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Einleitung 1

1 Einleitung

An der Spitze aller Todesursachen in den westlichen Industrienationen stehen die
Herzkreislauferkrankungen.?” Die Arteriosklerose mit ihren ischamischen Erkrankungen an
Extremitaten, Herz und anderen Organen, sowie zerebralen Veranderungen steht dabei
an vorderster Stelle.””

Eine Autopsiestudie % aus den USA lasst eine Verschiebung der Pravalenz zu den alteren
Jahrgangen erkennen: nicht nur die Mortalitdt an der koronaren Herzkrankheit (KHK)
zeigte bei den 20-59jahrigen im Zeitraum von 1979-1994 eine abnehmende Tendenz,
sondern auch die Intensitat der Koronarsklerose. Trotzdem bleibt nach Roger % die KHK
ein bedeutendes Problem, vorrangig bei den Uber 60 jahrigen. Mit der Zunahme des
alteren Bevélkerunganteils wird die Pravalenz der KHK in den nachsten 30 Jahren sogar

wieder ansteigen.”

Abbildung 1: Querschnitt durch ein atherosklerotisch verandertes GefaB (Stary)

1.1 Arteriosklerose und Restenose nach Angioplastie

Die Arteriosklerose ist ein  Sammelbegriff fUr primar nicht entzindliche
Arterienerkrankungen, bei denen ein fibréser Umbau zu einer Verdickung, Verhartung und
zu einem Elastizitatsverlust der GefaBwand fihrt. Dazu gehéren die Atherosklerose, die
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Monckebergsche verkalkende Mediasklerose, die Arteriolosklerose sowie andere
Manifestationen der hypertonen Vaskulopathie.

Die Atherosklerose ist die von der World Health Organisation (WHO) vorgeschlagene
Bezeichnung der Arterienverkalkung. Sie ist definiert als variable Kombination von
Intimaveranderungen, bestehend aus herdférmigen Ansammlungen von Lipiden, Blut und
Blutbestandteilen,  Bindegewebe und  Calciumablagerungen, verbunden  mit
Veranderungen der Arterienmedia. Mit Fortschreiten der Atherosklerose kommt es zu
einer zunehmenden Stenose des Arterienquerschnittes bis hin zum vollstandigen
Verschluss des GeféBes. Distal der Verengung kann dies zu einer Ischamie in dem von
dieser Arterie versorgten Gewebe flihren. Sofern das Gewebe nicht durch andere Arterien
ausreichen mitversorgt wird, kann die Stenose so den Untergang des Funktionsgewebes
verursachen. Ein haufiges Beispiel hierfar ist der Myokardinfarkt bei koronarer
Herzkrankheit. Eines der ersten Ereignisse in der Formation von atherosklerotischen
Plaques ist die Adhéasion von zirkulierenden Monozyten am GefaBendothel. In das
subendotheliale Gewebe Ubertgetretene Monozyten/Makrophagen leiten eine Serie von
komplexen Zell-Interaktionen ein. Hierzu gehért die Sekretion verschiedener
Wachstumsfaktoren und Zytokinen wie tumornecrosis factor alpha (TNFa), Interleukin-1
(IL-1) und platelet-derived growth factor (PDGF), welche die Synthese von
Metalloproteinasen (MMP) in humanen arteriellen smooth muscle cells (haSMC) und
GefaBendothelzellen (EC) stimulieren.*? Die Matrix der GefaBwand wird mit der Zeit durch
Migration und Proliferation von Zellen und der Ablagerung von extrazellularer Matrix zu
einem Plaque modifiziert.?® Der typische atherosklerotische Plaque ist charakterisiert durch
eine Verdickung und eine asymetrische Lasion, welche in das GefaBlumen reicht. Die
Lasion selbst kann Fibrinogen oder von einer Kappe umschlossene Lipide enthalten. Die
Kappe setzt sich aus glatten Muskelzellen und einer kompakten EZM zusammen, die
vorwiegend aus Kollagenfasern und Proteoglykanen besteht. Zudem kénnen
Thrombozyten an den exponierten Kollagenfasern der nichtendothelialisierten
GefaBoberflachen adhérieren und aggregieren. Sie setzten dort eine Reihe von
Substanzen wie Thrombospondin (TSP), Thromboxan, PDGF und TGF- frei, welche eine
migrations- und proliferationsférdernde Wirkung auf glatte Muskelzellen haben.** Auch
MMP sind an der Migration und Proliferation der glatten Muskelzellen sowie an den
atherosklerotischen Umbauvorgéngen in der GefaBwand beteiligt. Brown et al.’ zeigten,
daB die Aktivitdit von MMP und eine progrediente GefaBverengung mit einer Zunahme der
Produktion von intrazellularer Gelatinase B bei Patienten mit instabiler Angina Pectoris
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korreliert. MMP werden unter anderem von haSMC in atherosklerotischen Plaques
exprimiert.** Man geht davon aus, daB die Balance zwischen MMP und ihren Inhibitoren

t.72 Zytokine wie TNFa induzieren eine erhéhte Produktion von MMP in einem

gestort is
lokalen Bereich von mechanischem Stre3 und aktivieren eine proteolytische Kaskade mit

dem Ergebnis der Plaqueruptur und GefaBokklusion.

Bei der Restenose handelt es sich um einen WiederverschluB oder um eine
Wiederverengung einer durch ein Angioplastieverfahren eréffneten bzw. erweiterten
Koronarstenose. Die Restenose nach Angioplastie stellt im Grunde eine nicht einheitliche
Krankheitsidentitdt dar, nicht zuletzt aufgrund differenter Betrachtungsebenen und
Definitionskriterien: zellbiologisch/histologisch kann die Rezidivlidsion als segmental
umschriebene Wundheilungsantwort auf eine interventionsassoziierte Traumatisierung der
GefaBwand aufgefasst werden. Ein wesentliches morphologisches Merkmal der
Restenose ist die Entwicklung von Granulationsgewebe, das in Arterien als intimale
Hyperplasie bezeichnet wird. Zusatzlich beinhaltet sie auch im Rahmen des Ersteingriffs
intraluminal verbliebene bzw. erneut prolabierte Plagueanteile. Studien zeigten jedoch,
daB die intimale Hyperplasie nur zu etwa 1/3 zur Lumeneinengung beitragt.”*?* Die
restlichen 2/3 sind bedingt durch eine Schrumpfung des gesamten GefaBdurchmessers;
dies bezeichnet man als arterielles GefdBremodeling.**?*® Kiinisch kiindigt sich die
Restenose haufig durch das Wiederauftreten typischer Beschwerden an. Beweisend oder
ausschlieBend ist jedoch nur der angiographische Befund, der sich im allgemeinen in
einem Zeitraum von sechs Monaten nach Angioplastie manifestiert. Serielle
angiographische Verlaufskontrollen nach Ballondilatation haben gezeigt, daB die
Restenoserate tatsachlich ein zeitbezogenes Phanomen, mit einer maximalen Inzidenz

nach 2-3 Monaten, darstellt .
1.2 Therapeutische Ansatze

Zu den wichtigsten Risikofaktoren der Arterioskleroseentstehung gehéren Hyperlipidamie,
arterielle  Hypertonie, Diabetes mellitus, chronische Niereninsuffizienz, CRP-
Erhéhung,Zigarettenrauchen, Bewegungsmangel, StreB3, Adipositas, genetische Faktoren,
Alter und Geschlecht. Die groBe Anzahl an epidemiologisch definierten Risikofaktoren und
die daraus resultierenden Kombinationsmoglichkeiten von biologischen und

biochemischen Interaktionen erschwert die Identifizierung von primar schadigenden
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Ursachen. Der chronisch degenerative Charakter und die h&ufig erst im Alter zu
beobachtende klinische Manifestation erschweren zudem die Umsetzung von
Erkenntnissen aus der molekularen Grundlagenforschung und aus tierexperimentellen
Untersuchungen. Aus diesem Grund gibt es bisher keine kausale Therapie der manifesten
Atherosklerose. Aus den epidemiologischen Daten wurde jedoch ein Konzept der priméren
und sekundéren Pravention der Herzkreislauferkrankungen entwickelt. Die Umsetzung der
primaren PraventionsmaBnahmen in groBen Populationen ist aufgrund historisch
gewachsener Traditionen ein schwieriger und langjahriger Prozess. Erkenntnisse aus der
molekularbiologischen  Grundlagenforschung sind daher eine entscheidende
Voraussetzung, um erfolgreiche Strategien zur primaren Pravention und zur kausalen

Therapie der beginnenden und manifesten Atherosklerose zu entwickeln.

Zur Therapie bereits bestehender atherosklerotischer GeféaBveranderungen werden neben
medikamentésen Therapien insbesondere bei fortgeschrittenen Lasionen operative und
interventionelle Verfahren angewendet. Es haben sich neben der Bypasschirurgie in den
letzten zwei Jahrzehnten verschiedene Angioplastietechniken zur Erweiterung oder
Wiederer6ffnung von atherosklerotischen GeféBabschnitten durchgesetzt. Nachdem
Stenosen groBer Arterien schon friher mittels eines im GeféaBlumen vorgeschobenen, an
der Stenoselokalisation platzierten und dann aufgeblasenen Ballon aufgeweitet wurden,
etablierte Griintzig *° dieses Verfahren zur Therapie von koronaren Stenosen. Die
perkutane transluminale Koronarangioplastie (PTCA) hat sich als sichere und
komplikationsarme Methode mit hoher primérer Erfolgsrate bewahrt. In den letzten Jahren
hat sie eine immer gréBere Verbreitung gefunden und wird weltweit als Standard zur
Therapie der meisten Koronarstenosen angewendet. Der langfristige Erfolg wird in erster
Linie durch die Ausbildung von Restenosen limitiert. Da neben der Proliferation und
Migration glatter GefaBmuskelzellen auch der Umbau extrazellularer Matrix entscheidende
Ereignisse sowohl der Atherogenese als auch der Restenose darstellen, besteht groBes
Interesse, diese Prozesse medikamentds zu hemmen. Seitdem die technischen
Vorraussetzungen fir ein kontrolliertes Freisetzen definierter Mengen einer wirksamen
Substanz  von einem  Stent gegeben sind, erfahrt die  Entwicklung
medikamentenbeschichteter Stents gréBte Aufmerksamkeit in Forschung und Kilinik. Es ist
eine Vielzahl unterschiedlicher immunsuppressiver und bzw. antiproliferativer Wirkstoffe in
klinischer Erprobung, darunter Paclitaxel, Actinomycin D, Sirolimus, Tacrolimus,
Everolimus und Dexamethason. Daneben liegt ein weiterer Schwerpunkt der Entwicklung
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auf der Erforschung unterschiedlicher Techniken zur Beladung eines Koronarstents sowie
der Bestimmung optimaler Freisetzungskinetiken. Wenn sich die in klinischen Studien
beobachteten ,einstelligen® Restenoseraten im klinischen Alltag ohne Zunahme von
Komplikationen, speziell von Stentthrombosen bei Einsatz mehrerer und/oder langerer
Stents, bestatigen, darf erwartet werden, daB durch vermehrten Einsatz
medikamentenbeschichteter Stents in Zukunft weniger Patienten einer operativen
Revaskularisation zugefiihrt werden.”” Der bisherige Einsatz medikamentenbeschichteter
Stents (DES drug eluting stents) ergab eine signifikante Reduktion der
Restenoseentwicklung. Die erste verfigbare Substanz war Sirolimus (Rapamycin). Die
ersten Langzeitergebnisse konnten in der FIM (First in Man)-Studie dokumentiert
werden.® In weiteren Studien (RAVEL, SIRIUS, der europdischen E-SIRIUS und der
kanadischen C-SIRIUS) konnte im randomisierten Vergleich eine hochsignifikante
Reduktion der Restenose- und Reinterventionsrate von 20-30% auf 5-10% nachgewiesen
werden.® Eine zweite wichtige Substanz zur Verhinderung der Restenoseentwicklung ist
Paclitaxel, welches ebenfalls in den verschiedenen TAXUS-Studien zu einer
hochsignifikanten Reduktion der Restenoserate fuhrte.

Ein weiterer bisher nur in Tiermodellen getesteter Ansatz besteht in der Hemmung der
Matrix Metalloproteinasen entweder durch Einsatz pharmakologischer Metalloproteinase-

Antagonisten &7%°

oder durch Gentransfer der physiologischen Metalloproteinasen-
Inhibitoren (TIMP).*? In diesen Studien konnte eine Hemmung der Zellmigration erreicht

werden, die jedoch nicht zu einer anhaltenden Verminderung der Neointima flhrte.
1.3 Extrazellulare Matrix (EZM)

Jede Arterienwand enthalt extrazellulare Matrix, auch vaskulare extrazellulare Matrix
(EZM) genannt. Diese besteht aus einem 3-dimensionalen Netzwerk, in dem
Proteoglykane, Glykoproteine und Kollagenfibrillen eine hochorganisierte Struktur bilden.
Die mechanische Belastbarkeit und elastischen Eigenschaften der normalen arteriellen
GefaBwand wird im wesentlichen bestimmt durch die Interaktionen dieser Molekiile.”™

Quantitative Anderungen der Komponenten, Interaktionen untereinander mit den
Zelloberflachen und Interaktionen mit Zytokinen spielen in verschiedenen Stadien der
Atherosklerose und der Restenose eine groBe Rolle. Die fir die Plaquebildung
entscheidende Substanzzunahme resultiert aus der metabolischen Bilanz, d.h. aus dem
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Wechselspiel von Synthese- und Abbauprozessen. Letztere werden u.a. von Matrix
Metalloproteinasen und deren Inhibitoren TIMPs katalysiert. Besonders Makrophagen,
jedoch auch glatte Muskelzellen, sind in der Lage, eine Reihe von matrixdegradierenden
Proteinasen zu produzieren.®” Zu dieser Gruppe gehéren tissue-type-Plasminogen-
Aktivator (t-PA), Urokinase-Plasminogen-Aktivator (u-PA) und MMP. 7°2% Kollagen stellt
mengenméaBig den Hauptanteil der vaskularen extrazellularen Matrix dar.’® Durch die
Aktivierung oben genannter Enzyme in arteriosklerotischen Plaques kann es zu einem
Abbau der wesentlichen Bestandteile der vaskularen EZM kommen und dadurch zu
Plaqueinstabilitat, Plaqueruptur und Symptomen wie instabiler Angina pectoris bis hin zum
Myokardinfarkt fihren.

1.3.1 Proteoglykane

Proteoglykane sind Makromolekile, die aus einem Proteinkern mit anhangenden
Glykosaminglycan-Seitenketten  aufgebaut sind. Sie sind in  verschiedenen

0. in der EZM, in Basalmembranen, an

Gewebskompartimenten lokalisiert
Zellmembranoberflachen und intrazellular. Dort kbnnen Proteoglykane die Zelladhasion,
Migration und Proliferation vaskuldrer Zellen modulieren’® und an der Regulation von
GefaBpermeabilitat, Thrombose, Hamostase und Lipidmetabolismus mitwirken.?>"6:"?
Biglycan kann mit dem Kernprotein transforming growth factor-f1 (TGF-f1) binden und
TGF-B1 kann dadurch die Expression von Biglykan in glatten Muskelzellen stimulieren. In
normalen Arterien findet sich Biglycan in der Intima, der Media und in der Adventitia.

Far die Pathogenese der Atherosklerose ist bedeutsam, dass Proteoglykane wie Biglycan
Lipoproteine in der vaskularen EZM binden kdnnen und dadurch mit dem Fortschreiten der

Arteriosklerose und Restenose assoziiert sind.®?

1.3.2 Glykoproteine

Glykoproteine besitzen eine modulare Struktur und spezifische Bindungsstellen, die es
ihnen erlauben, Kontakte untereinander, mit anderen EZM-Makromolekilen und mit
Integrinrezeptoren an Zelloberflachen einzugehen.®® Die wichtigsten Glykoproteine sind
Fibronektin, Thrombospondin, Tenascin, Osteopontin und Laminin.

Fibronektine sind eine Klasse von Glykoproteinen, die sowohl im Blutplasma wie auch in
der normalen vaskuldren EZM zu finden sind.®” Viele Zelltypen, einschlieBlich glatter
Muskelzellen, Fibroblasten, Endothelzellen und Makrophagen, kdénnen Fibronektin
synthetisieren. Fibronektin ist ein aus zwei &hnlichen Peptidketten bestehendes Dimer mit
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einem Molekulargewicht von 220 kD. Es ist Teil eines Fibrinthrombus und férdert seine
Organisation. Proliferierende und migrierende glatte Muskelzellen kdnnen selbst
Fibronektin bilden. Mehrere Studien haben eine vermehrte Expression nach

4988196 ynd in  humanen  restenotischen

experimentellen  GefaBverletzungen
Koronararterien?’ nachweisen kénnen.
Die Thrombospondine (TSP) sind eine Familie von finf strukturell verwandten
Glykoproteinen.”?%® TSP-1, ein trimeres 450-kD-Glykoprotein, kann von Thrombozyten,
glatten Muskelzellen, Endothelzellen und Makrophagen produziert werden.®® Funktionell
ist gezeigt worden, daB TSP-1 die Zelladhasion, Proliferation und Migration von Zellen
fordert®#, die Angiogenese moduliert’® und Plasminogen wie auch TGF-B1 aktiviert.?®
In ballondenudierten Rattenkarotiden wird die TSP-1 mRNA-Expression innerhalb von
Stunden hochreguliert.” Im gleichen Tiermodell konnte durch eine Gabe von TSP-1
Antikdrpern die Neointima-Bildung signifikant vermindert werden.’® TSP-1 ist bereits in
einer friheren Studie in arteriosklerotischen humanen Arterien immunhistologisch

nachgewiesen worden.?”

1.3.3 Kollagene

Es sind mindestens 19 genetisch differenzierte Typen® bekannt, sechs dieser Typen (I, Il
IV, V, VI und VIII) sind die Hauptformen im normalen vaskularen Gewebe, wobei Kollagen
Typ | mit ca.70% und Kollagen Typ Ill mit ca. 20% den gréBten Anteil bilden.?® Kollagen
Typ | und Il sind prolin- und glyzinreiche Proteine, die bereits intrazellular eine Tripelhelix
bilden. Nachdem diese Molekile als Prokollagen aus der Zelle ausgeschleust werden,
werden enzymatisch die C- und N-terminalen Enden entfernt und die Molekiile vernetzen
sich zu Kollagenfibrillen. Diese Fibrillen kénnen wiederum zu Kollagenfasern aggregieren.
Kollagenfasern dieser Art sind extrem reiBfeste, aber wenig elastische Molekile, die flr
die Steifheit der GefaBwand mitverantwortlich sind.®’ Verschiedene immunhistochemische
und biochemische Studien haben eine Zunahme des Kollagengehaltes in
arteriosklerotischen GefaBen darstellen kénnen. Kollagene reprasentieren sogar
insgesamt den Hauptbestandteil des fibrotischen arteriosklerotischen Plaque-Materials.

Auch hier dominieren die interstitiellen Kollagentypen | und 111.56:":74.78
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1.4 Matrix Metalloproteinasen

MDMP Herkémmlicher Name Substrate
MMP-1 Interstitielle Kollagenase Kollagene I, IL. III. VII, VIIL X, Gelatine, Aggrecan,

Mpyelinbase-Protein. proTNF, MMP-2, MMP-9

MMP-2 Gelatinase A Kollagene I, IV, V. VII, X, XI, XIV. Gelatine. Elastin.
Fibronektin, Aggrecan. Myelinbaseprotein, B Amyloid,
proTNF, MMP-9, MMP-2

MMP-3 Stromelysin 1 Kollagene I, IV, V. VIL X, XI, XIV. Gelatine, Perlecan.
Fibronektin, Laminin. Elastin, Myelinbase-Protein.
proTNF, MMP-1, MMP-7. MMP-8, MMP-9, MMP-13

MMP-7 Matrilysin Kollagene IV, X. Gelatine. Aggrecan, Fibronektin,
Laminin. Elastin, Myelinbase-Protein. pro-TNF, MMP-
1, MMP-2, MMP-9

MMP-8 Neutrophile Kollagenase Kollagene I, II. II1. V., VIL, VIII. X. Gelatine, Aggrecan.
Fibronektin
MMP-9 Gelatinase B Kollagene IV, V. VIL X, XIV. Gelatine, Elastin,

Aggrecan, Versican, Proteoglykan-Link-Protein,
Fibronektin, Nidogen. Myelinbase-Protein. pro TNF,
o ;-Proteinase-Inhibitor

MMP-10 Stromelysin 2 Kollagene III. IV, V, Gelatine, Aggrecan, Elastin,
Fibronektin, MMP-1, MMP-8

MMP-11 Stromelysin 3 o;-Proteinase-Inhibitor

MMP-12 Metalloelastase Kollagen IV, Gelatine, Elastin. Fibronektin, Laminin.
proTNF, Myelinbase-Protein

MMP-13 Kollagenase 3 Kollagene I, IL. III, IV, Gelatine, Aggrecan
MMP-14 MTI1-MMP Kollagen I. IL. III, Gelatine. Elastin, Fibronektin,
Aggrecan, MMP-2, MMP-13, proTNF
MMP-15 MT2-MMP MMP-2, Gelatine, Fibronektin, Laminin
MMP-16 MT3-MMP MMP-2
MMP-17 MT4-MMP Fibrinogen, Fibrin, proTNF
MMP-18 Kollagenase 4 (Xenopus, kein
humanes Homologes
belkannt)
MMP-19 RASI-1 Aggrecan, cartilage oligometric matrix protein (COMP)
MMP-20 Enamelysin Aggrecan, cartilage oligometric matrix protein (COMP)
MMP-21 Humanes Homologes der
Xenopus XMMP
MMP-22 CMMP (Hiinchen. kein
humanes Homologes
bekannt)
MMP 23 CA-MMP
MMP-24 MT5-MMP ProMMP-2
MMP-25 MT6-MMP
MMP-26 Endometase
MMP-27
MMP-28 Epilysin

Abbildung 2: Familie der Metalloproteinasen
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Seit Gross und Lapiere 1962 beobachteten, daB diffusionsfahige Enzyme aus
Kaulguappenschwénzen Gele aus nativem tripelhelikalem Kollagen zerstéren konnten,
wurden verschiedene Mitglieder einer Enzymfamilie entdeckt, die aufgrund ihrer Fahigkeit
zum Abbau extrazellularer Proteine und zur Unterscheidung von anderen verwandten
Metalloproteasen, Matrix Metalloproteinasen genannt wurden (Stécker et al. 1995). Die
Matrix Metalloproteinasen (MMP) bilden eine Enzymfamilie von strukturverwandten,
zinkabhangigen Endopeptidasen, die in Kombination fast alle Proteine der EZM
degradieren kdnnen. Somit kommt ihnen eine entscheidende Rolle in physiologischen und
pathologischen Prozessen zu. Da MMP nach Aktivierung alle extrazellularen
Matrixkomponenten komplett abbauen kénnen, ist es wichtig, dass die Aktivitat dieser

Enzyme streng reguliert wird. Dies geschieht auf mehreren Ebenen 2.

1. durch Requlation der Transkription: IL-1, PDGF und TNFa induzieren oder stimulieren

die Synthese von MMP, wahrend TGFB, Heparin und Kortikosteroide einen
inhibitorischen Effekt ausuben. Studien Uber Kollagenase- und
Stromelysingenpromotoren haben eine Anzahl von gemeinsamen Sequenzen fir
nukleare Bindungsproteine, einschlieBlich 12-O—tetradecanoyl-phorbol-13-acetate
reagierende Elemente und Protein-1 Aktivatoren ergeben.

2. durch Proenzymaktivation: Plasmin ist ein potenter Aktivator, er férdert die Spaltung

der latenten Propeptide in aktive Molekiile.®*” Es wird angenommen, dass die
Bindung und Aktivierung von uPA an seinen spezifischen Rezeptor uPA-r die
proteolytische Aktivitat der Zelle steuern kann. UPA und uPA-r werden von vielen
Zellen exprimiert; es konnte gezeigt werden, daB Antikérper und Inhibitoren von uPA
eine Matrixverminderung verhindern kénnen.?® Die membran-type Metalloproteinase
(MT-MMP) ist ein integriertes Membranprotein und Aktivator der Progelatinase A.%’

3. durch Inhibition der proteolytischen Aktivitat

4. durch MMP-Inhibitoren: MMP werden gehemmt durch eine Familie von natirlich

vorkommenden spezifischen Inhibitoren, tissue inhibitor of metalloproteinases TIMP,
und weniger spezifisch von ax-Makroglobulin und exogenen Substanzen wie Heparin.
TIMP sind sezernierte multifunktionale Proteine, welche essentiell fir die Regulation
des Zellmetabolismus sind. Es sind drei Mitglieder dieser Familie identifiziert worden:
TIMP-1, -2 und -3.

5. durch Zytokinaktivation: TNFa, ein Wachstumsfaktor, reguliert MMP auf

transkriptionaler Ebene und wird auch selbst von MMP reguliert. TNFa ist ein potentes
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proinflammatorisches und immunregulatorisches Zytokin. Es wird als Prakursor
synthetisiert und in die aktive Form gespalten. Es konnte gezeigt werden, dass TIMP
diese posttranslationale Aktivation verhindern kénnen und dass durch Hinzufiigen von
Kollagenase, Stromelysin, Matrilysin und Gelatinase die Aktivitdt wieder gesteigert

werden kann.%%3%

Bis jetzt sind mehr als 20 verschiedene MMP identifiziert worden, diese Enzyme werden
von verschiedenen menschlichen Zellen als inaktive Proenzyme produziert und im
Gewebe proteolytisch aktiviert. Sie funktionieren als Endoproteinasen bei neutralem pH
und bauen die meisten Proteine der EZM ab. Man unterteilt sie in 3 groBe Gruppen:

interstitielle Kollagenasen, Typ IV Kollagenasen oder Gelatinasen und Stromelysine.

Katalytische Fibronektin-ahnliche Domane
Domane hier insertiert
(bei MMP-2 und MMP-9)

Propeptid

Bei MT-MMPs: hier Anschiufld von ’ . . '
Linker-, Transmembran- und _ Hamopexin-ahnliche

Cytoplasmatischer Domane Doméne
(fehlt bei MMP-7)

Abbildung 3: molekulare Struktur der Metalloproteinasen

MMP bestehen aus zahlreichen strukturellen Doméanen, deren Funktionen wenig bekannt
sind. Auf das aminoterminale Propeptid folgt die katalytische Domane, in der eine
fibronektinartige Sequenz eingebettet ist. Der zweite Teil der katalytischen Domé&ne enthalt
die Zink-Bindungsstelle des aktiven Zentrums. Auf die katalytische Doméne folgt die C-
terminale hamopexinartige Doméne. Die fibronektinartige Doméane ist fir die Bindung des
Kollagens erforderlich, wahrend die hamopexinartige Doméane die Komplexbildung des
Proenzyms mit TIMP vermittelt. Wegen ihrer spezifischen Fahigkeit, Typ IV Kollagen als
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Hauptbestandteil der Basalmembran zu s N-terminalen und % C-terminalen Fragmenten
abzubauen, wird vermutet, dass die Gelatinasen eine Rolle im Turnover der
Basalmembran und der EZM spielen. Ein kontrollierter Abbau der Basalmembran oder der
EZM sind Schlisselschritte bei vielen physiologischen und pathologischen Prozessen.

Die Gelatinasen A und B (MMP-2 und MMP-9) tragen im Gegensatz zu anderen MMP
innerhalb ihrer katalytischen Domé&ne die dreifache Wiederholung einer 58 Aminosaure
groBen Fibronektin Typ Il &hnlichen Sequenz. Dieser direkt vor dem Zinkbindungsmotiv
positionierte Sequenzabschnitt ist flir die Substratspezifitat der Gelatinasen verantwortlich.
MMP-2 oder Gelatinase A (72 kD), kann viele Komponenten der extrazelluldaren Matrix wie
Elastin, Fibronektin, Kollagene Typ IV, VIl und X in helikanen Domé&nen sowie Gelatine
und, im Gegensatz zu MMP-9 oder Gelatinase B (92 kD), intakte Kollagenfibrillen Typ |
abbauen.” Somit sind sie ein wichtiger Faktor in der Arteriosklerose- und
Restenoseentstehung. Bendeck et al.®'" zeigte eine Produktion von Gelatinase A in der
A. carotis bei Ratten und eine Induktion von Gelatinase B nach PTCA wahrend der
Periode der Migration von glatten Muskelzellen von der Media in die Intima. Webb et al.’®
wiesen bei nicht gefaBverletzten Ratten MMP-2 und nach GefaBverletzung einen Anstieg
von MMP-9 nach.

1.4.1 MMP-2 oder Gelatinase A

Die vermeintliche Entdeckung der Gelatinase A (MMP-2; EC 3.4.24.24) gelang 1972

3

Harris und Krane #, als sie eine Gelatinaseaktivitat in rheumatoidem Synovialgewebe

beobachteten. Allerdings erkannten sie nicht, daB es sich hierbei um ein noch

I. % eine Gelatinaseaktivitat im

unbekanntes Enzym handelte. 1978 konnten Sellers et a
Kulturmedium von Kaninchenknochen nachweisen und zeigen, daB3 dieses Enzym nicht
mit der Kollagenase-1 oder Stromelysin-1 identisch war. Im folgenden Jahr entdeckten

Liotta et al.

ein ahnliches Enzym, welches in einem Mausetumor das Typ IV Kollagen
der Basalmembran abbaute. 1988 verdffentlichten Collier et al. 2 dann die Sequenz der
proGelatinase A. Das Gen der Gelatinase A ist auf dem Chromosom 1613 lokalisiert und
wird in verschiedenen Zellen, wie z.B. Fibroblasten, Keratinozyten, Endothelzellen,
Chondrozyten, Osteoblasten und Monozyten exprimiert. Das latente Protein hat ein
Molekulargewicht von 72 kD und besteht aus 631 Aminos&uren. Nach der Ver6ffentlichung
der Strukturen von Hamopexin-ahnlicher und katalytischer Domane, gelang es 1999

Morgunova et al. 7, die gesamte Struktur der proGelatinase A aufzukldren. MMP-2 wird
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gewoOhnlich konsekutiv exprimiert, wird also nur gering durch Wachstumsfaktoren etc.

beeinflusst.

1.4.2 MMP-9 oder Gelatinase B

1974 entdeckten Soparta und Dancewicz °7 eine Gelatinaseaktivitat in polymorphkernigen
Leukozyten. Ein ahnliches Enzym, das Typ V Kollagen spalten konnte, wurde spéter in

I. 87 erstmals die

Kaninchen-Makrophagen gefunden. 1983 konnten Rantala-Ryhdnen et a
Gelatinase B (MMP-9, EC 3.4.24.35) aus polymorphkernigen Leukozyten isolieren und
charakterisieren. Sechs Jahre spéater gelang Wilhelm et al. '® die Aufklarung der cDNA-
Sequenz. Das Gen der Gelatinase B ist auf dem Chromosom 20g12-q13 lokalisiert und
wird u.a. in Makrophagen, polymorphkernigen Leukozyten, Keratinozyten, Trophoblasten
und Osteoclasten exprimiert. Im Gegensatz zur Gelatinase A wird sie aber nicht konstitutiv
synthetisiert, sondern wird Zelltyp-abhéngig durch unterschiedliche Stimuli induziert. So
wird z.B. die Gelatinase B flr eine schnelle Immunantwort in den Granula der Neutrophilen
gespeichert, wahrend z.B. Monozyten die MMP-9 de novo synthetisieren. Die latente Form
besteht aus 688 Aminos&uren und hat eine Molmasse von 92 kD. Rowsell et al. % konnten
2002 die Struktur eines Komplexes der katalytischen Domé&ne der MMP-9 mit einem
peptidischen reversen Hydroxamatinhibitor aufklaren. Diese Struktur zeigt eine sehr groB3e
Homologie zu den anderen bereits bekannten Strukturen der katalytischen Doméanen der

Matrix Metalloproteinasen.
1.5 Retinoide

Die Wirkung von Vitamin A zur Behebung der Nachtblindheit ist schon sehr lange bekannt.
Bereits in China vor 1500 Jahren und im agyptischen Papyrus Eber wurde auf die
Bedeutung von Leber zur Behandlung der Nachtblindheit hingewiesen. 1913 konnte Vit. A
identifiziert werden und in den darauffolgenden Jahrzehnten wurde der genaue
Mechanismus des Vit. A beim Sehvorgang aufgeklart. Eine ganz neue Ara der Vit. A-
Forschung begann Anfang der 80er Jahre mit der Entdeckung, dass Vit. A eine zentrale
Rolle bei Vorgangen von Zellwachstum und Differenzierung spielt und damit Einfluss auf
eine Vielzahl von Erkrankungen hat. Seit der Erkenntnis, dass es unter einer systemischen
Therapie mit all-trans retinoic acid (atRA) zu einer Vollremission der

Promyelozytenleukdmie kommen kann, ohne die betrachtlichen Nebenwirkungen einer
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systemischen Chemotherapie in Kauf nehmen zu muissen, nimmt das Interesse an
Retinsaurederivaten in der Therapie von verschiedenen Erkrankungen zu.

Retinoide modulieren das Wachstum und die Differenzierung von normalen, pramalignen
und malignen epithelialen und mesenchymalen Zellen. |hre physiologische Wirkung
umfasst die Regulierung von morphogenetischen Entwicklungsprozessen, die
Verhinderung der Keratinisierung in nicht-verhornendem Epithel, die Kontrolle der
Differenzierung mesenchymaler Gewebe und die Regulation der Immunantwort. Retinoide
Uben pleiotrope Effekte aus und wirken bereits in sehr geringen Dosen. Alle bisher
bekannten Retinoide, einschlieBlich Vitamin A, sind teratogen. Retinoide sind natirlich
vorkommende oder synthetisch gewonnene Derivate des Diterpenalkohols Vitamin A
(Retinol), die biologisch ebenfalls Vitamin A-Aktivitdt entfalten. Diese lipophilen
Substanzen wirken, wie ihre Muttersubstanz, eher hormonartig. Die drei wichtigsten
Derivate sind:

1. 13-cis-Retinsdure (lsotretinoin), das in der Therapie des Zervixkarzinoms in

Kombination mit Interferon a und zur Aknetherapie verwendet wird.

2. All-trans-Retinsdure  (Tretinoin), das in der Therapie der akuten

Promyelozytenleukamie verwendet wird.

3. rein synthetische Retinoide (Etretinat, Acitretin), die zur Therapie der Psoriasis

verwendet werden.

Die physiologische und therapeutische Wirkung der Retinoide wird Uber die
zytoplasmatischen Bindungsproteine (CRBPI/Il, CRABPI/Il) und die kernstandigen
Retinsaurerezeptoren (RAR/RXR) vermittelt. Die Retinoide gelangen dabei durch die
Zellmembran in das Zytoplasma, werden dort von CRABP gebunden und in den Zellkern
transportiert, um an die verschiedenen Retinsaurerezeptoren zu binden. Hierdurch wird
der Rezeptor aktiviert, der durch Bindung an die Retinsdure-reponsiven Elemente (RARE)
die Transkription von Genen positiv oder negativ reguliert '

CRBP I/l sind zytoplasmatische retinolbindende Proteine und CRABP /Il sind
zytoplasmatische retinsdurebindende Proteine.®® Sie sind verantwortlich fiir die
Konzentration, den Metabolismus und den Transport von Retinol und Retinsdure vom
Zytoplasma in den Kern.” Die sechs bislang identifizierten Retinoidrezeptorgene kodieren
zwei Klassen nuklearer Rezeptorproteine, die Retinsdurerezeptoren RAR a, B und y und
die retinoid-X-Rezeptoren RXR a, B und y. Strukturell zeichnen sich die Rezeptoren durch
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finf verschiedene Doméanen A-F aus. Die A/B-Domane kann Transaktivierungsfaktoren
binden, die eine Bindung der C-Doméane an die RARE der Desoxyribonucleinsaure (DNA)
erleichtern oder erst ermdglichen.?’ Die C-Domane ist firr die Bindung der Rezeptoren an
bestimmte DNA-Sequenzen des Kerns verantwortlich. Der D-Domé&ne kommt hinsichtlich
der Rezeptorwirkung keine groBe Bedeutung =zu. Die E/F-Doméane ist die
Dimerisationsdomane flr die einzelnen Liganden, wie Liganden Bindungsdoméane 8 (LBD-
8) und Aktivationsfaktor 2 (AF-2). Der AF-2 kann durch sogenannte ,Transkriptionale
intermediare Faktoren“ eine Verbindung zu anderen transkriptionalen Proteinen, wie
Aktivator-Protein-1 (AP-1), herstellen. Studien zeigten, dass atRA in der Lage ist, das

Wachstum von glatten GefaBmuskelzellen zu hemmen.%® Chen et al. '*

und Wiegman et
al. %7 konnten zeigen, daB atRA bei Kaninchen die Restenoserate nach Angioplastie
vermindern kann. Frankenberger et al. 3 zeigten eine selektive Down-Regulation von
MMP-9 und eine gleichzeitige Up-Regulation von TIMP-1 in menschlichen

bronchoalveolaren Zellen durch atRA.

All-trans retinoic acid:- mode of action

retinoic acid (lipophilic)

Incorporation by the intestine 1 i
into the portale blood => | &= = auinn

retinoic acid-albumin-complex

I separation from albumin
< binding at
membrane proteins

incorporation into the cytoplasm
bindung at highly specific
transport proteins (CRABP)

RXR OL,B,{V("L—V VR:R ENENG

cell /// effects on gene expression - nucleus
and protein synthesis

Abbildung 4: Retinsduremechanismus (Siegel-Axel DI)

1.5.1 Effekte von Retinsaure auf MMP und TIMP

Die Expression von MMP-2 und MMP-9 ist oft koordinativ reguliert: beide werden von

tissue-type Plasminogen Aktivator (t-PA) und Interleukin-1 induziert und von Retinsaure
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(RA), Dexamethason und TGF-B %% gehemmt. RA hemmt laut Hendrix et al. ** die 72 kD
MMP-2. Retinoide supprimieren den steady-state Level der mRNA (Uber einen
Transkriptionsmechanismus, dem eine Antagonisierung am AP-1 nachfolgt. Diese
negative Regulation ist abhangig von RAR. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass RAR-y
selektiv die basale Gentranskription reguliert und RAR-a, -B und —y die Expression von t-
PA-induzierter MMP-2 hemmen.# In menschlichen Melanomzellen supprimiert RA die
Expression der MMP-2 und interferiert mit der Fahigkeit der Zellen die Basalmembran zu
iberwinden.* Eine andere Studie zeigte, daB atRA die Expression von Kollagenase in
menschlichen Intimazellen und Aorten-SMC in Kaninchen reduziert und gleichzeitig eine
Inhibition der Migration auftritt.’®# Retinoide beeinflussen die Expression von TIMP

umgekehrt zu MMP, indem sie den steady-state Level der mRNA der TIMP erhéhen.?’
1.6 Zielsetzung

Fir die Pathogenese der Atherosklerose und auch der Restenose nach Angioplastie spielt
die Migration und Proliferation glatter GeféaBmuskelzellen sowie der Abbau von
extrazellularer Matrix eine zentrale Rolle. Da all-trans-Retinsdure GUber eine Bindung an
zytoplasmatische und nukleare Rezeptoren und Uber eine Beeinflussung der
Genexpression die Proliferation, Migration und Matrixproduktion humaner arterieller glatter
GefaBmuskelzellen inhibiert, stellt sich die Frage, ob es zur Behandlung der
Atherosklerose- und Restenose eingesetzt werden kann.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Effekte von all-trans-Retinsaure auf die Matrix
Metalloproteinasen und die vaskulare extrazelluldare Matrix, im Besonderen auf die
Expression der matrixabbauenden Gelatinasen MMP-2 und MMP-9 sowie die mRNA-
Expression von TSP-1, TGF-f1, Biglycan, a-glattmuskularem-Aktin und Kollagen-1 in

glatten GefaBmuskelzellen des Menschen in in-vitro Untersuchungen zu prifen.
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2 Material und Methoden

2.1 Testsubstanzen

2.1.1 All-trans Retinsaure

All-trans Retinséaure (Sigma, Deisenhofen) wurde in 100 % igem Ethanol als Stocklésung
zu 10 mM/I geldst und sterilfiltriert. Alle Schritte wurden unter Lichtschutz vorgenommen
und wurden fir jede Applikation frisch hergestellt. Von dieser Stocklésung ausgehend sind
mit dem Kulturmedium verschiedene Verdinnungen von 100 uM/I bis 0,01 uM/I hergestellt

worden.
CH; CHs
H,C CH;
ZooH
e e e e
o]
CH;

Abbildung 5: Strukturformel von atRA

2.2 Zellausgangsgewebe

Die Isolierung glatter Muskelzellen des Menschen erfolgte aus GefaBreststlicken, die im
Rahmen von Organtransplantationen nicht weiterverwendet werden konnten, und uns
freundlicherweise von Herrn Prof. Dr. H.D. Becker, Chirurgische Universitatsklinik
Thbingen, zur Verfigung gestellt wurden. Die Verwendung dieser GefaBstlicke war von
der Ethikkommission der Universitat Tubingen genehmigt worden. Es handelte sich hier
um GefaBwandstlicke der Aorta descendens, Arteria hepatis communis, Arteria iliaca
communis und der Arteria renalis. HASMC wurden durch eine Explantationstechnik aus
den GefaBen gewonnen. Die Subkultivierung erfolgte in Plastikkulturflaschen mit
Waymouth Medium MB 752/1 (Gibco-BRL, Eggenstein Cat.No.: 31220-023) und Nutrient
Mixture F-12 (HAM) (Gibco-BRL, Eggenstein Cat.No.: 21765-029) im Verhaltnis 1:1.
Hinzugeflgt wurde 10 % fetales Kalberserum (PAA, Cdlbe), 100 U/ml Penicillin und 100
U/ml Streptomycin (Gibco-BRL, Eggenstein Cat.No.: 043-05070 H). Immunzytochemische
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Farbungen wurden mit Antikdérpern gegen a-glattmuskulares Aktin (Progen, Heidelberg)

zur sicheren Identifizierung der haSMC und mit 4’,6-diamidine-2-phenylindole-
dihydrochloride (DAPI) (Boehringer, Mannheim Cat.No.: 236276) zum Ausschluf3 von
Mykoplasmen-Kontaminationen durchgefiihrt.

Abbildung 6: Kombinierte Farbung mit DAPI und AK gegen a-glattmuskuléres Aktin

2.3 Gewinnung von haSMC aus Mediastiicken

Die GefaBsticke, die in HEPES-gepuffertem Transportmedium (4-(2-hydroxyethyl)-
piperazin-1-ethan-sulfonsdure) 2-3 Tage nach Transplantation zur Verfligung standen,
wurden in silikonbeschichtete und unter UV-Licht sterilisierte Praparationsschalen
dberfihrt. Nach mehrmaligem Abspilen mit dem Transportmedium wurden sie mit
Praparationsnadeln aufgespannt und das perivaskuléare Fett- und Bindegewebe mit einer
Praparationsschere entfernt. Das GefadB3 wurde langs aufgeschnitten und mit der
Lumenseite nach oben fixiert. Mit einem sterilen Skalpell wurde die Media streifenweise
bis auf die Adventitia angeritzt und mit einer sterilen Pinzette die Adventitia entfernt. Die
Mediastreifen wurden in mdglichst kleine Stlickchen mit einer sterilen Schere zerteilt, als
Explantate in Kulturschéalchen ausgelegt und 30 min. ohne Medium bei 37 °C angetrocknet.
Die fest anhafteten Transplantatstickchen wurden vorsichtig mit Medium Uberschichtet
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und erstmals nach einer Woche, danach alle 2-3 Tage wurde ein Mediumwechsel
durchgefthrt. Nach 1-2 Wochen bildeten sich um die Explantatstickchen extrazellulare
Matrix, in die glatte Muskelzellen nach 4-6 Wochen auswanderten. Die Kultivierung
erfolgte in einem Brutschrank (Heraeus) bei 37°C in einer mit Wasserdampf gesattigten
5% COz-Atmosphare.

Abbildung 7: GefaBpraparation (Siegel-Axel DI)

2.4 Kultivierung

Nach Isolierung der glatten Muskelzellen mit der Explantationstechnik wurden
routinemaBig Massenkulturen angelegt. Dazu wurden die Zellen durch 2-3 minitige
Inkubation mit Trypsin vom Kulturschalenboden abgeldst, in Kulturmedium aufgenommen
und in Kulturflaschen ausgesat. Die Zellen wurden in der 4. Passage nach GeféBisolation,
wenn sie gerade subkonfluent waren, verwendet. Um flr spatere Experimente gleiches
Zellausgangsmaterial zur Verflgung zu haben, wurden die nicht direkt in Experimente
eingesetzten Zellen in der 2. Passage in flissigem Stickstoff eingefroren und dort bis zur
weiteren Verwendung gelagert. Daflr mussten die Zellen ein charakteristisches
Wachstumsmuster zeigen und konfluent sein. Die Zellen wurden mittels Trypsin/EDTA-
Behandlung vom KulturgefaBboden abgeldst und die Zellsuspension 5 min. bei 250 g
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zentrifugiert. Danach wurde der Uberstand abgesaugt, die sedimentierten Zellen in
eisgekUhltes Einfriermedium resuspendiert, in auf Trockeneis gelagerte Kryoréhrchen zu
je 1,5 ml Gberflihrt und einen Tag bei —70°C gelagert. Erst dann erfolgte die Einlagerung
der Kryoréhrchen in den Flissigstickstofftank (-196°C), in dem die Zellen mehrere Jahre
gelagert und bei Bedarf wieder aufgetaut werden konnten. Zum Auftauen der Zellen
wurden Kulturflaschen mit 10 ml entsprechendem Kulturmedium vorbereitet und die
Kryoréhrchen aus dem Flussigstickstofftank auf Eis in das Labor transportiert, der Inhalt
umgehend durch fraktionierte Zugabe von 10 ml vorgewarmtem Medium aufgetaut,
resuspendiert und in Kulturflaschen (Costar, 75 cm? Wachstumsflache) Gberfiihrt. Am
nachsten Tag wurde ein Mediumwechsel durchgeflhrt, um abgestorbene Zellen zu
entfernen. HaSMC wurden aus menschlichen GefaBen wie oben beschrieben gewonnen
und kultiviert. Wenn sie subkonfluent waren, wurden sie 24 Std. serumfrei kultiviert.

Fir den Zeitversuch TNFo/PMA wurden die Halfte der Zellkulturen mit 100 pg/ml phorbol
myristate acetate (PMA, Sigma, Deisenhofen), die andere Halfte mit 10 pug/ml tumor
necrosis factor (TNFa, R&D Systems, Wiesbaden) stimuliert. Uberstande wurden nach 6,
12, 24, 48 und 72 Std. gesammelt. Fir die Retinsaureversuche wurden die Zellen ebenso
24 Std. serumfrei gehalten, dann mit atRA-Konzentrationen zwischen 100 uM/I und 0,01
UM/l stimuliert und nach weiteren 6 Std. mit 100 pug/ml PMA inkubiert. Je nach Ansatz
wurden die Uberstinde nach 12, 24, 48 und 72 Std. gewonnen. Alle gewonnenen
Uberstdnde wurden in Centrisart-C 30 Sé&ulen ankonzentriert, dann erfolgte eine
Proteinbestimmung mittels Bradford Assay, um jeweils aquivalente Proteinmengen fir
Zymographien und Westernblot Analysen berechnen zu kénnen. Fir die RNA-Gewinnung
erfolgte eine Zentrifugation der Zellen Gber 8 min. bei 1500 U/min., das Zell-Lysat wurde
mit Hilfe eine QlAshredders® (Qiagen) homogenisiert und die RNA mit dem RNeasy Kit®

(Qiagen) nach Angaben des Herstellers extrahiert.
2.5 Proteinbestimmung

Die Proteinbestimmung erfolgte mittels eines Bradford Assay mit bovinem Serumalbumin
BSA als Standard. Dies ist eine kolorimetrische Proteinbestimmung mit dem Prinzip, daB
der blaue Saurefarbstoff Coomasie brillant blue G-250 nach Bindung an Seitenketten der
zu messenden Proteine eine Verschiebung des Absorptionsmaximums von 465 nm nach
595 nm aufweist. Zur Ermittlung der Proteinkonzentration wurde die Extinktionsanderung
bei 595 nm gemessen. Um den Proteingehalt einer Probe zu bestimmen, wurde es
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notwendig, mit Hilfe verschiedener bekannter Proteinmengen, hier BSA, eine Eichkurve zu
erstellen. Aus dieser Eichkurve konnten die gesuchten Proteinkonzentrationen abgelesen
oder berechnet werden. Andere Proteinbestimmungsmethoden, wie z.B. die Methode
nach Lowry, weisen Wechselwirkungen mit Kalium- und Magnesiumionen, EDTA, Tris
sowie anderen Puffern auf, die das Absorptionsverhalten dieser Farbstoffe verandern, so
daB der reale Proteingehalt nicht genau bestimmt werden kann. Ein weiterer Vorteil der
Bradfordmethode bestand darin, dafB das Absorptionsmaximum des
Proteinfarbstoffkomplexes bereits nach ca. 2 min. erreicht wurde und fiir etwa eine Stunde
konstant blieb.
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Abbildung 8: Eichkurve bovines Serumalbumin BSA

2.6 SDS-PAGE

Durch die Zugabe von sodium dodecyl sulfate (SDS) erfolgte die Auftrennung von
Proteinen im elektrischen Feld nicht nach ihrer Ladung, sondern nach ihrem
Molekulargewicht, d.h. durch Gelfiltrationseffekte. SDS bindet dabei mit seinem
hydrophoben Alkylrest in einer konstanten Rate an Proteine, so daB die intrinsische
Proteinladung durch die Sulfatgruppe des SDS maskiert wird. Zuséatzlich wurde die
Methode der disc-Elektrophorese angewendet. Hierbei wurde mit zwei unterschiedlichen
pH-Werten gearbeitet. Nach der Beschleunigung und Konzentrierung der Proteine im
Sammelgel erfolgte ein ,Auflaufen an der Grenzschicht Sammelgel-Trenngel. Dies hatte
zur Folge, dass die Banden scharfer begrenzt waren und besser aufgetrennt werden
konnten. Der Laufpuffer enthielt Glycin, das bei einem pH-Wert von 8,3 im Gleichgewicht
mit Glycinat vorlag. Beim Einschalten des Stoms wanderten die Laufpufferionen in das
Sammelgel ein, wo ein pH-Wert von 6,8 vorlag. Daraus folgte, dass Glycin quantitativ in
die Zwitterform Uberging und solange immobilisiert wurde, bis der pH-Wert durch den
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Laufpuffer wieder angehoben wurde. Durch diese Immobilisierung enstand ein
Ladungsdefizit und somit ein hoher Widerstand, der durch ein starkes lokales elektrisches
Feld ausgeglichen wurde. In diesem Feld wurden die durch SDS anionischen Proteine
beschleunigt. Da das Sammelgel wesentlich groBporiger als das Trenngel war, liefen die
Proteine an der Grenzschicht auf und wurden dann im Trenngel bei einem pH-Wert von

8,8 sauber getrennt.

2.6.1 SDS-PAGE Zymographie

MMP konnten aufgrund ihrer Fahigkeit, Gelatine abzubauen, mittels Zymographie nach
Kleinert et al. ® detektiert werden. Bei dieser Methode wurden die Eluate zu 40 pg
Protein/Lane und 20 ul Marker/Lane Protein Molekular Weight Standards (Gibco-BRL,
Eggenstein) auf 7,5 %igen Poyacrylamidgelen, die zusatzlich 2 mg/ml Gelatine Typ A
(Sigma, Deisenhofen) enthielten, unter denaturierenden aber nicht-reduzierenden
Bedingungen elektrophoretisch aufgetrennt. Nach abgeschlossener Elektrophorese bei
100 V ca. 1 Std. wurden die Proteine durch Waschen mit 2,5 % Triton X-100 (Sigma,
Deisenhofen) wieder renaturiert und tber Nacht in einem Ca®** - und Zn®** -haltigen
Enzympuffer bei 37°C inkubiert. In dieser Zeit wurden an den Stellen, an denen MMP
anwesend waren, die Gelatine verdaut. Bei nachfolgender Farbung der Gele mit
Coomasie brillant blue (Sigma, Deisenhofen) wurden diese Zonen als weiBe Banden

sichtbar.

2.6.2 Westernblot Analyse

Bei der Westernblot Analyse nach der modifizierten Methode nach Laemmii °” wurden in
der SDS-PAGE aufgetrennte Proteingemische, Proteinproben zu 15 pg/Lane und 10 pl
Marker/Lane, aus der 15 %igen Polyacrylamidmatrix Gber ein senkrecht zum Gel
angelegtes elektrisches Feld eluiert und auf eine Nitrocellulosemembran (Hybond C®,
Amersham) transferiert. Dabei blieb das Muster der elektrophoretischen Auftrennung
erhalten. AuBerdem wurde bei dem Vorgang das an den Proteinen angelagerte SDS
ausgewaschen. Die Proteine konnten renaturieren und dabei teilweise ihre Sekundar- oder
Tertiarstruktur wieder einnehmen, jedoch nicht ihre Quartarstruktur. Sie konnten somit von
Antikérpern erkannt werden. Nach dem elektophoretischen Transfer von Protein auf
Nitrocellulose mussten zunachst die freien Bindungsstellen der Membran blockiert werden.
Da Antikérper selber Proteine sind, wirden sie sich sonst an jeder freien Bindungsstelle
der Membran anheften und einen spezifischen Nachweis von Antigenen unterbinden.
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Dieses Blockieren freier Bindungsstellen (blocking) wurde mit einem nicht fir die
Antikdrper erkennbaren Protein, hier BSA, Uber Nacht bewerkstelligt. Damit blieb den
Antikérpern nur die Mdoglichkeit an das Epitop des Antigens zu binden. Um diese
spezifische Bindung sichtbar zu machen, wurden die monoklonalen Sekundarantikérper
gegen MMP-2 als auch gegen MMP-9 (R&D Systems) mit einem Enzym, hier horseradish
peroxidase-linked anti-rabbit (R&D Systems), markiert. In Kombination mit
Detektionslosung ECL Chemilumineszensreagenz (Amersham) wurde Licht emitiert und

dadurch Rdéntgenfilme geschwarzt.

SDS- PAGE
{Sodiumdodecylsulfat-
Polyacrylamid Gelelektrophorese
Substrat
Transfer |/
{Nass-Blot, Semi Dry-Blot) \

Nitrozellulose-
membran

4« + |||

sekundirer markierter Chemoluminiszenz

Antikérper
I / “<——— POD (Peroxidase) ¢

— sE—— spezifische Bande
primarer (spezifischer)
Antikérper

Radiocgraphie

Abbildung 9: Westernblot

2.7 Northernblot Analyse

Nach 48 Std. Kultivierung, wenn die Zellen subkonfluent waren, wurde die Gesamt-RNA
mit Rneasy-Saulen (Qiagen) isoliert und zu je 10 pg/Lane auf 0,8 % Agarose und 1 %
Formaldehydgele (Ultra Pure, Electrophoresis Grade, Gibco) geladen und
elektrophoretisch aufgetrennt. Der Transfer der RNA auf eine Nylonmembran (HYBOND-
N* , Amersham) erfolgte Uber Nacht mit einem Kapillarblot unter Verwendung einer 20x
SSC-Lésung. Die Membran wurde anschlieBend getrocknet und UV-fixiert. In einem
Hybridisationsofen (Amersham) wurde die Membran bei 65°C prahybridisiert und Uber
Nacht mit Digoxigenin-markierten komplementaren Desoxyribonucleinsdure (cDNA)-

Sonden hybridisiert. Folgende cDNA-Sonden wurden verwendet: humanes Prokollagen
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Typ | (Klon Hf 677, ATCC), humanes Biglycan (Dr. Larry Fischer, Bethesda), humanes
TSP-1 (Dr. Jack Lawler, Boston), humanes Fibronektin (ATCC), humanes TGF-$1 (ATCC)
und Glycerinaldehyd-3-phosphat-dehydrogenase (GAPDH) (Clontech) als Kontrollgen.

Nach dem Waschen erfolgten Inkubationen zu 5 min. in Puffer-1 und 2 Std. in Puffer-2
(Blocking-Reagent-Solution 1:10 in Puffer-1) . Vor Inkubation in Puffer-3 mit Zusatz von
Chemilumineszenz CSPD (1:100, Boehringer Mannheim) erfolgte eine Inkubation mit
einem an alkalische Phosphatase gebundenen Anti-Digoxigenin-Fab-Fragment
(Boehringer Mannheim, 1:15000 in Puffer2). Zur Detektion wurde die Membran in eine
durchsichtige Plastiktite eingeschlossen, mit Hyperfim-ECL (Amersham) in eine

lichtdurchlassige Rontgenkassette gelegt und nach 30 min. entwickelt.

Gewicht

Glasplatte

=== c——c=S—=cocr s Sapal Papisr-
e e e e e e e e ettt W [ Lo 2 P (= e g =T

4-8 ' Wharmary S s Membran (MNylon)
Gel (upside down) | HH—Taschen
4-6 Whatman 3MM

20x SSC / Support \ 20x SSC

Abbildung 10: Northernblot

2.8 Auswertung

Sowohl die Intensitdt der Hybridisationbanden der Northernblots als auch der
Proteinbanden der Westernblots und Zymographien wurde durch densitometrische
Messung der entwickelten Réntgenfiime mittels eines optischen Scanners (Agfa)
quantifiziert. Spezifische cDNA-banden wurden in Beziehung zum korrespondierenden
humanen GAPDH cDNA-Signal mittels der MDS ImageMaster Software (Gibco/Kodak)

gesetzt.
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3 Ergebnisse

Die Isolierung von haSMC aus Mediatransplantaten fiihrte nahezu immer zu Reinkulturen.
Da hier keine Kontaktinhibition vorlag, zeigten sie im postkonfluenten Zustand das far sie
typische ,hill and valley* Wachstumsmuster mit Bildung nodaler Strukturen,. Sie wurden in
75 cm? Kulturflaschen in einer Dichte von 20.000 Zellen/cm? ausgesat und Giber Nacht
kultiviert. FUr die Versuche wurden nach 24 Std. Kultivierung in FCS-freien Medium die
Zellkulturen mit 100 ng/ml PMA oder mit 10 ng/ml TNFa stimuliert. PMA als ein potenter
Proteinkinase-C Aktivator mit zentraler Bedeutung bei der Signaltransduktion und
Regulierung des zellularen Wachstums sowie TNFa als ein proinflammatorisches Zytokin
mit verschiedenen Effekten wie z.B. Proliferationsstimulation, sollten die Synthese der
MMP stimulieren. Die Zellkulturen fir Retinsdureversuche wurden nach 24 Std.
Kultivierung in FCS-freiem Medium mit atRA-Konzentrationen von 100 pmol/l — 0,01 pmol/I
stimuliert. Nach 6 Std. wurde 100 pg/ml PMA hinzugegeben. Nach weiteren 6 Std., 12
Std., 24 Std., 48 Std., und 72 Std. wurden jeweils die Uberstande gewonnen und mittels
Centrisart C 30 Roéhrchen ankonzentriert. Der Proteingehalt der gewonnenen Proben
wurde mittels Bradfod Assay ermittelt. SDS-PAGE Zymographien wurden durchgefiihrt um
anhand der gelatinolytischen Aktivitdit die Synthese von MMP-2 und MMP-9 zu
identifizieren. Als zweite Methode diente der Westernblot zur Identifikation der
Proteinsynthese. Die Intensitdt der Proteinbanden wurde mittels eines optischen
Farbscanners quantifiziert. Zudem wurde eine Kontrolle mit Ethanol unter ansonsten
identischen Bedingungen angelegt, da die Retinsdure spater in Ethanol gelést werden
musste. Diese wurde nach der Maximalzeit von 72 Std. gewonnen.

3.1 MMP-2 und MMP-9 in nicht-stimulierten haSMC

Es wurden SDS-PAGE Zymographien durchgefihrt um anhand der gelatinolytischen
Aktivitat die Synthese von MMP-2 und MMP-9 zu identifizieren (Dia. 1). Als zweite Methode
diente die Westernblot Analyse zur Identifikation der Proteinsynthese (Dia. 2). Uberstande
wurden nach 12, 24, 48. und 72 Std. Kultivierungszeit gewonnen. Zudem wurde eine
Kontrolle mit Ethanol unter ansonsten identischen Bedingungen angelegt, da die
Retinsaure spater in Ethanol gelést werden musste. Diese wurde nach der Maximalzeit
von 72 Std. gewonnen. (Dia. 1 und 2).
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Sowohl in der Zymographie als auch durch die Westernblot Analyse konnte gezeigt
werden, daB unstimuliete haSMC MMP-2, jedoch nur sehr wenig MMP-9 produzieren.
Der Westernblot erscheint beziglich der Detektion der Proteinexpression von MMP-9
sensitiver als die Zymographie. Nebenbefundlich scheint Ethanol zu einer Stimulation von
MMP-9 Expression zu fuhren.

Zymographie
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Kontrolle mit EtOH 12 Std. 24 Std. 48 Std. 72 Std.
Zeit in Stunden

Diagramm 1: gemessene gelatinolytische Aktivitit in SDS-PAGE Zymographien unstimulierter
haSMC.

Westernblot
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Diagramm 2: gemessene Proteinexpression in Westernblot Analysen unstimulierter haSMC.
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3.2 Effekte von TNFo/PMA auf MMP-2 und MMP-9

HaSMC wurden in 75 cm? Kulturflaschen in einer Dichte von 20.000 Zellen/cm? ausgesat
und Uber Nacht kultiviert. Nach 24 Std. Kultivierung in FCS-freien Medium wurden die
Zellkulturen mit 100 ng/ml PMA oder mit 10 ng/ml TNFa stimuliert. Nach 12, 24, 48 und 72
Std. wurden jeweils die Uberstdnde gewonnen und in Centrisart C 30 Réhrchen
ankonzentriert. Der Proteingehalt der gewonnenen Proben wurde mittels Bradfod Assay
ermittelt. SDS-PAGE Zymographien und Westernblot Analysen wurden durchgefihrt, um
durch die gelatinolytische Aktivitdt und Proteinexpression die Synthese der
Matrixmetalloproteinasen MMP-2 und MMP-9 nach Stimulation mit PMA oder TNFa von
haSMC (iber 12, 24, 48 und 72 Std. in Uberstanden nachweisen zu kénnen. Die Intensitét
der Proteinbanden wurde mittels eines optischen Farbscanners quantifiziert und in
Relation zu einer Nativkontrolle ohne PMA oder TNFa gesetzt. Die Intensitat der Synthese
von MMP-2 und MMP-9 in den Nativkontrollen wurde als 100% definiert.

A + TNF-a  + PMA + TNF-a + PMA

24 Std. 72 Std. 24 Std. 72 Std. 24 std. 72 std. 24 Std. 72 Std.

MMP-9

MMP-2

Zymographie Western Blot

B Zeit (Std.): nach Stimulation

mit 100 ng/ml PMA —» 6 12 24 48 72
K K K | - )
+EtOH +sDMso L s __L""'—_ P E—) - MMP-9

MMP-2 —» " D -72 kDa

Abbildung 11: gemessene gelatinolytische Aktivitat und Proteinexpression von MMP-2 und MMP-9 in
haSMC

A) Keine Aktivitdit von MMP-9 nach 24 bzw. 72 Std. Stimulation mit TNFa, aber Aktivitdt von MMP-9 nach
24 bzw. 72 Std. Stimulation mit PMA, dargestellt durch Zymographie und Westerblot.

B) Aktivitat von MMP-9 nach 6 bis. 72 Std. Stimulation mit PMA dargestellt, durch Zymographie und
Westerblot (verfeinerte Darstellung): Signifikante gelatolytische Aktivitat und Proteinexpression erst nach
12 Std.
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Nach Stimulation mit PMA konnte nur eine Proteinexpression von MMP-9 durch
Westernblot Analyse nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu stimulierte TNFo weder
die gelatinolytische Aktivitat noch die Proteinexpression von MMP-9 in haSMC (Diagramm 5
u. 6, Abb. 11). Eine gelatinolytische Aktivitdt oder Proteinexpression von MMP-2 konnte
weder durch eine Inkubation mit TNFa noch durch eine Inkubation mit PMA induziert

werden (Diagramm 3 u. 4, Abb. 11).

Zymographie MMP-2

160
140 OPMA |
BTNFa
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80 -
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40 -
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gelatinolytische Aktivitat in %

Kontrolle 6 Std. 12 Std. 24 Std. 48 Std. 72 Std.
Inkubationszeit in Stunden

Diagramm 3: gemesssene gelatinolytische Aktivitat von MMP-2 nach Stimulation mit PMA oder TNFa
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Diagramm 4: gemessene Proteinexpression von MMP-2 nach Stimulation mit PMA oder TNFa
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Zymographie MMP-9
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Diagramm 5: gelatinolytische Aktivitat von MMP-9 nach Stimulation mit PMA oder TNFa
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Diagramm 6: Proteinexpression von MMP-9 nach Stimulation mit PMA oder TNFa

3.3 Effekte von atRA auf die MMP-2 und MMP-9 Synthese

Zellkulturiberstande und Zell-Lysate von haSMC-Kulturen wurden nach 12, 24, 48 und 72
Std. Kultivierung mit Hilfe der SDS-Page Zymographie (weiBe Banden auf blauem
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Hintergrund) und Western Blotting (schwarze Banden) untersucht. Unstimulierte haSMC
exprimierten nur MMP-2 konstitutiv, nicht jedoch MMP-9. Die Prainkubation der haSMC
mit atRA 6 Std. vor Stimulation mit PMA zeigte eine dosisabhdngige Inhibition der
gelatinolytischen Aktivitdt und auch der Proteinexpression von MMP-9 in einem
Konzentrationsbereich von 0,01-100,0 umol/l. Diese trat erstmals 12 Std. nach Stimulation
mit PMA auf und persistierte auch nach 72 Std. Westernblot Analysen zeigten auch eine
partielle Hemmung der MMP-2 Synthese bei hohen atRA-Konzentrationen zwischen 10,0-
100,0 umol/l, insbesondere nach 24, 48 und 72 Std. Dagegen zeigten Zymographien
schon eine Hemmung der gelatinolytischen Aktivitat bei niedrigeren atRA-Konzentrationen

>1,0 umol/l (Diagramme 7-14).

MVIP-9 e L & | -02kDa
MVIP-2 gy "o we e 720
MMP-9
MMP-2 a. 12 std.
MVIP-9 -92 kDa
MWVIP-2 -72kDa
MMP-9
MMP-2 b. 24 std.
MVIP-9 -92kDa
MMP-2 -72kDa
MMP-9
MMP-2 C. 48 Std.
MVIP-9 -92kDa
MVIP-2 .72 kDa
MMP-9
vy d. 72 std.
K K 100 10 1.0 01 0,01 0,001
PMA +PMA
atRA [pM]: Zugabe 6 Std. vor Stimulation mit PMA

Abbildung 12: Gelatinolytische Aktivitat und Proteinexpression von MMP-2 und MMP-9.
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3.3.1 Retinsaurestimulation tuber 12 Stunden

Zymographie
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mit PMA

Konzentration all-trans Retinsaure (M)

Diagramm 7: gelatinolytische Aktivitat in einer SDS-PAGE Zymographie nach 12 Std.
Retinsaurestimulation in verschiedenen Konzentrationen.
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Diagramm 8: Proteinexpression in einer Westernblot Analyse nach 12 Std. Retinsaurestimulation in
verschiedenen Konzentrationen. .
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3.3.2 Retinsaurestimulation tuber 24 Stunden

Zymographie
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Diagramm 9: gelatinolytische Aktivitit in einer SDS-PAGE Zympgraphie nach 24 Std.
Retinsaurestimulation in verschiedenen Konzentrationen.
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Diagramm 10: Proteinexpression in einer Westernblot Analyse nach 24 Std. Retinsdurestimulation in
verschiedenen Konzentrationen
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3.3.3 Retinsaurestimulation tuber 48 Stunden

Zymographie
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Diagramm 11: gelatinolytische Aktivitat in einer SDS-PAGE Zymographie nach 24 Std.
Retinsaurestimulation in verschiedenen Konzentrationen.
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Diagramm 12: Proteinexpression in einer Westernblot Analyse nach 48Std. Retinsdurestimulation in
verschiedenen Konzentrationen.
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3.3.4 Retinsaurestimulation Uber 72 Std.

Zymographie
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Diagramm 13: gelatinolytische Aktivitat in einer SDS-PAGE Zymographie nach 72 Std.
Retinsaurestimulation in verschiedenen Konzentrationen.
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Diagramm 14: Proteinexpression in einer Westernblot Ananlyse nach 72 Std. Retinsdurestimulation
in verschiedenen Konzentrationen.
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3.4 Effekte von atRA auf die mRNA-Expression verschiedener EZM-
Proteine

Eine Inkubation von subkonfluenten haSMC mit atRA in steigender Konzentration Uber 48
Std. fOhrte zu einer dosisabhangigen Hemmung der TSP-1 mRNA-Expression bei atRA-
Konzentrationen > 0,1 pM. Die mRNA-Expression von Fibronektin war ebenso gehemmt,
aber der Effekt war geringer als bei TSP-1. Die TGF-B1 und Biglycan mRNA-Expression
war unverandert. Kollagen-1 wurde besonders bei sehr hohen atRA-Dosen zwischen 10
UM und 100 uM gehemmt. Im Gegensatz zu TSP-1 und Fibronektin, fand sich ein kleiner
stimulatorischer Effekt auf die mRNA-Expression von Kollagen-1 bei niedrigen atRA-
Dosen von 0,01 pM und 0,1 pM.

Diese Northernblotanalyse zeigte einen Anstieg der Expression von a-sm-Aktin mRNA
nach 48 Std. bei niedrigen atRA-Konzentrationen von 0,0001-0,1 uM (Diagramme 15 und 16).
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Diagramm 15: Effekte von atRA auf Fibronectin mRNA (links) und a-sm-Aktin mRNA (rechts) nach 48
Std. in einer Northernblot Analyse
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Diagramm 16: Effekte von atRA auf TSP-1 mRNA und TGF-B1 mRNA (links) sowie Effekte von atRA
auf Kollagen-1 mRNA und Biglykan mRNA (rechts) nach 48 Std. in einer Northernblot Analyse.




36 Diskussion

4 Diskussion

All-trans Retinsaure ist eine Substanz mit zahlreichen pleiotropen Effekten, die bisher
hauptsachlich wegen ihrer wachstumsmodulierenden Eigenschaften bei der Behandlung
bestimmter Tumorarten eingesetzt wurde. Die zelldifferenzierenden Eigenschaften von all-
trans-Retinsdure machen die Substanz jedoch auch in Hinblick auf eine therapeutische
Anwendung in der arteriellen GefaBwand interessant. Zur potentiellen Inhibition von
Intimaverdickungen oder zur Beeinflussung der Plaquezusammensetzung sollten in dieser
Arbeit speziell die Effekte von all-trans Retinsdure auf die Expression verschiedener
extrazellularer Matrixproteine und deren Abbau durch Matrix Metalloproteinasen

untersucht werden.
4.1 MMP-2 und MMP-9 in nicht-stimulierten haSMC

Nicht stimulierte haSMC zeigten in unseren Versuchen zu allen Zeitpunkten eine nahezu
konstante MMP-2 Aktivitat, jedoch keine oder geringe MMP-9 Aktivitdt. Die normale
Aktivitdt von MMP-2 und MMP-9 in nicht stimulierten haSMC war als Ausgangswert far
Vergleiche mit stimulieten haSMC angenommen worden. Analog dazu beobachtete
Pasterkamp et al. im Vergleich zur normalen Aktivitdt von MMP-2 und MMP-9 in nicht
stimulierten haSMC eine erhdéhte Aktivitdt von MMP-2 und MMP-9 in Plaques bei
positivem Remodeling in menschlichen Koronararterien #. Obwohl positives Remodeling
primdr das Lumen erhélt, erhéht es durch Um- und Abbau der EZM die Gefahr der
Destabilisation und Plaqueruptur mit der Folge eines GefaBverschlusses. Ein erhdhter
Matrixabbau kann bei positivem Remodeling in einer Schwachung der GefaBwand
resultieren und als Extremform Aneurysmen darstellen. In Aneurysmen der menschlichen
Aorta abdominalis wurde eine erhéhte Expressionen von MMP-2 und MMP-9 gefunden.
10254 MMP sind am Vorgang der reaktiven Umgestaltung arteriosklerotischer GefaBe
wesentlich beteiligt. Die Matrixanhdufung in der Atherosklerose betrifft zunachst
Proteoglykane. lhre Bildung wird durch neurohumorale Faktoren, erhéhten Blutdruck und

t 8. Sie bewirken eine

chronisch zyklisch-mechanische Belastung in Gang gesetz
Permeabilitatsanderung, wobei die herabgesetzte Maschendichte der Matrix, einem
Molekulsiebeffekt vergleichbar, prazipitationsférdernd wirkt. Fibrinogen und Lipide kénnen
sich in der Intima anreichern. Kollagen stellt jedoch mengenmaBig den Hauptanteil. Nach

Barnes ° kommen Kollagen Typ I, IlI, IV, VIIl und XVI in der Arterienwand vor, pradominant
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sind Typ | und Ill. Den Kollagenabbau katalysieren maBgeblich die Metalloproteinasen.
Die hier untersuchten MMP-2 und MMP-9 kénnen Kollagene des Typs I, IV, VII und X
abbauen und sind dadurch auch an diesem Schritt beteiligt.

Die Aktivitdt von MMP-2 in haSMC blieb bei Nichtstimulation konstant. MMP-9 zeigte keine
oder geringe Aktivitat. MMP-2 wird gewdhnlich konsekutiv exprimiert und MMP-9 nach

GefaBverletzung. Dieses diente als Ausgangswert fir spatere Versuche.
4.2 Effekte von TNFo/PMA auf die MMP-2 und MMP-9 Synthese

In unseren Versuchen konnte weder durch eine Inkubation mit TNFa noch durch eine
Inkubation mit PMA eine gelatinolytische Aktivitdtszunahme oder Zunahme der
Proteinexpression von MMP-2 induziert werden. Eine Zunahme der MMP-9-Synthese
zeigte sich erst nach > 12 Std. PMA-Stimulation. Nach TNFa-Stimulation fand sich keine
erhdhte MMP-9 Aktivitat in Zymographien. Die angefertigten Westernblot Analysen zum
Nachweis der Proteinexpression zeigten vergleichbare Resultate. Aktivatoren wie PMA,
konnten, im Gegensatz zu TNFa, die MMP-9 Synthese stimulieren.

Analog zu unseren Ergebnissen konnte von Fabunmi et al® in Zymographien gezeigt
werden, dass PMA die Sekretion der MMP-9 in Kaninchen-SMC erhéht, nicht aber die von
MMP-2. In EC der menschlichen Vena femoralis konnte in Zymograhien nach PMA-
Stimulation MMP-9 und die aktivierte Form der latenten MMP-2 nachgewiesen werden #’.
Dieses wurde auch bei menschlichen Fibrosarkom-Zellen beobachtet ™. PMA ist ein
potenter Proteinkinase-C Aktivator. Die Proteinkinase C besitzt eine zentrale Bedeutung
bei der Signaltransduktion und wirkt bei der Regulierung des zellularen Wachstums mit.
Die Proteinkinase C férdert die Produktion von extrazellularer Matrix und Zytokinen, erhéht
die Kontraktilitdt und Permeabilitdt von BlutgeféaBen, steigert des Zellwachstum in
BlutgefaBen, aktiviert die Phospholipase A2 und hemmt die Na*/K*-ATPase. Die Folge
sind potentielle GeféaBschaden.

TNFa ist ein proinflammatorisches Zytokin mit verschiedenen Effekten, z.B. Stimulation
der Immunantwort Uber Aktivierung von Interleukinen, Proliferationsstimulation
verschiedener Zellen und nekrotisierende Wirkung in Tumorgeweben.

In dieser Arbeit filhrte PMA zu einer Stimulation der MMP-9-Expresison in haSMC, TNFa

jedoch nicht.
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4.3 Effekte von atRA auf die MMP-2 und MMP-9 Synthese

Die atRA-Behandlung in unseren Versuchen fuhrte zu einer dosisabhangigen Inhibition
der gelatinolytischen Aktivitat und Proteinexpression von MMP-9 zwischen 100 pM und 1
UM bei 24, 48 und 72 Std. nach PMA-Stimulation. MMP-2 wurde dagegen nur teilweise in
hohen Konzentrationen > 1 uM inhibiert: Insgesamt waren die Ergebnisse bzgl. des Effekts
von atRA auf die MMP-2-Expression jedoch uneinheitlich und erlauben keine eindeutigen
Aussagen.

Retinoide wurden schon seit langem erfolgreich bei der Behandlung der akuten
Promyelozytenleukdmie, Akne vulgaris, Basalzellkarzinomen und anderen Erkrankungen
eingesetzt und sind dadurch gut untersucht und, in den in dieser Studie verwendeten

|76

Dosen, vom Menschen gut tolerabel “°. Frihere Studien zeigten, dass atRA an

zytoplasmatische und nukledre Rezeptoren bindet, die Genexpression beeinflusst und
damit die Migration, Proliferation und Matrixproduktion von haSMC inhibiert. Miano et al. ®
zeigten, dass 5 von 6 nukledren Retinoidrezeptoren in Aorten-SMC von Ratten exprimiert
werden, und dass atRA an RAR-B binden und dadurch die Transkription fir Kollagenasen
ber AP-1 hemmen kann.?

Matrixabbauende Enzyme wie MMP-2 und MMP-9 verursachen eine gesteigerte
Instabilitdt atherosklerotischer Plaques. Der Abbau der die Zelle umgebenden EZM ist
eine Vorraussetzung fur die Migration der Zelle. Gelatinasen, wie MMP-2 und MMP-9,
kénnen eine Vielzahl verschiedener EZM-Proteine degradieren, wie beispielsweise nicht-
fibrillare Kollagene, die in den Basalmembranen der Zellen zu finden sind, sowie
Proteoglykane und Elastin.

Die Behandlung mit atRA mulsste somit auch in vivo zu einem verringerten Matrixabbau
und einer Hemmung der Migration glatter Muskelzellen flhren, die zur Formation intimaler
Verdickungen nach Geféassverletzung beitragen. AuBerdem ist die Hemmung des Abbaus
bereits bestehender EZM in der fortgeschrittenen Plaque hinsichtlich einer
Stabilitédtssteigerung von Bedeutung. Insbesondere die Akkumulation strukturbildender
Kollagene, wie das fibrillare Kollagen-Typ 1, bestimmt die Festigkeit der fibromuskularen
Kappe, die den weichen Lipidkern der Plagque umgibt. Entscheidend ist dabei der
Nettoeffekt aus der MMP-Aktivierung, der gleichzeitigen Expression oder Repression von
MMP-Inhibitoren und der Kollagenbildung. Folglich kénnte eine Kontrolle der MMP zu
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einer Stabilisierung arteriosklerotischer Plaques und Pravention der klinischen

Konsequenzen flhren.
4.4 Effekte von atRA auf die Expression verschiedener EZM-Proteine

In dieser Arbeit fihrte eine Inkubation von subkonfluenten haSMC mit atRA in steigender
Konzentration Uber 48 Std. zu einer dosisabhangigen Hemmung der TSP-1 mRNA-
Expression bei atRA-Konzentrationen > 0,1 uM. Die mRNA-Expression von Fibronektin
war ebenso gehemmt, aber der Effekt war geringer als bei TSP-1. Die TGF-f1 und
Biglycan mRNA-Expression war unverandert. Kollagen-1 wurde besonders bei sehr hohen
atRA-Dosen zwischen 10 puM und 100 uM gehemmt. Im Gegensatz zu TSP-1 und
Fibronektin, fand sich ein kleiner stimulatorischer Effekt auf die mRNA-Expression von
Kollagen-1 bei niedrigen atRA-Dosen von 0,01 uM und 0,1 uM. Die Northernblot Analyse
zeigte einen Anstieg der Expression von a-sm-Aktin mRNA nach 48 Std. bei niedrigen
atRA-Konzentrationen von 0,0001-0,1 pM. Zusammenfassend zeigte die Northernblot
Analyse, dass spezifische extrazellulare Matrixproteine entweder durch Hinzufligen von
atRA gehemmt oder angeregt werden. Die Expression von Kollagen-1 wurde durch atRA
hochreguliert, wahrend TSP-1 und Fibronektin mRNA dosisabhdngig gehemmt wurden.
Die Hemmung von Fibronektin war weniger stark ausgepragt als fir TSP-1. Die
Expression des kleinen Proteoglykans Biglycan wurde nicht durch atRA beeinflusst.

Die Hemmung von TSP-1 ist besonders interessant, weil es ein potentes Mitogen fir SMC
darstellt und auBerdem die Zellmigration férdert. Es ist ein Aktivator fir TGF-B1, ein
Wachstumsfaktor, der haSMC stimuliert. TSP-1 beeinfluBt die Plasminformation durch
eine komplexe Anordnung mit Plasminogen, was zu einer EZM-Degradation und zu SMC-
Migration fUhrt. Zusatzlich hemmt TSP-1 die Aktivitdt von MMP durch Hemmung ihrer
Aktivierung. Die Expression von a-sm-Aktin Expression hangt von der Wachstumsrate und
Zelldichte der haSMC ab "®. Bei der Restenosebildung steht initial ein GefaBtrauma, das
durch die Angioplastie selbst und durch die lokale Plaquebeschaffenheit ausgelést wird.
Hierbei kann es zu einer Deendothelialisierung, direkten Schadigung der SMC und
Aktivierung des Gerinnungssystems kommen. 23" Dies fiihrt zur Thrombenbildung. Ein
Fibrinthrombus stellt die erste primitive Form der EZM bei der Restenosebildung dar.
AnschlieBend folgt die Aktivierung und Einwanderung von Entziindungszellen in den
Thrombus. %923 Duyrch die von verschiedenen Wachstumsfaktoren aktivierten
Rezeptoren und Signaltransduktionwege werden die SMC angeregt, sich aus ihrem
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Zellverband zu lésen, sich zu teilen, in den Thrombus zu migrieren und diesen durch
Umbau der EZM mittels Proteasen, wie den Matrix Metalloproteinasen, zu stabilisieren.
Dabei kommt es zu einer weiteren Volumenexpansion der Neointima, die hauptsachlich
durch Akkumulation von EZM verursacht wird.”® Zu diesem Zeitpunkt beginnt das
arterielle Remodeling. Der GefaBwandumbau oder ,vascular remodeling“ ist definiert als
Anderung des GeféaBkalibers mit wenig oder keiner Anderung der Gewebsmasse. Es
handelt sich um eine Verlagerung von Zellen und Matrix zum Lumen oder vom Lumen
weg, mit Verkleinerung oder VergréBerung des Querschnitts.

AtRA hemmte die TSP-1 mRNA- und Fibronektin-Expression, die TGF-B1 und Biglycan
MRNA-Expression blieben dagegen unverandert. Kollagen-1 wurde in niedriger Dosierung
stimuliert und bei hohen Dosen gehemmt. Unsere Ergebnisse zeigten, dass atRA eine
Zunahme an a-sm-Aktin und Kollagen-1 mRNA verursacht. Nach der Einteilung der
Proteine der EZM in Strukturproteine wie Kollagen und Elastin, sowie in
Adhasionsproteine wie Laminin, Thrombospondin und Fibronektin, zeigten unsere
Ergebnisse, dass Strukturproteine durch atRA angeregt werden, wahrend
Adhéasionsproteine gehemmt werden.

Insgesamt kann gesagt werden, dass atRA pleiotrope Effekte auf GefaBzellen auslibt und
dass die totale Menge an Matrix und der Netto-Effekt von atRA von einer Vielzahl
differenter Faktoren abhangt.

4.5 Ausblick

Wir erwarteten bei einer Hemmung der Matrix Metalloproteinasen durch atRA eine
Zunahme der Matrix und eine Abnahme der Zellmigration in die Intima oder in Plaques.
Wahrend bei der Arteriosklerose eine Zunahme der Matrix flr die Stabilisierung
fortgeschrittener fibréser Plaques durchaus von Vorteil sein kdnnte, ist eine Zunahme der
EZM bei einer Restenose unerwiinscht, da es zu einer Intimaverdickung und damit zu
einer progredienten Stenosierung mit folgender Ischamie kommen kénnte.

Es kénnte die Hypothese aufgestellt werden, daB3 es durch direkte Hemmung der MMP-9
Synthese in haSMC sowie durch Zunahme der Kollagen-1 Synthese nach atRA-
Behandlung zu einer Stabilisierung der fibrésen Kappe kommen kann. Somit kénnte atRA
in vivo mdoglicherweise die Stabilisierung der atheromatésen Plague auch Uber die
Stimulation der Differenzierung glatter Muskelzellen férdern. Die redifferenzierten glatten

Muskelzellen in der fibromuskuldaren Kappe bilden verstarkt Aktin- und Myosinfasern aus
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und proliferiert nicht mehr. Dies ist typisch flr ausdifferenzierte Zellen der normalen Media
und der stabilen, nicht-aktiven atherosklerotischen Plaque *°. Nicht-aktive, differenzierte
glatte Muskelzellen produzieren keine matrixabbauenden Enzyme und tragen daher nicht
zur Destabilisierung der fiboromuskularen Kappe bei.

All-trans Retinsaure wurde bislang in vivo nur im Tiermodell erfolgreich getestet. Dabei
wurde aber von einer systemischen Applikation ausgegangen, was den Einsatz beim
Patienten mdglicherweise erschweren kénnte. Jedoch wurden bereits solcheDosierungen,
die sich bei humanen arteriellen glatten Muskelzellen als wirksamen erwiesen haben zur
Tumorbehandlung eingesetzt Hier zeigte sich eine relativ gute Vertraglichkeit.

Es muss also geklart werden, ob effektive in-vitro Konzentrationen von all-trans Retinsaure
auch in vivo ohne nennenswerte Nebenwirkungen erreicht werden kénnen. Eine lokale
Behandlung mittels Doppelballon-Katheter oder medikamentésen Stents sind in Bezug auf
eventuell drohende, méglicherweise erhebliche Nebenwirkungen durchaus zu diskutieren.
Vorteile der Retinoide sind die auBerst vielfaltigen Wirkungen auf das Zellwachstum, die
Zelldifferenzierung, die Matrixsynthese und den Matrixabbau, was auch deren
physiologische Beteiligung in mehreren Stadien der Embryogenese belegt. All-trans
Retinsdure hat pleiotrope Effekte auf eine Vielzahl von Prozessen in fortgeschrittenen
atherosklerotischen Lasionen und in der Restenosebildung. Effekte auf Differenzierung
und Migration von haSMC wurden schon unter anderem von Axel et al. * beschrieben.
Diese Arbeit bestatigte die Ergebnisse und konnte zeigen, dass auch die Synthese und
der Abbau der EZM und im Besonderen die Metalloproteinasen MMP-2 und MMP-9 einen
wichtigen Faktor in der Ausbildung der Athoerosklerose und Fortschreiten der Restenose
darstellen. Eine selektive Hemmung kénnte zu einem ginstigeren Verlauf bei diesen
Erkrankungen flhren. Jedoch sind diese Ergebnisse erst ein Beginn und missen weiter
untersucht werden. Insbesondere die genauen molekularen Grundlagen der Aktivierung
und Hemmung der Metalloproteinasen durch Retinsdure sind noch unklar. Ebenso unklar
sind die Effekte auf andere physiologische und pathologische Zellinteraktionen und deren

Auswirkungen.
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5 Zusammenfassung

All-trans-Retinsaure ist eine Substanz mit wachstummodulierenden Eigenschaften, die in
verschiedenen Zelltypen die Ausbildung eines differenzierten Zellphanotyps induzieren
kann. Da die Entstehung von arteriosklerotischen und restenotischen GeféBlasionen durch
das Auftreten von entdifferenzierten glatten Muskelzellen charakterisiert ist, ergibt sich
hieraus ein Ansatz, all-trans-Retinsdure bei diesen Krankheitsbildern therapeutisch
einzusetzen.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Effekte von all-trans-Retinsaure auf die Matrix
Metalloproteinasen und die vaskulare extrazellulare Matrix, im Besonderen auf die
Expression der matrixabbauenden Gelatinasen MMP-2 und MMP-9 sowie die mRNA-
Expression von TSP-1, TGF-B1, Biglycan, a-glattmuskularem-Aktin und Kollagen-1 in

glatten GefaBmuskelzellen des Menschen in in-vitro Untersuchungen zu prifen.

Diese Arbeit zeigte, dass unstimulierte haSMC MMP-2 produzieren, jedoch nicht MMP-9.
Eine erhdéhte Expression von MMP-9 kann nach mehr als 12 Std. Stimulation mit PMA
nachgewiesen werden. Dagegen induziert TNFa keine erhdéhte MMP-Expression in
haSMC. Eine Prainkubation mit atRA fur 6 Std. zeigte in SDS-PAGE Zymographien und
Westernblot Analysen eine dosisabhangige Hemmung der gelatinolytischen Aktivitat und
der Proteinexpression von MMP-9 nach 12 bis 72 Std. Stimulation mit PMA. Eine partielle
Hemmung der MMP-2-Synthese deutete sich bei Gabe von hohen atRA-Dosen an. AtRA
hemmte die Thrombospondin-1 mRNA und Fibronectin mRNA in Northernblot Analysen
deutlich, wéahrend es in niedrigeren Dosen in H6he zwischen 0,01 und 0,1 pM die Bildung
von Kollagen-1 mRNA sowie von a-glattmuskularem-Aktin gering stimulierte.

Zusammenfassend ergab diese in vitro-Untersuchung HInweise, dass Marker von
entdifferenzierten glatten Muskelzellen wie MMP-9, Thrombospondin-1 und Fibronectin

durch all-trans-Retinsdure gehemmt werden kénnen.
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6 Abkurzungsverzeichnis

Abb. Abbildung

AF Aktivationsfaktor

AP Aktivatorprotein

atRA all-trans retinoic acid

BSA bovines Serumalbumin

Cca* Calcium

cDNA komplementére Desoxyribonucleinsaure
CRABP ellular retinoic acid binding protein

CRBP cellular retinol binding protein

DAPI 4’ 6-diamidine-2-phenylindole-dihydrochloride
DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonucleinsaure

EC Endothelzellen

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

EtOH Ethanol

EZM extrazellulare Matrix

FCS fetales Kélberserum

GAPDH Glycerinaldehyd-3-phosphat-dehydrogenase
haSMC humane arterielle smooth muscle cells
HEPES 4-(2-hydroxyethyl)-piperazin-1-ethan-Sulfonsaure
IL-1 Interleukin-1

KHK koronare Herzkrankheit

LBD-8 Ligandenbindungsdoméne 8

Mg?* Magnesium

MMP Metalloproteinasen

mRNA messenger-Ribonukleinsaure

MT-MMP membran-type Metalloproteinase

PBS phosphate buffered saline

PDGF platelet-derived growth factor
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PMA phorbol myristate acetate
PTCA perkutane transluminale Koronarangioplastie
RA retinoic acid
RAR retinoic acid receptor
RARE Retinsaure-responsives-Element
RXR retinoid-X-Rezeptor
SDS-PAGE Natriumdodecylsulfat-polyacrylamidgelelektrophorese
sm-Aktin glattmuskulares Aktin
TGF transforming growth factor
TIMP tissue inhibitor of metalloproteinase
TNF tumor necrosis factor
t-PA tissue-type-Plasminogen-Aktivator
Tris Tris (hydroxymethyl) aminomethan
TSP Thrombospondin
u-PA Urokinase-Plasminogen-Aktivator
uv ultraviolettes Licht
WHO World Health Organisation

Zn2+

Zink
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