eine 60%-ige Reduktion der Neointimabildung nach 3-wochiger Behandlung

mit LPA Rezeptorantagonisten (Abb. 23), ohne dass die Mediafldche verdndert wurde.

Die Zellen der GefiBwand und zirkulierende Blutzellen exprimieren verschiedene LPA-
Rezeptoren und die LPA-Effekte hidngen entscheidend vom jeweiligen zelluliren LPA-
Rezeptor-Expressionsprofil ab. Wihrend LPA; in Miusen und im Menschen in zahlreichen
Organen, wie im Gehirn, Herz, Milz und Intestinum stark exprimiert wird, war in der Leber
und in zirkulierenden Leukozyten keine LPA,-Expression nachweisbar.'**'®® Vor allem im
zentralen Nervensystem ist eine strikte rdumliche und zeitliche Regulation der LPA;-
Expression wihrend der Entwicklung beschrieben.'®® Der LPA;-Rezeptor wurde dagegen nur
in wenigen Organsystemen, wie im Hoden oder in Leukozyten, konstitutiv nachgewiesen.'®
In der Maus wird LPA; bevorzugt in der Niere, im Hoden und der Lunge exprimiert.'® Die
LPA; und LPA; Rezeptoren wurden sowohl in differenzierten als auch entdifferenzierten
SMCs der Ratte gefunden.67 PA, dagegen war in diesen Zellen nicht nachweisbar. Da in
vaskuldren SMCs aus Méusen der LPA - und der LPA,-Rezeptor, aber nicht LPA3, exprimiert
werdenl%, ist es sehr wahrscheinlich, dass der Effekt des LPA;/LPAs-Antagonisten auf die
Neointimabildung nach GefidB3verletzung durch den LPA; Rezeptor vermittelt wird. In
mesenchymalen Stammzellen induziert LPA 18:1 eine gesteigerte SDF-1a Expression, die
durch Ki16425 vollstindig gehemmt werden kann.’® Daraus lisst sich schlussfolgern, dass der

Effekt des LPA;; Antagonisten auf die Neointimabildung nach Drahtverletzung

moglicherweise durch eine verminderte neointimale SDF-1a Expression verursacht wird.
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4. 2. 5. LPA Rezeptoren regulieren die SDF-lo und HIF-la Expression nach

GefaBverletzung

Ungesittigte LPA induziert die Expression von HIF-la in verschiedenen Tumorzellinien

durch Aktivierung des PI3K/Akt/mTOR Signaltransduktionsweges® und von SDF-la in

mesenchymalen Stammzellen.*"

In vivo konnte bereits gezeigt werden, dass LPA durch eine
vermehrte HIF-1a Expression die Metastasierung von Ovarialkarzinomzellen fordert.'” In der
GefiBwand kommt es nach endoluminaler Exposition mit ungesittigten LPAs ebenfalls zu
einer vermehrten Expression von SDF-1a und HIF-10'%
LPA 20:4 wird tiber die SDF-10/CXCR4 Achse vermittelt. Es wurde deshalb untersucht, ob

LPAs iiber die LPA| und LPA3; Rezeptoren bei der Neointimabildung nach Gefil3verletzung

und die Neointimabildung durch

auch an der gesteigerten HIF-1a-abhéngigen Expression von SDF-1a beteiligt ist.

Die 3-wochige Behandlung mit Kil6425 fiihrte 4 Wochen nach Gefdlverletzung zu einer
90%-gen Abnahme der SDF-1a Expression und einer Reduktion von HIF-1a Expression um
70% in den medialen und neointimalen Zellen (Abb. 24).

Diese Ergebnisse sprechen dafiir, dass LPAs iiber die Rezeptoren LPA; und LPA; die
Expression von SDF-1a und HIF-1a in der Neointima entscheidend beeinflussen. Da HIF-1a
sowohl unter hypoxischen Bedingungen50 als auch in der Neointima die SDF-1a Expression
induziert (Abb. 11), ist der Befund vereinbar mit der Hypothese, dass ungesittigte LPAs iiber
die Aktivierung von HIF-1a zu einer vermehrten SDF-1a Expression fiihrt. Als Quelle von
LPAs nach einer Drahtverletzung der CCA kommen einerseits aktivierte Thrombozyten und

andererseits Mikrovesikel aus apoptotischen SMCs in Frage.

Es ist bekannt, dass die Aktivierung von Thrombozyten mit Thrombin zur Bildung von LPA
16:0, 18:0 und 20:4 fiihrt, wobei nur die LPA 18:0-Synthese auf die PLA, zuriickzufiihren

194
War.9

Die lysoPLD/autotaxin hydrolisiert vorwiegend Lysophosphatidylcholin, das
ungesittigte Fettsduren enthélt, und generiert dadurch auch im Wesentlichen ungesittigte
LPA-Derivate (20:4 > 18:2)."" sPLA, deacyliert bevorzugt Phosphatidylethanolamin (PE)
und Phosphatidylserin (PS), die in der inneren Schicht des Lipidbilayers der Zellmembran
lokalisiert sind und damit fiir extrazelluldre Phospholipasen nicht zuginglich sein diirften.'”
Kommt es allerdings zur Destruktion der asymmetrischen Phospholipidverteilung, z. B. bei

aktivierten Thrombozyten, apoptotischen Zellen oder Zytokin-stimulierten Leukozyten, kann
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LPA durch 16sliche Phospholipasen aus PE und PS generiert werden.'>'’® Diese Moglichkeit
der Bildung von LPA wurde vor allem im Zusammenhang mit der Wirkung von LPA bei
akuter Gewebeschiddigung, wie bei der Wundheilung und der inflammatorischen Reaktion,
diskutiert."”® LPA wird dariiber hinaus auch durch die milde Oxidierung von LDL-Partikeln
(moxLLDL) gebildet. Es wird an der Oberflache von moxLLDL exponiert und kann so zur LPA-

Rezeptor-vermittelten Aktivierung von z. B. Thrombozyten oder Endothelzellen fiihren.'”

Die Rolle von den Thrombozyten bei der Neointimabildung nach GefédBverletzung wurde
bereits in verschiedenen Tiermodellen untersucht. Die Depletion von Thrombozyten fiihrte zu
einer verminderten Neointimabildung in den ersten Tagen nach Gefdlverletzung, wobei die
SMCs Proliferation nicht signifikant verdndert wurde. Diese Ergebnisse sprechen dafiir, dass
die Thrombozyten die Initiierung der SMCs Proliferation nicht beeinflussen, aber eine

wichtige Rolle bei der neointimalen SMC Akkumulation spielen.'**!"”

Die Apoptose von medialen SMCs wenige Minuten nach der mechanischen Gefil3verletzung
spielt eine wichtige Rolle bei der Neointimabildung.'* Durch Behandlung mit einem Pan-
Caspase-Inhibitor konnte gezeigt werden, dass eine verminderte Apoptose der medialen

130" Ahnliche Ergebnisse wurden

SMCs mit einer geringeren Neointimabildung assoziiert ist.
auch fiir die Transplantatvaskulopathie beschrieben.'” Ein mdglicher Mechanismus durch
den apoptotische SMCs die Neointimabildung beeinflussen ist die Induktion der SDF-1la
Expression. So konnte in verschiedenen Modellen der Neointimabildung, wie
Drahtverletzung, Ligatur oder Anlage einer periarteriellen Manschette, ein Korrelation
zwischen dem Grad an Apoptose der medialen SMCs und der SDF-1a Expression gefunden
werden.” In einer weiteren Studie wurde einen Tag nach Gefdlverletzung neben den
apoptotischen Zellen eine erhohte SDF-la Expression in den medialen SMCs
nachgewiesen.*® Ein direkter Hinweis auf die ursiichliche Rolle der Apoptose medialer SMCs
bei der SDF-1a Expression wurde dadurch gewonnen, dass die Hemmung der Apoptose durch
einen Pan-Caspase-Inhibitor zu einer deutlich verminderten SDF-1a Expression sowohl in
vivo als auch in vitro fiihrte.*® Einen wesentlichen Faktor fiir die Induktion von SDF-la
spielen dabei Mikrovesikel (,,apoptotic bodies*), die aus apoptotischen SMCs freigesetzt
werden, da diese in vitro ausreichen um die SDF-la Expression in vitalen SMCs zu

erhohen.*®

Es ist bekannt, dass aus Mikrovesikeln aktivierter Blutzellen, wie Thrombozyten,
Erythrozyten und Leukozyten, LPA durch eine sPLA2-vermittelte Hydrolyse von

Phosphatidsiure (PA) gebildet wird."” Ferner fiihrt eine Verinderung der asymetrischen
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Aufteilung der Phospholipiden in der Zellmembrane der apoptotischen Zellen zu einer
Freilegung von LPA Vorstufen’', was eine erhohte lokale LPA Konzentration zur Folge
haben kann. Es ist also denkbar, dass LPA ein wichtiges Signalmolekiil darstellt, dass im
Rahmen der Apoptose generiert wird und durch eine Induktion der SDF-1a Expression zur

vaskuldren Wundheilung durch SPCs beitrigt (Abb. 32).
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Abb. 32: SDF-10/CXCR4 Achse kontrolliert den Wundheilungsprozess durch SPCs. Die SDF-1a Expression ist
nach Verletzung in der GefiaBwand gesteigert. Dies geht einher mit einem kurzfristigen Anstieg der SDF-1a
Konzentration im Plasma, wodurch der SDF-1la-Gradient zwischen Knochenmark und peripherem Blut
verdndert wird und SPCs in die Zirkulation mobilisiert werden. Die neointimale SDF-1a Expression via CXCR4
Rezeptor fiihrt in der Frithphase der Neointimabildung zur Adhédsion von SPCs iiber Thrombozyten an der
verletzten GefdBwand und ist verantwortlich fiir die neointimale SMC Akkumulation. Die SPCs exprimieren den
Stammzellenmarker “stem cell antigen-1” Sca-1 und den PDGFR-B. Die medialen SMCs setzen Mikrovesikel
(;,apoptotic bodies”) frei, die die Expression von SDF-la in der verletzten Gefilwand induzieren. Die
Aktivierung von SDF-1la auf transkriptioneller Ebene erfolgt durch HIF-1a, von dem bekannt ist, dass nach
Gefialverletzung aktiviert wird. Aus den Mikrovesikeln konnen LPAs gebildet werden, die die HIF-la-
vermittelte SDF-1a Expression iiber LPA-Rezeptoren regulieren. Uber den genauen molekularen Mechanismus

der SDF-1a Regulation iiber apoptotischen SMC:s ist jedoch unklar.
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4. 2. 6. LPA Rezeptoren regulieren die SPCs Mobilisierung nach GefifBverletzung

Um die funktionelle Beteiligung von LPAs an der SDF-1a-abhéngigen Mobilisierung von
SPCs nach GefiBverletzung zu untersuchen, wurde in der vorliegender Arbeit die Wirkung
des LPA 3 Rezeptorantagonisten Kil6425 auf den Anteil der zirkulierenden Sca-17/lin” Zellen
untersucht.

Nach dem Anstieg der zirkulierenden Sca-1*/lin” Zellen 24 h nach GefiBverletzung der CCAs
in ApoE-/- Miéusen wurde die Mobilisierung dieser Zellen nach Kil6425 Applikation fast
vollstindig blockiert (Abb. 25). Dieser Befund weist auf eine wichtige Funktion von LPA

Rezeptoren bei der Stammzell-vermittelten vaskuldren Wundheilung durch SDF-1a hin.
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5. Zusammenfassung

Kardiovaskuldre Erkrankungen und Schlaganfille sind die héaufigsten Todesursachen
weltweit, haufiger als maligne Erkrankungen. In den meisten Fillen liegt eine Ausbildung
neointimaler Plaques zu Grunde, die zu einer Stenosierung, Ruptur oder zu einem
thrombotischen Verschluss fithren. Dadurch kann es zu einer kritischen Reduktion des
Blutflusses kommen und durch diese zu typischen klinischen Beschwerden wie Angina
pectoris, Myokardinfarkt, zerebralen Infarkt, Niereninsuffizienz oder peripherer arteriellen
Verschlusskrankheit. Die zentrale Therapieform von stenosierten oder verschlossenen
Arterien ist die perkutane transluminale Angioplastie (PTA), bei der durch intraluminalen
Druck das Gefdfl aufgedehnt wird. Eine wesentliche Limitation des Langzeiterfolgs dieser
Therapie ist die Restenose, eine erneute Verengung einer stenosierten, atherosklerotischen
Arterie in den ersten Monaten nach der Intervention. Eine medikamentdse Pridvention der
Restenose mit dem Ziel erneute kostenintensive invasive Eingriffe zu vermeiden, wire von
grofer Bedeutung. Wihrend nach PTCA das negative Remodeling und die neointimale
Hyperplasie zum Lumenverlust beitragen, ist bei der Stentimplantation iiber 90% des
Lumenverlustes auf die Neointimabildung zuriickzufiihren. Um effektive Medikamente fiir
die Privention und Therapie atherosklerotischer Gefderkrankungen zu finden, ist es wichtig
die molekularen Mechanismen der Atherogenese und Neointimabildung zu kennen.

Es ist bekannt, dass die Neointima zu 50% aus SMCs besteht. Bisher ging man von der
Hypothese aus, dass die neointimalen SMCs, sowohl bei der nativen Atherosklerose als auch
bei der akzelerierten Arteriosklerose, lokal aus der Media der Arterienwand einwandern und
in der Intima proliferieren. Inzwischen ist bekannt, dass ein Hauptanteil der intimalen SMCs
aus einem adulten Stammzellpool des Knochenmarks stammt und diese permanent als
Vorlduferzellen von SMCs im peripheren Blut zirkulieren. Dabei stellte sich die Frage, iiber
welche molekularen Mechanismen die Mobilisierung von Stammzellen in der Zirkulation und
deren Rekrutierung in die verletzte Region gesteuert wird.

In den letzten Jahren konnte man das Chemokin stromal cell-derived factor (SDF)-la in
atherosklerotischen Plaques und in neointimalen Lé&sionen nach Gefillverletzung als ein
wesentliches Signalmolekiil bei der Neointimabildung durch die Mobilisierung und lokale
Rekrutierung von SPCs identifiziert werden. Ein wichtiges Bindeglied zwischen der

GefiBverletzung und der SDF-la-vermittelten SPC-Rekrutierung stellt die Apoptose der

108



Zusammenfassung

medialen SMCs unmittelbar nach der Verletzung dar. Es ist bekannt, dass die apoptotische
medialen SMCs Mikrovesikel freisetzen, die die SDF-1a Expression induzieren kénnen und
als eine wichtige Quelle fiir Vorstufen fiir Lysophosphatidsduren (LPAs) dienen. Die
aktivierten Thrombozyten setzen nach einer Verletzung aulerdem LPA-Vorstufen frei. Ferner
wurde gefunden, dass der Transkriptionsfaktor hypoxia-inducible factor (HIF)-lo im
Ischimiemodell die Regulation von SDF-1a induzieren kann und dass die Aktivitdt von HIF-
la jedoch nicht nur durch Hypoxie, sondern auch durch Zytokine, Wachstumsfaktoren und
anderen nicht-hypoxischen Stimuli wie PDGF oder Angiotensin II gesteigert wird. Dariiber
hinaus steigern die ungesittigten Lysophosphatidsduren die SDF-1a und HIF-1a Expression
und konnen nach kurzfristiger lokaler Inkubation von unverletzten Arterien eine
Neointimabildung aus SMCs induzieren.

Allerdings ist unklar welche molekularen Mechanismen die Expression von SDF-1a nach
einer GefidB3verletzung regulieren. Ziel dieser Arbeit war es daher die Beteiligung von HIF-1a

und LPAs bei der SDF-1a-vermittelte Neointimabildung und SPC-Rekrutierung zu erhalten.

Als Tiermodell der Restenose wurden in der vorliegenden Arbeit weibliche ApoE-/- Miuse
verwendet. Die GefidBBverletzung der linken CCA wurde nach einer voriibergehenden
Unterbrechung der Blutzirkulation durch einen Fithrungsdraht erreicht. Zusitzlich wurde bei
einigen Experimenten systemisch einen LPA Rezeptorantagonisten (Kil6425) tiglich
appliziert. Zur LPA-Analyse wurden aulerdem Wildtyp-Méause verwendet. Das LPA-Derivat
(LPA 20:4) wurde intraluminal in die CCA appliziert, ohne die CCA zu verletzen, folgend
von einer tiglich applizierten peritonealen Injektion mit CXCR4 (POL551) Antagonisten.

Der spezifische HIF-1a siRNA Gentransfer wurde in vivo durch ein periadventiel appliziertes
Polymer-Pluronic Gel durchgefiihrt.

Die HIF-1ao mRNA wurde durch quantitative real-time PCR und die Proteinmenge von HIF-
la in verschiedenen Zellfraktionen mit Western Blot Analyse ermittelt. Ferner wurde HIF-1a
beziiglich der zelluldren Lokalisation, der nukleédre Translokation und der Kolokalisation mit
SDF-1a  untersucht. Die SDF-la- und CXCR4 Expression wurde mittels
Immunfluoreszenzmikroskopie analysiert. Die neointimale und mediale Flichen wurden in
Movat’s Pentachrom-angefirbten CCAs ausgemessen und die zelluldre Zusammensetzung fiir
glatte Muskelzellen (SMCs) und Makrophagen durch quantitative Immunhistologie
ausgewertet. Um die Mobilisierung des Anteil an zirkulierenden Sca-1%/lin” SPCs in der
mononukledren Zellpopulation zu untersuchen, wurden diese Zellen im peripheren Blut vor-

und 24 h nach dem Eingriff durchflusszytometrisch quantifiziert.
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Die Untersuchungen zeigten, dass eine mechanische GefidBBverletzung zu einem frithen
Anstieg der HIF-1o. mRNA Expression und zu einer kontinuierlichen Zunahme der HIF-1a
Proteinmenge fiihrt. Zusammen mit dem Befund, dass nach der Verletzung HIF-1a nicht nur
im Zytoplasma sondern auch im Zellkern von wenigen medialen aber fast allen neointimalen
und luminalen Zellen war, weist auf eine HIF-1o nukledre Translokation hin. Dies ist die
Voraussetzung fiir die Bindung an spezifische Promotersequenzen und eine nicht-hypoxische
Aktivierung von HIF-1a-abhidngigen Signaltransduktionswegen. Ferner fand sich eine
zellulidre Kolokalisation von HIF-1a und SDF-1a in den medialen und neointimalen Zellen 1
Tag und 2 Wochen nach GefidBverletzung. Dies stellt einen indirekten Hinweis dafiir dar, dass
die SDF-1 Expression durch eine gesteigerte DNA-Bindungsaktivitdt von HIF-1a reguliert
wird.

Die in vivo Applikation einer siRNA gegen HIF-1a fiihrte zur Reduktion der Proteinmenge
des als Positivkontrolle diente Referenzgens Lamin A/C und einer Abnahme der HIF-1a
Expression. Diese Ergebnisse dienten als Nachweis fiir den erfolgreichen Gentransfer. Die
HIF-1a siRNA Applikation fiihrte zusatzlich zu einer Abnahme der neointimalen SDF-1a
Expression. Dadurch konnte ein direkter Nachweis dafiir erbracht werden, dass die SDF-1a
Regulation nach GefidBBverletzung tiber HIF-1a erfolgt. Die endotheliale Denudation fiihrte
ferner zu einer Mobilisation der Sca-17/lin” SPCs in die Zirkulation, die durch den HIF-1a
siRNA Gentransfer fast vollstindig gehemmt werden konnte. Diese Ergebnisse lassen den
Schluss zu, dass die gesteigerte HIF-1a Expression nach Gefdverletzung vermittelt durch
SDF-1a die Mobilisierung von SPCs in der Zirkulation induziert. Dies ging einher mit einer
deutlich verminderten neointimalen_Fldche und einem verringerten neointimalen SMC Anteil.
Dadurch konnte die Beteiligung von HIF-la bei der Neointimabildung durch die SPC
Rekrutierung nachgewiesen werden.

Zur Untersuchung der funktionellen Bedeutung von SDF-1a und dessen Rezeptor CXCR4 bei
der Neointimabildung nach Behandlung der unverletzten CCA mit ungesittigten
Lysophosphatidsduren (LPAs) wurde im Wildtyp-Mausmodell eine signifikante Reduktion
der Neointima durch LPA 20:4 nach einem CXCR4 Antagonisten (POL551) gefunden. Aus
diesem Befund lésst sich folgen, dass die SDF-10/CXCR4 Achse eine wichtige Rolle bei der
Ausbildung neointimaler Hyperplasie, dhnlich wie nach Gefidverletzung, spielt.

Die LPA 20:4 Behandlung fiihrte ferner zu einem deutlichen Anstieg der zirkulierenden Sca-
1"/lin” Zellen, der durch die CXCR4-Antagonist Applikation blockiert wurde. Diese

Ergebnisse legen die Vermutung nahe, dass die gesteigerte SDF-1a Expression in der
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unverletzten GefaBwand durch LPA 20:4 die Mobilisierung von SPCs induziert wird. Dies
konnte als Hinweis auf die Rolle von der SDF-10/CXCR4 Achse bei der SPCs Mobilisierung,
dhnlich wie nach GefiBBverletzung, gewertet werden. Durch den CXCR4 Antagonisten wurde
ebenfalls die CXCR4 Expression und der Anteil der CXCR4-positiven SMCs in der LPA-
induzierten Neointima reduziert werden. Da die neointimalen CXCR4-positiven SMCs bei der
in erster Linie von zirkulierenden Vorlauferzellen abstammen, konnte der beobachtete Effekt
auf eine Hemmung der CXCR4-positiven SPC Rekrutierung in die LPA 20:4-behandelten
GefdBwand zuriickzufiihren sein.

Zur Untersuchung der Rolle von LPA an der Neointimabildung nach mechanischer
GefiBverletzung zu analysieren, wurde in der vorliegenden Arbeit ApoE” Miusen nach
Drahtverletzung der CCA ein systemisch applizierter Antagonist der LPA; und LPAj
Rezeptoren (Kil6425) tiglich injiziert. Es zeigte sich eine signifikante Reduktion der
Neointimabildung, die fiir eine Beteiligung von LPA bei der Ausbildung neointimaler
Hyperplasie iiber die LPA-Rezeptoren nach GefdBverletzung spricht. Zusitzlich fiihrte die
Ki16425 Behandlung zu einer Abnahme sowohl der neointimalen SDF-1a- als auch der HIF-
la Expression. Da die HIF-la-vermittelte SDF-la Expression entscheidend fiir die
Neointimabildung ist, lassen die Ergebnisse den Schluss zu, dass LPAs eine zentrale Rolle bei
der Neointimabildung nach GefidBBverletzung spielen. Nach dem Anstieg der zirkulierenden
Sca-1"/lin" Zellen 24 h nach GefiBverletzung wurde die Mobilisierung dieser Zellen nach
Ki16425 Applikation fast vollstindig gehemmt. Dieser Befund deutet auf eine wichtige
Funktion von LPA Rezeptoren bei der Stammzell-vermittelten vaskuldren Wundheilung durch

SDF-1a hin.

Insgesamt zeigen die vorliegenden Untersuchungen, dass ungesittigte Lysophosphatidsduren
moglicherweise freigesetzt aus apoptotischen Mikrovesikeln der medialen SMCs zu einer
gesteigerten HIF-lo-vermittelten SDF-1a Expression fithren. Die gewonnenen Ergebnisse
bilden eine wichtige Grundlage bei der Untersuchung der molekularen Regulation der SDF-

la Expression bei der Neointimabildung nach Gefil3verletzung.
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Abkiirzungsverzeichnis

Abkiirzungsverzeichnis

I-AGP....oiiieeeeeee, Alkyl-Gylcerophospholipid

A Arteria

AKL e Akt Kinase

AP-1/2 i activator protein-1/2
APOE....oiiiiieeeeee, Apolipoprotein E

Aqua dest......ccceeeveeeeieeennenn. destilliertes Wasser
bHLH.....cocviiiiiiiiiieeeene basisches helix-loop-helix Motiv

BSA .o, bovine serum albumin (Albumin aus Rinderserum)
CCA. ..o, arteria carotis communis, Halsschlagader
CD e cluster of differentiation
C-Kituuiiiiiiiiiiiiiiiie Rezeptor fiir Stammzellfaktor

CP oo crossing point

CXCRA/T oo CXC Chemokinrezeptor 4/7

DAB ...coooii Diaminobenzidin
DAPL..coiiiiiiiieee, Diaminophenylindole
DEPC......oeiiiiiiiiiiieeeee, Diethyl-Pyrocarbonat

DMSO ....cooveiiieiieeieeene Dimethyl-Sulfoxid

DNA oo, Desoxyribonukleinsdure

DNaSe ...ceveevieerieeniieeeieeen, Desoxyribonukease

ANTP oo, 2’-Deoxynukleosid-5"-triphosphat

DTT .o Dithio-treitol

ECA ..o arteria carotis externa

ECL .ot enhanced chemiluminescence

Edg .o endothelial differentiation gene

EDTA ..o, Ethylendinitriloteraessigsidure

EEL ..ot lamina elastica externa

EGF ..o, epidermal growth factor

ELISA. ..ot enzyme linked Immunosorbent assay
ENA-T8 oo epithelial cell-derived neutrophil-activating protein-78
EPCS.ooveeiieeiieeieeeieee endothelial progenitor cells
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ERK-1/2 oo extracellular signal regulated kinase-1/2

FACS ..o, flourescence activated cell sorting

FELASA ..., Federation of European Laboratory Animal Science
Associations

FGF...oooooiieeeeee, fibroblast growth factor

FITC ..o, Fluorescein-Isothiocyanat

FSC..oovvoeeeeiiiiiiiieee forward light scatter, Vorwiértsstreulicht

GAPDH ......coceoivieieeieee Glutaraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase

G-CSF....ovieiieieeeeeeee granulocyte-colony stimulating factor

GFP...oooiiiiiiiiee griin fluoreszierendes Protein

GPoo, Alkyl-Glycerophosphat

GRO-OL..eeveeeieeeeeeee, growth-related oncogene-a

HEPES.......ccoiiiee Hydroxyethyl-piperazinyl-ethansulfonsiure

HIF-T0t e hypoxia-inducible factor-1a

HIV . humanes Immundefizienz-Virus

HRE ... hypoxia-responsive element

HRP ..., horseradish peroxidase, (Peroxidase aus dem Meerrettich)

ICA .o arteria carotis interna

ICAM-1 i intercellular adhesion molecule-1

IEL ..o lamina elastica interna

I Immunglobulin

IGF-172 i insulin like growth factor-1/2

TLAIBie interleukin-1f3

IVC.., einzeln ventiliertes Kifigsystem

Jan....oooii Janus Kinase

LacZ ...oovvveiiiiiiieeieee Laktose Z Gen

LDL ..o, low-densitylipoprotein

11 | USSR lineage

LPA .o, Lysophosphatidsiure

LPC...oieeeeeeeeeeeeee Lysophosphatidylcholin

LPE...ccoiiiiieiiee, Lysophosphatidylethanolamin

LPL .. Lysophospholipide

LPP .., Lipidphosphat Phosphatasen

LPS . Lysophosphatidylserin
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lySOPLD.....cccvveeiieeiieen. Lysophospholipase D

Mac-2 ..o macrophage antigen-1

MAPK ..o, mitogen-activated protein kinase

MCP-1 ., monocyte chemoattractant protein-1
M-CSF....coooeiiiiieeieeeee, macrophage-colony stimulation factor
MMPs ..o, Matrix Metalloproteinasen

moXLDL ........ccoooiiiiiin. mildly oxidized LDL

MRNA ... messenger RNA

1000 O ) 2 S mammalian target of rapamycin

NE-1 oo nuclear factor-1

NS nicht signifikant

NTC .o, no template control

ODD ...t oxygen-dependent degradation

OH ..o, Hydroxy-

PA Phosphatidsiure
PBS..o phosphate buffered saline
PDGF.....ccoooviiieiieeiieen platelet-derived growth factor

PE .o, Phosphatidylethanolamin
PEO-PPO-PEO..................... Polyethylenoxid-Polypropylenoxid- Polyethylenoxid
PHD...coooiiieeeeee Prolyl-4-Hydroxylasen

PIBK oo phosphoinositol 3-kinase

PKC . Proteinkinase C

PLA 1/2 i, Phospholipase 1/2

PLC-Y oo Phospholipase C-y
PPAR-Y..ccviiiiiieiieeieee peroxisome proliferator activated receptor-y
PS Phosphatidylserin
PS-PLA.....cooi Phosphatidylserin-spezifische Phospholipase A;
PTCA. ..., percutane transluminale koronare Angioplastie
PTEN ..o, phosphatase and tensin homolog
PVDF...cooviiiiiiiieiieee, Polyvinylindendifluorid

PVHL ..., von Hippel-Lindau Protein

RISC ..o RNA-induced silencing complex

RNA L Ribonukleinsédure

Rnase ......cccoceevieiiieeniciene, Ribonuklease
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ROS ..o reactive oxygen species

TRNA e ribosomale RNA

RT-PCR....ccccviiiiiii. reverse transkription—Polymerasekettenreaktion
Sca-T.iooiieeiieeiieeieeeieee stem cell antigen-1
SDF-10..eeiiiieiieeieeieeiene stromal cell-derived factor-1a

SDS..o e Natrium-Dodecyl-Sulfat
SDS-PAGE........cccoovvinienne Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
SIRNA/RNAI .....cocvveerenneee. small interfering RNA

SMCS ..ot smooth muscle cells

SMMHC .......ccoooviiiiiiiieene smooth muscle myosin heavy chain
SPLaieeee specificity protein-1

SPCS oo, smooth muscle progenitorcells

SPLA oo, l6sliche Phospholipase A,
SSCeieeee, side scatter, Seitwartsstreulicht

STAT oo signal transducers and activation of transcription
TAD...ooiiiieeeeeeeeee, Transaktivierungsdomin

TBST ..o Tris bufferes saline with Tween 20

TEMED ....ccoooovvvviiiiiiieeniiis N,N,N",N"-Tetramethylethylendiamin

TGF-B i, transforming growth factor-§
TNF-0L.eooiiiiiiiiciccieee tumor necrosis factor-o

TRITC ....oveeeieeeeeeeeeee Tetramethylrhodaminisiothiocyanat
VCAM-1..cooiiiiiieieice cell adhesion molecule 1

VEGF ..o vascular endothelial growth factor

VSMCs ..o vascular smooth muscle cells

A-SMA ..o a-smooth muscle actin
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