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1 Einleitung

1.1 Allgemeines zur Apoptose

1.1.1 Einfuhrung in die Terminologie

Im Jahre 1972 wurde der Begriff ,Apoptose® (gr. apoptein = ,Herabfallen®) zum
ersten Mal von Kerr et al (30) fur eine von der Nekrose zu unterscheidende
bestimmte Form des Zelltodes formuliert, um dessen morphologischen
Erscheinungen gerecht zu werden. Dabei wurden die augenscheinlichen Merkmale
dieses Zelltodes mit dem Herabfallen der Blatter von den Baumen im Herbst in
metaphorischer Weise verglichen. Heute wird das Wort Apoptose haufig synonym
verwendet zu dem Ausdruck ,programmierter Zelltod®, welcher mehr die funktionellen
Zusammenhange betont. Dabei soll zum Ausdruck gebracht werden, dass bei dieser
Form des Absterbens der Zelle ein typisches, genetisch determiniertes Programm
der Zelle ablauft, welches deren Zelltod zum Ausgang hat. Dies ist auch der Grund
dafur, warum Apoptose haufig mit einem ,Selbstmord“ der Zelle verglichen wird.
Abzugrenzen ist die Apoptose von anderen Formen des Zelltodes, welche oft unter
dem Begriff ,Nekrose® zusammengefasst werden und nicht mit diesen
charakteristischen Merkmalen in Verbindung zu bringen sind.

1.1.2 Bedeutung in Physiologie, Pathologie und Therapie

Seit der ersten Formulierung des Begriffs ,Apoptose” in diesem Zusammenhang sind
ungefahr dreiRig Jahre vergangen und die Erkenntnisse uber diese Form des
Zelltodes haben gerade in den letzten Jahren drastisch zugenommen. Dass
Apoptose im Rahmen der Entwicklung von Vertebraten eine grof3e Rolle spielt, ist
mittlerweile unbestritten. So konnte beispielsweise gezeigt werden, dass die
Uberschussige Produktion von Nervenzellen im Laufe des Wachstums durch mit
Wachstumsfaktorentzug induzierte Apoptose ausgeglichen wird (21). Auch bei
einigen pathologischen Prozessen hat diese Form des Zelltodes einen
unumstrittenen Stellenwert eingenommen. Dabei scheint oft ein aus dem
Gleichgewicht geratenes Verhaltnis zwischen Apoptose und Proliferation eine grol3e
Rolle zu spielen, so dass allgemein gesprochen sowohl ein im Verhaltnis zur
Proliferation zu hohes als auch ein zu niedriges Mal} an Apoptose zu pathologischen
Prozessen fuhren kann. So konnte u.a. gezeigt werden, dass degenerative



Erkrankungen wie Morbus Parkinson (29) oder Morbus Alzheimer (28) und
Autoimmunerkrankungen wie z.B. die Hashimoto-Thyreoiditis (50) durch exzessive
Apoptoseraten der Zellen des entsprechenden Gewebes gekennzeichnet sind. Ein
bekanntes Beispiel daflr, dass eine quantitative Dysregulation der Apoptose im
Sinne einer ,Downregulation® zur Krankheit fuhrt, ist das B-Zell-Lymphom (9). Auch
im Rahmen der Atheroskleroseentwicklung hat die Apoptose von Zellen eine enorme
Bedeutung.

Des Weiteren spielt die Apoptose bei therapeutischen Prozessen eine Rolle, was u.a.
bei der Behandlung von Tumoren mittels Chemotherapie (38) oder Bestrahlung (39)

gezeigt werden konnte.

1.1.3 Morphologische Merkmale und Unterschiede zur Nekrose

Es wurde bereits darauf hingewiesen, dass Zellen wahrend des Vorgangs der
Apoptose bestimmte morphologische Veranderungen durchlaufen. Letztere werden
in der Regel stadientypisch nach einer bestimmten Reihenfolge durchschritten. Dabei
kommt es zunachst zu einer Schrumpfung der Zelle, gefolgt von einer
Chromatinkondensation und Fragmentation des Zellkerns. Im weiteren Verlauf
vollzieht sich eine blaschenformige Einstulpung der Zellmembran, welche in einer
Aufteilung der gesamten Zelle in sogenannte ,Apoptosekorperchen® resultiert.
Anschlielend werden diese Zellreste in der Regel von benachbarten Zellen oder
Phagozyten aufgenommen. Das im Rahmen des apoptotischen Vorgangs auf der
Zelloberflache exponierte Phosphatidylserin der zu Grunde gehenden Zelle dient
dabei als Erkennungssignal und interagiert mit entsprechenden Rezeptoren der
phagozytierenden Zellen (6).

Wahrend so die Zellmembran der apoptotischen Zellen weitestgehend intakt bleibt,
kommt es im Gegensatz dazu im Rahmen des Vorgangs der Nekrose, bei der die
Zellen zunachst stark anschwellen, sehr fruh zu einem Membrandefekt, wodurch
intrazellulares Material in den Extrazellularraum Ubergeht und dort in Folge dessen
eine Entzundungsreaktion auslost. Letztere tritt bei der Apoptose nicht in
Erscheinung.



1.1.4 Von der Induktion zum Zelltod: Molekularbiologischer Ablauf der
Apoptose
In mehreren Studien konnte belegt werden, dass sich der Prozess der Apoptose in
drei aufeinanderfolgende Stadien einteilen laf3t: 1) die Entscheidung zur Apoptose,
durch entsprechende Stimuli provoziert, 2) der Vollzug des Zelltodes mittels
Aktivierung spezieller intrazellularer Proteasen und 3) die Aufnahme der abgetoteten
Zellreste durch benachbarte phagozytierende Zellen.
Inzwischen konnten eine ganze Reihe verschiedenartiger Stimuli identifiziert werden,
welche zum programmierten Zelltod fuhren. Hierbei handelt es sich um Reize wie
Ischamie, Hitze, Bestrahlung oder Behandlung mit Chemotherapeutika sowie
Wachstumsfaktorenentzug, was allgemein unter dem Begriff ,Zellstress®” subsumiert
wird. Alternativ spielen bei der Initiation des Prozesses sog. ,Todesrezeptoren® (z.B.
FAS, TNF-R) eine wichtige Rolle, wobei das Vorhandensein entsprechender
extrazellularer Liganden (z.B. FAS-L oder TNF-a) zur Signaltransduktion fuhrt
(53,63). Eingebunden in den Prozess des Apoptosevorganges sind ferner die
Mitochondrien (62).
Als zentrales Element des apoptotischen Vorgangs kann auf molekularbiologischer
Ebene die Aktivierung von sog. Caspasen gesehen werden, bei denen es sich um
Apoptose-spezifische Proteasen handelt, welche zahlreiche fur das Leben der Zelle
notwendige Proteine (z.B. Proteine der Signaltransduktion, des Zytoskeletts oder des
Zellkerns) spalten und damit den Zelltod unumganglich machen (42). Einen auf diese
Weise in Gang gesetzten, wichtigen Prozel3 stellt die Inaktivierung des hierbei
gespaltenen Proteins ,Inhibitor of caspase activated DNAse“ dar, welches
normalerweise eine entsprechende cytoplasmatisch lokalisierte Endonuklease in
ihrer Aktivitat inhibiert. Folglich kommt es beim apoptotischen Vorgang zu einer
Aktivierung letzterer, was nach deren Translokation in den Zellkern die Spaltung der
DNS zur Folge hat (12).
Zusatzlich konnten inzwischen noch eine Reihe von Proteinen identifiziert werden,
welche bei der Apoptoseregulation eine Rolle spielen. Im Wesentlichen handelt es
sich hierbei um die Familie der Bcl-2-Proteine mit pro- (z.B. Bax, Bad) oder
antiapoptotischer (z.B. Bcl-2, Bcl-X.) Aktivitat (8,54), und um die Gruppe der
antiapoptotisch wirkenden ,/nhibitor of apoptosis proteins“(z. B. c-IAP1, c-IAP2) (58).
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1.2 Apoptose glatter GefaBmuskelzellen im Rahmen

kardiovaskularer Erkrankungen

Im Folgenden soll die Rolle von Apoptose glatter GefaBmuskelzellen im Rahmen von
zwei ausgesuchten kardiovaskularen pathologischen Prozessen (Atherosklerose und
Restenose) erlautert werden.

1.2.1 Atherosklerose

Betrachtet man Untersuchungen bezlglich Apoptose von glatten Gefallmuskelzellen
in atherosklerotisch veranderten Gefallwanden, so stellt man fest, dass das
Vorkommen von apoptotischen Gefalmuskelzellen in atherosklerotischen Plaques
stadienabhangig ist. So konnte im Rahmen histopathologischer Untersuchungen von
Kockx et al. gezeigt werden, dass sich in frihen Stadien (,adapftive intimal thickening“
und ,fatty streak) der Atherosklerose noch keine apoptotische GefalRmuskelzellen in
den Lasionen befinden. Jedoch konnte bereits in den ,fatty streaks im Rahmen
immunhistochemischer  Untersuchungen eine  erhohte  Expression  des
proapoptotischen Proteins Bax in von glatten Gefalmuskelzellen abstammenden
Schaumzellen festgestellt werden. Im fortgeschrittenen Stadium (,advanced
atherosclerotic plaque®) zeigten sich schliellich apoptotische Zellen v.a. in den
Bereichen, welche von Makrophagen infiltriert waren (33). Nachdem die
Stadienabhangigkeit fur das Vorkommen von  apoptotischen  glatten
GefalRmuskelzellen in atherosklerotischen Lasionen feststeht, drangt sich die Frage
nach deren Bedeutung in diesen Regionen auf. In der gangigen Literatur stof3t man
dabei v.a. auf zwei Aspekte: Zum Einen die Rolle von vitalen glatten
GefalRmuskelzellen im Rahmen der Plaquestabilisierung, zum Anderen die im Zuge
der durch erhdhte Apoptoseraten dieses Zelltyps entstehende Vulnerabilitat und
Thrombogenitat des atherosklerotischen Plaques.

Die Theorie der plaquestabilisierenden Funktion von vitalen glatten
Gefallmuskelzellen ruhrt daher, dass letztere die einzigen Zellen im Bereich der
fibrosen Kappe - also der lumennahen Seite des atherosklerotischen Plaques - sind,
welche im Stande sind, Kollagen zu synthetisieren. Fallt diese Kollagenquelle auf
Grund erhohter Apoptoseraten dieser Zellen aus, so lasst sich leicht nachvollziehen,
dass dies eine Destabilisierung des Plaques und somit - bei weiterer Progredienz -
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auch eine Plaqueruptur mit entsprechenden klinischen Folgen bedeuten kann (z.B.
instabile Angina pectoris, Myokardinfarkt bei Koronarsklerose) (45,59).

Die erhdhte Thrombogenitat im Bereich des Plaques durch apoptotische glatte
GefalRmuskelzellen wird dadurch erreicht, dass im Rahmen des Apoptosevorganges
Phosphatidylserin an der Zelloberflache exprimiert wird, welches nach Flynn et al.
(18) eine Thrombinaktivierung zur Folge hat und damit die Thrombusbildung im
Bereich des Plaques unterstiutzt.

Insgesamt gesehen scheint also das Vorhandensein von apoptotischen glatten
Gefallmuskelzellen im atherosklerotischen Plaque sich eher ungunstig auf den

Krankheitsprozess auszuwirken.

1.2.2 Restenose

Ein weiterer pathophysiologischer Prozess, bei dem Apoptose von glatten
Gefallmuskelzellen offensichtlich eine Rolle spielt, ist das relativ haufige Auftreten
von Restenosen nach interventionellen Therapien wie PTA oder PTCA ohne oder mit
nachfolgendem Stenting. So wurde im Rahmen klinischer Studien festgestellt, dass
man bei etwa 33% der Patienten, welche sich einer primar erfolgreichen PTCA
unterziehen, mit Restenosen rechnen muf}, wobei sich die Rate durch Verwendung
von Stents auf ungefahr 19% reduzieren a3t (37). Ein pathophysiologischer Prozess,
der neben anderen Mechanismen eine Rolle spielt, ist die Neointimabildung, bei der
es nach primar erfolgreicher Koronarintervention zur Zytokin-vermittelten Migration
von glatten GefalRmuskelzellen aus der Media in die Intima der Gefallwand kommit.
Die nachfolgende starke Proliferation dieser Zellen und entsprechende Produktion
von extrazellularer Matrix durch letztere fuhrt dann zur Bildung der Neointima, welche
letztendlich eine Verkleinerung des Gefal3durchmessers und damit die Entstehung
einer Restenose zur Folge hat (48,34).

Bei histopathologischen Untersuchungen von Instent-Restenosen konnte ferner
gezeigt werden, dass es neben dem Zuwachs an proliferierenden Zellen auch zu
einer Zunahme an apoptotischen glatten GefalRmuskelzellen kommt (26). Der Sinn
dieses Phanomens wird darin gesehen, dass durch die apoptotischen Vorgange eine
zu rasche Lumenreduktion durch die oben beschriebene Proliferation der Zellen
verhindert werden soll. Folglich konnte die Unterbindung einer Uberschielenden
Proliferation der Zellen bzw. das Fordern apoptotischer Vorgange von glatten

Gefallmuskelzellen bei diesem pathophysiologischen Prozess als ein
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primarprophylaktisches Konzept gesehen werden, um Restenosen nach primar

erfolgreicher Intervention zu verhindern.

1.3 Experimentelle Grundlagen

Aus den oben genannten Beobachtungen wird leicht ersichtlich, warum es lohnt, sich
mit der Apoptoseregulation von glatten Gefalimuskelzellen zu beschaftigen. Im Laufe
der Zeit wurden so einige Substanzen entdeckt, welche in der Lage sind, Apoptose
bei glatten Gefallmuskelzellen zu induzieren. Als Beispiele, welche auch in dieser
Arbeit Verwendung fanden, seien hier genannt HMG-CoA-Reduktase-Inhibitoren,
sog. ,Statine” (2, 22) und Pyrrolidin-Dithiocarbamat (PDTC) (56).

1.3.1 HMG-CoA-Reduktase-Inhibitoren

Bei den HMG-CoA-Reduktase-Inhibitoren wie Lovastatin oder Atorvastatin handelt es
sich um Hemmstoffe der Cholesterin-Biosynthese, welche pharmakologisch ihre
Wirkung uber die Inhibition des Schlusselenzyms der Cholesterinsynthese entfalten.
Durch die dadurch vermittelte erhohte Expression von hepatischen LDL-Rezeptoren
kommt es schlielBlich zu einer Senkung des LDL-Spiegels im Blut (20). Ein
Nebeneffekt ist die gleichzeitige Anhebung des HDL-Cholesterins sowie eine
Senkung der Triglyceride. Neben der positiven Beeinflussung des Lipidprofils
entfalten die Statine auch andere protektive Effekte, welche unter dem Begriff der
sog. ,pleiotropen” Effekte subsumiert werden. Hierzu zahlen z.B. antientzindliche
(z.B. Senkung des C-rektiven Proeteins im Serum), antithrombotische (z.B.
Inhibierung der Expression von tissue factor in Endothelzellen) oder
plaquestabilisierende (z.B. Inhibierung von Matrix-Metalloproteinasen) Wirkungen
(52,16,10). Inzwischen steht auch fest, dass Statine in der Lage sind, Apoptose in
diversen Zelltypen zu induzieren, darunter Tumorzelllinien (24,61) und glatte
Gefallmuskelzellen (2,22).

13



1.3.2 Pyrrolidin-Ditihiocarbamat (PDTC)

Bei PDTC handelt es sich um einen Radikalfanger mit antioxidativen Eigenschaften.
Da oxidativer Stress bekanntlich als eine Moglichkeit der Apoptoseinduktion gesehen
wird (36), ist es kaum verwunderlich, dass PDTC in Versuchen mit unterschiedlichen
Zelltypen (z.B. Lymphocyten oder Tumorzelllinien) antiapoptotische Eigenschaften
entwickelte (7,47). Uberraschenderweise konnte aber auch gezeigt werden, dass
PDTC in anderen Zelltypen - wie z.B. glatten Gefallmuskelzellen - Apoptose zu
induzieren vermag (56). Uber die Ursache dieser Eigenschaft von PDTC gibt es
inzwischen mehrere Hypothesen. So wurde beispielsweise die Inhibition von NF-kB
als fur diesen Effekt verantwortlich gesehen (3). Bei weiteren Untersuchungen mit
glatten Gefalimuskelzellen konnte festgestellt werden, dass sich die apoptotische
Wirkung von PDTC nur in Abhangigkeit des Vorhandenseins von extrazellularen

Kupfer- oder Zinkionen entfalten kann (15).

1.3.3 Zelldichte als Faktor der Apoptosesensitivitat

Wurden einerseits diese apoptoseinduzierenden Agentien entdeckt, war es
andererseits interessant, herauszufinden, unter welchen Umstanden sich Zellen
resistent gegenuber Apoptose zeigten. So konnte bei diversen Zelltypen in vitro
gezeigt werden, dass u.a. die Dichte der Zellpopulation wahrend der Zellkultur hierbei
eine Rolle spielt. Beispielsweise lield sich bei Zellen der Retina demonstrieren, dass
sich diese in hoher Zelldichte kultiviert resistenter gegenuber Apoptose erwiesen als
in Kulturen niedrigerer Zelldichte (55). Bei Experimenten mit Hepatozyten wurde
jedoch  eine  genau umgekehrte Korrelation  von  Zelldichte  und
Apoptoseempfindlichkeit festgestellt (43), so dass das Phanomen der
dichteabhangigen Apoptoseempfindlichkeit vom Zelltyp abhangig zu sein scheint.
Auch bei menschlichen Endothelzellen der Nabelschnur konnte festgestellt werden,
dass diese Zellen in niedrigerer Dichte kultiviert resistenter gegenuber Apoptose
waren als in hoher Dichte. Dabei liel3 sich mittels Immunprazipitation und Western
Blot zeigen, dass von den Endothelzellen eigens gebildetes und in den
Extrazellularraum abgegebenes FGF-2 fur diesen Effekt verantwortlich ist (31).

Auch bei glatten Gefallmuskelzellen konnte eine Dichteabhangigkeit bezlglich der

Apoptosesensitivitat festgestellt werden. So konnte gezeigt werden, dass glatte
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GefalBmuskelzellen in  hoher Dichte  kultiviert  resistenter  gegenuber
Apoptoseinduktion sind als in normaler Dichte kultivierte Zellen (15).
Zusatzlich spielt FGF-2 auch bei glatten GefalBmuskelzellen eine entscheidende

Rolle fur die Proliferation und Apoptose (40,19).

2 Fragestellung

Aus letztgenannten Aspekten ergab sich die Fragestellung dieser Arbeit. Es sollte
gezeigt werden, in welcher Weise es zu einer verminderten Apopotseempfindlichkeit
bei glatten GefaRmuskelzellen hoher Dichte kommt.

So sollte zunachst untersucht werden, ob extrazellulare Faktoren einen Einflu
diesbezlglich nehmen. Hierflir wurden zunachst glatte Gefallmuskelzellen in hoher
Dichte kultiviert und das dabei verwendete Kulturmedium nach 48 h Inkubation
gewonnen und fur weitere Untersuchungen verwendet (sog. ,konditioniertes
Medium®). Bei Nachweis einer antiapoptotischen Eigenschaft des konditionierten
Mediums sollte dieses auf das Vorhandensein von FGF-2 als ein mdglicher
antiapoptotischer Faktor untersucht werden. Die Ergebnisse sind von belang, da
apoptotische glatte Gefalmuskelzellen sowohl im Rahmen von Atherosklerose als
auch bei Restenosen nach Ballonangioplastie eine Rolle spielen. So kann z.B. als
Therapieansatz versucht werden, durch gezielte Apopotseinduktion glatter
Gefallmuskelzellen eine UberschielRende Proliferation und damit eine Restenose

post interventionem zu verhindern.
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3 Material und Methodik

3.1 Material

3.1.1 Chemikalien und Reagenzien

Agarose beads Santa Cruz
Annexin-V-FITC PharMingen
Aprotinin Sigma
Bovines Serum-Albumin Sigma
DMSO Sigma
EDTA Sigma
Glycerol Fluka
HEPES Sigma
Isopropanol Fluka
Leupeptin Sigma
Methanol Fluka
MgCl; Fluka
MTT Sigma
NaCl Merck
PDTC Sigma
Pepstatin Sigma
Pl Sigma
Salzsaure Fluka
SDS Bio-Rad
Sodium Orthovanadat Sigma
Tris Biomol
Triton X-100 Fluka
Tween 20 Sigma
B-Glycerophosphat Sigma

3.1.2 Proteine

rekombinantes humanes FGF-2 Promo Cell
rabbit-anti-FGF-2 Santa Cruz
mouse-lgG1 Santa Cruz

3.1.3 Medien und Losungen
Zusammensetzung

Annexin-V-Lésung Annexin-V-FITC (1:400)
1% FCS
PBS mit 1,5 mM Ca**

DMEM Gibco

DMEM-F12 Gibco
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FCS

MTT-LO6sung
PBS

PBS mit Ca** und Mg**

PI-Losung

Running Buffer (10X)

TBS

TBS-Milch

Transfer Buffer

MTT (0,5 mg/ml)
0,5 % FCS

DMEM-F12 phenolfrei

10 pg/ml DNSase-freie RNSase

0,1 % Triton-X 100
20 pg/ml PI

in PBS mit Ca** und Mg?*

32,1 g/l Tris
144 g/l Glycin
10 g/l SDS

10 ml 1 M Tris
33 ml 5 M NaCl
Auf 1000 ml Wasser

5 % Losung in TBS

3,03 g Tris

14,4 g Glycin

auf 800 ml Wasser
200 ml Methanol

Trypanblau-Lésung (0,4 %)

Trypsin/EDTA-L6sung 1x

3.1.4 Medikamente

Lovastatin

Lovastatin wurde in DMSO geldst, PDTC in PBS.

3.1.5 Kits

Bio-Radpc Protein Assay Kit
Chemiluminescence Luminol Reagent

17

Sigma

PAA

PAA
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3.2 Methodik

3.2.1 Gewinnung und Kultur der Zellen

3.2.1.1 Isolation der Zellen (Explantat-Technik)

Zur Isolation humaner glatter GefalRmuskelzellen wurden die zur Verfugung
stehenden Nabelschnurarterien zunachst prapariert und dabei von Bindegewebe
befreit. Anschlielend wurden die Gefal’e in kleine Ringe von etwa 1 mm Dicke
geschnitten und in T-25, welche zuvor mit PBS gefullt wurden, Uberfuhrt. Der Puffer
wurde danach wieder mit einer Pipette abgesaugt, um die Gefaldscheiben am Boden
der Flaschchen anheften zu lassen. Fur diesen Prozess wurden die Kulturflaschchen
fur etwa 20 min im Inkubator untergebracht. Anschlielend wurde den Gefalistucken
1 ml Kulturmedium (DMEM-F12) zugefuhrt und diese im Inkubator belassen, wobei
das Medium alle drei Tage gewechselt wurde. Nach etwa ein bis zwei Wochen lie3en
sich Zellen erkennen, welche aus den Gefalstickchen sprossen. Vier bis sechs
Wochen spater wurden die Zellen erstmals passagiert, wobei die Gefal3reste entfernt
wurden. Da das Wachstum humaner Endothelzellen von der Anwesenheit von
Wachstumsfaktoren abhangig ist, letztere aber nicht im verwendeten Kulturmedium
vorhanden waren, kann davon ausgegangen werden, dass es sich bei den
wachsenden Zellen um glatte Gefallimuskelzellen handelt.

Die glatten GefalRmuskelzellen der Ratte wurden aus deren Aorta in gleicher Weise
gewonnen, wobei jedoch vorhandene Endothelzellen vom GefaRlumen durch
Aufschneiden und Abschaben der obersten Zellschicht entfernt wurden.

Nach der zweiten Passage konnten sowohl die humanen als auch die glatten
GefalRmuskelzellen der Ratte je nach Bedarf entweder weiter kultiviert oder zunachst

zur Aufbewahrung kryokonserviert werden.

3.2.1.2 Zellkultur

Sowohl die humanen als auch die glatten Gefallmuskelzellen der Ratte wurden in T-
75 mit DMEM-F12 kultiviert, welches mit 10% FCS versetzt wurde. Die im Serum
enthaltenen Wachstumsfaktoren stellen dabei den nétigen Stimulus zur Vermehrung
der Zellen bereit. Kultiviert wurden die Zellen im Sterikult-Inkubator, welcher die
Raumluft mit 5% CO- bei 90% Luftfeuchtigkeit und 37°C anreichert. Ein Wechsel des

Kulturmediums erfolgte alle zwei bis drei Tage. Die im Monolayer wachsenden Zellen
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wurden regelmaldig unter dem Lichtmikroskop beobachtet und bei Konfluenz
.passagiert, d.h. in neue Kulturflaschen Uberfuhrt. Dabei wurde das alte Medium
verworfen und die Flaschchen zweimal mit PBS gewaschen, bevor die Zellen mittels
5 ml Trypsin/EDTA-L6sung vom Boden des Flaschchens abgelost wurden. Nach
Ablosung der Zellen, welche unter dem Lichtmikroskop beobachtet wurde, wurde
Trypsin mit FCS im Verhaltnis 2:1 neutralisiert. Die Zellen wurden anschlieflend in
einem 50 ml-Rohrchen aufgefangen, wobei die alte Kulturflasche zweimal mit DMEM
nachgespult wurde, um mdoglichst wenig Zellen bei der Passage zu verlieren.
Wahrend die Zellen nun zentrifugiert wurden (800 g fur 8 min), wurde die Zellzahl mit
Hilfe einer Neubauer-Kammer unter dem Lichtmikroskop bestimmt. Durch den
Prozess der Zentrifugation sammeln sich die Zellen als pellet am Boden des
Roéhrchens an. Die Zellen wurden dann wieder in DMEM-F12 mit 10% FCS
resuspendiert und entsprechend der vorher bestimmten Zellzahl in einer Zelldichte
von 1x10* Zellen pro cm? bei Zellen der Ratte bzw. 0,4x10* Zellen pro cm? bei
humanen Zellen in die neuen Kulturflaschen uberfuhrt.

Fir die Experimente wurden ausschlie3lich Zellen der Passagen 3 bis 12 verwendet.
Vor der Stimulation der Zellen wurden diese bei gleicher Zelldichte ausgesat und fur
48 h im Inkubator kultiviert. Um eine Zellkultur mit hoher Dichte zu erhalten, wurde
bei Zellen der Ratte eine Zelldichte von 1x10° Zellen pro cm? bzw. von 4x10* Zellen

pro cm? bei humanen Zellen angesetzt.

3.2.2 Herstellung des konditionierten Mediums

Zur Herstellung des konditionierten Mediums wurden die glatten Gefallmuskelzellen
der Ratte in einer Dichte von 1x10° Zellen pro cm? bzw. von 4x10* Zellen pro cm? bei
humanen Zellen in T-75 ausgesat. Nach 48 h Inkubation wurde das Kulturmedium
(DMEM-F12 mit 10% FCS) nach zweimaligem Waschen mit PBS gewechselt. Nach
48 h weiterer Inkubation konnte das konditionierte Medium gewonnen werden. Dabei
wurde der Uberstand von toten Zellen oder Zelltrimmern durch Filtration mittels
eines sterilen 0,2 um-Filters befreit. Das auf diese Weise gewonnene serumhaltige
konditionierte Medium wurde bis zu seiner Verwendung bei -20°C eingefroren.

Zur Gewinnung von serumfrei konditioniertem Medium wurde nach den ersten 48 h
Inkubation mit serumhaltigen Medium der Serumanteil zunachst nach zweimaligem
Waschvorgang mit PBS auf 0,1% FCS reduziert, um moglichen Zelltod durch

abrupten Serumentzug zu vermeiden. Nach 24 h Inkubation wurde erneut das
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Kulturmedium nach zweimaligem Waschen mit PBS gewechselt, wobei nun 10 ml
serumfreies DMEM-F12 verwendet wurde. Der Uberstand dieser Zellkulturen wurde
dann nach 48 h Inkubation als serumfreies konditioniertes Medium gewonnen. Dabei
wurde dieses ebenso dem Prozess der Filtration unterzogen wie fur das serumhaltige
konditionierte Medium oben beschrieben, bevor auch dieses Medium bis zur weiteren
Verwendung bei -20°C eingefroren wurde.

Bei Vorversuchen bezuglich der Aktivitat von gefrorenem und frischem

konditionierten Medium konnten keine Wirkunterschiede festgestellt werden.

3.2.3 Immunprazipitation des konditionierten Mediums

Die Methode der Immunprazipitation wurde verwendet, um die Aktivitat von FGF-2 im
serumfrei konditionierten Medium von glatten GefalRmuskelzellen nachzuweisen.
Hierfur wurde das serumfrei konditionierte Medium mit einem FGF-2-Antikorper in
einer Verdinnung von 1:2000 fur 60 min bei 4°C unter Ruhren inkubiert. Als
Kontrolle wurde fur jeden Versuch konditioniertes Medium der gleichen Charge mit
mouse-IgG1-Antikorper in entsprechender Weise behandelt. AnschlieRend wurde
den so behandelten Medien Agarose beads in einer Konzentration von 10 pl/ml
hinzugefugt und erneut fur 120 min bei 4°C unter Ruhren inkubiert. Hierdurch wird
das am entsprechenden Antikorper gebundene Protein an die beads gebunden und
nach Abzentrifugieren der beads (1000 g fur 5 min) aus dem Uberstand entfernt.
Letzterer wurde dann zur Aufbewahrung bei -20°C eingefroren. Die Effekte der
Immunprazipitation auf das konditionierte Medium wurden im weiteren Verlauf durch
die Behandlung glatter GefaRmuskelzellen mit den aufgetauten Uberstanden

untersucht.

3.2.4 Trypanblau-Zahlung

Mit Hilfe der Trypanblau-Zahlung ist es moglich, tote von lebenden Zellen unter dem
Lichtmikroskop zu unterscheiden und durch Zahlung mit der Neubauer-Kammer in
Relation zu setzen. Somit kann mit dieser Methode die Vitalitat einer Zellpopulation
ausgedruckt werden, z.B. nach Behandlung der Zellen mit apoptoseinduzierenden
Substanzen.

Grundlage der Trypanblau-Zahlung ist die Tatsache, dass tote Zellen die Integritat
ihrer Zellmembran verlieren und der Farbstoff in die Zelle eindringt, wahrend lebende
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Zellen in der Lage sind, diesen auszuschlieRen. Hierbei ist zu beachten, dass bei
dieser Methode nicht zwischen apoptotischen und nekrotischen Zellen unterschieden
werden kann, weshalb diese Methode bei noch unbekannter Wirkung eines Stimulus
auf die Zellen mit spezifischeren Methoden der Apoptosedetektion kombiniert werden
sollte. Ferner ist zu berucksichtigen, dass Zellen nur in einem spaten Stadium der
Apoptose anfarbbar werden, da die Zellmembranintegritat beim Vorgang der
Apoptose noch relativ lange erhalten bleibt.

Um die Trypanblau-Zahlung durchzufuhren, wurde zunachst das Kulturmedium aus
den T-25 jeweils in ein 50 ml-Rdhrchen dberfuhrt. Dies ist notwendig, um
abgestorbene Zellen, welche sich aus dem Zellverband am Boden des
Kulturflaschchens abldésen, bei der Zahlung der toten Zellen mitzuerfassen. Die
restichen Zellen wurden danach mit 25 ml Trypsin vom Boden des
Kulturflaschchens abgeldst und das Trypsin durch Zugabe von FCS im Verhaltnis 2:1
neutralisiert. Unter zweimaligem Nachspulen mit DMEM wurden die Zellen in den
gleichen Rohrchen aufgefangen und anschliefiend zentrifugiert (800 g fur 8 min).
Nach Resuspension der Zellen in 1 ml PBS (mit Ca®* und Mg?*) wurden 50 pl dieser
Zellsuspension entnommen und im Verhaltnis 1:1 mit Trypanblau vermischt. Um ein
Eindringen des Farbstoffes in die toten Zellen zu ermoglichen, wurde das Gemisch
bei Raumtemperatur fur zwei Minuten belassen. Danach war die Betrachtung und
Zahlung der Zellen mit Hilfe der Neubauer-Kammer unter dem Lichtmikroskop
moglich. Hierbei erscheinen die lebenden Zellen in weilllicher Farbe, wahrend sich
tote Zellen durch den aufgenommenen Farbstoff blau darstellen.

3.2.5 Bestimmung der MTT-Aktivitat

Ahnlich der Trypanblau-Zahlung ist die Bestimmung der Methylthiazoletetrazolium
(MTT)-Aktivitat eine Methode zur Messung der Zellvitalitat bzw. Zellproliferation. Bei
diesem Verfahren wird der zu untersuchenden Zellkultur das Tetrazoliumsalz als
zunachst gelb erscheinendes Substrat zugegeben. Lebende Zellen besitzen die
Eigenschaft, den Tetrazoliumring dieses Substrates mit Hilfe von Dehydrogenasen
zu spalten und es in ein dann blau erscheinendes Formazanprodukt umzuwandeln.
Da dieser Prozess nur in Abhangigkeit von Mitochondrien stattfindet, ist er auf
lebende Zellen beschrankt, so dass die Intensitat dieses Vorgangs ein Mal} fur die
Zellvitalitat darstellt. Folglich wird eine sich im Absterben befindliche Zellpopulation
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weniger Substrat umwandeln kdnnen als eine vitale und eine Zunahme der Zellzahl
wird sich entsprechend in einem Anstieg des Produktes auswirken. Das relative
Ausmall} der Umwandlung des Substrates und damit die Vitalitat der Zellkultur kann
hierbei quantitativ mit Hilfe eines Photometers bestimmt werden.

FUr eine solche Messung wurden die Zellen in 96-Well-Platten fur 48 h kultiviert und
anschlieBend fur 24 h stimuliert. Danach wurden die Platten zweimal mit PBS
gewaschen, bevor jewiels 100 yl MTT-Lésung pro Well zugegeben wurden. Die sich
anschlieBende Inkubation der Zellen erfolgte bei 37°C fur zwei Stunden. Danach
wurde die Substratlosung von den Zellen entfernt und jeweils 100 pl einer HCI-
Losung (0,04 M) in Isopropanol pro Well hinzugegeben, um die Zellen zu lysieren
und das entstandene Formazanprodukt in eine homogene und somit fur die
photometrische Messung ideale Losung zu bringen. Die Well-Platten wurden
nochmals fur 5 min bei Raumtemperatur belassen, um eine vollstandige Auflésung
kristallener Strukturen zu erreichen. AbschlieRend konnte die Absorption bei 570 nm
im SLT 400 ATX ELISA Reader gemessen werden.

3.2.6 Durchflusszytometrie

3.2.6.1 Grundlagen

Mittels der Durchflusszytometrie ist es moglich, einzelne Zellen in Suspension auf
Fluoreszenzeigenschaften hin zu untersuchen. Neben der Fluoreszenz koénnen
gleichzeitig die relative ZellgroRe und die Granularitat der Zellen bestimmt werden.
Hierbei sind Partikel bis zu einer Grofze von weniger als 0,5 um unterscheidbar.

Die theoretische Grundlage dieser Art der Messung basiert darauf, dass
fluoreszierende Verbindungen Lichtenergie eines weiten Wellenlangenbereichs
absorbieren. Dadurch werden von den Elektronen kurzfristig hdhere Energieniveaus
erreicht, so dass diese beim Rucksprung in den Ursprungszustand Licht abstrahlen.
Dabei ist die Wellenlange dieses emittierten Lichts langer als die des
Anregungslichtes, welches bei dem hier verwendetem Gerat (FACScan, Becton
Dickinson) durch einen luftgekuhlten Argon-lonenlaser (A=488nm) hervorgebracht
wird. Geeignete  Fluoreszenzfarbstoffe ~sind nun solche, welche ihr
Absorptionsmaximium nahe des Wellenlangenbereichs des Laserlichts erreichen. Die
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in dieser Arbeit verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe waren Fluorescein Isothiocyanat
(FITC) zur Immunfluoreszenz bzw. Propidiumiodid zur Zellzyklusanalyse bzw.
Bestimmung des sub-G1-peaks.

Um eine solche Messung durchzuflhren, ist es notig, die Zellen vor der Messung in
Suspension zu bringen und mit den entsprechenden Fluoreszenzfarbstoffen zu
behandeln. Die Zellen, die sich fur die Analyse in speziellen Probenrohrchen
befinden mussen, werden mittels Uberdruck Uber eine Stahlkapillare der Messzelle
des Gerats zugefuhrt. Dabei werden die Zellen durch die sie umgebende
Tragerflussigkeit beschleunigt. Auf diese Weise gelangen die einzelnen Zellen
perlschnurartig aneinandergereiht zum Analysenpunkt des Gerates. Hier werden die
Zellen durch den Laser erfasst und die emittierten Lichtsignale von speziellen
Detektoren empfangen. Dabei wird das Licht je nach GroRe und Granularitat der
gerade erfassten Zelle entsprechend gestreut, wobei das Vorwartsstreulicht (FSC)
ein relatives Mald der ZellgroRe, das im rechten Winkel seitwarts gestreute Licht
(SSC) eines der Granularitat der Zelle darstellt. Somit ist es mdoglich, neben der
Fluoreszenzintensitat weitere Parameter der Zellen zu analysieren. Uber eine
nachfolgende elektronische Schaltung werden die von den Detektoren empfangenen
Signale gemessen und danach die Daten auf einen angeschlossenen Rechner zur
Auswertung  Ubertragen, wobei die Streulichtimpulse linear und die
Fluoreszenzimpulse logarithmisch  nachverstarkt wurden. Wahrend die
Streulichtimpulse in einer korrelierten Zweiparameterdarstellung als Punkteplot
angezeigt wurden, diente fur die Beschreibung der Fluoreszenzimpulse die
Einparameterdarstellung als Histogramm. Des Weiteren konnte bei der Analyse der
Daten ein Filter (sog. ,Gate®) gesetzt werden, der nur Ereignisse aus einem
bestimmten Bereich der Messung zur Auswertung zulaft. Auf diese Weise gelingt es,
unerwunschte Ereignisse, wie z.B. an ihrer UbermaRigen Grole erkennbare

Zellverklumpungen, von der Auswertung auszuschlie3en.

3.2.6.2 Annexin-V-Farbung

Eine Methode der Durchflusszytometrie, um Zellen auf Vorgange der Apoptose hin
zu untersuchen, ist die Annexin-V-Farbung. Hierbei wird das an der Zelloberflache
von apoptotischen Zellen exponierte Phosphatidylserin durch FITC-konjugiertes
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Annexin-V  markiert. Je  hoher demnach die bei einer solchen
durchflusszytometrischen = Messung ermittelte  Fluoreszenzinstensitat einer
Zellpopulation ist, desto groRer ist auch der Anteil an apoptotischen Zellen. Um
nekrotische Zellen von der Messung auszuschlieBen, wird gleichzeitig eine
Gegenfarbung mit PI vollzogen. Wahrend sich nekrotische Zellen sowohl durch Pl als
auch durch Annexin-V farben lassen, sind apoptotische Zellen Annexin-V-positv und
gleichzeitig Pl-negativ.

Zur Durchfuhrung dieser Methode wurden die in T-25 fur 48 h kultivierten und fur
24 h stimulierten Zellen samt Uberstand mittels Trypsinierung in 50 ml-Réhrchen
Uberfuhrt und zentrifugiert (800 g fur 8 min). Die Zellen wurden anschlie3end in
100 pl PBS (mit Ca®" und Mg*") resuspendiert und mit 100 pl Annexin-V-Lésung
vermischt, wodurch eine Verdunnung des Annexins von 1:400 erreicht wurde. Nach
Inkubation der Zellen bei Raumtemperatur fur 20 min, wurden diese mit 1 ml PBS
gewaschen, abzentrifugiert und nach Resuspension der Zellen in 200 pl PBS (mit
Ca? und Mg* und 1% FCS) in entsprechende Probenrdhrchen iiberfiihrt und mit
5 ul PI-L6sung gefarbt. Die sich anschlieRende Messung mit dem FACScan wurde -
wie auch die vorherigen Arbeitsschritte — ohne direkte Beleuchtung der Proben
durchgefuhrt, um eine Abnahme der Fluoreszenzintensitdt zu vermeiden. Die

Auswertung der Daten erfolgte wieder mit Hilfe des Rechners.

3.2.6.3 Zellzyklusanalyse und sub-G171-peak-Bestimmung

Mit Hilfe dieser Methode ist es moglich, eine Zellsuspension im Hinblick auf ihren
Zellzyklus bzw. auf Apoptose zu untersuchen. Die theoretische Grundlage bildet die
Tatsache, dass das fluoreszierende Propidiumiodid (PI) bei der Inkubation mit den zu
untersuchenden Zellen eine DNS-Bindung eingeht. Da nun der Gehalt an DNS pro
Zelle vom Zellzyklus derselben abhangt, ist auch die Bindung von Pl und damit die
Fluoreszenzintensitat, welche mit dem FACScan bestimmt wird, durch den Zyklus
der Zelle bedingt. So findet man bei Zellen, welche sich in der S- oder G2-/M- Phase
des Zellzyklus befinden eine hdhere durch Pl vermittelte Fluoreszenzintensitat als bei
Zellen der GO0-/G1- Phase. Infolgedessen stellt sich eine normal wachsende
Zellpopulation mit einem typischen Zellzyklusprofil dar.

Es ist leicht verstandlich, dass sich eine Zunahme des Anteils proliferierender Zellen
durch einen Shift der Zellpopulation von der G0-/G1- Phase hin zur S- und G2-/M-
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Phase in einer solchen Darstellung zeigen ladt, was die Bedeutung dieser Methode
im Rahmen der Untersuchung von Zellproliferation unterstreicht.

Aber nicht nur Vorgange der Proliferation, sondern auch die der Apoptose lassen
sich mittels dieser Methode quantitativ erfassen. So hat sich gezeigt, dass bei der
Untersuchung einer Zellpopulation, welche einen hohen Anteil an apoptotischen
Zellen hat, sich die typische Verteilung einer normal wachsenden Zellpopulation
dergestalt andert, dass eine weitere Spitze sichtbar wird, welche als sub-G171-Peak
bezeichnet wird, und den Anteil der apoptotischen Zellen darstellt, deren DNS durch
Caspase-aktivierte Endonukleasen abgebaut wurde. Hierbei ist zu beachten, dass
eine Degradierung der DNS typischerweise in spaten Phasen der Apoptose auftritt.
Durch die Analyse der Zunahme dieses Bereichs kann so auf die Zunahme des
Anteils an apoptotischen Zellen geschlossen werden.

Zur Durchfuhrung einer solchen durchflusszytometrischen Bestimmung wurden die
Zellen in T-25 fur 48 h kultiviert und fur 24 h stimuliert. Danach wurden die Zellen
samt Uberstand durch Trypsinierung in 50 ml-Réhrchen uberfiihrt und nach
Zentrifugation (800 g fiir 8 min) in 500 pl PBS (mit Ca** und Mg?*) resuspendiert. Um
die Zellen zu fixieren, wurde jeder Suspension 5 ml eiskaltes Methanol
tropfchenweise unter Schatteln zugefuhrt und diese Mischung anschliellend fur
30 min bei 4°C inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation der Suspensionen (1000 g fur
5 min) wurden diese zweimal hintereinander mit PBS gewaschen und abzentrifugiert,
um das Methanol in den Rohrchen zu entfernen. Im Anschluss an die zweite
Zentrifugation wurden die Zellen in je 200 pl Pl-Losung resuspendiert, in die
entsprechenden Probenrohrchen Uberfuhrt und fur eine Stunde bei 37°C in
Dunkelheit inkubiert. Hinterher konnte die Messung am FACScan durchgefuhrt
werden und die Auswertung mit entsprechender Software (CellQuest, Becton
Dickinson) am Rechner erfolgen.

3.2.6.4 Beispiel einer sub-G1-peak-Bestimmung an Hand der Apoptose-
induktion durch Serumentzug und Lovastatin

Als Beispiel fur eine sub-G71-peak-Bestimmung wird hier die Apoptoseinduktion

glatter Gefallmuskelzellen der Ratte durch abrupten Serumentzug sowie durch

Lovastatin dargestellt. Hierfur wurden die Zellen fur 48 h kultiviert und fur 24 h

stimuliert, zum einen durch Vollzug eines abrupten Serumentzuges, wobei das
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serumhaltige Medium nach zweimaligen Waschen mit PBS durch ein serumfreies
Medium ersetzt wurde, zum anderen durch Lovastatin (40 puM). Ferner wurden beide
Apoptosestimuli in Kombination zeitgleich angewandt.

Nach durchflusszytometrischer Untersuchung konnte dabei im Vergleich zur Wirkung
der einzelnen Stimuli - fur Lovastatin ein Anteil apoptotischer Zellen im sub-G1-peak
von 4,9% an der Gesamtpopulation, fur Wachstumsfaktorenentzug ein Anteil von
4,4% - fur die simultane Apoptoseinduktion ein synergistischer Effekt bezuglich der
Wirkung festgestellt werden, wobei sich der Anteil der Zellen im sub-G7-peak auf
19,8% erhohte (s.Abb. 1).

0,2% KON 4,4% SE
=
©
N
S
4,9% LOV 19,8% SE
LOV
DNS-Gehalt

Abb. 1. Beispiel einer sub-G71-peak-Messung an Hand der Apoptoseinduktion
durch zwei unterschiedliche Stimuli. Sub-G71-peak-Messungen  als
Histogrammplot fur die Kontrolle (KON) und die einzelnen Apoptosestimuli
,Wachstumsfaktorenentzug® (SE) und Lovastatin 40 yM (LOV) sowie die zeitgleiche
Anwendung beider Stimuli (SE LOV) mit synergistischem Effekt.

3.2.7 Western Blot

Fur den direkten Nachweis von Proteinen wurde in dieser Arbeit der Western Blot
benutzt. Dabei wurde versucht, das von den glatten GefaRmuskelzellen in hoher
Zelldichte gebildete FGF-2 sowohl in Proteinextrakten der Zellen als auch im
konditionierten Medium — mit und ohne vorheriger Immunprazipitation — bzw. in den

Immunprazipitaten selbst nachzuweisen.
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Fur die Gewinnung der Proteinextrakte wurden die Zellen in Petrischalen sowohl in
normaler Zelldichte als auch in hoher Zelldichte fur 48 h kultiviert. Die Zellen wurden
dann trypsiniert und zentrifugiert (300 g fur 5 min). Nach Inkubation der Zellen mit
Zellextraktionspuffer [0,5% Triton X-100, 25 mM HEPES (pH 7,6), 300 mM NacCl,
10% Glycerol, 0,2 mM EDTA, 1,5 mM MgCl,, 20 mM B-Glycerophosphat, 10 mM p-
Nitrophenylphosphat, 0,3 mM Sodium Orthovanadat, 10 mM Benzamidin, 2 mM DTT,
20 pg/ml Aprotinin, 2,5 pyg/ml Leupeptin, 1,7 ug/ml Pepstatin] fir 30 min auf Eis
wurde die Suspension erneut bei 14000 g fur 10 min zentrifugiert, um DNS- sowie
Membranreste zu entfernen. Anschlielend konnte der Gesamtproteingehalt mit dem
Bio-Radpc Protein Assay Kit bestimmt werden. Zum Auftrennen der Proteine nach
ihrem Molekulargewicht mittels Gelelektrophorese wurde 30 pg Protein auf ein 10 %
SDS-Polyacrylamidgel aufgetragen. Nach der Auftrennung wurden diese mittels
Elektroblotting auf eine Nitrozellulosemembran transferiert. Die Membranen wurden
anschlieRend fir 2 h bei Raumtemperatur in TBS-Milch blockiert. Uber Nacht erfolgte
die Inkubation mit dem entsprechenden Primarantikorper (rabbit-anti-FGF-2) in einer
Verdunnung von 1:1000. Nach dreimaligem Waschen der Membran mit TBS-Tween
wurde diese mit dem horseradish peroxidase-markierten Sekundarantikorper in einer
Verdinnung von 1:2000 fur 45 min inkubiert. Wiederum wurde die Membran dreimal
mit TBS-Tween gewaschen und mit Chemiluminescence Luminol Reagent fur 2 min
inkubiert. Nach Exposition, Entwicklung und Fixierung kamen entsprechende
Proteinbanden zur Darstellung.

Mit dem konditionierten Medium, den Immunprazipitaten sowie dem verdunnten
rekombinanten humanen FGF-2, welches als Kontrolle diente, wurde entsprechend

verfahren.
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4 Ergebnisse

4.1 Apoptoseinduktion bei glatten GefaBmuskelzellen

4.1.1 Wirkung von Lovastatin auf proliferierende glatte GefaBmuskelzellen
Dass Lovastatin Apoptose in proliferierenden glatten Gefalimuskelzellen zu
induzieren vermag, ist bekannt. Im Rahmen der hier durchgefuhrten Annexin-V-
Farbung ergibt sich fur glatte Gefallmuskelzellen der Ratte, welche in normaler
Dichte (1x10* Zellen/cm?) ausgesat und nach 48 h Inkubation in 10% FCS-haltigem
Kulturmedium mit Lovastatin stimuliert wurden, eine Dosis- und Zeitabhangigkeit,
welche unter Abb. 2 dargestellt ist.
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Abb. 2. Dosis- und Zeitabhangigkeit bei der Apoptoseinduktion durch
Lovastatin bei proliferierenden glatten GefaBmuskelzellen. Bestimmung der
Annexin-V-positiven/Pl-negativen Zellen nach 6 bzw. 24 h Stimulation mit Lovastatin
(Lov) 10 oder 20 pM.
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4.1.2 Wirkung von Lovastatin auf nicht proliferierende glatte GefaBmuskel-
zellen

Da die apoptoseinduzierende Wirkung von Lovastatin bisher nur bei proliferierenden
glatten Gefallmuskelzellen untersucht wurde, sollte nun dessen Effekt auf nicht
proliferierende Zellen getestet und mit der Wirkung auf proliferierende Zellen
verglichen werden. Um in der Zelkultur nicht proliferierende Zellen zu erhalten,
wurden glatte Gefallmuskelzellen der Ratte mit einer Zelldichte von 1x10* Zellen/cm?
ausgesat, fur 48 h inkubiert und anschlieBend der FCS-Anteil des Kulturmediums
nach zweimaligem Waschen mit PBS auf 0,1% reduziert. Nach weiteren 24 h
Inkubation wurde auf dieselbe Weise der Serumanteil des Mediums auf 0% verringert
und die Zellen fur weitere 24 h inkubiert, bevor sie mit Lovastatin (5, 10, 20, 40 yM)
fur 24 h stimuliert wurden. Die Zellen wurden dann einer MTT-Aktivitatsbestimmung
unterzogen. Zum Vergleich wurde ebenso eine Messreihe mit in 10% FCS-haltigem
Kulturmedium behandelten Zellen durchgefihrt. In den mit serumhaltigen Medium
behandelten Zellen ergab sich entsprechend der ansteigenden Konzentrationen von
Lovastatin eine bestandige Abnahme der MTT-Aktivitat. Bei der maximalen
Konzentration von 40 yM ergab sich im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle eine
Reduktion der MTT-Aktivitat von 47,5+4,8% (n=4) (s. AbDb.3). Zellen, welche in
serumfreiem Medium mit Lovastatin behandelt wurden, waren jedoch deutlich
resistenter bezuglich des Apoptosestimulus. Hier zeigte sich lediglich bei der
Behandlung mit der hochsten Dosis des Statins (40 uyM) eine Abnahme der MTT-
Aktivitat um 21,3£19,3% (n=4) (s. Abb. 3).
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Abb. 3. Effekt von Lovastatin unter serumhaltigen (10% FCS) und unter
serumfreien (0% FCS) Bedingungen auf glatte GefaBmuskelzellen. Bestimmung
der MTT-Aktivitat der mit Lovastatin in verschiedenen Dosen fur 24 h stimulierten
Zellen in Prozent im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (n=4).



Auch im Rahmen einer durchgefuhrten sub-G7-peak-Messung der so behandelten
Zellen zeigte sich ein entsprechender Effekt. Hierbei nahm der Anteil der Zellen im
sub-G1-peak unter serumhaltigen Bedingungen zu von 0,2% in der unbehandelten
Kontrolle auf 4,9% in den mit Lovastatin (40 uM) behandelten Zellen (s. Abb. 4).
Unter serumfreien Bedingungen kam es zu einer deutlich geringeren Zunahme des
Anteils der Zellen im sub-G1-peak von 0,2% in der Kontrolle auf nur 0,6% in den mit
Lovastatin (40 uM) stimulierten Zellen.
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Abb. 4. Verminderte Potenz des Apoptosestimulus Lovastatin bei nicht
proliferierenden glatten GefaBmuskelzellen. Sub-G7-peak-Messung als
Histogrammplots fur die Kontrolle (KON) und die fur 24 h mit Lovastatin 40 uM (LOV)

behandelten Zellen unter serumhaltigen (10% FCS) und serumfreien (0% FCS)
Bedingungen.
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4.2 Zelldichte als Faktor der Apoptosesensitivitat

4.2.1 Wirkung von serumhaltigem konditioniertem Medium auf glatte GefaR-
muskelzellen bei der Apoptoseinduktion

Glatte GefalRmuskelzellen zeigen eine dichteabhangige Apoptoseempfindlichkeit. Je
hoher die Zelldichte dieser Zellen ist, um so geringer ist die Apoptoseempfindlichkeit
der Zellen (15). Ob es sich hierbei um einen von den Zellen selbst gebildeten Faktor
handelt, der — wie bei Endothelzellen gezeigt (31) — im Extrazellularraum
nachweisbar ist, sollte durch folgende Versuchsreihe eruiert werden: Es wurden
glatte GefaRmuskelzellen der Ratte in normaler Dichte (1x10* Zellen/cm?) ausgesat
und fur 48 h inkubiert. Das Kulturmedium wurde entfernt und nach zweimaligem
Waschen mit PBS wurde serumhaltiges konditioniertes Medium hinzugegeben. Die
Zellen wurden anschliefend mit PDTC (100 uM) oder Lovastatin (40 pM) fur 24 h
stimuliert. Es erfolgte die Farbung der Zellen mit Pl und die Bestimmung des sub-G17-
peaks mittels Durchflusszytometrie. Zum Vergleich wurden unstimulierte und
stimulierte Zellen herangezogen, welche mit konventionellem serumhaltigem Medium
behandelt wurden (s. Abb. 5).
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Abb. 5. Einfluss von serumhaltigem konditioniertem Kulturmedium auf die
Apoptosestimulation. Sub-G7-peak-Bestimmung glatter Gefallmuskelzellen,
welche in konditioniertem serumhaltigem Medium (Cond.) mit PDTC 100 uM bzw.
Lovastatin 40 uM (Lov) fur 24 h stimuliert wurden. Als Kontrolle dienten Zellen,
welche in konventionellem serumhaltigem Medium nicht stimuliert wurden (KON)
bzw. in gleicher Weise stimuliert wurden.
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4.2.2 Wirkung von serumfrei konditioniertem Medium auf glatte GefaBmuskel-
zellen

Um die Wirkung von serumfrei konditioniertem Medium auf glatte Gefalmuskelzellen
der Ratte zu untersuchen, wurden diese in T-25 in normaler Dichte (1x10*
Zellen/cm?) ausgesat und fiir 48 h inkubiert. Damit eventuelle Wirkungen des
konditionierten Mediums auf das Proliferationsverhalten der Zellen moglichst genau
untersucht werden konnten, sollten die Zellen aus der Proliferations- in die
Ruhephase uUberfuhrt werden. Dies wurde erreicht, indem den Zellen nach 48 h
Inkubation der FCS-Anteil des Kulturmediums nach zweimaligem Waschen mit PBS
auf 0,1% reduziert wurde und nach weiteren 24 h Inkubation auf dieselbe Weise der
Serumanteil des Mediums auf 0% verringert wurde. Diesen nicht proliferierenden
Zellen wurde dann nach weiteren 24 h Inkubation sowie zweimaligem Waschvorgang
mit PBS das serumfreie konditionierte Medium zur Kultur gegeben. Die Wirkung
dieses Mediums auf die glatten Gefalmuskelzellen wurde nach 24 h Inkubation mit
Hilfe der Zellzahlbestimmung unter dem Lichtmikroskop und der Zellzyklusanalyse
mittels Durchflusszytometrie untersucht. Zur Kontrolle dienten jeweils Zellen, die mit
serumfreien nicht konditioniertem Medium behandelt wurden, und als positive
Proliferationskontrolle solche, die mit normalen 10% FCS-haltigen Kulturmedium
behandelt wurden. Hierbei lieR sich bei der Zahlung der Zellzahl ein Anstieg auf 125+
10% (n=7, SEM) (serumfrei konditioniertes Medium) im Vergleich zur nicht
stimulierten Kontrolle (normales serumfreies Medium) zeigen (100£10%; n=7, SEM).
Bei der Stimulation mit 10% FCS-haltigen Kulturmedium kam es zu einer Erh6hung
der Zellzahl auf 134+4 % (n=7, SEM) (s. Abb. 6).
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Abb. 6. Wirkung von serumfrei konditioniertem Medium auf die Zellzahl von
primar nicht proliferierenden glatten GefaBmuskelzellen. Darstellung der mit
serumfreiem konditioniertem Medium fur 24 h behandelten Zellen (Cond.) im
Vergleich zu der mit normalem Medium behandelten Kontrolle (KON) und der mit
10% FCS im Kulturmedium behandelten Zellen (10% FCS).

Auch bei der Zellzyklusmessung konnte dieser Effekt der Proliferationsinduktion
durch serumfrei konditioniertes Medium auf die glatten GefalRmuskelzellen
nachgewiesen werden, wobei sich hier ein deutlicher Ubergang der Zellpopulation
von der GO-/G1-Phase des Zellzyklus hin zur S- bzw. G2-/M-Phase im Vergleich zur
Kontrolle zeigte (s. Abb. 7). So befanden sich in der Kontrolle 84,9+1,6% der
Zellpopulation in der GO0-/G1-Phase gegenuber 81,9+0,8% bei den mit serumfrei
konditionierten Medium behandelten Zellen (n=3). Bei den Zellen in der S-Phase
nahm der Anteil von 3,8+0,3% (Kontrolle) auf 5,3+1,9% zu (serumfrei konditioniertes
Medium). Auch in der G2-/M-Phase nahm der Anteil der Zellen von 10,1+0,3%
(Kontrolle) auf 12,3+2,1% zu (serumfrei konditioniertes Medium). Dabei konnte ein
signifikanter Unterschied ermittelt werden zwischen der Kontrolle mit 13,9+0,5%
(n=3) und den mit konditionierten Medium behandelten Zellen mit 17,6+1% bezuglich
des Anteils der Zellen, welche sich insgesamt in der Proliferationsphase befinden (S-
und G2/M-Phase; p<0,005, ungepaarter T-Test).
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Abb. 7. Wirkung von serumfrei konditioniertem Medium auf den Zellzyklus.
Darstellung von durchflusszytometrischen Zellzyklusbestimmungen mittels PI-
Farbung (n=3). Im Vergleich zur Kontrolle (schwarz) zeigt sich in den mit serumfrei
konditioniertem Medium behandelten Zellen (grau) ein deutlicher Shift von der GO-
/G1-Phase hin zur S- bzw. G2/M-Phase als Ausdruck des vermehrten
Proliferationsverhaltens dieser Zellen (* p<0,005, ungepaarter T-Test).
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4.2.3 Wirkung von serumfrei konditioniertem Medium bei der Apoptose-
induktion durch PDTC

Um neben dem gezeigten proliferationsinduzierenden Effekt des serumfrei
konditionierten Mediums auch einen eventuell vorhandenen antiapoptotischen - wie
fur serumhaltiges Medium bereits bestatigt - nachzuweisen, dienten die
nachfolgenden Experimente. Dabei wurde als Apoptosestimulus PDTC in
Kombination mit Kupfer- oder Zinkionen ausgewahlt, da dessen Wirkung im
serumfreien Medium - gerade bei glatten GefalBmuskelzellen - schon genau
untersucht worden ist (15) und so bekannte wirksame Konzentrationen fur die
Versuche gewahlt werden konnten. Entsprechend der Dosis-Wirkungs-Verhaltnisse
bei glatten GefalRmuskelzellen und der Apoptosestimulation durch PDTC in
serumfreiem Medium in Kombination mit Kupfer- und Zinkionen wurden fur PDTC 10
UM, far die Kupferionen 100 nM und flur die Zinkionen 200 nM als Konzentrationen

verwendet.

4.2.3.1 Wirkung von PDTC in serumfreiem Medium

Zunachst sollte in Vorversuchen die Wirkung von PDTC unter spezifischen
serumfreien  Bedingungen im Rahmen von Zellzahlbestimmungen  mit
Trypanblaufarbung nachvollzogen werden, bevor es fur die Experimente mit
serumfrei konditioniertem Medium verwendet wurde. Dazu wurden glatte
GefalRmuskelzellen der Ratte in normlar Zelldichte (1x10* Zellen/cm?) ausgesét und
nach 48 h Inkubation ein Mediumwechsel auf 0,1% FCS-haltiges Kulturmedium
durchgefuhrt. Nach weiteren 24 h Inkubation wurden die Zellen dann mit PDTC (10
pMM), Kupfer (100 nM) oder Zink (200 nM) in serumfreien Medium fur 24 h stimuliert
und der Effekt durch Zellzahlbestimmung und Trypanblaufarbung verifiziert. Hierbei
bewirkte die Kombination von PDTC mit Kupfer eine Reduktion der Zellzahl auf
56,1+£7,3% im Vergleich zur Kontrolle (n=5) bzw. einen Anstieg der Trypanblau-
positiven Zellen von 3,4+0,5% in der Kontrolle auf 9,2+4,1% (s. Abb. 8). Weniger
effektiv war die Kombination von PDTC mit Zink, bei der sich die Zellzahl auf
89,949,2% im Vergleich zur Kontrolle reduzierte und sich die Trypanblau-positiven
Zellen von 3,410,5% (Kontrolle) auf lediglich 4,2+0,9% erhohte. Bei der Kombination
von PDTC mit Kupfer und Zink zeigte sich bei der Zellzahl eine nahezu gleiche
Reduktion wie bei der vorherigen PDTC-Kupfer-Kombination auf 54,4+15,4% im

Vergleich zur Kontrolle. Jedoch fiel im Vergleich dazu die Rate Trypanblau-positiver
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Zellen hoher aus, welche sich hier auf 15,3+8% erhohten. PDTC, Kupfer oder Zink
allein hatten unter diesen serumfreien Versuchsbedingungen keinen Einfluy auf
Zellzahl bzw. Zelltod (nicht abgebildet).
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Abb. 8. Effekt von PDTC 10 uM (P10) in Kombination mit Kupfer 100 nM (Cu100)
und Zink 200 nM (Zn200) fur 24 h auf die Zellzahl (A) sowie auf die Anzahl
Trypanblau-positiver glatter GefaBmuskelzellen (B) in serumfreiem Medium.
Darstellung der Zellzahl jeweils im Vergleich zur Kontrolle (KON) in Prozent bzw. des
Anteils der Trypanblau-positiven Zellen an der Gesamtzellzahl in Prozent.
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4.2.3.2 Untersuchung von serumfrei konditioniertem Medium bei der Induktion
von Apoptose durch PDTC

Im Weiteren sollte nun untersucht werden, ob sich neben dem gezeigten
proliferationsinduzierdenden Effekt des serumfrei konditionierten Mediums auch eine
antiapoptotische Wirkung feststellen Iat. Hierbei wurde bei Vorversuchen geklart,
dass PDTC ohne Kupfer und Zink oder die Metallionen fur sich bei der Anwendung
von serumfrei konditioniertem Medium keinen Einflul auf Zellzahl oder Zelltod hat
(nicht abgebildet). Fur die Versuche wurden glatte GefaRmuskelzellen der Ratte in
normaler Zelldichte (1x10* Zellen/cm?) ausgesat und fir 48 h inkubiert. Danach
wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen, bevor diese fur weitere 24 h in nun
0,1% FCS-haltigen Kulturmedium inkubiert wurden. AnschlieBend erfolgte die
Stimulation der Zellen mit PDTC (10 pyM) mit oder ohne Kupfer- (100 nM) bzw.
Zinkionen (200 nM) fur 24 h in serumfrei konditioniertem Medium bzw. zur Kontrolle
in normalem serumfreien Medium (s. Abb. 9 bis 11). Dabei konnte bei der
nachfolgenden Bestimmung der Zellzahl bzw. Trypanblau-Farbung fur keine der
Kombinationen von Kupfer oder Zink mit PDTC eine protektive Wirkung bezuglich der
Apoptoseinduktion von serumfrei konditioniertem Medium nachgewiesen werden. Fur
die Kombination PDTC mit Zink lieR sich eine Verringerung der Zahl lebender Zellen
bei serumfrei konditioniertem Medium nachweisen (s. Abb. 10). Dieses Ergebnis
wurde durch die Bestimmung der Trypanblau-positiven Zellen bestatigt. So kann
angenommen werden, dass das serumfrei konditionierte Medium in dieser
Konstellation einen eher proapoptotischen Effekt zeigt. Ein ahnliches Bild zeigte sich
auch bei der Stimulation der Zellen durch die Kombination PDTC mit Kupfer und Zink
(s. Abb. 11). Kein Effekt zeigte sich bei der Kombination von PDTC mit Kupferionen
(s. Abb. 9). Hier nahm die Zellzahl im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle nicht ab.
Auch die Zahl Trypanblau-positiver Zellen blieb unverandert.
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Abb. 9. Effekt von serumfrei konditioniertem Medium (Cond.) bei der
Apoptosestimulation durch PDTC 10 yM (P10) in Kombination mit Kupfer 100
nM (Cu100) fiir 24 h. Darstellung der Zellzahl (A) im Vergleich zur Kontrolle (KON) in
Prozent bzw. des Anteils Trypanblau-positiver Zellen an der Gesamtzellzahl in

Prozent (B).
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Abb. 10. Effekt von serumfrei konditioniertem Medium (Cond.) bei der
Apoptosestimulation durch PDTC 10 uM (P10) in Kombination mit Zink 200 nM
(Zn200) fur 24 h. Darstellung der Zellzahl (A) im Vergleich zur Kontrolle (KON) in
Prozent bzw. des Anteils Trypanblau-positiver Zellen an der Gesamtzellzahl in
Prozent (B).
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Abb. 11. Effekt von serumfrei konditioniertem Medium (Cond.) bei der
Apoptosestimulation durch PDTC 10 yM (P10) in Kombination mit Kupfer 100
nM (Cu100) und Zink 200 nM (Zn200) fiir 24 h. Darstellung der Zellzahl (A) im
Vergleich zur Kontrolle (KON) in Prozent bzw. des Anteils Trypanblau-positiver Zellen
an der Gesamtzellzahl in Prozent (B).



4.2.3.3 Wirkung des serumfrei konditionierten Mediums mit Zusatz von

Albumin als Tragerprotein
Da sich fur serumfrei konditioniertes Medium also zunachst kein antiapoptotischer
Effekt nachweisen liel} - ganz im Gegensatz zu serumhaltigem Medium -, sollte nun
untersucht werden, ob serumfrei konditioniertes Medium unter Zusatz von 1%
Albumin einen antiapoptotischen Effekt entwickelt. Dadurch sollte erreicht werden,
dass der Zellkultur unter serumfreien Bedingungen durch die Zugabe von Albumin
ein Transportprotein zur Verfugung steht, das einen von den Zellen produzierten
antiapoptotischen Faktor in den Extrazellularraum und damit in das konditionierte
Medium uberfuhren konnte. Somit lieRe sich auch erklaren, dass serumhaltiges - und
damit proteinreiches - konditioniertes Medium einen antiapoptotischen Effekt zeigt
und serumfreies Medium nicht.
Fur diesen Zweck wurde dem serumfreien Medium vor Konditionierung 1% Albumin
zugefugt, bevor es wie Ublich nach 48 h Inkubation gewonnen wurde. Bei
Voruntersuchungen wurde dabei zunachst festgestellt, da® Albumin selbst sowohl
bei glatten GefalRmuskelzellen der Ratte als auch bei humanen Zellen keinen Einflu
auf die Zellvitalitat hat, weder in normalen noch in serumfreien Medium, und somit fur
die Untersuchung von Apoptose in der Zellkultur verwendet werden kann.
Auch fur diese Untersuchung sollten glatte Gefallmuskelzellen der Ratte zur
Apoptoseinduktion mit PDTC in Kombination mit Kupfer- oder Zinkionen stimuliert
werden. Wahrend der Behandlung der Zellen liel3 sich jedoch mit Hilfe des
Lichtmikroskops feststellen, dass diese im Gegensatz zu den vorherigen
Untersuchungen bei der Stimulation mit PDTC in Kombination mit Kupfer- oder
Zinkionen unter dem zusatzlichen Einfluly von Albumin fast vollstandig abstarben.
Somit lie® sich auch unter diesen Bedingungen kein antiapoptotischer Effekt des

serumfrei konditionierten Mediums zeigen.
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4.2.4 Wirkung von serumfrei konditioniertem Medium bei der Apoptose-
induktion durch Lovastatin
Da also bei der Apoptoseinduktion durch PDTC kein antiapoptotischer Effekt des
serumfrei konditionierten Mediums nachgewiesen werden konnte, sollte im weiteren
Verlauf noch eine andere Substanz zur Apoptoseinduktion verwendet werden, um
auszuschlieen, dass der beobachtete proapoptotische Effekt bei der Verwendung
von serumfrei konditionierten Medium (mit 1% Albumin-Anteil) PDTC-spezifisch ist.
Deshalb wurde nun Lovastatin in einer Konzenzration von 20 pM zur
Apoptoseinduktion verwendet.
Es wurden humane glatte GefaRmuskelzellen in normaler Dichte (0,4 x 10* Zellen/
cm?) ausgesét, fiir 48 h inkubiert, mit Lovastatin (20 uM) fiir 24 h stimuliert und
danach mittels Bestimmung der Zellzahl und Trypanblau-Farbung untersucht. Dabei
wurde der Unterschied zwischen normalem serumfreien Medium und serumfrei
konditioniertem Medium (mit Zusatz von 1% Albumin) bei der Apoptoseinduktion
durch Lovastatin ermittelt. Als Kontrolle dienten Zellen, welche nur mit serumfreiem
Medium ohne Apoptosestimulus behandelt wurden. Hierbei stellte sich heraus, dass
sich durch Behandlung mit serumfrei konditionietem Medium eine Lovastatin-
vermittelte Abnahme der Zellzahl verhindern lie3 (s. Abb. 12). So lag die Zellzahl bei
den Zellen, welche ohne konditioniertes serumfreies Medium stimuliert wurden, bei
53,615,7% und diejenige der mit serumfrei konditioniertem Medium stimulierten
Zellen bei 106,216,6% im Vergleich zur Kontrolle (n=3). Auch der Anstieg an
Trypanblau-positiven Zellen konnte durch Behandlung mit serumfrei konditioniertem
Medium verhindert werden. Hier lag der Anteil der Trypanblau-positiven Zellen bei
den mit normalem serumfreien Medium stimulierten Zellen bei 9,8+2,3% im Vergleich
zu 3,0+1,5% bei den mit serumfrei konidtionierten Medium behandelten Zellen (n=3)
(s. Abb. 12).
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Abb. 12. Effekt von serumfrei konditioniertem Medium bei der
Apoptosestimulation mit Lovastatin (20 pM) bei humanen glatten
GefaBmuskelzellen. Bestimmung von Zellzahl (A) und Trypanblau-positiven Zellen
(B) nach Apoptosestimulation mit Lovastatin (20 pM) fur 24 h bei normalem
serumfreiem Medium (LOV) und bei konditionietem serumfreiem Medium
(LOVcond.), jeweils mit einem Anteil von 1% Albumin (n=3).
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4.2.5 FGF-2 als Faktor der Apoptoseprotektion in serumfrei konditioniertem
Medium

4.2.5.1 Nachweis der Aktivitat von FGF-2 mittels Inmunprazipitation

Um einen eventuell fur den protektiven Effekt des konditionierten serumfreien
Mediums verantwortlichen Faktor zu finden, wurde das serumfrei konditionierte
Medium mit Hilfe der Immunprazipitation untersucht. Fur die Versuchsreihe wurden
humane glatte GefaRmuskelzellen in normaler Dichte (0,4 x 10* Zellen/cm?) ausgesat
und nach 48 h Inkubation mit Lovastatin (20 pM) stimuliert, wobei nun
immunprazipitiertes serumfrei konditioniertes Medium (mit 1% Albuminanteil)
verwendet wurde. Dabei wurden die Zellen mittels Annexin-V-Farbung
durchflusszytometrisch untersucht. In Zellen, welche nur mit serumfrei
konditioniertem Medium stimuliert wurden, lag der Anteil Annexin-V-positiver/PI-
negativer Zellen bei 5,5+0,6% (Abb. 13). Im mit mouse-IgG 1-Kontroll-Antikdrpern
immunprazipitierten konditionierten Medium stieg nach Lovastatin-Behandlung der
Anteil Annexin-V-positiver/Pl-negativer Zellen auf nur 6,9+1,8% an. Bei Behandlung
von konditioniertem Medium mit FGF-2-Antikdrpern und anschlielender Stimulation
der Zellen mit Lovastatin in diesem Medium stieg der Anteil Annexin-V-positiver/PI-
negativer Zellen auf 16,3%£2,0%. Somit kann gefolgert werden, dass fur den
antiapoptotischen Effekt des serumfrei konditionierten Mediums FGF-2

mitverantwortlich ist.
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Abb. 13. Einfluss der FGF-2-Immunprazipitation auf das antiapoptotische
Verhalten von serumfrei konditioniertem Medium im Rahmen der
Apoptosteinduktion mit Lovastatin (20uM) bei humanen glatten
GefaBmuskelzellen. Anzahl der Annexin-V-positivien/Pl-negativen Zellen nach
Apoptosestimulation mit serumfrei konditionietem Medium, das mit Anti-FGF-2-
Antikorper (A: dicke schwarze Linie, B: FGF2) immunprazipitiert wurde, im Vergleich
zu mit mouse-IgG 1-Antikorper (A: dunne schwarze Linie, B: I9G) immunprazipitierten
Medium in Prozent. Abbildung als Histogrammplot (A) und als Balkendiagramm (n=3)
(B), jeweils im Vergleich zur Kontrolle (A: graue Flache, B: KON).

Mouse-IgG1-Antikorper, FGF-2-Antikorper und die zur Immunprazipitation
verwendeten Agarose beads allein hatten jeweils keinen Effekt auf die Zellvitalitat, so
dass der beobachtete Effekt eindeutig durch eine neutralisierende Wirkung des
immunprazipitierten FGF-2 zustande kam. Die antiapoptotische Potenz von serumfrei
konditioniertem Medium konnte durch Immunprazipitation mit FGF-2-Antikdrpern
aufgehoben werden und damit eine antiapoptotische Aktivitat von FGF-2 im
serumfrei konditionierten Medium gezeigt werden.
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4.2.5.2 Nachweis von FGF-2 durch Western Blot

Im Western Blot lieR sich die Bildung von FGF-2 durch in hoher Dichte kultivierte
glatte GefalRmuskelzellen bestatigen. So konnte FGF-2 einerseits in den
gewonnenen Proteinextrakten von glatten Gefallmuskelzellen der Ratte sowie des
Menschen — jeweils in hoher Dichte kultiviert - nachgewiesen werden. Als Antikorper
diente dabei rabbit-anti-FGF-2-Antikorper, welcher in der Lage ist, sowohl FGF-2 der
Ratte als auch humanes FGF-2 zu detektieren. Andererseits liel® sich auch in den
Immunprazipitaten des serumfrei konditionierten Mediums FGF-2 nachweisen. Im
Gegensatz dazu lie} sich im konditionierten Medium allein sowie in der
Kontrollgruppe der mit mouse-IgG 1-Antikorper behandelten Immunprazipitate FGF-2
nicht nachweisen (s. Abb. 14). Als Kontrolle diente rekombinantes humanes FGF-2,
welches in drei verschiedenen Konzentrationen aufgetragen wurde (0,01 pg/ml, 0,1
pug/ml sowie 1,0 pg/ml), um FGF-2 eindeutig nachzuweisen und die Konzentration in
den Proben abzuschatzen.
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Abb. 14. Nachweis von FGF-2 mittels Western Blot.1: Zellextrakt glatter
GefalRmuskelzellen der Ratte hoher Dichte. 2: Serumfrei konditioniertes Medium
glatter GefaBRmuskelzellen der Ratte. 3: Serumfrei konditioniertes Medium humaner
Zellen. 4: Zellextrakt humaner Zellen hoher Dichte. 5: IgG-Immunprazipitat von
serumfrei konditioniertem Medium humaner Zellen. 6: Anti-FGF-2-Immunprazipitat
von serumfrei konditioniertem Medium humaner Zellen. 7: wie 5. 8: wie 6. 9: rhFGF-2
0 pyg/ml. 10: rhFGF-2 0,01 ug/ml. 11: rhFGF-2 0,1 pg/ml. 12: rh-FGF-2 1,0 pg/ml.
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5 Diskussion

5.1 Zellspezifische Apoptosestimuli

Zu Beginn dieser Arbeit war bekannt, dass sowohl PDTC als auch Lovastatin bei
glatten Gefallmuskelzellen Apoptose verursacht (56,22). Beide Substanzen wurden
im Rahmen dieser Experimente zur Apoptoseinduktion eingesetzt.

Da die apoptoseinduzierende Wirkung