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1. Einleitung

1.1. HMG-CoA Reduktase Inhibitoren und ihre Bedeutu ng in der
Atherosklerose

Die Atherosklerose wird heute als ,response-to-injury” — Prozess verstanden,
an dessen Anfang die funktionelle oder mechanische endotheliale Dysfunktion
steht’. Im weiteren Progress kommt es zu einer Akkumulation und Oxidation
von LDL-Cholesterin im subendothelialem Raum, welches durch Makrophagen
aufgenommen wird. Dieses triggert wiederum die Aktivierung von Monozyten,
T-Lymphozyten und Endothelzellen. Zuséatzlich wird die Einwanderung und
Proliferation von glatten Muskelzellen (GMZ) stimuliert, die zur Ausbildung einer
Neointima beitragen, welche die Grundlage der atherosklerotischen Plaques ist.
Dieser Prozess ist durch Zytokinfreisetzung, Aktivierung von Metalloproteinasen
und prokoagulatorischen Faktoren begleitet, die zu einer chronischen
Entzindung und Plaqueinstabilitait  fuhren. Dass die Hohe der
Serumkonzentration von LDL-Cholesterin einen wichtigen pathogenetischen
Faktor der Atherosklerose darstellt, ist durch epidemiologische Studien belegt®.
Die Entwicklung der HMG-CoA Reduktase Inhibitoren (Statine) stellt einen
Schlusselschritt in der Behandlung der Hypercholesterindmie und damit der
Atherosklerose dar®. Statine hemmen die Konversion von 3-Hydroxy-3-
Methylglutaryl-CoA (HMG-CoA) in den Cholesterinvorlaufer Mevalonat (Abb.
1.1), welches zu einer direkten Reduktion des Serumcholesterinspiegels und

insbesondere der LDL-Fraktion fuhrt.

In den letzten Jahren wurden jedoch Hinweise gefunden, dass die
nachgewiesenen protektiven Wirkungen von Statinen auf das kardiovaskulare
System nicht allein auf die Lipidsenkung zuriickzufithren sein kénnten*°. Eine
Hemmung der HMG-CoA-Reduktase beeinflusst eine Reihe weiterer an
atherosklerotischen Prozesse beteiligter zellularer Mechanismen. Diese nicht
direkt Uber die Hemmung der Cholesterin-Biosynthese vermittelten Effekte

werden als ,pleiotrope” Effekte der Statine bezeichnet. Statine verbessern die
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endotheliale Dysfunktion®®, erhéhen die Verfiigbarkeit von N , haben

antioxidative® und antientziindliche'**® Eigenschaften und stabilisieren die
atherosklerotischen Plaques®®?!.

Die Vermittlung dieser pleiotropen Effekte wird u.a. durch den Einfluss der
Statine auf die Aktivitat kleiner G-Proteine erklart.

Wahrend der Cholesterinbiosynthese werden intermediar Isoprenoide gebildet
welche als Aktivatoren der G-Proteine dienen. Vor allem Geranylgeranyl-

Pyrophosphat nimmt hier eine wichtige Stellung ein (Abb. 1.1).

HMG-CoA
Statine (Lovastatin)

Mevalonat

'

Isopentyl - Pyrophosphat

Geranyl - Pyrophospha Gen - Regulation

l /Geranylgeranyl - Pyrophosphat
Farnesyl - Pyrophosphat l GGTI ¢ '\ /
l i geranylierte Proteine B

farnesylierte Proteine  Cholesterin l
GDP /
N

Y-27632 :

Abb.1.1: Verkniipfung von Isoprenoidstoffwechsel und Rho -
Kinase

1.2. Der Rho-Kinase Signaltransduktionsweg

Die Gruppe der kleinen GTP-bindenden Proteine ist in den letzten Jahren in das
Interesse der Molekularbiologie und insbesondere der kardiovaskularen
Forschung gertckt. Die GTP-bindenden Proteine subsumieren unter anderem
die Familien Rho, Ras, Rab, Sarl/Arf und Ran, die unterschiedliche zellulare

Funktionen vermitteln®. 10 Mitglieder der Rho-Familie kommen bei Saugetieren




vor: Rho (RhoA, RhoB, RhoC, RhoD, RhoE, RhoG), Rac (Racl, Rac2), Cdc42
und TC10%?*, RhoA, RhoB und RhoC verfiigen (ber eine gemeinsame
Aminosauresequenz in ihrer fur die Wirkung effektiven Doméne und scheinen
dieselben intrazelluldren Ziele zu haben®, daher werden sie im folgenden
zusammen als Rho bezeichnet. 1990 wurde eine Serin/Threonin Kinase als
Zielenzym von Rho identifiziert und als Rho-Kinase (ROCK)?*?® bezeichnet. Im
Folgenden wurden noch weitere Zielenzyme von Rho neben der Rho-Kinase
identifiziert. Dazu zahlen Protein-Kinase N, Rhophillin, Rhothekin, Citron,
p140mDia und die Citron-Kinase?%%°,

Die Rho-Kinase spielt eine wichtige Rolle in der Vermittlung verschiedener
zellularer Funktionen in GMZ, die bei der Atherogenese von Bedeutung sind.
So beeinflusst die Rho-Kinase neben der Kontraktion glatter Muskelzellen®!32
auch die Organisation des aktinischen Zytoskeletts**>®, die Zelladhasion und —

motilitat®’, die Zytokinese® und die Genexpression®¥*°

, Wie beispielsweise von
Plasminogen-activator-inhibitor type-1 oder von c-fos-serum-response-element.
Zudem ist die Rho-Kinase an endothelialen Kontraktionen beteiligt, welche zu
einer erhohten Gefal3permeabilitdt fuhren und somit die Atherosklerose
verstarken***2. Aus diesen in-vitro Daten besteht daher die Annahme, dass
eine langfristige Hemmung der Rho-Kinase die Entwicklung der Atherosklerose
vermindern konnte.

Erste Tiermodelle zeigten, dass durch die spezifische Hemmung der Rho-
Kinase mittels in-vivo Gentransfer bzw. Applikation des spezifischen
Hemmstoffes Y-27632 eine Neointimabildung inhibiert und sogar eine
Rickbildung atherosklerotischer Lasionen erreicht werden kann***. Weiterhin
konnte in einer tierexperimentellen Studie an Schweinen durch orale
Langzeittherapie mit dem Rho-Kinase-Hemmstoff Hydroxyfasudil ein Riickgang
atherosklerotischer L&sionen beobachtet werden®. Zudem weisen weitere
tierexperimentelle Daten auf eine positive Beeinflussung eines arteriellen

50;51 52-54

Hypertonus™°", koronarer Spasmen und neurologischer Ausfélle im

Rahmen eines Schlaganfalls hin®.



Aktiviert wir die Rho-Kinase Uber das G-Protein Rho. Rho selbst kann via
Rezeptoren (G-Protein gekoppelte Rezeptoren, Tyrosin-Kinase Rezeptoren,

56,57

Cytokinrezeptoren), durch l6sliche Faktoren oder aber direkt Uber

Zellhaftung und Integrinclustering®®®°

aktiviert werden. Diese Aktivierung erfolgt
durch die Bindung von GTP im Austausch gegen GDP, was zu einer
Ansammlung von Rho an der inneren Zellmembran fiihrt®*®. Dieser Wechsel
von der GDP- in die GTP-gebundende Form von Rho wird von zahlreichen
Faktoren beeinflusst. Einen Schlisselschritt scheint dabei Geranygeraniol, ein
intermediares Stoffwechselprodukt in der Cholesterinbiosynthese, zu spielen,
da die posttranslationale Modifikation von Rho durch Geranylgeraniol notwendig
erscheint fur den Transfer von inaktivem zytosolischem Rho an die
Zellmembran, wo es dann in der aktivierten Form vorliegt®®. Da Geranylgeraniol
und das phosphorylierte Geranylgeranylpyrophosphat (GGPP) aus dem
Vorlaufer 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-CoA (HMG-CoA) als Intermediarprodukt
der Cholesterolbiosynthese entstehen (Abb. 1.1) und ebenso wie Cholesterol
durch HMG-CoA-Reduktase Inhibitoren (Statine) in seiner Synthese gehemmt
werden, wird angenommen, dass ein Teil der pleiotropen Statineffekte tber die
Inhibition von GGPP und damit des Rho-Kinase Signaltransduktionsweges

vermittelt sein konnte.

1.3. Die extrazellulare Matrix

Die extrazellulare Matrix (EZM) bildet zusammen mit Endothelzellen (EC) und
glatten Muskelzellen (GMZ) die Struktur arterieller Gefal3e. Die EZM beeinflusst
einerseits die mechanischen und elastischen Eigenschaften der Gefal3e, nimmt
andererseits aber auch entscheidenden Einfluss auf die Gefaliwandbiologie. Im
Wesentlichen am Aufbau der EZM beteiligt sind Kollagene, Elastin,

Proteoglykane, Hyaluronan sowie Glykoproteine.

Die Familie der Thrombospondine umfasst eine Gruppe von 5 Glykoproteinen,

deren struktureller Aufbau eine Unterscheidung in eine Gruppe grof3erer



trimerer Thrombospondine (TSP-1, TSP-2) sowie kleinerer pentamerer
Thrombospondine (TSP-3, TSP-4, TSP-5/COMP) zulasst. In der EZM arterieller
GefalRe konnten bisher TSP-1, TSP-2 und TSP-5/COMP nachgewiesen
werden. Die Thrombospondine tragen offenbar nicht direkt zum strukturellen
Aufbau der GefaBwand bei — wie dies z.B. Kollagene tun — sondern
beeinflussen Zellfunktionen durch die Vermittlung von Zell-Matrix Interaktionen
sowie der Beeinflussung von Wachstumsfaktoren. Sie wurden daher von
Bornstein zusammen mit Osteopontin, Osteonektin (SPARC) und Tenascin als

,matricellular proteins* bezeichnet®.

TSP-1 ist das bisher am besten untersuchte Thrombospondin. Das urspringlich
in den a-Granula der Thrombozyten nachgewiesene 450-kD-Protein wird auch

von GMZ, EC und Makrophagen synthetisiert®®°®.

Aus Thrombozyten
freigesetztes TSP-1 bindet an die Plattchenoberflache und interagiert dann mit
den Integrinen allbB3, avB3 sowie mit CD36 und dem Intergrin-assoziiertem
Protein (IAP). Diese Bindungen fuhren zu Plattchenaggregation. Weiter
funktionelle Untersuchungen beschrieben eine Férderung von Zelladhasion, -
proliferation und —migration glatter Muskelzellen®®®’ durch TSP-1 sowie eine

Modulation der Angiogenese“’&69

und Aktivierung von Plasminogen und TGF-
B1'%™ Aus Tierexperimenten ist bekannt, dass TSP-1 vor allem in einer sehr
fruhen Phase nach GefaRverletzungen synthetisiert wird’>’*. TSP-1 kénnte
somit einen wichtigen pathogenetischen Faktor im Prozess der

Neointimabildung darstellen.

TSP-2 ist in seiner molekularen Struktur TSP-1 sehr ahnlich. Eine Expression
von TSP-2 in EC und GMZ konnte nachgewiesen werden”, allerdings ist die
funktionelle Bedeutung weitestgehend unklar. Versuche mit Knockout-Mausen
weisen auf eine Bedeutung in der Kollagensynthese und Angiogenese hin’®.
Zudem gibt es Hinweise, dass TSP-2 die Interaktion zwischen Zellen und EZM
durch Beeinflussung von Rezeptoren, Zytokinen, Wachstumsfaktoren,

Proteasen und Strukturproteinen modulieren kann’’. TSP-2 beeinflusst



maoglicherweise die Expression der Matrixmetalloproteinase-2 (MMP-2), welche
in vulnerablen atherosklerotischen Plaques tiberexprimiert wird™®.

2001 wurden in einer grof3 angelegten Genstudie zur Ursachenforschung von
koronarer Herzkrankheit und Myokardinfarkt eine Mutation im TSP-2 Gen
gefunden, welche mit einem erniedrigten Risiko fur die Entstehung einer
Myokardinfarktes vergesellschaftet war’®. In einer Folgestudie konnte dieses
Ergebnis bestatigt werden®. Hamsten et al. &uRern sich aber kritisch zu den
Ergebnissen der genetischen Studie und fordern weitere Untersuchungen zur

funktionellen Bedeutung von TSP-28%,

COMP (Cartilage Oligomeric Matrix Protein/TSP-5) wurde erstmals aus der
Matrix von Knorpel isoliert®’, was zu seinem Eigennamen gefilhrt hat. Oldberg
et al.®® fanden eine niedrige TSP-5/COMP-Expression in aortalem Gewebe der
Ratte, 2001 wurde die TSP-5/COMP-Expression in humanen glatten
Muskelzellen (GMZ) nachgewiesen®*. Bei TSP-5/COMP handelt es sich um ein
pentameres 524-kD-Glykoprotein, dem die amino-terminale Domane fehilt,
welche die anderen 4 Thrombospondine auszeichnet®. Auch in
atherosklerotischen und restenotischen Lasionen konnte TSP-5/COMP
immunhistologisch nachgewiesen werden und fand sich dort jeweils in
unmittelbarer Nachbarschaft zu nicht-proliferierenden GMZ®®. Serum, TGF-B1
und TGF-B3 steigern in-vitro die TSP-5/COMP-Expression in GMZ. Zudem
fordert TSP-5/COMP in-vitro die Migration und die Oberflachenhaftung von
GMZ®. Weitere immunhistologische Studien konnten das Vorkommen von
TSP-5/COMP in Mikrokalzifikationen und fibrésen Bereichen zeigen®. Uber die
funktionelle Rolle von TSP-5/COMP in normalen und atherosklerotischen
Gefalien ist allerdings bisher wenig bekannt. 1998 konnten gezeigt werden,
dass COMP in der extrazellularen Matrix unter Vermittlung von Zink und Nickel
Bindungen mit Kollagen Typ I-lll eingeht®® und kénnte somit Einfluss auf die
strukturelle Integritat der extrazellularen Matrix haben.

Uber die zwei kleinen Thrombospondine TSP-3 und TSP-4, ebenfalls wie TSP-
5/COMP pentamere Glykoproteine, ist ebenso bislang recht wenig bekannt.



TSP-3 wird vor allem in Lungen- und Knorpelgewebe, aber auch im Gehirn

991 "seine funktionelle Bedeutung ist noch weitestgehend ungeklart®.

exprimiert
Eine Expression von TSP-3 durch humane GMZ ist bislang noch nicht publiziert
worden.

TSP-4 wurde in Gewebe vom Herzen, Gehirn, Haut® und Sehnengewebe®
nachgewiesen. Eine Expression von TSP-4 durch humane GMZ wurde parallel
zu unseren Untersuchungen erstmalig von einer amerikanischen Arbeitsgruppe
2003 nachgewiesen®. Weiterhin wurde gezeigt, dass TSP-4 ahnliche
Bindungen mit anderen extrazellularen Matrixproteinen wie TSP-5/COMP
eingehen kann®2. TSP-4 bindet ebenfalls an Kollagen (Typ I-lll sowie V) und an
andere EZM-Molekile (Laminin, Fibronektin, Matrilin). Zink kann die Bindung
von TSP-4 an die Kollagene ebenfalls stimulieren, wie das schon bei TSP-
5/COMP gezeigt wurde. Es ist daher moglich, dass TSP-4 und TSP-5/COMP

ahnliche Funktionen im extrazellularen Raum erfillen.

1.4. Statine und die extrazellulare Matrix

Die Zusammensetzung den EZM beeinflusst wesentlich die Struktur und
Vulnerabilitat der atherosklerotischen Plaque®®®’. Daher sind viele Versuche
unternommen worden die Zusammensetzung pharmakologisch zu beeinflussen
und damit Atherogenese zu hemmen und die Bildung einer Restenose zu
verhindern. Einige Substanzen zeigen in Tiermodellen Erfolge, sind aber noch
nicht in der klinischen Anwendung verfiigbar®®*%.

Mit den Statinen steht eine Medikamentgruppe zu Verfigung, die schon seit
Jahren auf dem Markt ist und sich im klinischen Alltag zur Behandlung der
Dyslipoproteinamie durchgesetzt hat. Da Statine neben der Wirkung auf die
Cholesterinbiosynthese noch einige andere pleiotrope Effekte besitzen, die den
Ablauf der Atherogenese beeinflussen, ist auch eine Wirkung auf die
Zusammensetzung der EZM maoglich. Riessen et al. konnten nachweisen, dass
Statine die Expression von TSP-1 vermindern kénnen'®. Auch die strukturell

bedeutsamen Proteine Kollagen-1 und Biglycan wurden unter hohen



Konzentrationen von Statinen in ihrer Expression vermindert'®’. Weiterhin
konnte gezeigt werden, dass die Expression von TIMP-2 durch Statine
gesteigert wird. TIMP-2 kann Matrixmetalloprteinasen inaktivieren, die fur die
Destabilisierung atherosklerotischer Plaques von Bedeutung sind'®®. Statine
konnten also auch mdglicherweise Uber Formationsanderung der EZM Einfluss

auf Atherogenese und Restenose nehmen.

1.5. Ziel der vorliegenden Arbeit

Die Beobachtung, dass Statine die Expression von TSP-1 beeinflussen, war
Ausgangspunkt der vorliegenden Arbeit. Wir untersuchten zunachst im Rahmen
von Dosisfindungstudien, inwieweit Lovastatin sowie andere Hemmstoffe des
nachgeschalteten Isoprenoidstoffwechsels und Rho-Kinase
Signaltransduktionsweges Einfluss auf die Proliferation glatter Muskelzellen
nehmen. Fur die Hemmung des Isoprenoidstoffwechsels verwendeten wir
Inhibitoren der Geranygeranyl-Transferase (GGTI-286) und der Farnesyl-
Transferase (FTI-277), fur die Hemmung der Rho-Kinase den spezifischen
Inhibitor Y-27632.

Im zweiten Abschnitt wurde der Effekt dieser Substanzen auf die Expression
der Thrombospondine 1-5 getestet. Ein Schwerpunkt lag dabei auf der
vergleichenden Untersuchung der Expression von TSP-1 und TSP-5/COMP.
Fur diese Untersuchungen setzten wir PCR, Northern Blots und Western Blots

sowie erganzend Gene Array Analysen ein.
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2. Material und Methoden

2.1. Zellkultur

2.1.1. Zellisolation aus Arterien von Organspendern

Humane arterielle glatte Muskelzellen (GMZ) wurden aus Gefal3stiicken
prapariert, die im Rahmen von Organtransplantationen nicht verwendet und
freundlicherweise von der Chirurgischen Klinik Uberlassen wurden. Die
Verwendung dieser Gefal3stiicke war von der Ethikkommission der Universitat
TlUbingen gebilligt worden.

Die Praparation erfolgte nach einem etabliertem Verfahren'®. Hierbei wurden
zunachst von den mittels Prépariernadeln auf einer Praparierschale fixierten
Gefal3sticke Fett und Uberschissiges Gewebe entfernt und dann das Gefal
der L&nge nach aufgespalten, aufgeklappt und nach erneuter Fixierung mittels
eines Wattestdbchens die Endothelschicht der Intima abgetragen. Zur
Explantation der GMZ wurde die Media schachbrettartig eingeschnitten,
woraufhin mit einer Pinzette Teilstliicke der Media abgehoben werden konnten
und in eine Kulturschale udberfihrt wurden. Nach Antrocknung in der

Kulturschale wurden die Mediastickchen mit

Kulturmedium (s.u.) versorgt und konnten nach
1-3 Wochen Proliferation weiter kultiviert
werden. Lichtmikroskopisch konnten die GMZ
durch ihre Morphologie und ihr

Abb. 2.1: mikroskopische charakteristisches Wachstum in Form von hill
Aufnahme einer Kultur GMZ

and valley” identifiziert werden

2.1.3. Kultur und Passagierung von humanen glatten Muskelzellen

Die Kultur der GMZ erfolgte in 200 ml Kulturflaschen unter humanisierten

Verhéltnissen in einem Brutschrank bei 37°C unter Zusetzung von 5 % CO- in
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die Atmosphéare. Alle 2-3 Tage wurde das Kulturmedium abgesaugt und durch
13 ml neues Medium ersetzt.

Das Kulturmedium wurde zusammengestellt aus Waymouth Medium MB 752/1
(GIBCO™) und Nutrient Mixture F-12 (HAM) (GIBCO™) im Verhéltnis 1:1 sowie
10 % fotales Kalberserum (FKS) (PAA Lab.), welches zuvor zur Inaktivierung
des Komplementsystems fiir 30 Minuten auf 56 C erwarmt worden war. Um
einer bakteriellen Verunreinigung vorzubeugen, erfolgte der Zusatz von 100

U/ml Penicillin sowie 100 pg/ml Streptomycin (GIBCO™).

Die Passagierung erfolgte bei Konfluenz der GMZ. Dazu wurde nach
Absaugung des Mediums die Flasche zundchst mit PBS gespilt und unter
Zusatz von 2 ml Trypsin-EDTA (GIBCO™) bei 37 C inkubiert, bis sich die Zellen
lichtmikroskopisch vom Boden der Flasche gelést hatten. Dann wurde die
Zellsuspension in Kulturmedium aufgenommen und auf mehrere Flaschen

verteilt ausgesat.

Fur die Versuche wurde Zellen der Passagezeit P2 bis P6 verwendet.

2.2. Testsubstanzen

Fur die verschiedenen Testreihen wurden unterschiedliche Testsubstanzen
verwendet. Alle Substanzen wurden nach Ansetzen einer Stammlésung

portioniert und bei -20°C konserviert.

Lovastatin

Lovastatin/Mevinolin (Sigma) gehort zur Gruppe der HMG-CoA-Reduktase
Inhibitoren und wird klinisch zur Senkung erhohter Cholesterinwerte eingesetzt.
Lovastatin liegt als Lactonform vor und wird in der Leber in seine aktive Form
Uberfahrt. FOr in-vitro Experimente muss zunachst diese Lactonform in die

aktive Hydroxysaureform tberfihrt werden'*°.
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Dazu wurden 40 mg der Lactonform in 1 ml 100 % Ethanol (Merck) gel6st und
1,5 ml 0,1 M NaOH Lésung (Merck) zugegeben. Nach 2stindiger Inkubation bei
50°C wurde mit 0,1 M HCL Lésung bis zu einem pH von 7,2 titriert. Die
entstandene Losung wurde bis 20 ml mit Ampuwa® (Fresenius) aufgefillt, so

dass eine 5 mM Stammldsung entstand.

Mevalonat

Mevalonat (Sigma) ist das Produkt der HMG-CoA-Reduktase-Reaktion im
Isoprenoidstoffwechsel und liegt ebenfalls in einer inaktiven Lactonform vor. Es
wurde nach dem gleichen Protokoll wie Lovastatin aktiviert. Die Stammlésung

war 10 mM.

GGPP
Geranylgeranyl-Pyrophosphat ~ (GGPP) (Sigma) ist ein  weiteres
Zwischenprodukt im Isoprenoidstoffwechsel. Es wurde als 2 mM Ldsung

erhalten und ohne weitere Behandlung bei den Versuchen verwendet.

FPP
Farnesyl-Pyrophosphat (FPP) (Sigma) ist ebenfalls ein Zwischenprodukt aus
dem Isoprenoidstoffwechsel. Auch FPP wurde in applikationsbereiter Lésung in

einer Konzentration von 2,3 mM eingesetzt.

GGTI-286

Der Geranylgeranyl-Transferase Inhibitor (GGTI-286) (Calbiochem) inhibiert
konzentrationsabhangig die Geranylierung von Proteinen durch die
Geranygeranyl-Transferase. 250 g der gelieferten Trockensubstanz wurden in
291 pl DMSO geldst, so dass eine 2 mM Stammldsung entstand.

FTI1-277

Der Farnesyl-Transferase Inhibitor (FTI-277) (Calbiochem) inhibiert

konzentrationsabhéngig die Farnesylierung von Proteinen durch die Farnesyl-
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Transferase. 250 pg der gelieferten Trockensubstanz wurden in 279 ul DMSO

geldst so dass eine 2 mM Stammldsung entstand.

Y-27632
Der Rho-Kinase Inhibitor Y-27632 (Tocris) wurde geldst indem 10 mg der
Trockensubstanz in 1 ml Ampuwa® aufgenommen wurden. Die Stammldsung

war 30 mM.

2.3. Zellzadhlung

Da bei den Proliferationstests eine definierte Zahl an Zellen eingesetzt werden
musste, wurden die Zellzahlen in Suspensionen mittels dem Zellzéhlsystem
Casy® (Scharfe System) bestimmt.

Die Ablésung der Zellen erfolgte wie bei der Passagierung mittels Trypsin-
EDTA. Nach Aufnahme in Medium wurden 100 pl der Suspension in 9,9 ml
Casyton® verdunnt und dem Zellzahler zur automatisierten Analyse zugefuhrt.
Es erfolgten 6 Messungen, aus denen der Mittelwert gebildet wurde. Als vitale
Zellen wurden alle Zahlergebnisse von Zellgré3en zwischen 6,6 pm und 100

um gewertet.

2.4. Proliferationsassays

2.4.1. MTT — Test

Der MTT - Test ist ein Verfahren, bei dem Uber die Messung der
mitochondrialen Aktivitat ein indirekte Aussage zur Zellzahl getroffen wird™'*.
Dabei werden die Zellen mit dem MTT — Reagenz (Sigma), einem gelben,
wasserloslichen Tetrazoliumsalz, versetzt. Dieses Salz wird nur in lebenden
Zellen proportional zur mitochondrialen Aktivitat in das kristalline blau-braune

wasserunlosliche Produkt MTT-Formazan umgesetzt. Nach Lyse der Zellen
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durch SDS kann der Gehalt des MTT-Formazans photometrisch bestimmt

werden.

Versuchsanordnung:

» Nach Bestimmung der Zellzahl (siehe 2.3.) wurden in einer 96-well
Mikrotiterplatte 20.000 Zellen pro Zellkammer ausgesat. Als Leerwert
dienten Zellkammern, bei denen keine Zellen eingesetzt wurden.
Inkubation bei 37°C

« Nach Absetzen der Zellen Zugabe der zu testenden Lésung in
verschieden Konzentrationen als 6-fach Bestimmung mit einer
Inkubationsdauer von 48 Stunden bei 37°'C

e 6 h vor Abbruch wurden 25 ul MTT — Reagenz pro Zellkammer
zugesetzt

e Zum Abbruch und zur Lysierung der Zellen wurden 100 pl einer 10 %
SDS-L6sung zugesetzt

 Nach 24 h Inkubation bei Raumtemperatur in Dunkelheit wurde der
Gehalt an MTT-Formazan mit einem ELISA-Reader bei einer
Wellenlange von 570 nm ermittelt und der Mittelwert aus den 6

Bestimmungen pro Konzentration gebildet

2.4.2. BrdU — Test

Der BrdU — Test macht eine Aussage Uber die Proliferation von Zellen. Dabei
wird das Pyrimidin-analoge BrdU-Reagenz statt Thymidin in die DNA

proliferierender Zellen eingebaut'*?.

Nach Fixierung der Zellen wird ein
spezifischer Antikérper gegen das BrdU-Reagenz zugesetzt. Nach Zugabe des
Substrates TMB konnen die entstandenen Immunkomplexe photometrisch
bestimmt werden. Es wurde der BrdU — Testkit von der Firma Roche verwendet

Versuchsanordnung:

» Analog dem MTT — Test wurden Zellen ausgesat und fur 48 h mit der

Testsubstanz inkubiert

15



e 18 h vor Abbruch der Reaktion wurde BrdU-Reagenz zugegeben, so
dass es in einer Endkonzentration von 10 uM vorlag

o Zur Abbruch der Reaktion wurde das Inkubationsmedium abgesaugt
und fir 45 min bei Raumtemperatur mit der Fixierlésung FixDenat
inkubiert

« Nach Absaugung von FixDenat wurde der Peroxidase-gekoppelte
BrdU — Antikdrper Anti-BrdU-POD fiir 90 min bei 37°C zugegeben

« Dann erfolgte 3maliges Waschen mit Waschpuffer

e Zugabe des Substrates TMB fur den Antikérper und Inkubation fur 5 —
30 min bei Raumtemperatur bis ein Farbumschlag festzustellen war

e Durch Zugabe von 25 pl H,SO4 wurde die Reaktion gestoppt und mit

dem ELISA-Reader bei einer Wellenlange von 450 nm ausgewertet

2.4.3. Statistische Auswertung

Zur statistischen Auswertung der Proliferationsassays wurde fir alle Versuche
zunachst ein einseitiger ANOVA-Test durchgefiihrt und bei statistischer
Signifikanz (p < 0,05) eine Multivergleichanalayse unter Zuhilfenahme des

Tukey-HSD-Testes bzw. des Dunnett’s-post-hoc-Test angeschlossen.
2.5. RNA —Isolierung aus humanen glatten Muskelzel len

Fur RNA Analysen wurden glatte Muskelzellen in Kulturflaschen angeziichtet,
so dass alle Flaschen vom identischen Ausgangsmaterial abstammten und sich
in derselben Passagezeit befanden. Es wurden Passagezeiten P3 — P5
verwendet. Bei einer Konfluenz der Zellen von 70 — 80 % (lichtmikroskopisch)
wurden die Versuche durchgefuhrt.

Nach Absaugen des Mediums erfolgte die Zugabe der in Kulturmedium
verdiinnten Substanzen. AnschlieRend Inkubation fiir 48 Stunden bei 37°C. Bei

jeder Versuchsanordnung dienten Zellen ohne Substanzzugabe als Kontrolle.

Nach 48 h wurden die Flaschen mit 3 ml PBS™ gespuilt und durch Zugabe von 2
ml Trypsin-EDTA (Gibco™) unter 37°C vom Boden der Flasche gelést. Die
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abgelosten Zellen wurden in 10 ml Kulturmedium aufgenommen. Die Zellen
wurden dann bei 1200 Umdrehungen/min zentrifugiert und anschlie3end der
Uberstand vorsichtig abgehoben.

Die abzentrifugierten Zellen wurden mit 350 pl RLT-Lysis-Puffer (Qiagen) unter
Zusatz von 3,5 pl Mercaptoethanol geldst und durch 2minttiges Zentrifugieren
in einem QlAshredder® (Qiagen) homogenisiert. Die Extraktion der Gesamt-
RNA erfolgte durch das RNeasy Kit® (Qiagen). Dabei wurde durch Bindung der
RNA an eine Zentrifugensdule und anschlielende Waschvorgange die RNA
aufgereinigt und am Ende durch DEPC-behandeltes Wasser aus der Saule

eluiert.

Vorgehensweise:

 Das Lysat aus dem QIlAshredder® wurde mit 350 pl 70 % Ethanol
vermischt und auf eine RNeasy-Spin-Column pipettiert. Zentrifugation
fur 20 sec.

o Der Durchfluss wurde verworfen und 700 pl Waschpuffer RW 1
(Qiagen) auf die Saule pipettiert. Zentrifugation ftr 20 sec.

o Der Durchfluss wurde verworfen und 500 pl Waschpuffer RPE
(Qiagen) auf die Saule gegeben. Zentrifugation fur 20 sec.

e Nach Verwerfen des Durchflusses wurden nochmals 500 ul
Waschpuffer RPE auf die Saule gegeben und fir 5 min zentrifugiert

o Der Durchfluss wurde wiederum verworfen und die S&ule fir 1 min
ohne Zugabe eines Puffers zentrifugiert um den restlichen Alkohol
aus der Saule zu eliminieren

« Die RNA wurde eluiert indem die Séaule auf ein 1,5 ml
Eppendorfgefald gesetzt wurde und 40 pul DEPC-H,O auf die Saule
gegeben wurden. Nach Zentrifugation fir 1 min enthielt das
Eppendorfgefal} die isolierte RNA

« Die RNA wurde bis zur weiteren Verwendung bei -70°C konserviert

Die Konzentration der isolierten RNA wurde photometrisch (Gene Quant I,

Pharmacia Biotech) bei einem Extinktionswert von 260 nm bestimmt. Daruber
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hinaus wurde durch Messung der Ratio eine Proteinverunreinigung
ausgeschlossen. Dazu wurde bei 280 nm die Extinktion gemessen und durch
das Verhdltnis Ezsp / Ezgo die Ratio ermittelt. Ein Wert von > 1,7 wurde als

Fehlen einer bedeutsamen Verunreinigung gewertet.

2.6. Northern — Blot

2.6.1. Herstellung der cDNA Sonden

Fur die unter 2.7. erlauterte Northern Blot Analyse musste zunachst cDNA
Sonden fir den Hybridisierungsvorgang hergestellt werden. Dazu wurden
humanes Thrombospondin-1 (TSP-1; 1,1 kB); humanes Thrombospondin-2
(TSP-2; 3,1 kB); humanes Thrombospondin-3 (TSP-3, 1,3 kB); humanes
Cartilage-Oligomeric-Matrix-Protein (COMP; 2,4 kB) sowie GAPDH (1,4 kB)

(Clontech) verwendet.

Die verschiedenen cDNA-Plasmide wurden in E.coli-Bakterien vermehrt. Nach
Aufreinigung der Plasmide aus der Bakterienkultur mit dem WizardPlus-
Midiprep-DNA-Purification-System (Qiagen) und Messung der Plasmid-DNA-
Menge konnte das Insert aus dem Plasmid isoliert werden. Dabei wurden 5 pg
Plasmid mit Restriktionsenzymen (Eco RI 5-10 U/ug Plasmid, Promega)
versetzt und fiir eine Stunde bei 37°C inkubiert.

Anschliel3end wurde eine Ethanolfallung durchgefiihrt, um Proteine und Salze
zu entfernen. Mit einem 1,5%-Agarose-Gel (mit 0,5 pg Ethidiumbromid/ml)
wurde das gereinigte Produkt aufgetrennt, das ausgeschnittene Insert unter UV-
Licht aus dem Gel herausgetrennt und mit dem Gel-Extraction-Kit (Qiagen)
isoliert. Das Insert wurde in 50 pl autoklaviertem Aqua bidest. gelost. Nach
photometrischer Messung des DNA-Gehalts wurden ungefahr 100 ng zur
Markierung mit dem DIG-High-Prime-Kit (Boeringer Mannheim) eingesetzt. Die
Effizienz der Markierungsreaktion wurde durch einen Dot-Blot im Vergleich zu

einer bereits fertig markierten Referenz-DNA (Boeringer Mannheim) gepruft.
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2.6.2. Northern — Blot Analyse

Zur Analyse der mRNA wurden Northern — Blot Analysen durchgefuhrt. Dazu
wurde in ein 14 x 11 cm Gelkammer (Gibco) ein 0,8% Agarose-Gel (19
Agarose, Gibco + 80 ml Aqua bidest.)) mit einem Anteil von 7 ml 37%
Formaldehyd und 10 ml 10-fach MOPS gegossen. Nach Aushértung des Gels
wurden 4 — 10 pg RNA , vermischt mit 4 ul 5x-Probenpuffer, eingefillt und die
RNA unter 1-fach MOPS als Laufpuffer fur 3 h bei 90 V elektrophoretisch
aufgetrennt. Zur Kontrolle wurde stets ein GroRenmarker (RNA-
Langenstandards Il, Roche) mitgefihrt. Danach wurde das Gel fir 30 min in
Aqua bidest. gewéssert und anschlieend die RNA Uber Nacht auf eine
Nylonmembran (Hybond-n*, Amersham) mit Hilfe eins Kapillarblots unter Zusatz
von 20-fach SSC Ubertragen. Die RNA auf der Membran wurde durch
Erwarmen auf 120°C fir 30 min fixiert und die Membran zur Hybridisierung
zunachst fur 1 h unter standigem Rollen in Prahybridisierungslésung bei 65°C
vorinkubiert. Die Hybridisierung erfolgte bei 65 C tiber Nacht. Dazu wurde die
entsprechende cDNA (s. 2.6.1) fur 10 min in Prahybridisierungslosung
aufgekocht und insgesamt 10 ml Losung + cDNA auf die Membran gegeben.

Nach der Hybridisierung wurde die Membran 3x mit Waschpuffer fir 20 min bei
65 C und 5 min bei RT mit Puffer 1 gewaschen. Die Reaktion wurde dann mit
50 ml 10% Blockreagenz (verdunnt in Puffer 1) abgeblockt (1,5 h RT) und
anschlieBend Alkalische Phosphatase 1:6000 verdinnt in 10% Blockreagenz
fur 30 min bei RT zugegeben. Anschliel3endes Waschen (3x 15 min) in Puffer 1
und 1 x 5 min in Puffer 3. Zur Entwicklung wurde die Membran mit CSPD
(Roche) (1:100 in Puffer 3 verdiinnt) in eine durchsichtige Plastiktiite gepackt
und 10 min bei 37°C inkubiert. Um die Chemiluminiszenzreaktion zu
detektieren, wurden anschlieBend Rontgenfilme (Hyperfilm, Amersham)

aufgelegt und diese nach 5, 10, 30 und 60 min entwickelt.
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2.7. PCR

2.7.1. Reverse Transkription

Um aus der aus den Zellkulturen isolierten RNA eine PCR zu ihrer
semiquantitativen Bestimmung durchfihren zu kénnen, musste zunachst die
RNA in eine reverse cDNA umgeschrieben werden. Dies erfolgte durch das

Omniscript RT Kit (Qiagen).

Oligo dT Primer lagern sich bei 37°C an die einzelstrangige mRNA an. Diese
Anlagerung ermdoglicht einer RNA-abhangigen DNA-Polymerase (reverse
Transkriptase) eine rucklaufige Kopie dieser RNA zu synthetisieren (CDNA).
Zum Schluss wird die mRNA durch die RNase-Aktivitat der reversen

Transkriptase degradiert (RNase H).

mMRNA AAAAAA

Primer Anndherung

mMRNA AAAAAA

Reverse Transkription
v (RNA-abhangige DNA-Polymerase)
mMRNA AAAAAA
cDNA

RNA - Degradierung (RNAse H)

cDNA T~ —

l weitere Reaktionen

Abb. 2.2: Prinzip der reversen Transkription (maikirt nach Qiagen)

Vorgehensweise:
e Zunachst wurden alle Lésungen aufgetaut und anschlieRend auf Eis

gestellt
» Aus den Ergebnissen der Gene Quant-Analyse (siehe 2.5.) wurde
das fur die Umschreibung von 2 ug RNA bendtigte Probenvolumen

errechnet
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» In den Reaktionsansatz wurden nacheinander pipettiert: 2,0 pl 10x
Buffer RT (Qiagen); 2,0 ul dNTP Mix (Qiagen); 2,0 pl 10 uM Oligo-dT
Primer SP 230 (Qiagen); 1 pl RNase Inhibitor 10 U/ul (Pharmacia
Biotech); 1 pl Omniscript Reverse Transcriptase (Qiagen)

» Hinzugefligt wurde dann die variable Menge an RNA fur 2 ug RNA

» SchlieBlich wurde der Reaktionsansatz durch RNase-free water
(Qiagen) auf ein Probenendvolumen von 20 ul aufgeftillt

« Inkubation bei 37°C fiir 1 h in einem Wasserbad

« Konservierung bei -20°C

2.7.2. Losen der Primer

Fur die PCR werden stets ein forward sowie ein reverse Primer ben6étigt.
Folgende Basenfolgen™® wurden kommerziell geordert (Invitrogen):
1) Thrombospondin-1 (TSP-1)
Primer 1: 5"-GCC TGA TGA CAA GTT CCA AGA-3’
Primer 2: 5°-CTT TGC GAT GCG GAG TCT-3
2) Thrombospondin-2 (TSP-2)
Primer 1: 5"-GCA ACA TCA ACC GCA AGA C-3
Primer 2: 5"-AAG CAA ACC CCT GAA GTG ACT-3
3) Thrombospondin-3 (TSP-3)
Primer 1: 5-TGG ACA GAA GGC GTATTT GAG-3’
Primer 2: 5"-AAC AGG GGT CAG CGT GAG-3
4) Thrombospondin-4 (TSP-4)
Primer 1: 5"-GGA AGG CGG CAC AGG AT-3
Primer 2: 5"-ACA TTG GAC ACC TCG GAA ACA-3’
5) Cartliage Oligomeric Matrix Protein (COMP)
Primer 1: 5"-TGG GCC CGC AGA TGC TTC-3’
Primer 2: 5"-GCC CGG TCT CAC ACT CGT TGA-3

Die Primer wurden in DEPC-H,O geldst, so dass sie in einer Konzentration von

200 puM vorlagen. AnschlieRend erfolgte eine weitere Verdinnung mit DEPC-
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H,O. Die Konzentration wurde auf 10 uM eingestellt und die Primer bei —20°C

konserviert.

2.7.3. Thrombospondin — PCR

Zur PCR - Analyse der

= Einzelstrang - DNA
Thrombospondine 57°C

Primer - Anlagerung
wurden je 2 pul cDNA

2.7.1) mit 25 ul 72¢C
MasterMix (Promega)

Synthese eines komplementéren
-Lu-(:( —-—) Stranges

o : ”
sowie je 1 uM forward als 94C \

auch reverse

Trennung der DNA - Strange

primer eingesetzt. Das Volumen

1 Zyklus 35 Zyklen 1 Zyklus wurde durch Zugabe von RNase-
94C 72°C

1 min 5 min

freiem Wasser auf 50 pl aufgefullt.
57°C | Die PCR — Reaktion erfolgte durch
30 sec 4°C das GeneAmp PCR System 2400
(Perkin Elmer) nach

2 min 30 sec

nebenstehendem Protokoll. Die Anné&herungstemperatur fur die Primer wurde
dabei auf 55 C bzw. 57 C eingestellt.

Die PCR — Produkte wurden dann in einem 1% Agarose-Gel elektrophoretisch
aufgetrennt. Dazu wurden 60 ml 1l-fach TBE mit 0,6 g Agarose (Gibco)
aufgekocht und mit 3 pl Ethidiumbromid (Bio-Rad) versetzt. Das Gel wurde in
einer Gelkammer (Gibco) gegossen und ausgehértet. 1 — 5 ul der PCR -
Produkte wurden mit 2 pl Probenpuffer versetzt und in das Gel eingefllt. Als
Kontrolle wurde ein Grollenmarker (DNA-Langenstandard XIV, Roche)
mitgefuhrt. Die elelektrophoretische Auftrennung erfolgte bei 90 V tber 2 h.

Das Gel wurde dann auf eine UV-Lampe (TFX-20M, Gibco) transferiert und die
PCR - Produkte illuminetrisch dargestellt. Das Gel wurde fotografisch

festgehalten (Kodak).
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2.8. Protein — Isolierung aus humanen glatten Muske Izellen

GMZ wurden in Petrischalen (Falcon) ausgesat und mit den Testsubstanzen flr
48 h inkubiert. Nach Abheben des Uberstandes wurden die Schalen 2x mit PBS
gespult und auf jede Schale 300 ul TE-Puffer (Roche) gegeben. Die Zellen
wurden dann mittels eines Schabers abgel6st, in 1,5 ml Eppendorf-Gefalien
gesammelt und fiir 10 min bei 4'C und 6000 U/min zentrifugiert. Der Uberstand
wurde abgehoben und 200 ml Lysepuffer zugegeben. Nach 10 min. Inkubation
auf Eis wurde erneut zentrifugiert und die nun im Uberstand befindlichen

Proteine bei -70°C konserviert.

2.9. Western — Blot

Um Veranderungen der Proteine Thrombospondin-1 und Thrombospondin-5
nach 48-stindiger Inkubation mit den Testsubstanzen erkennen zu kdnnen,

wurden Western Blot Analysen mit isolierten Proteinen (2.8.) durchgefuhrt.

Zunachst wurden ein 6% Acrylamid-Laufgel gegossen. Dazu wurden 5,4 ml
Aqua bidest. mit 2,5 ml 0,75 M TRIS/HCI — Lésung pH 8,8, 25 ul 20% SDS, 2,0
ml Acrylamid (Roth), 5 pl TEMED (Gibco) und 50 pl Ammoniumpersulfat
vermischt und in eine Laufkammer gegossen. Nach 1 h Hartung wurde daruber
ein Sammelgel bestehend aus 1,5 ml Aqua bidest., 625 ul 0,625 M TRIS/HCI —
Losung pH 6,8, 650 pul Acrylamid, 2,5 ul TEMED und 125 ul
Ammoniumpersulfat gegossen und ein Kamm fir die Proteinproben aufgesetzt.

Fur die Analyse des Zelliberstandes wurden 15 pl Probe mit 7,4 pl
Probenpuffer+Mercaptoethanol fir 10 min aufgekocht um die Proben zu
reduzieren. Die reduzierten Proben wurden dann mittels einer Hamilton-Pipette
in das Gel eingefiullt und in 1-fach Laufpuffer fir ca. 1 h mit 60 V
elektrophoretisch aufgetrennt.
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Die Proteine wurden dann mittels einer Elektroblotkammer (Keutz) auf eine
Nitrozellulose-Membran (Hybond-c, Amersham) unter Zusatz von 1-fach
Blotpuffer fur 1 h bei 22 W Ubertragen und anschliel3en die Membran Uber

Nacht in 5% Blockpuffer gelegt.

Die Membran wurde mit PBS-Tween gespult und fir 5 min darin eingelegt.
AnschlieRend wurde der Erstantikdrper in 5% Blockpuffer verdinnt und die
Membran darin 1 h inkubiert. Nach 3maligem Spulen mit PBS-Tween fir je 10
min wurde dann der Zweitantikdrper ebenfalls verdinnt in Blockpuffer fir eine
Stunde zugegeben. Danach wurde nach 3maligem Spulen mit PBS-Tween fir
je 10 min zur Filmentwicklung mittels Luminiszenz ECL-Detergenz (Amersham)
auf die Membran gegeben, diese in einen durchsichtige Plastiktite gelegt und

anschlieRend sofort Filme (Hyperfilm, Amersham) aufgelegt und entwickelt.

2.10. Gene Array

Um weitere Einflisse des spezifischen Rho-Kinase Inhibitors Y-27632 auf
humane GMZ aufzuklaren wurden 2 Versuchsreihen mit Gene Array Analysen
durchgefuhrt. Dazu wurden in einem ersten Versuchsansatz subkonfluente
proliferierende GMZ (10% FKS) kontinuierlich tber 48 h mit Y-27632 (30 uM)
inkubiert und anschlieBend die RNA isoliert (s. 2.5). In einer weiteren
Versuchsanordnung wurden ebenfalls subkonfluente GMZ zunachst fir 24 h
durch serumfreies Medium (Waymouth Medium + Nutrient Mixture F-12 im
Verhdltnis 1:1, 10 pg/ml Thyroglobulin, 10 pg/ml Transferrin, 5 pg/ml Insulin,
100 U/ml Penicillin sowie 100 pg/ml Streptomycin) in ihrem Wachstum arretiert.
Nach Préainkubation mit 30 pM Y-27632 fur 6 h erfolgte eine maximale
Wachstumsstimulation mit EC-Medium (enthdlt IGF und FGF als
Wachstumsfaktoren) in Anwesenheit von Y-27632 (30 pM) fur 6 h.
Anschlielend  erfolgte ebenfalls die RNA-Isolierung. In  beiden
Versuchsanordnungen wurden in gleicher Weise Kontrollen ohne den Zusatz

von Y-27632 gewonnen.
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Die Microarray Gene Chip Analyse wurde in Kooperation mit dem Institut der
medizinischen Genetik Tubingen (IZKF Microarray Facility Tubingen)
durchgefuhrt. Dabei wurden fir jede Versuchsanordnung sowie Kontrolle je 3
Gene Chips (Fa. Affymetrix) verwendet, um eine statistische Auswertung

vornehmen zu kénnen.

Die Microarry-Technologie ist ein relativ junges Verfahren, welches eine
parallele Analyse tausender Gene in einer Probe ermoglicht. Als Probe eignen
sich neben DNA- und cDNA- auch RNA-Proben. Diese werden in einem ersten
Arbeitschritt mit einem Reagenz (in diesem Fall Biotin) verknlpft, das die
spatere computergesteuerte Analyse erlaubt. Die RNA wird dann auf eine
Glasplatte gegeben, auf welcher ihrerseits Oligonukleotide gebunden sind, an
welche sich die komplementare RNA anlagert. Auf den Glasplatten der Firma
Affymetrix sind 25 000 Sequenzen auf einer Flache von 2,5 cm x 7,5 cm
gebunden. Die computergesteuerte Analyse erfolgt durch die Technik der
Photolithographie***. Die erhobenen Daten zeigten alle Gene auf, bei denen ein

Zunahme oder eine Abnahme der Expression beobachtet werden konnte.

Als statistisch signifikant verandert wurden nur die Gene gewertet, die in allen 9
Vergleichen (3 x 3 Proben vs. 3 x 3 Kontrollen) eine gleichsinnige Veranderung
der Aktivitdt aufzeigten und deren Signal-Log-Ratio (SLR) > 0,5 bzw. < 0,5
betrug.
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2.11. Puffer und Lésungen

PBS
1 Tablette PBS (Gibco) wurde in 500 ml Ampuwa® (Fresenius) geldst und die

Ldsung autoklaviert.

10-fach Mops

20,9 g MOPS (Applichem) wurden in Aqua bidest. gelost und mit NaOH ein pH
von 7,0 eingestellt. Zugabe von 8,4 ml 3 M Na-Acetat sowie 10 ml 0,5 M EDTA
pH 8,0 (Gibco). Auffullen auf 500 ml mit Aqua bidest., anschliel3end
Autoklavierung.

20-fach SSC
87,65 g NaCl und 44,1 g Na-Citrat wurden in 500 ml Aqua bidest. geldst,
anschlielend Autoklavierung.

Préahybridisierungslésung

17,75 g Na;HPO4, 1 ml 0,5 M EDTA pH 8,0, 100 g SDS (Applichem) wurden in
Aqua bidest. durch Erhitzen auf 65°C geldst. Nach Zugabe von 25 ml 10%
Blockreagenz wurde ein pH von 7,2 durch Titration mit Essigsaure eingestellt.

Auffillen auf 500 ml mit Aqua bidest., anschliel3end Autoklavierung.

Waschpuffer
1,42 g NazHPO4, 1 ml 0,5 M EDTA pH 8,0 und 5 g SDS wurden in 500 ml Aqua

bidest. und Erhitzen auf 65°C gelost, anschlieRend Autoklavierung.

Blockreagenz

10 g Blocking Reagent (Roche) wurden in 100 ml Puffer 1 und durch Erhitzen

auf 65°C gelost, anschlieRend Autoklavierung.
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Puffer 1

5,81 g Maleinsaure (Applichem) sowie 4,38 g NaCl (Merck) wurden in Aqua
bidest. geldst, der pH durch Zugabe von NaOH auf 7,5 eingestellt. Auffillen auf
500 ml durch Aqua bidest., anschlieRend Autoklavierung.

Puffer 3
6,06 g Tris-HCL und 2,92 g NaCl wurden in 500 ml Aqua bidest. gel6ést und der
pH durch NaOH auf 9,5 eingestellt, anschlielRend Autoklavierung.

Lysepuffer-Stammldsung
25 ml TRIS/HCI pH 8,0, 2 ml EDTA pH 8,0, 4,4 g NaCl und 2,5 ml NP-40

werden auf 500 ml mit Aqua bidest. aufgefullt.

Lysepuffer
Zu 3 ml Lysepuffer-Stammlésung wurden 30 pl PMSF und 3 pl Leupeptin

gegeben.

PBS-Tween
2 Tabletten PBS werden in 1 | Aqua bidest. gelést und mit 0,4 ml Tween

(Sigma) vermengt.

0,625 M TRIS/HCI — Lésung, pH 6,8
75,71 g TRIS wurden in 800 ml Aqua bidest. geldst, der pH mit HCI auf 6,8

eingestellt und mit Aqua bidest. auf 1 | aufgefulit.

0,75 M TRIS/HCI — Lésung, pH 8,8
90,86 g TRIS wurden in 900 ml Aqua bidest. gel6st, der pH mit HC| auf 8,8
eingestellt und mit Aqua bidest. auf 1 | aufgefulit.

10-fach Laufpuffer
39 g TRIS wurden mit 144 g Glycin und 10 g SDS in 1000 ml Aqua bidest.

gelost.
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1-fach Laufpuffer

50 ml Laufpuffer wurden in 350 ml Aqua bidest. verdunnt.

10-fach Blotpuffer
24,2 TRIS wurden mit 112,6 g Glycin zusammen in 1000 ml Aqua bidest.

aufgelost.

1-fach Blotpuffer
100 ml Blotpuffer wurden mit 100 ml Methanol (Merck) und 800 ml Aqua bidest.

vermengt.

5% Blockpuffer
10 mg Milchpulver wurden in 200 ml PBS-Tween gelost.

1-fach TBE
100 ml 10-fach TBE (Applichem) wurden in 900 ml Aqua bidest. verdinnt.

28



3. Ergebnisse

3.1. Wirkung von Lovastatin, GGTI-286, FTI-277 und  Y-27632 auf die

Zellproliferation und Zellvitalitat

Die kontinuierliche Inkubation humaner GMZ Uber 48 Stunden mit Lovastatin
hemmte im BrdU — Test konzentrationsabhangig die Zellproliferation (Abb. 3.1).
Im MTT Test zeigte sich nach 48-stiindiger Inkubation ebenfalls eine geringere
Zellzahl als in Medium-Kontrolle. Die Verminderung der Zellzahl im MTT — Test
war unter Lovastatin in vergleichbaren Konzentrationen schwécher ausgepragt
als die Hemmung der Zellproliferation. Die Wirkung von Lovastatin konnte in
beiden Tests durch die Zugabe von Mevalonat und GGPP zur héchsten
Lovastatin-Konzentration (10 uM) zumindest teilweise aufgehoben werden. Die
Zugabe von FPP fuhrte ebenfalls zu einer Reduzierung des Lovastatin-Effekts,
war jedoch im BrdU — Test nur gering ausgepragt (34% Zellproliferation im
Vergleich zu 19% Zellproliferation bei Lovastatin 10 uM gegentber der Medium-

Kontrolle).

Proliferationsassays Lovastatin
Abb. 3.1: Lovastatin hemmt d

100 " mm MTT  Zunahme der Zellzahl und ¢
1004gh w94 By 88 3 [JBrdU Zellproliferation in zunehmende
Konzentrationen bis auf 73% |
MTT-Test bzw. 19 % im BrdU-
Test bei 10 pM gegenibe
Kontrollen. Die Zugabe vo
Mevalonat (250 uM), GGPP (1
uM) und FPP (10 uM) zu 10 p
Lovastatin hebt diesen Effe
© teilweise auf. **p < 0,01

120+

% von Kontrolle
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Auch GGTI-286 und der spezifische Rho-Kinase Inhibitor Y-27632 bewirkten
eine kontinuierliche Abnahme der Zellproliferation im BrdU — Test nach 48
Stunden. MTT - Tests zeigten auch hier eine konzentrationsabhangige
Verminderung der Zellzahl nach dem gleichen Inkubationszeitraum (Abb. 3.2
und 3.3). Die Proliferationshemmung der GMZ war, analog den Ergebnissen
der Lovastatin-Untersuchungen, prozentual starker ausgepragt als die

Verminderung der absoluten Zellzahl, gemessen anhand des MTT — Tests.

Proliferationsassays GGTI-286

120+

% von Kontrolle

Kontrollen. **p < 0,01

Proliferationsassays Y-27632

120

80+

60+
39 Bas l a6 Zellzahl (MTT) auf  62%,
H H Proliferation  (BrdU) auf

% von Kontrolle

40+

207 gegentber Kontrollen. **p < 0,01

100 L 93 **x ok % .
‘ 83 gy 78 ** BV gie Zunahme der Zellzahl als at
+

30

100 - MTT Abb. 3.2: GGTI286 hemmt sowol
0 s 2 CJBrdU  dje Zunahme der Zellzahl als at
die Zellproliferation konzentrations-
abhangig. Bei 20 pM GGT286
sinken die Werte auf 69% (MT
bzw. 43% (BrdU) gegenlbe

100 W=MIT  Abb. 3.3: Y27632 hemmt sowol

o x5 die Zellproliferation konzentrations-
abhangig. Bei 120 pM sinkt ¢



Eine 48-Std.-Inkubation humaner GMZ mit FTI-277 beeinflusste die
Zellproliferation (BrdU) und Zellzahl (MTT) arterieller GMZ nur unwesentlich und
ohne eindeutig statistische Signifikanz (Abb. 3.4). Lediglich in hdheren
Dosierungen (200 nM, 400 nM) kam es zu einer leichten Verminderung der
Zellproliferation (bis auf 90% gegeniber der Medium-Kontrolle). Eine Abnahme
der absoluten Zellzahl iber den MTT — Test konnte in diesen Dosierungen aber
nicht nachgewiesen werden. Eine deutliche Hemmung der Proliferation hatte

aber auch hier einen Effekt zeigen missen.

Proliferationsassays FTI-277

118
120+ - 108

100 T - VT
98| | og} 98 94 91,, 90 .
o TR 1929092557 §57  C—IBrdu Abb. 3.4: Sowohl di
S 80 ] Zellzahl (MTT) als aucl
S 4l die Zellproliferation
s (BrdU) werden durch FTI-
< 277 nur gering verminde!
207 **p < 0,01 gegenulbe
il Il [iE iN 5N i /IS |iE N Kontrollen.
R N
@Qp* Q®@ ,\90 '{?ﬂ\ (OQ(\ @QQ ,LQQQ b‘QQQ
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3.2. Expression von TSP-5/COMP und TSP-1 — RNAin a rteriellen
Gefal3wandzellen

TSP-5/COMP und TSP-1 werden von proliferierenden humanen GMZ
exprimiert. In den PCR-Analysen zeigten die beiden Glykoproteine auf die
Inkubation mit verschiedenen Inhibitoren des Isoprenoidstoffwechsels tber 48
Std. ein unterschiedliches Expressionsverhalten. TSP-5/COMP wurde durch die
Inkubation mit Lovastatin in seiner Expression gesteigert. TSP-1 hingegen
wurde durch Lovastatin in seiner Expression gehemmt (Abb. 3.5a und 3.5b).
Die Wirkung von Lovastatin konnte bei beiden Thrombospondin-Varianten
durch Mevalonat und GGPP aufgehoben werden. FFP zeigte ebenfalls eine
antagonistische Wirkung. GGTI-286 (1 puM, 10 uM) fuhrte zu einer Minderung
der TSP-1-Expression. TSP-5/COMP hingegen wurde durch die Inkubation mit
GGTI-286 in seiner Expression gesteigert (Abb. 3.5¢).

COMF

Med Lovastatin Mev GGPP FPP
0,1 uM 0,5 UM 1,0 uM 1,5 uM 2,0 uM 2,5 uM

Abb. 3.5a: PCR — Analyse der TSREOMP Expression nach Zuge
von Lovastatin (in uM) sowie Mevalah (250 uM) und GGPP sow
FPP (e 10 uM) zur héchsten Lovastationzentration (2,5 puM
Reprasentatives Ergebnis aus 3 unabhangigen Exgraem

Med Lova Mev GGPP FPP
1puM 10 uM

Abb. 3.5b: PCR - Analyse der T9PExpression nach Zugabe v
Lovastatin (1, 10 uM) sowie Mevalonat (250 uM), GGERLO uM).
FPP (10 pM) jeweils zur héchsten lastatinkonzentration (10 pv
GAPDH als Kontrolle.

Reprasentatives Ergebnis aus 3 unabhangigen Exgraem
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s [
cour [l N

oo [

Med GGTI GGTI
1puM 10 uM

Abb. 3.5c. PCR - Analyse der TSP-5/COMP und der -ISP
Expression nach Inkubation mit GGZ86 (1, 10 uM). GAPDH a
Kontrolle. Reprasentativeg@ebnis aus 3 unabhéngigen Experimer

Die Inkubation mit FTI-277 (200 nM, 400 nM) Uber 48 Stunden beeinflusste die
TSP-5/COMP und die TSP-1 Expression in GMZ kaum (Abb. 3.6). Eine 48
Stunden-Inkubation mit dem spezifischen Rho-Kinase-Inhibitor Y-27632 (5 uM —
30 uM) hingegen flihrte zu einer deutlichen Steigerung der TSP-5/COMP
Expression. TSP-1 hingegen zeigte keinen ausgepragten Effekt auf Y-27632.
Bei 30 pM war eine Expressionshemmung erkennbar, in niedrigeren
Konzentrationen (5uM, 15 uM) waren die Ergebnisse allerdings nicht einheitlich
und eine deutliche Hemmung konnte so mittels PCR-Analysen nicht eindeutig

nachgewiesen werden (Abb. 3.6).

-1

Med FTI  FTI YG32
200 nM 400 NnM 5 uM 15 uM 30 pl..

Abb. 3.6: PCR — Analyse der TSP-5/COMP sowie ddpP-IS
Expression nach Zugabe von FX17 (200 nM, 400 nM) un
Y-27632 (5, 15, 30 uM). GAPDH als Kontrolle.
Repréasentatives Ergebnis aus 3 unabhéngigen Exgraem

Die Northern — Blot Analysen zeigten analog zu den PCR-Ergebnissen eine
konzentrationsabhéngige Hemmung der TSP-1-Expression durch Lovastatin

0,1 uM — 2,5 uM), welche jeweils durch Zugabe von Mevalonat (250 pM),
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GGPP (10 pM) und FPP (10 pM) zur hdchsten Lovastatin-Konzentration
(2,5uM) zumindest teilweise wieder aufgehoben werden konnte (Abb. 3.7).
GGTI-286 (20 pM) hemmte in einer Konzentration von 20 uM deutlich die
Expression von TSP-1, wohingegen kein Einfluss von FTI-277 nachgewiesen
werden konnte (Abb. 3.8). Y-27632 fuhrte zu einer - im Vergleich zu GAPDH -
mafigen konzentrationsabhangigen Minderung der TSP-1 Expression (Abb.
3.9, 1 uM — 30 pM).

TSPl EREREmEm e EmeEaes

Med Lovastatin (LM) weGPP FPP
01 05 10 15 2052

GAPDH

Abb. 3.7: NortherrBlot Analyse: Effekt ansteigend
Lovastatin — Konzentrationen (0,1 uM 25 uM) sowie de
Zugabe von Mevalonat (250 uM), GGPP (10 uM) und EE}
MM) zur hdchsten Lovastatikenzentration (2,5 uM) auf d
Expression von TSP-1. GAPDH als Kontrolle
Reprasentatives Ergebnis aus 3 unabhangigen Exgraem

Im Gegensatz zu TSP-1 fuhrte die Inkubation mit Y-27632 zu einer
konzentrationsabhangigen Steigerung der TSP-5/COMP-Expression (1 uM — 30
uM) (Abb. 3.9).

Tsp-1 IR
GAPDH [

Med GGTI FTI
20 pM 400 nM

-

Abb. 3.8: Northern-Blot Analyse der TSP-1
Expression nach 48 h Inkubation mit GGTI (20
HM) und FTI (400 nM). GAPDH als Kontrolle
Reprasentatives Ergebnis aus 3 unabhang
Experimenten.
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TSP-1 8 BN =8

TSP-5/
COMP

GAPDH

Med 1,0 25 5,0 10,0 15,0 20,0 30,0
Y-27632

Abb. 3.9: Northern-Blot Analyse der TSP-5/COMP urfsiP-1
Expression nach 48 h nach der Zugabe des Rho-kinase
Inhibitors Y-27632 (Angaben in uM). GAPDH als Kaolte.

3.3.  Western-Blot — Analyse der TSP-5/COMP und TSP- 1 Expression

Western-Blot Analysen aus Zelllysaten glatter Muskelzellen bestatigten die
Beeinflussung der TSP-1 und TSP-5/COMP-Expression, wie sie in den RNA-
Untersuchungen nachweisbar waren. Nach 48 h Inkubation mit Lovastatin
verminderte sich die TSP-1-Konzentration in den Lysaten
konzentrationsabhéngig, wahrend sie bei TSP-5/COMP anstieg. Auch hier
konnte durch Mevalonat, GGPP und FPP der Effekt aufgehoben werden (Abb.
3.10). GGTI-286 minderte ebenfalls die TSP-1-Expression (deutlich bei 20uM),
wéahrend ein Einfluss durch FTI-277 nicht zu beobachten war (Abb. 3.11). Ein
Einfluss von GGTI-286 und FTI-277 auf die Expression von TSP-5/COMP
konnte allerdings nicht eindeutig nachgewiesen werden.

Y-27632 fuhrte zu einer schwachen Hemmung der TSP-1-Expression (Abb.
3.11), wahrend TSP-5/COMP deutlich in seiner Expression gesteigert wurde
(Abb. 3.11 und 3.20).
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TSP-1 (o e 4 | P —

COMP G — —
S d

Med Lovastatin (LM) M&GPP FPP
05 10 20 25

Abb. 3.10: Western-Blot Analyse der TSP-5/COMP ti&dP-1
Expression nach 48 h Zugabe von Lovastatin (0,5-+L1)
sowie Zugabe von Mevalonat (250 uM), GGPP (10 pi) PP
(20 uM) zur héchsten Lovastatinkonzentration (2yH.u
Reprasentatives Ergebnis aus 3 unabhangigen Exgraem

TSF-1

Lami®

|

S—
COMEF — el -—
Med GGTI GGTI FTI

10 uM 20 pM 400 nM

Abb. 3.11a: Western-Blot Analyse der TSP-5/COMP
und TSP-1 Expression nach 48 h Zugabe von GGTI-
286 (10 uM, 20 uM) und FTI-277 (400 nM)
Reprasentatives Ergebnis aus 3 unabhang
Experimenten.

TSP-1 Ll et ™ iy ol |

COMP gy " s, ey Pt

Med Y-27632 (uM)
5 15 30 100

Abb. 3.11b: Western-Blot Analyse der TSP-5/COMP Wi&dP-1
Expression nach 48 h Zugabe von Y-27632 (5 — 100. uM
Reprasentatives Ergebnis aus 3 unabhangigen Exgraem
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3.4. Expression von TSP-2 — RNA in arteriellen Gefa Rwandzellen

TSP-2 zeigte sowohl in PCR- als auch in Northern-Blot-Analysen (Abb. 3.12 -
3.15) eine vergleichbare Reaktion auf die Inkubation mit den verschiedenen
untersuchten Hemmstoffen wie TSP-1, wobei die Reaktion schwacher zur
Auspréagung kam. Die Hemmung durch Lovastatin und die Aufhebung dieses
Effekts durch Mevalonat, GGPP und z.T. FPP war erkennbar (s. Abb. 3.14,
Northern-Blot Analyse). Die Beeinflussung durch GGTI-286 und Y-27632 war
allerdings allenfalls schwach ausgepragt. FTI-277 zeigte weder in den PCR —

Analysen noch in den Northern Blots einen Einfluss auf die TSP-2 Expression.

TSP-2

Med Lova Lova Mev GGPP FPP GGTI GGIGTI
1uM 10 uM 1puM 10 uM 20 pM

Abb. 3.12: PCR — Analyse der TSP-2 Expression Zagjabe von
Lovastatin (1, 10 uM), GGTI-286 (1, 10, 20 pM) sewlevalonat
(250 pM), GGPP (10 pM), FPP (10 uM) jeweils zurtigien
Lovastatin-Konzentration (10 uM). GAPDH als Konteol
Reprasentatives Ergebnis aus 3 unabhangigen Exgreem

GAPDH

Med FTI  FTI
200 nM 400 NM 5 uM 15 uM 30 UM 100 pM

Abb. 3.13: PCR — Analyse der TSP-2 Expression Zagjabe
von FTI-277 (200 nM, 400 nM) und Y-27632 (5, 15, 300
pHM). GAPDH als Kontrolle.

Repréasentatives Ergebnis aus 3 unabhéngigen Exgraem
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Ee 3 - * ¥ s ‘sﬂ ’ o

& %

GAPDH'.”........

Med-K. 0,1 0,5 1,0 15 20 2,5 Mev. GGPP  FPP

Lovastatin (uM)

Abb. 3.14: Northern-Blot: Effekt ansteigender Lowedis —
Konzentrationen (0,1 uM bis 2,5 uM) auf die Expi@syon
TSP-2, sowie der Zugabe von Mevalonat (250 uM), BGI®
UM) und FPP (10uM) zur jeweils héchsten Lovastatin-
Konzentration (2,5 puM). GAPDH als Kontrolle.
Reprasentatives Ergebnis aus 3 unabhéangigen Exgraem

T
cvor A @

Med-K. GGTI  FTI Y-27632
20 pM 400 nM 30 uM

Abb. 3.15: Northern-Blo Analyse:
Einfluss von GGTI-286 (20uM), FTI-
277 (400 nM) und Y27632 (30 uM
auf die Expression von TSB-GAPDH
als Kontrolle.

Reprasentatives  Ergebnis  aus
unabhangigen Experimenten.
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3.5. Expression von TSP-3 und TSP-4 — RNA in arteri  ellen

GefaRwandzellen

Proliferierende GMZ (10% FKS) exprimieren TSP-3, welches durch Northern-
Blot Analysen (Abb. 3.15a) und PCR-Analysen (Abb. 3.15b) gezeigt werden
konnte. Die Inkubation mit Lovastatin, Mevalonat, GGPP, FPP GGTI-286, FTI-
277 und Y-27632 zeigte hingegen uneinheitliche Ergebnisse, so dass kein

signifikanter Effekt durch diese Substanzen nachgewiesen werden konnte.
TSP-4 konnte mittels Northern-Blot Analysen in proliferierenden GMZ (10%

FKS) nicht nachgewiesen werden.

PCR-Analysen bewiesen jedoch das

Vorkommen von TSP-4. (Abb. 3.15b). Auch die TSP-4-Expression wurde durch

die verschiedenen Hemmestoffe nicht klar beeinflusst.

6948Kkb
TSP-3
4742kb
2661kb
GAPDH 1821kb
RNA —
Langenstandard |l

Abb. 3.15a: Northern-Blot Analyse: TSP-3
wird in humanen glatten Muskelzellen
exprimiert.

264z bp
1000 by
TSP-4 TSP-3 500 by
100 by
DNA —
Marker XIV

Abb. 3.15b: PCR — Analyse: TSP-3 (494 bp) und
TSP-4 (561 bp) werden in humanen GMZ
exprimiert.

Reprasentatives Ergebnis aus 3 unabhangig Reprasentatives Ergebnis aus 3 unabhang

Experimenten.
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3.6. Auswirkung von Y-27632 auf den Genaktivitdt in  arteriellen

GefaRwandzellen

Um weitere Einflisse der Rho-Kinase auf die Expression von Genen
aufzuklaren fuhrten wir zwei Testreihen mit Zellkulturen unter Inkubation mit
dem Rho-Kinase Y-27632 durch. Nach Extraktion der RNA wurde die
Genaktivitat mit Hilfe der Genchip-Technologie (Affymetrix) bestimmit.

In der Testreihe A wurden glatte Muskelzellen zunachst fir 24 h
wachstumsarretiert. Nach Prainkubation mit 30 uM Y-27632 fur 6 h erfolgte eine
maximale Wachstumsstimulation mit EC-Medium (enthalt IGF und FGF als
Wachstumsfaktoren) in Anwesenheit von Y-27632 (30 pM) fir 6 h.
Anschlie3end erfolgte ebenfalls die RNA-Isolierung. In der Testreihe A fand sich
einer Aktivitdtsanderung von 11 Genen, davon wurden 7 in ihrer Aktivitat
gesteigert und 4 in ihrer Aktivitdt gemindert (Abb. 3.17).

In der Testreihe B wurden in 10% FKS proliferierende glatten Muskelzellen mit
30 uM Y-27632 fur 48h inkubiert. Unter diesen Bedingungen wurden 65 Gene
signifikant reguliert, davon wurden 46 in ihrer Aktivitat gesteigert, 19 dagegen in
ihrer Aktivitat gemindert (Abb. 3.18-19).

-0,97 _ actin, gamma 2, smooth muscle, enteric (AC1
-0,93 _ guanylate binding protein 1 (GBP1)
20,74  [We—— Pig10 (PIG10)

-0,49 actin, alpha 2, smooth muscle, aorta (ACTA2)

putative lymphocyte GO/G1 switch gene (GO 0,43
Inerleul6r(IL6) 0,47

Interleukin 8 (IL8) 0,5

Kruppel-like factor 9 (KLFQ)_‘ 0,57
Aldo-Keto Reduktase (AKRlBl_ 0,6
Prostaglandin-Endoperoxid Synthase 2 (PTGH 0,62

response gene to complement 32 (RG_ 1,2
f f /

-15 -1 -0,5 0 0,5 1 15

Abb. 3.17: Gene Array Analyse der Genaktivitat haeraGMZ nach maximaler
Wachstumsstimulation zuvor wachstumsarretierteledalnter Inkubation mit Y-27632
(30 uM) (Testreihe A). Die Aktivitatsédnderung isit wher durchschnittlichen signal-log-
ratio (SLR) angegeben.
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Als Kontrolle dienten bei beiden Ansatzen gleich behandelte Zellkulturen ohne
Anwesenheit von Y-27632.

Auffallend war, dass durch die Inkubation mit dem Rho-Kinase Inhibitor Y-
27632 einige Gene hochreguliert wurden, die in der extrazellularen Matrix
vertreten sind (Fibulin, collagen type XV, Dermatopontin, CHI3L1, COMP,
ADAMTSS5). Zudem wurden Gene reguliert die einen Einfluss auf die
Zellstruktur, -motilitat und Kontraktion haben (Tropomyosin, Aktin, PIG10,
Periplakin, Transgelin, Filamin, regulator of G-protein signalling 4), Einfluss auf
die Interaktion von Zellen nehmen bzw. intrazellulare Signalkaskaden aktivieren
oder beeinflussen (Interleukine, Interleukinrezeptoren, Proenkephalin, insulin-
like growth factor, chemokine, CD14, Transglutaminase). Im Besonderen
wurden Gene, welche fir Zellkontraktion  mitverantwortlich  sind,
herunterreguliert (Tropomyosin, Aktin, PIG10, Transgelin, Filamin, regulator of
G-protein signalling 4).

Dabei scheint der Rho-Kinase Inhibitor Y-27632 auf proliferierende aber nicht
akut wachstumsstimulierte GMZ einen vielseitigeren und komplexeren Einfluss
zu nehmen als auf zuvor arretierte und dann akut wachstumsstimulierte GMZ
(65 gegeniber 11 signifikant verdnderten Genaktivitaten).

Auffallend war vor allem die hochsignifikante Hochregulierung von TSP-
5/COMP durch kontinuierliche Inkubation mit Y-27632 in proliferierenden, nicht-
stimulierten GMZ (durchschnittliche SLR: 0,77). Dieses Ergebnis deckte sich
mit unseren Untersuchungen mittels PCR, Northern- und Western-Blot
Analysen.

Die grol3en Thrombospondine TSP-1 und TSP-2 sowie das Kkleinere
Thrombospondin TSP-3 wurden in den Genarray-Versuchen durch Y-27632
nicht signifikant reguliert, waren allerdings stets nachweisbar. TSP-4 hingegen

konnte in den durchgefiihrten Versuchen nicht nachgewiesen werden.
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Abb. 3.18a: : Gene Array Analyse der GenaktiviEatr@ahme) humaner GMZ nach kontinuierlicher Einwirggwon Y-27632
(30uM) Uber 48 Stunden. Die Aktivitatsanderungmgtder durchschnittlichen signal-log-ratio (SLRigegeben. Bestandteile
der EZM grau unterlegt.
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Abb. 3.18b: Gene Array Analyse der Genaktivitat (@ume) humaner GMZ nach kontinuierlicher Einwirkwaog
Y-27632 (30uM) Uber 48 Stunden. Die Aktivitatsanohey ist mit der durchschnittlichen signal-log-rai8LR)
angegeben. Bestandteile der EZM grau unterlegt.



glioma pathogenesis-related protein (GLIP - 1.20
Transgelin (TAGLN) § ‘ ‘ -1,25
actin, alpha 2, smooth muscle, qorta (ACTAE?L='- 1,03
renal tumor antigen (RAGE} -1,02
regulator of G-protein signalling 4 (RGS% -0,99
pleckstrin homology-like domain, family A, meer® (PHLDA2) ‘ ‘ ‘ ‘ -0,93
tropomyosin 1 (alpha) (TPM1 -0,89
transglutaminase 2 (TGM -0,88
hypothetical protein DJ3R8E19. &= - 0,87
brain-derived neurotrophic factor (BD - 0,84
actinin, alpha 1 (ACTN1 ‘ -0,8
myosin, light polyple 9, regulatory (MYL9 -0,79
actin, gamma 1 (ACTG1 -0,77
regulator of G-protein signalling 4 (RG -0,77
tropomyosin|2 (beta) (TPM -0,75
filamin A, alpha (actin-binding protein-280) (RLR) -0,73
FAMB8B -0,7
regulator|of G-protein signalling 4/ (RGS - 0,69
transglutaminase 2 (TGM2); ‘ ‘ ‘ - 0,64

Abb. 3.19: Gene Array Analyse der Genaktivitat (Atom&) humaner GMZ nach kontinuierlicher Einwirkuranvw'-27632
(30uM) Uber 48 Stunden. Die Aktivitatsanderungnmgtder durchschnittlichen signal-log-ratio (SLRgegeben.



3.7. Vergleich der TSP-5/COMP-Expression nach Inkub  ation mit Y-27632
und Rapamycin

In einer Gene-Array Untersuchung, die parallel zu der Untersuchung mit Y-
27632 durchgefuhrt wurde, wurde die Wirkung von Rapamycin (Sirolimus) (100
nM) auf subkonfluent proliferierende (10% FKS) GMZ nach kontinuierlicher
Inkubation tber 48 Stunden untersucht (vgl. Versuchsanordnung 2.10.). In der
interventionellen Kardiologie werden seit einigen Jahren erfolgreich Rapamycin-
beschichtete Stents eingesetzt, unter denen die Restenoserate deutlich gesenkt
werden konnte. Der genaue Mechanismus Uber den die Restenoseprotektion
vermittelt wird ist bis heute allerdings noch nicht véllig geklart. Rapamycin bildet
einen Komplex mit FKBP12 und verhindert somit die Aktivierung der Serin-
Threonin-Kinase mTOR (mammalian target of rapamycin). In dieser Studie
sollten mogliche Wirkmechanismen aufgedeckt werden. Uberraschenderweise
zeigte sich eine hochsignifikante Hochregulierung von TSP-5/COMP mit einer
durchschnittlichen SLR von 1,47 (alle 9 Vergleiche behandelter Kulturen
gegeniber Medium-Kontrollen positiv). Da dieses Ergebnis fur die vorliegende
Arbeit von Interesse war, wurden die Expression von TSP-5/COMP mittels
Western-Blot Analysen weiter untersucht. Dazu wurden subkonfluente
proliferierende (10% FKS) GMZ fir jeweils 6, 12, 24, 48 und 72 Stunden mit
Rapamycin (100 nM) und vergleichend Y-27632 (30 uM) inkubiert und
anschlieRend die Proteine isoliert (s. 2.8.) Die Western-Blot Analyse erfolgt

analog den bisherigen Untersuchungen (s. 2.9.).

° 6F 12t b 24t 48t 72t
Med Y- RapaMed Y- Rapa Med Y- RapaMed Y- RapMed Y- Rapa
27632 27632 27632 27632 27632

Abb. 3.20a,b: Wester-Blot Analyse: Zeitliche Veranthg der Wirkung von Y-27632
(30 uM) und Rapamycin (100 nM) auf die Expression COMP in GMZ
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In den Western-Blot Analysen zeigte sich tGber den Verlauf von 72 Stunden eine
kontinuierliche Abnahme der TSP-5/COMP-Proteinexpression in Zelllysaten
(Abb. 3.20), welche im Gegensatz zu der gesteigerten TSP-5/COMP-RNA-
Expression in den Gene Arrays steht. Der Rho-Kinase Inhibitor Y-27632 flhrte,
wie in den Versuchen zuvor (siehe 3.3), zu einer kontinuierlichen Zunahme von

TSP-5/COMP-Protein (Abb. 3.20).
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4. Diskussion

4.1. Wirkung von Statinen und des Rho-Kinase Signa  Itransduktions-

weges auf die Proliferation GMZ

Ausgangspunkt dieser Studie war die Cholesterin-unabhangigen, pleiotropen
Effekte der Statine auf den Prozess der Atherosklerose speziell in Bezug auf
die Proliferation glatter Muskelzellen und die Expression von extrazellularer
Matrix zu untersuchen. Eine Vielzahl pleiotroper Effekte ist bislang schon
beschrieben worden. So verbessern Statine die endotheliale Dysfunktion'*>*7,
welche als Ausgangspunkt der Atherogenese gesehen wird. Des Weiteren

haben Statine antientziindliche*® 120

, antioxidative'*® und Plaque-stabilisierende
Wirkungen. Als ein mdglicher Signalweg, Uber welchen diese Effekte vermittelt
werden, ist die Verknlpfung des Isoprenoidstoffwechsels mit dem G-Protein
Rho und seiner assoziierten Kinase beschrieben worden.

Die Proliferation der GMZ stellt einen Schllsselschritt in der Atherogenese dar,
da udber die Proliferation und Migration der GMZ eine Neointimabildung
ermdglicht wird. Die Hemmung von GMZ-Proliferation in-vitro durch Statine
wurde bereits nachgewiesen'?*'?2, Hierbei konnte ebenfalls gezeigt werden,
dass Mevalonat die Wirkung der Statine aufheben kann. Diese Ergebnisse
zeigen, dass auch hier die Proliferationshemmung Uber den Rho-Kinase-
Signaltransduktionsweg vermittelt werden konnte. In den Untersuchungen
dieser Studie konnten wir die bisherigen Beobachtungen bestatigten, so zeigte
auch hier die Behandlung mit Lovastatin eine Abnahme der Zellproliferation mit
der Folge einer verminderten Zellzahl im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle.
Auch in dieser Studie konnte Mevalonat den Effekt von Lovastatin aufheben.
Eine Aufhebung der Proliferationshemmung GMZ durch GGPP konnte bislang
in einem in-vitro Experiment mit Pravastatin nachgewiesen werden'?3. Wir
untersuchten ebenfalls die Wirkung von GGPP und FPP und konnten zeigen,
dass auch GGPP zu einer Aufhebung der Proliferationshemmung von GMZ
durch Lovastatin fihrt. Mit FPP hingegen konnte nur eine leichte Revision des

Lovastatineffektes herbeigefuhrt werden. Weiter untersuchten wir die Wirkung
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von GGTI-286 auf die Zellproliferation von GMZ. Daten hierzu waren zu Beginn
unserer Untersuchungen noch nicht veréffentlicht worden. GGTI-286 fuhrte
ebenfalls dosisabhéngig zu einer Verminderung der Zellproliferation, welches
auch hier die Abnahme der absoluten Zellzahl (gemessen in einem MTT — Test)
zur Folge hatte. In einer im April 2005 veroffentlichten Studie zeigte eine
Forschungsgruppe, dass mit dem dem GGTI-286 verwandten Geranylgeranyl-
Transferase Inhibitor GGTI-298 die GMZ-Proliferation nach Stimulation mit
Serum, TNF-a oder Angiotensin-1l vermindert werden kann*?*. Eine Stimulation
von GMZ hatten wir in unseren Versuchen nicht durchgefiihrt, sondern
untersuchten die Wirkung von GGTI-286 auf kontinuierlich proliferierende GMZ.
Ein Einfluss von Farnesyltransferase-Inhibitoren auf die Proliferation von GMZ
ist bislang noch nicht beschrieben worden. In unseren Untersuchungen hierzu
konnten wir keinen signifikanten Effekt auf die Proliferation glatter Muskelzellen
durch FTI-277 nachweisen.

Von Rho selbst ist bislang schon bekannt, dass es Uber die Aktivierung einer
MAP-Kinase-Kaskade die Proliferation fordern kann®?®. Eine Hemmung der
DNA-Synthese durch den spezifischen Rho-Kinase Inhibitor Y-27632 konnte
bislang in GMZ der Ratte nach Thrombin-induzierter Stimulation nachgewiesen
werden. Unsere Daten zeigten nun erstmals, dass auch Y-27632 in-vitro die
Proliferation humaner GMZ unter kontinuierlicher Proliferation hemmen kann.
Eine immunhistologische in-vivo Studie nach Gefaldverletzung konnte allerdings
keine Hemmung der GMZ-Proliferation durch Y-27632 nachweisen®?®.
Allerdings konnte in anderen tierexperimentellen Studien durch Einsatz eines
spezifischen Rho-Kinase Inhibitors die Ausbildung von atherosklerotischen

Lasionen gehemmt werden®?"%2,

Ob dieser antiatherogene Effekt Uber
antiproliferative oder andere Mechanismen vermittelt wird, ist bislang noch
unklar.

Aufgrund unserer Ergebnisse gehen wir jedoch davon aus, dass die
proliferationshemmende Wirkung der Statine in vitro zumindest teilweise Uber
eine verminderte Bildung von Geranylgeranyl-Phosphat und eine subsequente

Hemmung des Rho-Kinase-Signaltransduktionsweges vermittelt wird.
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Zudem dienten die erhobenen Daten aus den Proliferations-Assays zur
Dosisfindung fur die weiteren molekularbiologischen Untersuchungen auf das

Expressionsverhalten der Thrombospondine.

4.2. Thrombospondin-1 und Cartilage Oligomeric Matr  ix Protein werden

unterschiedlich reguliert

Die extrazellulare Matrix ist wesentlicher Bestandteil aller Gefalle und nimmt
Uber seine strukturellen als auch biologischen Veranderungen Teil am Prozess
der Atherogenese. Dass Statine auf die Zusammensetzung der EZM Einfluss
nehmen konnen, ist von uns in friheren Studien schon belegt worden.
Besonders auffallend war hier die deutliche Abnahme der TSP-1 Expression in
GMZ nach Behandlung mit verschiedenen Statinen (Simvastatin, Lovastatin)*?.
Dabei konnte Mevalonat als Produkt des Isoprenoidstoffwechsels den Effekt
beider Statine auf die TSP-1 Expression wieder aufheben. Andere EZM-
Molektle wie Pro-Kollagen Typ | und Biglykan wurden weniger stark und erst
nach Zugabe wesentlich hoéherer und mdoglicherweise toxischer
Konzentrationen in ihrer Expression gehemmt. Zudem zeigte die Zugabe von
Mevalonat zu den Statinen keine Aufhebung der ohnehin leichten
Expressionsminderung. Auf der Basis diese Ergebnisse sollte in dieser Studie
der Effekt von Statinen und anderen Hemmestoffen des Isoprenoidstoffwechsels
auf die Expression der verschiedenen TSP-Gene untersucht werden. Von
besonderem Interesse war hier der Effekt auf die Expression von TSP-5/COMP,
einem erstmals von unserer Arbeitsgruppe beschriebenen Bestandteil der
humanen vaskularen EZM.

Wir konnten zunachst die oben genannten Daten bestatigten und fanden auch
in den in dieser Studie durchgefihrten Versuchsreihen eine Verminderung der
Expression von TSP-1 nach 48 Stunden Inkubation mit Lovastatin sowohl in
Northern-Blots als auch in PCR-Analysen. Eine Aufhebung des Lovastatin-
Effektes konnte allerdings nicht nur durch Mevalonat sondern ebenso durch das
Isoprenoid Geranylgeranyl-Pyrophosphat erreicht werden. FPP zeigte eine

schwache Antagonisierung des Lovastatineffektes (besonders deutlich in den
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Northern-Blot Analysen). GGPP ist Ausgangspunkt fir die Geranylierung von
intrazellularen Proteinen mittels einer Geranygernayl-Transferase. Das G-
Protein Rho mit seiner assoziierten Kinase ist als Angriffspunkt dieser
Geranylierung bekannt. Daher untersuchten wir, ob die Verminderung der TSP-
1 Expression Uber diesen Kaskadeweg verlauft. Dabei zeigten unsere Daten,
dass sowohl die Verhinderung der Geranylierung mittels des spezifischen
Transferase-Inhibitors GGTI-286, als auch die Hemmung der Rho-Kinase
mittels des spezifischen Rho-Kinase Inhibitors Y-27632 zu einer Verminderung
der TSP-1 Expression fuhren, allerdings war der Effekt von Y-27632 nicht sehr
ausgepragt (deutlicher in den Northern-Blot Analysen). Die Analyse der
Proteinexpression mittels Western-Blots bestatigten unabh&ngig davon diese
Ergebnisse. Wir konnten somit den Signaltransduktionskaskade der Wirkung
von Statinen auf die Expression von TSP-1 aufklaren. Eine Wirkung des
Farnesyltransferase-Inhibitors FTI-277 auf die Expression von TSP-1 konnten
wir nicht eindeutig nachweisen. Die Farnesylierung ist aber bislang noch nicht
als Aktivierungsvorgang von Rho beschrieben worden. Nicht nur
Geranylpyrophosphat (GPP), sondern auch FPP kann im Isprenoidstoffwechsel
weiter in GGPP umgewandelt werden, daher ist eine Aufhebung des Lovastatin-

Effektes auch fur dieses Isoprenoid erklarbar.

Parallel zu unseren Untersuchungen auf das Expressionsverhalten von TSP-1
untersuchten wir auch die Beeinflussung der Expression von TSP-5/COMP.
Uber die Regulation dieses Glykoproteins lagen bislang noch keine Daten vor.
Unsere Experimente zeigen, dass TSP-5/COMP gegensinnig zu TSP-1 reguliert
wird. Die Inkubation mit Lovastatin fuhrte zu einer Zunahme der TSP-5/COMP-
Expression. Mevalonat und GGPP waren auch hier in der Lage, die gesteigerte
Expression durch Lovastatin zu verhindern. Weiterhin fuhrte auch die
Inkubation mit Y-27632 als spezifischem Rho-Kinase-Inhibitor zu einer
Steigerung der TSP-5/COMP  Expression. Diese Ergebnisse der
molekularbiologischen Untersuchungen konnten auch in Western-Blot Analysen
bestatigt werden. Die Wirkung von GGTI-286 auf die Expression von TSP-
5/COMP war allerdings nicht deutlich ausgepragt.

50



Wir konnten somit erstmals zeigen, dass auch TSP-5/COMP als Bestandteil der
EZM Angriffspunkt der pleiotropen Effekte der Statine ist. Gleichzeitig konnten
wir auch hier nachweisen, dass die gesteigerte Expression durch das G-

Protein Rho und seiner assoziierten Kinase vermittelt wird.

Die Unterschiede im Expressionverhalten dieser beiden Thrombospondine
stehen im Einklang mit den bisherigen Daten, die Uber TSP-1 sowie TSP-
5/COMP in der EZM von GefalRen erhoben worden sind. In ihrer Biologie

scheinen sich die beiden Glykoproteine zu unterscheiden.

Besser untersucht ist die Wirkung von TSP-1. TSP-1 moduliert die Adhasion,
Proliferation und Migration humaner GMZ. Zudem wirkt TSP-1 modulatorisch
auf die Angiogenese, aktiviert Plasminogen sowie TGF-B1. 2003 konnte gezeigt
werden, dass TSP-1 die Expression von MMP-2 sowohl steigern kann, als auch
die durch Bindung mit MMP-2 dessen Wirkung verstarken kann**. MMP-2 ist
eine Metalloproteinase, welche durch Degradierung der EZM die Migration
GMZ im Rahmen der Atherogenese ermdglichen kann. Zusammengenommen

spielt TSP-1 einen pro-atherogenen Faktor dar.

Bisher vorliegende Daten weisen darauf hin, dass TSP-1 und die Rho-Kinase
bei den gleichen biologischen Prozesses wie z.B. bei den Reparaturvorgangen
in der frilhen Phase nach GefaRverletzungen exprimiert werden™**. Sowohl fiir
die Rho-Kinase als auch fur TSP-1 ist eine funktionelle Rolle bei der
Zelladhasion, -proliferation und -migration glatter Muskelzellen beschrieben
worden®®*3%13¢ Ein wichtiger biologischer Effekt der Rho-Kinase ist z.B. das fiir
die Migration von Zellen wichtige Organisation des Zytoskeletts. Eine
Beeinflussung der Expression von Zytofilamenten und kontraktilen Proteinen
konnten wir auch in unseren Gene-Array-Experimenten darstellen. Unsere
Daten weisen zusatzlich darauf hin, dass mdglicherweise ein Teil der durch Rho
und seiner assoziierten Kinase hervorgerufenen Effekte durch die Regulation

der TSP-1 Expression erfolgen kénnte.
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Das Vorkommen von TSP-5/COMP in humanen GMZ wurde erst 2001
nachgewiesen®®. Seither ist wenig tber die Bedeutung von TSP-5/COMP in
Gefallen bekannt geworden. TSP-5/COMP zeigt sich in der EZM gehauft in der
Néhe ruhender GMZ und konnte auch im Bereich von Mikrokalzifikationen
nachgewiesen werden. Es gibt jedoch Hinweise, dass sich TSP-1 und TSP-
5/COMP funktionell unterscheiden. So wird TSP-5/COMP in vitro in seiner
Expression durch die Zugabe von TGF-B1 und TGF-f3 in das Serum deutlich
gesteigert, wohingegen eine Steigerung von TSP-1 nach Zugabe nicht
nachgewiesen werden konnte®. Auch ist die Adhasion von GMZ an COMP-
beschichteten Oberflachen starker ausgepragt als an TSP-1-beschichteten
Oberflachen®. Immunhistologisch konnten ebenfalls Unterschiede zwischen
TSP-1 und TSP-5/COMP in atherosklerotischen und restenotischen L&sionen
gefunden werden. TSP-5/COMP zeigt sich dabei ubiquitar in normalen,
atherosklerotischen und restenotischen GefaRen®®, TSP-1 hingegen konnte nur
in einem kleinen Teil von GMZ in atherosklerotischen und restenotischen
Lasionen nachgewiesen werden®®’. Insgesamt scheint TSP-5/COMP auf Grund
der morphologischen Daten eher ein Bestandteil der perizellularen EZM von
ruhenden, nicht-proliferierenden GMZ darzustellen. Die in unserer Studie
gezeigte, zu TSP-1 inverse Regulation von TSP-5/COMP Uuber die Rho-Kinase
unterlegt diese Hypothese. Eine Hemmung der Rho-Kinase kodnnte
zusammenfassend also die Ausbildung eines fur eine ruhende Zelle typischen
Phanotyps fordern, welcher mit einer vermehrten Expression von TSP-5/COMP

einhergeht.

4.3. Thrombospondin-2, -3 und -4 als Bestandteil de  r EZM glatter

Muskelzellen

TSP-2 als weiteres Mitglied der Thrombospondin-Familie zeigte in den RNA-
Analysen ein ahnliches, allerdings nur schwécher ausgepragtes Verhalten wie
TSP-1. Besonders in den Northern-Blot Analysen war eine Hemmung der TSP-
2 Expression unter Inkubation mit Lovastatin nachweisbar. Dieser Effekt unter

Inkubation mit einem anderen Statin (Cerivastatin) wurde bereits 2003
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publiziert"®®. Auch hier konnten wir erstmals zeigen, dass nicht nur Mevalonat,
sondern auch GGPP und teilweise FPP zu einem Aufheben des Statineffektes
in den Northern-Blot Analysen fiihren. Die Auswirkung der Inkubation mit GGTI-
286 und Y-27632 war schwéacher ausgepragt als bei TSP-1, so dass unsere
Daten hier keinen eindeutigen Schluss zulassen, dass TSP-2 wie TSP-1 Uber
den Rho-Kinase Signaltransduktionsweg reguliert wird.

Da eine genetische Variante des TSP-2 mit einem erniedrigten Risiko fur die
Entwicklung eines Herzinfarktes vergesellschaftet ist®, kénnte eine Hemmung
der TSP-2 Expression moglicherweise einen protektiven Effekte ausiben.
TSP-3 und TSP-4 konnten wir in GMZ mittels Northern-Blot-Analysen (TSP-3),
Gene-Array Analysen (TSP-3) bzw. PCR-Analysen (TSP-3 und TSP-4)
nachweisen. Das Vorkommen von TSP-3 in GMZ ist bisher noch nicht
beschrieben worden. Wir bewiesen somit erstmals mittels dreier
molekularbiologischer Methoden, dass TSP-3 auch durch humane GMZ
exprimiert wird.

Das Vorkommen von TSP-4 in humanen GMZ wurde parallel zu unserer Arbeit
publiziert’*°. Der Nachweis von TSP-4 gelang uns nur mittels der PCR-Technik.
In  Northern-Blot Analysen konnten wir keine TSP-4 Banden nach der
Hybridisierung nachweisen. Wir fihren dies darauf zurtck, dass TSP-4
vermutlich nur in sehr geringer Konzentration exprimiert wird und die Northern-
Blot Technik fur einen Nachweis nicht sensitiv genug ist. Wahrend der PCR
kommt es zu einer Amplifikation der Sequenzen, so dass mit dieser Technik
auch geringe Konzentrationen nachgewiesen werden kénnen. In unserer Gene-

Array-Studie lag TSP-4 ebenfalls unterhalb der Nachweisgrenze.

4.4. Die Rho-Kinase und ihre Wirkung auf die Genexp  ression in GMZ

Die Rho-Kinase ist eine durch kleine G-Proteine aktivierte Kinase, die durch

ihren Einfluss auf die Organisation des aktinischen Zytoskeletts**'*? die

144-146 und

Zelladhasion und —motilitat***, Kontraktion von glatten Muskelzellen
der Aktivitat von Zytokinen'*” und der Genexpression'**'*° Einfluss auf den

Prozess der Atherosklerose nimmt. Uber den spezifischen Hemmstoff Y-27632
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ist es in-vitro moglich, die Funktionen der Rho-Kinase zu untersuchen. Wir
fuhrten zwei verschieden Gene-Array Analysen durch, in den wir ebenfalls
Veranderungen der Genaktivitat feststellten, die insbesondere auf Auswirkung
auf die Zell-Zell-Interaktionen, intrazellulare Signalprozesse, Zellform und —
kontraktion sowie die Zusammensetzung und Aktivitdt der EZM hinweisen. Um
samtliche Ergebnisse eingehender zu untersuchen, sind weitere Studien nétig,
die sich mit der genauen biologischen Funktion der veranderten Genabschnitte
befassen sollten. Wie schon in anderen Untersuchungen fand sich auch in der
Gene-Array-Analyse unter Inkubation mit dem Rho-Kinase-Inhibitor Y-27632
eine hochsignifikant Hochregulation von TSP-5/COMP in proliferierenden GMZ.
Eine signifikante Veranderung der Genaktivitdt von Thrombospondin-1 und -2
konnte allerdings nicht nachgewiesen werden. In den PCR und Northern-Blot
Analysen war der Effekt von Y-27632 auf die Expression von TSP-1 und -2
ebenfalls nicht sehr ausgepragt.

Bei allen Versuchen wurden menschliche Zelllinien verwendet und die
Inkubationsschemata waren identisch. Ob sich methodische Unterschiede in
der Aufarbeitung der Proben wahrend Northern-Blot Analysen und Gene-Array
Analysen ergeben, die die unterschiedliche Aussage erklaren, muss
dahingestellt bleiben. Letztlich ist die Gene-Array Analyse ein relativ junges
Verfahren, welches vor allem zur Hypothesengeneration geeignet scheint.
Einzelne abweichende Ergebnisse von anderen Methoden wie PCR und
Northern Blot sind aber bei der Vielzahl der untersuchten Gene (ca. 30.000)
stochastisch vorstellbar. Erst in den néchsten Jahren wird abzusehen sein,
inwieweit die Gene-Array Analyse in ihrer Sensitivitdt den bisherigen Methoden
vergleichbar ist.

In der Analyse des Gene Array fanden sich einige regulierte Genabschnitte fur
intrazellulare kontraktile Filamente (Aktin, Tropomyosin). Besonders fur Aktin ist
eine Beeinflussung durch die Rho-Kinase schon beschrieben worden™*. Diese
Daten stimmen also mit bisherigen Untersuchungen Uberein, so dass wir davon

ausgehen, dass unsere Untersuchungsergebnisse valide sind.
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4.5. Einfluss von Rapamycin auf die Expression von TSP-5/COMP

In einer anderen Studie wiesen wir Uberraschenderweise eine signifikante
Expressionszunahme von TSP-5/COMP in proliferierenden  glatten
Muskelzellen nach Inkubation mit Rapamycin (100 nM) tber 48 Std. nach.
Daraufhin durchgefuhrte Western-Blots mit Inkubationszeiten zwischen 6 und
72 Std. zeigten allerdings eine deutliche Abnahme der TSP-5/COMP-
Expression in den Zellkulturen. Vermutlich fihrt die Behandlung von GMZ mit
Rapamycin zu einer Abnahme der TSP-5/COMP-Proteinexpression bzw. zu
einem erhohten Abbau intrazellular. Der Angriffspunkt von Rapamycin TOR
(target of rapamycin) reguliert vor allem die Translation Uber die ribosomale
Protein S6 Kinase und die eukaryotischen Translations-Initiationfaktoren 4E**.
Daher erscheint es als wahrscheinlich, dass auch die Regulation von TSP-
5/COMP erst im Bereich der zytosolischen Translation erfolgt, also
herunterreguliert wird. Die gesteigerte Genaktivitat dirfte als Reaktion auf die
verminderte Konzentration im Zytosol im Sinne eines
Kompensationsmechanismus entstehen.

Ob die Wirkung von Rapamycin auf TSP-5/COMP fur die bislang noch nicht
ausreichend erklarte Wirkung der Rapamycin-beschichteten Stents relevant ist,

lasst sich aus diesen Daten noch nicht ableiten.
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5. Zusammenfassung

Hemmstoffe der HMG-CoA-Reduktase (Statine) vermindern nicht nur die
Cholesterinsynthese, sondern konnen auch uber eine verminderte Bildung
anderer Isoprenoide eine Reihe von weiteren intrazellularen Prozessen und
Signaltransduktionswegen beeinflussen.

In dieser Studie haben wir versucht, die Signaltransduktionswege naher zu
charakterisieren, Uber die Statine die Proliferation und das Muster der
extrazellularen Matrixexpression arterieller glatter Muskelzellen beeinflussen.
Neben dem HMG-CoA-Reduktase —Inhibitor Lovastatin wurden Hemmstoffe der
Geranylgeranyl-Transferase (GGTI-286), der Farnesyltransferase (FTI 277) und
der Rho-Kinase (Y-27632) eingesetzt.

Proliferations-Assays zeigten, dass der Einfluss der Statine auf die Proliferation
glatter Muskelzellen womdglich tber die Geranylierung des kleinen G-Proteins
Rho und sukzessive Uber die Aktivierung der ihm assoziierten Rho-Kinase
verlauft. Lovastatin als Vertreter der HMG-CoA-Reduktase Inhibitoren als auch
GGTI-286 und der Rho-Kinase Inhibitor Y-27632 hemmten
konzentrationsabhéngig die Proliferation der GMZ. Die Metabolite des
Isoprenoidstoffwechsels Mevalonat, GGPP und zum Teil auch FPP konnten die

durch Lovastatin hervorgerufene Hemmung zumindest teilweise aufheben.

In Bezug auf die Matrixexpression fokussierten wir uns auf die Expression der
Thrombospondine, einer Gruppe von insgesamt 5 Glykoproteinen. Zur Analyse
der RNA-Expression der Thrombospondine setzten wir PCR, Northern-Blots
und Gene-Arrays, zur Analyse der Proteinexpression Western-Blots ein.

Sowohl Lovastatin als auch GGTI-286 und Y-27632 hatten einen Effekt auf die
RNA- und Proteinexpression von TSP-1 und TSP-5/COMP. Wahrend die
Expression von TSP-1 durch Statine, GGTI-286 und Y-27632 gehemmt wurde
(durch letzteres allerdings nur schwach), wurde die Expression von TSP-
5/COMP gesteigert.
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Diese Studie konnte mit der Wirkung auf TSP-5/COMP einen weiteren
pleiotropen Effekt der Statine aufzeigen. Die Expression von TSP-5/COMP wird
nach unseren Befunden dabei Uber den Rho-Kinase Signaltransduktionsweg
reguliert.

Bei den weiteren Thrombospondinen TSP-2, -3, und -4 konnten wir keine
eindeutige Regulation der Expression nachweisen. Lediglich TSP-2 zeigte ein
ahnliches aber schwacher ausgepragtes Verhalten wie TSP-1. TSP-3 konnten
wir in dieser Studie erstmals in humanen glatten Muskelzellen nachweisen. Die

Expression von TSP-4 in GMZ wurde parallel zu dieser Studie publiziert.

Erganzende Gene-Array-Untersuchungen mit dem mTOR-Inhibitor Rapamycin
zeigten ebenfalls eine Zunahme der RNA-Expression von TSP-5/COMP. In
Western-Blots fand sich dagegen eine Abnahme der TSP-5/COMP-
Proteinexpression. Diese Befunde kénnen am ehesten als Ausdruck der durch
Rapamycin allgemein gehemmten Proteintranslation mit kompensatorischer

Zunahme der RNA-Expression interpretiert werden.
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7. Abkurzungsverzeichnis

Abb.: Abbildung

BrdU: 5-bromo-2"-deoxyuridine

COMP: Cartilage Oligomeric Matrix Protein
DEPC.: Diethyl-Pyrocarbamat

DMSO:

DNA: Desoxyribonucleic-Acid (Desoxyribonukleinsaure)
EDTA: Ethylen-Diamino-N"N"N"N’"-Tetraacetat
ELISA: Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay
EZM: Extrazellulare Matrix

FKS: Foetales Kalberserum

FPP: Farnesylpyrophosphat

FTI: Farnesyl-Transferase Inhibitor

GGPP: Geranylgeranylpyrophophat

GGTI: Geranygeranyl-Transferase Inhibitor
GMZ: Glatte Muskelzellen

M: Molar (mol/l)

MTT: 3-[4,5-Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-

diphenyltetrazolium
Bromide = Thiazolylblue

PBS: Phosphat Buffered Saline

PCR: Polymerase Chain Reaction (Polymerasekettenreaktion)
RNA: Ribonucleic-Acid (Ribonukleinsaure)

RT: Raumtemperatur

RT-PCR: Reverse Trabscription PCR

SDS-PAGE: Sodimdodecylsufat-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese
TMB: Tertramethyl-benzidine

TSP: Thrombospondin
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