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Der schopferische Irrtum

Irrtimer haben ihren Wert;
Jedoch nur hie und da.
Nicht jeder, der nach Indien fahrt,

entdeckt Amerika.

Erich Kastner



Referat und bibliografische Beschreibung

Die Rolle der Proliferation vaskularer glatter Muskelzellen im Rahmen von GefalRverdnderungen wird
nach wie vor kontrovers diskutiert. In der vorliegenden Arbeit wurde in der ersten Fragestellung der
Einfluss physiologischer zyklischer mechanischer Dehnung auf die DNA-Synthese und die
metabolische Aktivitat humaner vaskularer glatter Muskelzellen untersucht. Verwendet wurden
primare vaskulare glatte Muskelzellen aus der Aorta (hnAOSM) und aus einer Koronararterie (hnCASM)
des Menschen. In der Flexercell strain unit wurden die Zellen mittels Unterdruck gedehnt. Durch
Bestimmung der BrDU-Inkorporation wurde die DNA-Synthese, mittels der Wst-1-Aktivitat die
metabolische Aktivitdt untersucht. Unter dem Einfluss zwei-/dreitagiger zyklischer mechanischer
Dehnung (5% Dehnung, 0,5 Hz) zeigten die niedrigen Passagen der hAOSM Zellen eine signifikant
verminderte DNA-Synthese (um 32,4+26,2%; n=6, P=0,013). Gleichzeitig bestand eine signifikante
Zunahme der metabolischen Aktivitat (um 39,1+17,9%, n=7, P< 0,0001).

Eine Abnahme der DNA-Synthese aufgrund eines Nekrose- bzw. Apoptose-bedingten Zelltodes
konnte mittels Bestimmung der Zellzahl, der LDH-Aktivitat und der Apoptose ausgeschlossen werden.
Um den Widerspruch von gleichzeitiger Abnahme der DNA-Synthese bei Zunahme der metabolischen
Aktivitdt weiter abzuklaren, wurde die Gesamtzellzahl und der Mitoseindex der hAOSM Zellen
ermittelt. Weder die Gesamtzellzahl (24,6%, P=0,287) noch der Mitoseindex (52,8%, P=0,215) wiesen
eine signifikante Anderung unter dem Einfluss physiologischer Dehnung aus.

In den Versuchen mit hAOSM Zellen niedriger Passagen konnte demnach ein antiproliferativer Effekt
physiologischer Dehnung nachgewiesen werden. So kdnnte mechanische Dehnung selbst zu einem
Gleichgewicht der Vorgange in der GefalRwand beitragen.

Die untersuchten hCASM Zellen zeigten weder eine dehnungsinduzierte signifikante Veranderung der
DNA-Synthese (serumfrei:—4,9+115,1%, n=4, P=0,87; Vollmedium:+14,6+44,2%, n=3, P=0,6) noch
der metabolischen Aktivitat (serumfrei: +14,6+44,2%, n=3, P=0,6; Vollmedium: +81,66+61,95%, n=3,
P=0,085). Eine dehnungsinduzierte Zellschadigung konnte durch Bestimmung der LDH-Aktivitat der
hCASM Zellen ausgeschlossen werden.

In der zweiten Fragestellung interessierte, ob die Situation nach unphysiologischer Dehnung - nach
PTCA - im Zellkulturmodell nachgestellt werden kann. hAOSM Zellen zeigten nach viermaliger
Dehnung fir 120 sec im technischen Maximalbereich (15% Dehnung, bis 80 kPa) Uber einen Zeitraum
von einem Monat keine signifikanten Veranderungen der DNA-Synthese oder der metabolischen
Aktivitat. Eine dehnungsinduzierte Zellschddigung konnte mittels Bestimmung der LDH-Aktivitat
ausgeschlossen werden.

Ein Restenosemodell war unter ausschlieRlichem Einfluss mechanischer Dehnung in der Zellkultur

nicht nachvollziehbar, mdglicherweise weil in vivo die Entwicklung einer Restenose multifaktoriell ist.

Gradistanac, Tanja:
Einfluss mechanischer Dehnung auf das Wachstum vaskularer glatter Muskelzellen des Menschen.
Halle, Univ., Med. Fak., Diss., 76 Seiten, 2006
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1.1 Einleitung

In vivo deformiert jede Pulswelle vaskuléare glatte Muskelzellen, welche Bestandteil der Zellwand der
Arterien sind. Durch jede Pulswelle wird die Arterienwand um 5-10% gedehnt; eine Dehnung bis zu
25% ist wahrend physiologischer Anpassung mdoglich [178]. So sind vaskulére glatte Muskelzellen in
situ einer konstanten zyklischen mechanischen Dehnung ausgesetzt. Die Endothelzellen erfahren
dabei durch den Flissigkeitsstrom bedingte Scherkrafte, vaskuldre glatte Muskelzellen werden
elongiert [94]. Somit sind vaskulare glatte Muskelzellen mit einer dynamischen mechanischen
Umgebung konfrontiert, welche ihrerseits durch pulsatilen Druck und oszillierende Scherkrafte
moduliert wird.

Die Einwirkung mechanischer Kréfte auf Zellen der Arterienwand reguliert die Zellfunktionen in
physiologischen und pathologischen Prozessen. Hamodynamische Veranderungen in Blutfluss,
Blutdruck und Wandspannung spielen eine wichtige Rolle in Bezug auf die Entwicklung der vaskularen
Muskulatur und die erforderliche Adaption der Blutgefal3e.

Vaskularen glatten Muskelzellen kommt durch ihre Reaktionsmdglichkeiten die Aufgabe zu, die
mechanische Umgebung zu registrieren und darauf zu reagieren. Physiologischerweise ist periodische
dynamische Krafteinwirkung relevant fur die Morphologie und Funktion der vaskuldren glatten
Muskelzellen. Durch die begleitend auftretende Beanspruchung wird der vaskulare Tonus reguliert.

So beeinflussen mechanische Kréfte wie zyklische mechanische Dehnung die Proliferation vaskulérer
glatter Muskelzellen. Die Proliferation von vaskularen glatten Muskelzellen bedingt ihre Kardinalrolle
bei der Entwicklung kardiovaskularer Erkrankungen. Ursachlich hierfur sind die Veréanderungen der
arteriellen Strukturen in pathophysiologischen Vorgangen, welche die arterielle Mechanik beeinflussen,
wie z.B. Atherogenese, vaskulére Hypertrophie, Hypertension, die Stabilitit atherosklerotischer
Plagues oder Restenosen nach gefalichirurgischen Eingriffen.

Die strukturellen Veranderungen unterliegen einer Vielzahl genetischer, neuraler, humoraler und
endothelialer Faktoren.

Mechanische Krafte wirken auch im Rahmen therapeutischer Interventionen am GefaRR. Die im
Zusammenhang mit dem Thema der Arbeit interessierende Intervention ist die perkutane
transluminale Coronarangioplastie (PTCA), auch als coronare Ballonangioplastie bezeichnet.

Sie ist eine mogliche Behandlungsweise im Fall okklusiver GeféaRerkrankungen, allgemein stenotischer
GefalRveréanderungen. Definitionsgemal? liegt dabei eine 60%ige Koronarstenose mit Angina-pectoris-
Symptomatik vor. Die vorgenommene Gefalwanddilatation wird mit ansteigenden Driicken von 2 bis
maximal 10 att (im Durchschnitt 4-6 att) und Dilatationszeiten von 30 bis 120 Sekunden durchgefuhrt.
Erfolgreich ist die PTCA bei priméarer 20%iger Lumenverbesserung sowie einer Reduktion der Stenose
um 50%. In der Regel sind hierfir 2 bis 4 Dilatationen nétig. Dieser Eingriff stellt eine mechanische
Belastung der Gefallwand dar. Das Hauptproblem nach initial erfolgreicher Intervention aller
Kathetertechniken ist die in den folgenden Monaten auftretende Restenose. Die Restenose ist definiert

als in einem Zeitraum von 6 Monaten postinterventionell auftretende Lumeneinengung von mindestens



50%. Die klinische Restenoserate, welche auf einer erneuten Angina-pectoris-Symptomatik grindet,
liegt bei nahezu 30%. Die angiographisch verifizierte Restenoserate betragt 40 - 50%. Ischamien nach
neun Monaten bis zu einem Jahr sind am ehesten auf eine progressive Erkrankung zurtickzufthren [5,
21]. Restenosen sind als beschleunigte Arterioskleroseantwort auf die dilatatorisch bedingte
Verletzung von Endothel, Intima, Media und Adventitia zu verstehen. Sie fuhrt zu einem Verlust des
initial erreichten Lumengewinns. Dieser ist klinisch von Bedeutung.

Es wird davon ausgegangen, dal3 die initial mechanisch bedingte Endothelverletzung durch Sekretion
und lokale Wirkung zahlreicher Zytokine zu einer Veranderung des Milieus der Gefal3wand flhrt. Dies
bedingt im Weiteren eine Thrombozytenadhé&sion und —aggregation, die Aktivierung von Makrophagen
und inflammatorischen Zellen sowie eine Proliferation vaskularer glatter Muskelzellen. Zusétzlich
zeigen letztere eine Migration in Richtung Intima und erfahren dartber hinaus eine Transformation vom
kontraktilen zum sekretorischen Phanotyp. Diese Prozesse werden dabei mafRgeblich von PDGF,
bFGF, IGF und weiteren mitogenen Faktoren initiiert und reguliert. Zudem synthetisieren und
organisieren vaskulare glatte Muskelzellen die extrazellulare Matrix und regulieren den Abbau der

extrazellularen Matrix.

Die Restenose beinhaltet demnach im Wesentlichen fiinf Komponenten:

— die fruhe elastische Retraktion

—  Thrombusbildung und -integration,

— Neointimabildung (Gefal3wandhyperplasie, Migration und Proliferation von vaskulédren glatten
Muskelzellen, Aktivierung der Makrophagen, durch die Veradnderung des Phéanotyps bedingte
Sezernierung von extrazellularen Matrixsubstanzen),

— verminderte Apoptose der vaskularen glatten Muskelzellen,

— spates GefalRremodeling.

Der Restenosevorgang gilt nach 4-6 Monaten als abgeschlossen [13, 21].

Die rasante Entwicklung der Molekularbiologie in den letzten Jahrzehnten hat zu einem neuen
Verstandnis von Atiologie und Pathogenese zahlreicher GefaRlasionen, so auch der Restenose,
gefiuihrt. Die gemeinsame Pathobiologie von beschleunigten Arteriopathien wie Restenose,
Vaskulopathien im Rahmen von Herztransplantationen, coronarvenéser Bypasschirurgie und

Hypertension unterscheidet sich von den zugrundeliegenden Prozessen der Atherosklerose.

Thrombogenese. Die Angioplastie einer arteriellen Lasion bedingt eine Dehnung der GefalRwand, die
Ruptur atherosklerotischer Plaques und haufig die Ruptur der Membrana elastica interna. In erster
Linie folgt darauf die Thrombozytenadh&sion an der exponierten Oberflaiche und murale
Thrombusbildung [136]. Es konnte festgestellt werden, dass nach Verletzungen die Produktion von
Osteopontin und dem dazugehdrigen Rezeptor, dem 8 3 Integrin, erhéht sind. Das 8 3 Integrin bindet
an den Glycoprotein llb/llla Rezeptor der Thrombozyten [181]. Ausser einer gesteigerten
Thrombozytenaggregation fordert die Interaktion zwischen Osteopontin und dem 8 3 Integrin Rezeptor

zudem Migration, Invasion extrazellularer Matrix und Proliferation vaskularer glatter Muskelzellen [37,



72, 79, 156, 181, 224, 246]. Der Verlust der endothelialen Oberflache mit anschlieRender Ablagerung
und Degranulation von Thrombozyten exponiert die darunterliegenden GefalBmuskelzellen zahlreichen
Wachstumsfaktoren wie PDGF, EGF und TGF — 3 (Abb.1). Eine Endothelverletzung geht zudem mit
dem Verlust von endothelialen Faktoren wie Stickstoffmonoxid einher. Stickstoffmonoxid stellt sonst
einen Gegenpol zu den Wachstumsfaktoren dar und inhibiert die Thrombozytenadhasion sowie -
aggregation [21, 72, 86, 87, 108, 112, 114, 199, 239, 252]. Die endotheliale Denudation induziert
zudem die Bildung von Gewebefaktoren, welche bei Bindung an den Faktor VII/VIla die extrinsische
Koagulation mit resultierender Thrombusbildung nach sich zieht. Die Bildung von Gewebefaktoren
persistiert nach PTCA Uber einen Monat lang. Dies ist vermutlich dadurch bedingt, dass Thrombin
selbst die Bildung von Gewebefaktoren induzieren kann und damit einen thrombogenen Kreislauf
aufrecht erhalt [5, 86, 175, 200]. Die Bildung muraler Thromben wiederum fiihrt zu einer hohen lokalen
Konzentration an Thrombin. Thrombin ist ein potentes Mitogen vaskularer glatter Muskelzellen. Um
den Kreislauf zu schlieBen, wird die Expression von Thrombinrezeptoren durch obengenannte
Wachstumsfaktoren stimuliert [2, 37, 200]
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Leukozytenadhasion /—/
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-

SMIC Proliferation

Abb. 1 Beteiligung von PDGF an der neointimalen Proliferation nach GefaRverletzung im Rahmen der
Thrombogenese (nach [37])

Vaskulare glatte Muskelzellen. Sowohl intimale als auch mediale vaskulédre glatte Muskelzellen
bestimmen die Zellzusammensetzung der restenotischen Lasion [73, 96]. Der Ursprung neointimaler
vaskularer glatter Muskelzellen ist von therapeutischer Bedeutung. Umstritten ist, ob die Migration
signifikant bestimmend fir die Lasion ist. In der Bedeutung unumstritten sind hingegen die
phanotypisch veranderten Muskelzellen in neointimalen Lasionen.

Die Dbereits erwdhnte Zunahme der Sekretion von Wachstumsfaktoren und anderen
Syntheseprodukten ist teils auf eine Modulation des Phanotyps der vaskularen glatten Muskelzellen

zuriickzufuhren. Bereits fur Zellen in Priméarkultur, abhéngig von Probenmaterial (Spezies, Alter) und



Zelldichte 143t sich schon nach Tagen ein spontan vonstatten gehender Wechsel vom kontraktilen zum
sekretorischen Phanotyp feststellen [10].

Diese Modulation findet auch in vivo statt. Vaskulare glatte Muskelzellen andern ihren Phanotyp
entsprechend der wechselnden funktionellen Anforderungen. Um ihrer Funktion gentigen zu kénnen,
sind vaskulare glatte Muskelzellen in der Lage, eine Bandbreite an Phanotypen zu nutzen. Es ist so zu
verstehen, dass an dem einen Ende des Spektrums an Phanotypen der kontraktile Phanotyp steht, am
anderen der sekretorische Phénotyp [4, 22, 23, 32, 101, 173].

Die an die vaskularen glatten Muskelzellen gestellten Anforderungen kénnen sowohl physiologische
als auch pathophysiologische Ursachen haben. Zu nennen sind u.a. Verdnderungen, die
Zwischenschritte in der korperlichen Entwicklung darstellen, Veranderungen der Wandspannung
bedingt durch erhodhten Blutdruck, durch Regeneration und Wiederherstellung nach direkter
Schadigung der GefalRwand sowie Veranderungen nach Endothelabtragung (Ballonkatheterisierung,
anderweitige Traumata).

Eine gesteigerte Proliferation und Proteinsynthese/sekretion ist charakteristischerweise an das
Vorkommen des sekretorischen Phanotyps gekoppelt [45, 46, 101, 192].

Die vaskularen glatten Muskelzellen vom sekretorischen Phénotyp sind gekennzeichnet durch die
Reduktion des Volumenanteils an Myofilamenten mit vermindertem Nachweis von smc-Myosin, -Aktin
und Caldesmon. Die Zellen zeigen im Zytoplasma zahlreich vorkommende synthetisierende
Organellen - RER, Golgi und freie Ribosomen. Sie produzieren und sezernieren eine grosse Menge an
Wachstumsfaktoren wie PDGF, TGF-f 1 und IGF-I. Diese sind wiederum in der Lage unter anderem
die Expression von Thrombinrezeptoren zu stimulieren, welches die mitogene Aktivitdt von Thrombin
hinsichtlich der Proliferation von vaskuléren glatten Muskelzellen unterstiitzt [196].

Birukov et al. [23] zeigten an vaskuldren glatten Muskelzellen aus der Aorta von Kaninchen, dass
zyklische mechanische Dehnung (Flexcell-Platten, bis 15% Dehnung, bis 8 d) eine drastische
Zunahme der Expression des Markerproteins des kontraktilen Phanotyps wie h-Caldesmon (bzw.
Abnahme/unverdnderte Werte von [|-Caldesmon, welches ein Indikator fir den sekretorischen
Phanotyp ist) zur Folge hat. Dies ist als Ausdruck einer Modulation des Phé&notyps vom sekretorischen
zum kontraktilen zu sehen. In Abwesenheit der zyklischen mechanischen Dehnung zeigte sich
wiederum eine deutliche Abnahme der Markerproteine des kontraktilen Phanotyps, neben h-
Caldesmon auch von Calponin und smc-Myosin. Dies korreliert mit dem Verlust der
Kontraktionsfahigkeit der vaskuléren glatten Muskelzellen. Diese und andere Verdnderungen des
Phanotyps der neointimalen Gefalimuskelzellen (wie die Expression von Osteopontin, Tropoelastin
und Procollagen) zeigen Ahnlichkeiten mit dem Phanotyp unreifer (in der Entwicklung befindlicher)
Gefallmuskelzellen [5]. So ist auch denkbar, dass neointimale Zellen zudem auf eine Expansion von
ruhenden Vorlauferzellen statt ausschlieBlich auf eine Modulation des Ph&notyps normaler vaskularer
glatter Muskelzellen zurtickzufiihren sind.

Reusch et al. fanden zudem unter zyklischer mechanischer Dehnung (Flexcell-Platten, bis 20 kPa, 36-
72 h) eine Zunahme von smooth muscle myosin heavy chain Isoformen sowie eine vermehrte
Sekretion von PDGF (dementsprechend eine gesteigerte Proliferation), wobei eine Abnahme der non-

muscle myosin heavy chain zu verzeichnen war [196].



Durch die Arbeiten verschiedener Forschungsgruppen ist bekannt, dass mechanisch bedingte
Verénderungen von extrazellularer Matrix, Zellstoffwechsel, Wachstum, Proliferation, DNA-Synthese
und Genexpression ausser auf eine direkte Verletzung der Zellwand, auch auf mechanisch induzierte
Vorgéange zuruckzufuhren sind.

Diskutiert werden verschiedene Kaskaden der Zellantwort.

Mechanische Dehnung induziert die Produktion auto- und parakrin wirkender Wachstumsfaktoren wie
z.B. PDGF. Einer der zugrundeliegenden Mechanismen, welcher mechanische Ereignisse in
physiologische Antworten tUbersetzt, ist der der Mechanotransduktion.

Die Mechanotransduktion der vaskularen glatten Muskelzellen ist definiert als zellulare Antwort auf
transmuralen Druck oder Dehnung, welche unterteilt wird in eine resultierende Kontraktion (myogener
Tonus), Synthese und Sekretion l6slicher und unléslicher Molekile (Wachstumsfaktoren, Substanzen
der extrazellularen Matrix z.B. Collagen), Veranderungen in Rate und Muster von Zellwachstum und
Zellteilung (Hypertrophie/Hyperplasie) [178].

Von Interesse ist dabei die primére Struktur, welche mechanische Dehnung wahrnimmt und
transmittiert. Uber diese kommt es zu einer mitogenen Antwort auf mechanische Dehnung, welche
Uber spezifische Interaktionen mit der extrazellularen Matrix vermittelt wird.

Die Zusammensetzung der extrazellularen Matrix ist dabei fur die Effektivitat der Mechanotransduktion
mafgeblich. Wilson et al [246] konnten unter zyklischer mechanischer Dehnung (Flexcell-Platten, 15-
20 kPa, 48 h) eine Zunahme der DNA-Synthese vaskularer glatter Muskelzellen neonataler Ratten in
abnehmender Reihenfolge auf Collagen-, Fibronektin- und Vitronektin-beschichteten Platten
feststellen. Keine Zunahme der DNA-Synthese war unter Verwendung von Laminin oder Elastin zu
verzeichnen. Demzufolge sind spezifische Proteine der extrazellularen Matrix (z.B. Fibronectin) an der
zellularen Detektion mechanischer Dehnung beteiligt. Die Zellen erfassen mechanische Dehnung Uber
eine Interaktion von Integrinrezeptoren in der Plasmamembran mit spezifischen Matrixproteinen (sog.
RGD-Peptide, fixiert auf bewegtem Substrat; im Gegensatz zu léslichen RGD-Peptiden, welche die
PDGF-vermittelte DNA-Synthese unterbrechen, ebenso wie Integrinantikrper).

Diese Interaktion ist entscheidend fir die Fahigkeit der Zelle auf mechanische Dehnung zu reagieren,
z.B. in Form von PDGF-Sekretion und DNA-Synthese. Desweiteren wird die Rolle des Zytoskeletts in

Verbindung mit diesem Zusammenspiel innerhalb der Signallbertragung diskutiert.

Die Mechanotransduktion mindet in verschiedene Wege der zellularen Umsetzung. Méglich sind eine
Anderung der Leitfahigkeit der Membranionenkanale, zytoskelettaler Strukturen, Aktivierung und
Inaktivierung zahlreicher Second-messenger-Systeme.

GefaBwand- und Zellkomponenten, welche Anteil an der Mechanotransduktion haben, sind im
Einzelnen:

Extrazellulare Matrix. Die extrazellulare Matrix setzt sich aus Strukturproteinen (wie Collagen und
Elastin), Adhasionsproteinen (wie Fibronektin und Laminin, welche die Zell-Zellinteraktion in Form von

Liganden und Rezeptoren ermdglichen) und Grundsubstanz zusammen. Die Grundsubstanz besteht



aus Proteoglykanen. Diese sind Molekulkomplexe aus Kohlenhydraten (ca. 95%) und Proteinen (ca.
5%). Die Achse wird aus Hyaluronsdure gebildet, an welche Seitenketten aus Glykosaminoglykanen
angelagert sind. Deren hohe Anzahl negativer Ladungen bedingt eine hohe Wasserbindung und damit
den raumflllenden Effekt. Vaskulare glatte Muskelzellen sind in dieser Matrix adhasiver extrazellularer
Proteine, bestehend aus Collagen, Elastin, Fibronectin, Vitronectin, Laminin und Proteoglykanen,
eingebettet. Sie haben die Aufgabe die individuellen Zellen einerseits voneinander abzugrenzen,
andererseits miteinander zu verbinden. Indem sie die benachbarten vaskularen glatten Muskelzellen
physikalisch verkettet, sichert die extrazellulare Matrix die strukturelle Integritdt der Media, welche
einen Grol3teil der GefalRwand bildet.

Extrazellulare Matrix reagiert auf Krafteinwirkungen wie sie z.B. durch transmuralen Druck auftreten.
So wird wiederum diskutiert, dass im Rahmen auftretender Kréfte die extrazellulare Matrix einen
Einfluss auf intrazellulare Phosphorylierungsvorgdnge ausubt, welche Zellwachstum und -teilung
lenken.

Syndecan — ein transmembranes Heparinsulfat-Proteoglykan — kommt hierbei eine wichtige Rolle zu.
Syndecan-4 ist in Regionen fokaler Adhasionen von Endothelzellen, vaskularen Muskelzellen und
Fibroblasten lokalisiert. Diese fokalen Adhasionen wiederum vermitteln Verbindungen zwischen Zelle
und extrazellularer Matrix, welche spezialisierte membran- und zytoskelettale Proteine enthalten. Hier
liegen auch die Membranverbindungen der Aktinfilamentbindel. Die zentrale Funktion von Syndecan
ist im wesentlichen durch eine Heparinsulfat-vermittelte Bindung extrazelullarer Liganden bedingt. Dies
beinhaltet eine Bandbreite an Molekillen wie Wachstumsfaktoren (bFGF, HB-EGF, PDGF), Proteine
der extrazellularen Matrix (Collagen, Fibronektin, Laminin), Zell-Zelladhasions-Rezeptoren (L-Selectin,
N-CAM), Enzyme (Acetylcholinesterase, Lipoproteinlipase), lipidbindende Proteine (LDL),
Gerinnungsfaktoren (Antithrombin 1ll, Gewebsfaktor) und andere. Bei mangelnder Spezifitdt der
Bindung der genannten Liganden an Syndecan wird vermutet, dass Syndecane Regulatoren der
Liganden-vermittelten ~ Aktivierung primérer Signalrezeptoren sind. Als Korezeptoren von
Wachstumsfaktor-Rezeptorkinasen, Integrinen und Zelladhasionsmolekilen zeigen sie eine
Verstarkung der Ligandenbindungsaffinitit sowie der Adhéasion, indem sie an die zweite Seite der
Liganden binden, und der zytoskelettalen Befestigung. So sind sie an diversen Zellfunktionen (z.B. der
Zellproliferation), an der zytoskelettalen Organisation, der Zell-extrazellularen Matrixadhasion und der
Zell-Zelladhasion beteiligt [19, 35, 93, 113, 144, 197]. Dartberhinaus berichten Mali et al. [148], dass
durch eine Uberexpression von Syndecan-1 eine Verminderung der bFGF-induzierten Zellproliferation
und zugleich eine Verstarkung der Zell-Matrixadhasion hervorgerufen werden kann. So kodnnen
Syndecane wahrscheinlich in Abhéngigkeit der vorliegenden Konzentration nicht nur eine positive,
sondern auch eine negative regulierende Rolle im Zellwachstum spielen. Dies wird nicht zuletzt im
Rahmen der Organentwicklung diskutiert.

Im Gegenzug konnten Kollros et al. [126] sowie andere Arbeitsgruppen zeigen, dass zyklische
mechanische Dehnung ein wirksamer Stimulus fur die Collagensynthese ist. Demnach wird
gegenlaufig unter dem Einfluss zyklischer mechanischer Dehnung die extazellulare Matrix beeinflusst.
Dieser Effekt konnte durch Zugabe von Theophyllin (ein cAMP-Phosphodiesterase-Inhibitor) oder
Dibutyryl-cAMP unterdriickt werden. Die Proliferation von vaskularen glatten Muskelzellen ist assoziiert



mit der Produktion zahlreicher Proteine der extrazellularen Matrix wie Tenascin, Collagen Typ | und IV,
Fibronectin und Proteoglykanen [4, 6, 35, 44, 101, 126, 170].

Die Rolle der extrazellularen Matrix an der Mechanotransduktion zeigt sich abgesehen von ihrer
strukturellen Aufgabe zudem in den zahlreichen Experimenten bezlglich der Zusammensetzung der
extrazellularen Matrix und deren Einfluss auf intrazellulare Vorgéange (DNA-Synthese, Proliferation,
Sekretion von Wachstumsfaktoren u.a.). So zeigten Wilson et al. [246] an Primarkulturen
neugeborener Ratten, dass eine dehnungsinduzierte Erhdhung der DNA-Synthese (zyklische
mechanische Dehnung, Flexcell-Platten, 15-20 kPa, 48h) auf Matrixproteinen wie Collagen,
Fibronektin oder Vitronektin nachweisbar ist. Auf Matrixproteinen wie Laminin oder Elastin fand sich

keine dehnungsinduzierte Veranderung der DNA-Synthese.

Integrine. Die Beteiligung der Integrine an der Mechanotransduktion wird aus mehreren Griinden
heraus erwogen [24, 95, 212]. Es ist inzwischen bekannt, dal’ Integrine, eine Gruppe heterodimerer
transmembrandser Glycoproteine, mit Matrixproteinen interagieren. Dies gilt besonders fir Collagen.
Ebenso besteht eine Interaktion mit verschiedenen Proteinen des Zytoskeletts. Hierfur liefern
Erkennungsregionen, bestehend aus dem Tripeptid RGD (Arg-Gly-Asp), die molekulare strukturelle
Verbindung fiir die bidirektionale Ubertragung mechanischer Kraft zwischen extrazellularer Matrix und
Zytoskelett. Integrine werden somit als mogliche Mechanorezeptoren angesehen. Sie unterstitzen
eine Versteifung des Zytoskeletts proportional zu der einwirkenden mechanischen Kraft. Fir eine
vermittelnde Rolle spricht, dass Integrine vornehmlich in Bereichen mit hohen Anteilen an
Tyrosinkinasen, Phospholipase C, Proteinkinase C und Calciumkanalen zu finden sind. All diese
Molekile beeinflussen Kontraktion, Sekretion und Zellteilung. So verwundert es nicht, dass aktivierte
Integrine Vorgange durch divalente Kationen, vor allem Calcium, regulieren und durch diese wiederum
selbst reguliert werden. Beispiele zeigen, dass die Aktivierung von Integrinen eine Veranderung der

freien intrazellularen Ca®" -lonenkonzentration nach sich zieht [23, 215].

lonenkanéle. Bereits 1964 berichtete Sparks Uber depolarisierende Effekte von Dehnung und Druck
auf die Zellmembran vaskularer glatter Muskelzellen in Abhangigkeit von extrazellularem Calcium;
man vermutete zusatzlich zu den L-Typ spannungsabhéngigen Calciumkandlen weitere
ausschlaggebende Ionenkanéle. Kirber et al. [124] beschrieben mechanosensitive lonenkanéle,
welche relativ unspezifisch fur lonen sind. Neben diesen konnte zudem der Einfluss Dihydropyridin-
sensitiver spannungsabhéngiger Calciumkanéle und Ca”"-aktivierter Kaliumkanale nachgewiesen
werden. So kann inzwischen die Depolarisation der Zellmembran vaskularer glatter Muskelzellen bei
ansteigendem transmuralem Druck auf eine Vielzahl von beteiligten lonenkanalen zurtickgefiihrt

werden.
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Abb. 2 Tyrosinkinaserezeptoren (R-TK), lonenkanale, Integrine (a-B — Paare), heterodimere G-Proteine (mit drei
Untereinheiten a-B-y) und die Membranoxidase NAD(P)H sind an der Vermittlung der Signaltransduktion
beteiligt. Diese nehmen die mechanischen Krafte (Dehnung/Scherspannung) sowohl auf Endothelzellen als auch
auf vaskuléren glatten Muskelzellen wahr und reagieren darauf letztendlich mit einer Aktivierung von MAPK
(nach [139]). Schematisch dargestellt sind fokale Adhasionen (FA) — Transmembranproteine, formiert von der
fokalen Adhé&sionskinase und der zytoplasmatischen Doméne von Integrinen — mit Verbindung zu
Aktinfilamenten des Zytoskeletts einerseits und zu Proteinen der extrazelluldaren Matrix andererseits.

Second-messenger-systeme. Abgesehen von der direkten Regulierung des Calciumeinstromes und
der intrazellularen Freisetzung von Ca®*, bewirken Druck und Dehnung die Aktivierung zahlreicher
Second-messenger-Systeme. Dies sind unter anderem Tyrosinkinasen, mitogen-aktivierte
Proteinkinasen, der PLC-IP3/DAG-PKC-Mechanismus, Phospholipase A, und p450-Systeme; es fand
sich eine dehnungsinduzierte Abnahme von cAMP. Zudem konnte gezeigt werden, dass PLC auch
direkt durch Strukturanteile der GefaBwand, wie Collagen aus der extrazellularen Matrix, aktiviert

werden kann.

Viele dieser Mechanismen stehen untereinander in Verbindung und zeigen eine Abhangigkeit von der
intra- und extrazellularen Calciumkonzentration. Das Zytoskelett steht zum einen mit Second-
messenger-Molekilen wie Calcium, DAG und Phosphoinositiden in Kontakt, zum anderen besitzt es
Bindungsstellen fur diese Molekiile.

Die Mechanotransduktion vaskulérer glatter Muskelzellen bezieht eindeutig - wenn auch vor allem im
Hinblick auf kontraktile Funktionen - die Interaktion zahlreicher ionenabhangiger und enzymatischer
Mechanismen mit ein. Bedingt durch Druck und Dehnung kommt es mittels Membrandepolarisation
und Aktivierung spannungsabhéngiger Calciumkanéle und dehnungsaktivierter Kanéle zu einer
Zunahme des Calciumeinstromes.

Die enzymatische Kaskade wiederum ist calciumabhangig. Ungeklart bleibt die Art des
Zusammmenspiels, z.B. welche Proteine aufgrund Druck und Dehnung durch PKC in vaskuléren
glatten Mukelzellen phosphoryliert werden.

Wie bereits ausgefiihrt, werden heute fir die Mechanotransduktion dehnungsaktivierte Kanale und
Integrine verantwortlich gemacht. Dafur spricht, dass die meisten der fir die Transduktion essentiellen
Anteile in diesen Bereichen kolokalisiert vorkommen. So sind im Rahmen mechanisch bedingter

Stimulation vaskulérer glatter Muskelzellen zahlreiche Signalwege mit der Formation fokaler



Adhéasionsstellen assoziiert. Daran beteiligt ist die fokale Adh&sionskinase (FAK). Diese bindet an die
zytoplasmatische Doméne von Integrinen, welche zur Formation dieser fokalen Adhé&sionsstellen
notwendig sind. Die Aktivierung von FAK ist somit ein Indikator fir diese Formation (Abb.2).

Aufgrund der bisherigen Einsichten stellt man sich vor, dass Druck und Dehnung auf die extrazellulare
Matrix Ubertragen werden, welche wiederum Uber RGD-Bindungsstellen mit den Integrinmolekdilen in
der Zellmembran vaskularer glatter Muskelzellen Kontakt halt. Die zytoplasmatische Domane der
Integrine steht in Verbindung mit verschiedenen Proteinen des Zytoskeletts und die moglichen
Reaktionswege beziehen jedes Messenger-System, welches an der Regulation von Kontraktion und
Zellteilung beteiligt ist, mit ein (Abb.3).

Eine direkte Ubertragung der Krafteinwirkung von extrazelluldrer Matrix (iber Integrine und Elemente
des Zytoskeletts auf den Zellkern, was zu einer Anderung der Konfiguration DNA-assoziierter Enzyme
fihren konnte und damit verbunden zu einem direkten Einfluss auf die DNA-Expression, wird zudem
diskutiert [215].

Zellen reagieren auf extrazellulare Stimuli mit der Aktivierung von Signaltransduktionswegen, welche in

Veranderungen der Genexpression minden.
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Abb. 3 Die Integrin-vermittelte Mechanotransduktion beinhaltet multiple Kinasen (z.B. FAK, c-Src, Fyn),
Adaptormolekile (z.B. CAS, Shc), Guanin-nukleotid Austauschfaktoren (GEF wie z.B. C3G, Sos) und kleine
GTPasen (z.B. Rapl, Ras) bei der Aktivierung von MAPK (z.B. ERK). Unter statischen Bedingungen befinden
sich die mechanosensitiven Integrine in inaktiver Anordnung. D.h. Signalmolekile sind nicht phosphoryliert bzw.
nicht zu Signalkomplexen vereinigt. In Endothelzellen und vaskuléaren glatten Muskelzellen kommt es durch eine
mittels Scherspannung/Dehnung vermittelte Aktivierung der a- und B- Integrinuntereinheiten zu einer erhéhten
Affinitat dieser an Proteine der extrazellularen Matrix. Zudem werden die FAK/c-Src und Cav-1/Fyn Signalwege
aktiviert. Beide vereinigen sich in Hohe der Raf-MEK-ERK-Kaskade (nach [215]).

Da vaskulare glatte Muskelzellen in vivo unter normalen Umstanden trotz betrachtlicher dynamischer
Belastung (physiologische Anpassung von 5 - 25% Dehnung) keine gravierenden Verdnderungen

zeigen, muf3 im Hinblick auf Wachstum und Zellteilung der Mechanotransduktion eine vitale



inhibitorische Rolle zugeschrieben werden. Die Mechanotransduktion reguliert zudem indirekt den
Blutfluss durch Suppression struktureller Veranderungen sowie der Angiogenese.

Nun ist aber in zahlreichen Arbeiten verschiedener Forschungsgruppen gezeigt worden, dass zyklische
mechanische Dehnung eine Proliferation vaskuldarer glatter Muskelzellen zur Folge hat. Diese
arbeiteten nahezu ausschlieBlich mit Flexcell-Membranen. Die Versuchsanordnung mit Flexcell-
Membranen ist durch eine unphysiologische Dehnung im Sinne eines Hochdruckmodells
gekennzeichnet. Das Hochdruckmodell ist definiert durch eine inhomogene Dehnung mit einer meist
durchschnittlichen Dehnung von 10%. Dabei kommt es zu einer inhomogenen, lokal unterschiedlich
starken Dehnung von minimal 3 bis maximal 25%. Die mechanische Dehnung unter Verwendung von
Flexcell-Membranen liegt damit deutlich Gber der in vivo physiologischen pulsatorischen Dehnung von
5-10%, wobei sich diese Dehnung in vivo homogen vollzieht. Unter Verwendung von
Bioflexmembranen wie u.a. durch Hipper et al. und in der vorliegenden Arbeit wird eine homogene,
niedrige und damit physiologische Dehnung erzielt. Dies ist durch eine von den Flexcell-Membranen
differierenden Versuchsanordnung gelungen, indem die Bioflexmembranen mittels angelegtem
Vakuum Uber einen Plastikstutzen gezogen werden und somit eine homogene biaxiale Dehnung von je
nach Einstellung 5% oder 10% nachvollziehen. Die Arbeiten mit homogener mechanischer Dehnung
zeigen eine Antiproliferation.

Zwischen den Arbeiten mit Nachweis einer dehnungsinduzierten Proliferation und denjenigen mit
Nachweis einer dehnungsinduzierten Antiproliferation vaskularer glatter Muskelzellen lassen sich
abgesehen von der unterschiedlich angelegten Dehnung keine weiteren sicheren Unterschiede
ablesen. Nahezu alle bestehenden Arbeiten mit kontroversen Ergebnissen verwendeten Tiermodelle,
meist vaskulare glatte Muskelzellen embryonaler oder neonataler Ratten oder Kaninchen aus der
Aorta. Die Forschungsgruppen, welche vaskulare glatte Muskelzellen des Menschen — sofern es sich
um vaskulare glatte Muskelzellen aus der Aorta des Menschen handelte — verwendeten, fanden
Uberwiegend eine dehnungsinduzierte Antiproliferation. Die Methoden unterschieden sich im
wesentlichen nur in der Verwendung von BrDU oder 3H-Thymidin zur Detektion der DNA-Synthese.

Im Gegensatz zu den Forschungsgruppen, welche mit Hochdruckmodellen arbeiten, konnten dann
Hipper et al. [105] an embryonalen vaskuldren glatten Muskelzellen der Aorta von Ratten (Al10
Zelllinie) zeigen, dass physiologische zyklische mechanische Dehnung (Bioflex-Platten, 5% Dehnung,
48 h) eine Abnahme der DNA-Synthese zur Folge hat.

Ebenso fanden Chapman et al. [39] unter dem Einfluss physiologischer zyklischer mechanischer
Dehnung (Bioflex-Platten, 10% Dehnung, 3-5 d) eine Hemmung der Proliferation vaskularer glatter
Muskelzellen aus der thorakalen Aorta von Ratten. Dariiberhinaus konnte gezeigt werden, dass
physiologische Dehnung die Proliferation vaskulérer glatter Muskelzellen tber einen G1-Zellzyklus-
Arrest hemmt. Die dehnungsinduzierte Hemmung der G1/S-Phase Transition ist Folge einer selektiven
Erhdhung der Proteinlevel des Zyklin-abhangigen Kinaseinhibitors p21, welcher die Phosphorylierung
des Retinoblastom-Proteins hemmt.

Dies konsolidiert den antiproliferativen Effekt physiologischer zyklischer mechanischer Dehnung zur

Aufrechterhaltung des Gleichgewichtes der Vorgéange in der GeféaBwand.
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Proteinkinasen. Die mal3gebliche Komponente der Signaltransduktion ist die Aktivierung von
Proteinkinasen, welche zahlreiche zellulare Substrate phosphorylieren, darunter auch
Transkriptionsfaktoren, welche die Induktion verschiedener Gene kontrollieren.

Die Gruppe der mitogen-aktivierten Proteinkinasen (MAPK) stellt in diesem Zusammenhang eine der
wichtigsten Gruppen dar [85]. MAPK sind Prolin-gesteuerte Proteinkinasen, welche als Teil einer
Kaskade durch Phosphorylierung tber Threonin- und Tyrosinresiduen aktiviert werden. MAPK sind an
Kontraktion und Proliferation von vaskularen glatten Muskelzellen beteiligt. Sie sind sowohl im
kontraktilen als auch im sekretorischen Phanotyp prasent und werden durch mechanische Dehnung,
oxidativen Stress und Wachstumsfaktoren wie PDGF und EGF aktiviert.

Drei voneinander getrennt anzusehende Teile der MAPK-Familie werden beschrieben [192].

Die ERK-Familie (extracellular signal-regulated kinase), bestehend aus ERK-1 und ERK-2 (auch
p42/p44 MAPK). Sie werden durch Wachstumsfaktoren via Ras, Serin/Threonin-kinase Raf-1 und die
MEK aktiviert.

Die zweite Familie der MAPK besteht aus Kinasen, welche das Aminoende des Transkriptionsfaktors
c-Jun phosphorylieren. Im Gegensatz zu den zuvor genannten ERK werden diese durch
Stressfaktoren wie UV-Licht, Hitzeschock, Hyperosmolaritat oder hypoxische Schéden aktiviert. Sie
werden als JNK (c-Jun amino terminal kinases)/SAPK (stress-activated protein kinase) bezeichnet
[83].

Der dritte Teil ist unter der Bezeichnung p38 (HOG-1 ist ein Hefehomologon dazu) bekannt und wird
ebenfalls durch Stressfaktoren aktiviert.

Pyles et al. [192] zeigten in ihren Versuchen an Muskelstreifen der Arteria carotis des Schweines, dass
infolge mechanischer Dehnung (Ballonangioplastie: 3 x 6atm, je 60 sec) die MAPK-Aktivitat in vivo
ansteigt. Sowohl bei diesem Versuchsmaterial als auch bei Koronararterien ergaben Messungen der
MAPK-spezifischen Phosphotransferase-Aktivitdt nach Ballonangioplastie, dass diese Form der
mechanischen Dehnung MAPK aktiviert. Damit wirde eine Beteiligung der MAPK im Rahmen der
Proliferation der vaskularen glatten Muskelzellen bei Restenose in Frage kommen. Verantwortlich
daflr ist die Expression von Protoonkogenen als Reaktion auf eine erhdhte MAPK-Aktivitat.

Eine mogliche Kaskade geht zudem vom Offnen und SchlieRen verschiedener noch unbekannter
sarkolemmaler lonenkandle (s. Abb. 4 ,?%) als direkte Antwort auf mechanische Dehnung aus, was
maoglicherweise Uber eine Aktivierung des Renin-Angiotensin-Systems in einer Beeinflussung G-
Protein-gekoppelter Rezeptoren resultiert [139].

Letztlich fuhrt dann die Aktivierung der Proteinkinase-C-Familie der Serin/Threonin-Proteinkinasen zu
einer Aktivierung von Raf, MAPKKinase (auch als MEK fir MAPK und ERK kinase), MAPK und
weiteren Proteinen, welche in die Proteintranslation involviert sind [54, 60].

Diese Vorgénge resultieren in einer global gesteigerten zelluldren Proteinsynthese. Zudem ist
postangioplastisch ein protrahierter Anstieg der MAPK-Aktivitdt zu verzeichnen, welcher die
auftretende Modulation des Phé&notyps wiederspiegelt. MAPK phosphoryliert Transkriptionsfaktoren,
welche fur die Expression von Genen bei Zellwachstum und Proliferation ausschlaggebend sind, wie
die high-molecular-weight Isoform von Caldesmon. Reusch et al. [195] konnten darliber hinaus zeigen,
dass eine Aktivierung der ERK-1/ERK-2 und JNK/SAPK abhéangig ist von der Zusammensetzung der
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extrazelluldren Matrix und dass diese Enzyme sich auf derselben extrazellularen Matrix unterschiedlich
verhalten.
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Abb. 4 Mechanotransduktion in vaskularen glatten Muskelzellen. Mechanische Dehnung wirkt auf o-B-
heterodimere Integrine. Damit verbunden ist moglicherweise eine Aktivierung von Nicht-Rezeptor-
Membrantyrosinkinasen wie c-Src. Aktivierte c-Src wiederum stimuliert die FAK Autophosphorylierung, welche
die Anordnung des Shc-Grb2-Sos-Komplexes ermdglicht und damit letztendlich die MAPK aktiviert. Uber
S6kinase (S6k) konnte die Proteinsynthese stimuliert werden. Alternativ kdnnten mechanische Kréafte tber
unbekannte Dehnungsrezeptoren (,?*) das Renin-Angiotensin-System stimulieren. Uber die konsekutive
Produktion von Angiotensin Il (All) kdnnten G-Protein-gekoppelte Rezeptoren beeinflusst werden. Die autokrine
Produktion von Wachstumsfaktoren wie das PDGF kann mdoglicherweise Tyrosinkinaserezeptoren (R-TK)
aktivieren (nach [139]).

Wachstumsfaktoren. Mit den bereits erwahnten mdoglichen Faktoren, welche in der Proliferation
vaskularer glatter Muskelzellen infolge mechanischer Dehnung involviert sind, ist der Einfluss von
Wachstumsfaktoren bereits impliziert. Wachstumsfaktoren, welche nachgewiesenermallen das
Wachstum der vaskularen glatten Muskelzellen in Kultur stimulieren sind PDGF, FGF, EGF, IGF-I und
Neuropeptide.

Aktivierte vaskulare glatte Muskelzellen kdnnen selbst einige dieser Mitogene synthetisieren. Dies laf3t
einen autokrinen Mechanismus als eine mdogliche Variante fir die Beteiligung vermuten. Eine
Verletzung des Gefal3es resultiert in einer Aktivierung von PDGF-alpha- und -beta-Rezeptoren. Dies
korreliert eng mit neointimaler Formation [1, 100, 219]. Alle Isoformen von PDGF (PDGF AA, AB und
BB) sind in vitro in der Lage die Proliferation von vaskularen glatten Muskelzellen sowie deren
Migration zu stimulieren. Thrombozyten sind die Hauptproduzenten von PDGF-BB in vivo, wohingegen
in restenostischen und atherosklerotischen Lasionen PDGF-AA produziert wird. Zugleich exprimieren
vaskulare glatte Muskelzellen PDGF-A-Rezeptoren, diese koénnen durch PDGF-AA- und -AB-
Isoformen stimuliert werden, nicht jedoch durch PDGF-BB. Es zeigt sich, dass im Rahmen arterieller
Verletzungen vaskulére glatte Muskelzellen die Expression des PDGF-A-Rezeptorgens steigern,
wohingegen die des PDGF-B vermindert wird [8, 77, 78, 155, 175]. Wilson et al. wiesen die
intermedidre Aktion von PDGF-A im Rahmen der durch zyklische mechanische Dehnung (Flexcell-
Platten, bis 20 kPa, 48 h) gesteigerten DNA-Synthese vaskularer glatter Muskelzellen neonataler
Ratten nach [245]. Das von den vaskuléren glatten Muskelzellen sezernierte PDGF-A fihrt Gber einen
autokrinen Mechanismus zur gesteigerten DNA-Synthese. In vivo kommt der parakrinen Sekretion von
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PDGF durch Endothelzellen, Makrophagen in atherosklerotischen L&sionen und Fibroblasten
zusatzlich Bedeutung zu.

Die Exposition der GefalBwand gegenuber bFGF fuhrt zu einer Ubermafigen neointimalen Proliferation
[50, 63, 140, 163]. Endothelin-converting Enzym-1 zeigt nach Ballondilatation eine erhdhte Aktivitat,
diese resultiert in einer Endothelin-vermittelten Stimulation der Migration vaskularer glatter
Muskelzellen [61, 157]. Die Expression von ACE ist bei verschiedenen Zellen reaktiv erhoht
(Endothelzellen, intimale Muskelzellen und Makrophagen, [172]), so dass vermehrt Angiotensin I
freigesetzt wird. Angiotensin Il ist in der Lage die Migration und Proliferation vaskularer glatter
Muskelzellen zu stimulieren. In Abwesenheit anderer Mitogene fuhrt Angiotensin Il lediglich zur
Hypertrophie, nicht zur Proliferation [51, 179]. Dies spiegelt die proliferativen und antiproliferativen
Effekte Angiotensin Il-stimulierter Zytokine wieder. PDGF-AA und Transforming growth factor-beta
(TGF-B) werden beide Angiotensin II-stimuliert von Muskelzellen synthetisiert. PDGF-AA stimuliert,
TGF-B inhibiert die Proliferation vaskulérer glatter Muskelzellen. Die Rolle von IGF-I bei der
Pathogenese von Restenosen liegt bei gesteigerter Produktion von IGF-1 durch Stimulation nahe [55,
56, 74]. Dies konnte ebenfalls in einen autokrinen Kreislauf minden. Weiterhin bestatigt dies die
klinische Beobachtung erhohter Restenoseraten bei Patienten mit Diabetes mellitus Typ 2, eine
Erkrankung, welche durch erhdhtes Plasmainsulin und IGF-I-Spiegel charakterisiert ist [26, 36, 84].
Wichtig ist im Zusammenhang mit Restenosen nach PTCA die erhdhte TGF-B Expression [147, 167].
Zellproliferation kann somit schon bei niedrigen TGF-B Konzentrationen stimuliert werden, jedoch ist
bei hohen Konzentrationen eine Hemmung der Proliferation zu verzeichnen. TGF- stimuliert zudem
die Matrixproduktion [40, 162].

Die Wachstumsfaktoren wirken nicht unabhangig voneinander, sondern in Form einer
zusammengesetzten Aktionsweise. So wird z.B. aufgrund verschiedener Experimente durch Calara et
al. [30] an vaskularen glatten Muskelzellen der Aorta von Ratten vermutet, daR FGF und PDGF-A erst
durch ihr Zusammenwirken eine Proliferation vaskuléarer glatter Muskelzellen hervorrufen. Abgesehen
von der Synthese der Wachstumsfaktoren durch die vaskularen glatten Muskelzellen selbst (z.B.
Cheng et al. [42]; eng an die Amplitude mechanischer Dehnung gekoppelte Freisetzung von FGF-2),
wird hierbei von einer Freisetzung aus geschadigten Zellen (durch PTCA, anderweitige mechanische
Belastung) ausgegangen. So lasst sich fir freigesetztes FGF der wachstumstimulierende Effekt zum
einen durch direkte unmittelbare Aktivierung der mitogenen Signalkaskade erklaren, zum anderen
Uber einen indirekten anhaltenden Effekt. Dieser wird durch die FGF-induzierte Stimulation der PDGF-
A Produktion vermittelt. Die Aktivierung der endogenen PDGF-A Produktion, welche in einer Zunahme
der Protein- und DNA-Synthese mundet, kann ebenso durch die Faktoren Angiotensin Il, Interleukin-13
und TGF-B erfolgen. Diesem Prozel3 wird unter anderen in der Entwicklung von Restenosen eine

wichtige Rolle zugeschrieben.

Laut der Untersuchung von Feng et al. [76] mittels eines DNA-Microarray von 5000 Genen fiihrt bei
vaskularen glatten Muskelzellen aus der Aorta des Menschen physiologische zyklische mechanische
Dehnung (biaxial, 1, 4 und 9% Dehnung, 12 bzw. 24 h) zu einer gesteigerten Transkription der Gene

fur Cyclooxygenase-1, Tenascin-C (ein Hexamere bildendes Protein der extrazellularen Matrix) und
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Plasminogenaktivator-inhibitor-1. Die Transkription ist vermindert bei Matrix-Metalloproteinase-1 und
Thrombomodulin. Im Collagenmetabolismus spielen eine Vielzahl an Metalloproteinasen (MMP1-
MMP9) eine Rolle. Sie verdauen fibrillares Collagen, Gelatin, Elastin und Proteoglykane der
extrazellularen Matrix. Diese Enzyme werden von vaskularen glatten Muskelzellen, Makrophagen und
Fibroblasten produziert. Ihre Aktivitat wird durch ein System an Proteasen und Gewebsinhibitoren von
Metalloproteinasen (TIMP) reguliert [17, 54, 60, 212, 225]. Die beschriebene Induktion der
Cyclooxygenase kann zu einer Synthese von Prostacyklin, einem Vasodilatator, oder zu Prostaglandin
E2, einem Inhibitor der Proliferation glatter Muskelzellen, fihren.

Dieses Ergebnis verstarkt die Vermutung, dass physiologische zyklische mechanische Dehnung einen

antiproliferativen Effekt besitzt.

Inflammatorische Zellen. Zunehmend wird die Beteiligung inflammtorischer Zellen im Rahmen der
beschleunigten Arteriopathie diskutiert. Es wurde festgestellt, dass nach PTCA von vaskularen glatten
Muskelzellen und Makrophagen der atherosklerotischen L&sion Sauerstoffradikale und andere
Oxidantien freigesetzt werden [201]. Die zellulare Exposition auf Sauerstoffradikale aktiviert den
nuklearen Faktor-kappa-B-Regulierungskomplex [27]. Dieser Komplex triggert die Transkription von
Genen, welche fur bestimmte Leukozyten-Adhé&sionsmolekile, chemotaktische Zytokine und Matrix-
Metalloproteinasen [233] codieren. Matrix-Metalloproteinasen beeinflussen den Stoffwechsel der
extrazelluldaren Matrix, so dass vaskulare glatte Muskelzellen die umgebende extrazellulare Matrix
verdauen konnen und so die Migration von der Media zur Intima maoglich wird [42]. In L&sionen
beschleunigter Arteriopathie kdnnen aktivierte Elemente des Immunsystems wie Makrophagen,
Monozyten und T- und B-Lymphozyten nachgewiesen werden. So kdnnen oxidierte LDL die
Aktivierung von T-Zellen mittels Makrophagen veranlassen. Endotheliale und vaskulare Muskelzellen
der Lasionen produzieren zusétzlich zu den Klasse | MHC Antigenen (HLA-A, B und C) Klasse Il MHC
Antigene (MHC-DR). Dies lasst auf eine direkte Interaktion mit T-Zellen schlie3en. Zudem exprimieren
sie ICAM-1 und das vaskuléare Zell-Adhasionsmolekil-1 [170, 189]. Beide Rezeptoren sind fur die
Vermittlung der Adhé&sion von Lymphozyten und Makrophagen an Endothelzellen verantwortlich. Es
konnte gezeigt werden, dass mit Hilfe von ICAM-1-Antikérpern die intimale Hyperplasie nach
Ballonangioplastie aufgehalten werden kann [118, 253]. Patienten mit friihen Restenoseereignissen
haben eine signifikant erhohte ICAM-1 Plasmakonzentration.

Lymphozyten und Makrophagen sind in der Lage eine Vielzahl an Zytokinen wie Granulozyten-
Makrophagen-Kolonie-stimulierender Faktor, Interleukin-1, Interleukin-6 und Interleukin-8 zu
produzieren; diese stimulieren die zellulare Proliferation [141]. Diskutiert wird zudem, dass
inflammatorische Stimuli nach PTCA die Expression neutrophiler Adhasionsmolekile fordert. Dies
betrifft vor allem Mac-1 an der Oberflache polymorphonukleérer Leukozyten. Mit Knock-out Mausen
ohne Mac-1-Gene konnte die Beteiligung von Mac-1 an der neointimalen Bildung nach Angioplastie
aufgezeigt werden [110, 217]. Auch fir das Adhéasionsmolekil E-selectin, welches lediglich auf
aktiviertem Endothel vorgefunden wird, konnte eine Beteiligung am restenotischen Prozess

nachgewiesen werden [12, 16].
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Adventitia. Obwohl sich die Forschung auf die Rolle der Deendothelialisierung im Rahmen der
Restenose konzentriert, haben Studien gezeigt, dass Angioplastie auch auf die &usseren Anteile der
Media und die Adventitia wirkt [11]. Nach Verletzungen aufgrund Uberdehnung bei PTCA zeigt sich
eine gesteigerte adventitielle Proliferation [213]. Die Adventitia von Koronararterien hat eine feine
Mirkrovaskularisierung, die Vasa vasorum, welche die Versorgung der Zellen der Koronararterien mit
Sauerstoff und Nahrstoffen gewdhrleistet. Die koronare Atherosklerose ist verbunden mit einer
Vermehrung an Vasa vasorum der Adventitia und im Bereich der Plaques. Die erhéhte Dichte an neu
gebildeten Vasa vasorum ist proportional zur Gefal3stenose [135]. Diese Reaktion der Adventitia

konnte eine Rolle in der Pathogenese neointimaler Hyperplasie und Restenose spielen [140].

Apoptose. Eine weitere Rolle im Rahmen von Gefal3veranderungen, beispielsweise im Rahmen von
Restenosen, wird der Apoptose zugeschrieben. Apoptose wird definiert als nichtentziindlicher
Mechanismus des programmierten Zelltodes und der Elimination. Hohe Spiegel an Stickstoffmonoxid
haben einen proapoptotischen Effekt. Die endogene Produktion wird Uber eine induzierbare
Stickstoffmonoxidsynthase gesteuert. So koénnte eine Uberproduktion an Stickstoffmonoxid eine
Kompensation der Proliferation vaskularer glatter Muskelzellen bewirken [112]. Eine verlangsamte
Reendothelialisierung konnte in Zusammenhang mit TNF-a beobachtet werden, dies wurde auf eine
induzierte Apoptose der Endothelzellen zurtickgefiihrt [220, 221].

Remodeling bei beschleunigter Arteriopathie. Remodeling ist ein struktureller Wandel des totalen
arteriellen GefaRdurchmessers im Rahmen der Atherogenese oder als Antwort auf Ballonangioplastie.
Letztenendes resultiert dies in einer Vergrosserung oder Verringerung des totalen arteriellen
Gefalldurchmessers (Abb.5). Dies kann den Effekt von plaque- oder neointimabedingten
Veréanderungen des Gefal3lumens kompensieren oder verstarken.

Nach Ballonangioplastie liegt in humanen Koronararterien meist eine Verringerung des
Gefaldurchmessers vor. 60-70% des Lumenverlustes werden Remodeling zugeschrieben [120, 121,
135, 159, 160, 186, 188]. 75% der Rigiditat der GefalRwand wird durch Collagen bestimmt, so dass es
nahe liegt, dass Veranderungen des Collagenmetabolismus vorhanden sind. Strauss et al. fanden eine
gesteigerte Collagensynthese nach Ballonangioplastie der rechten lliakalarterie von Kaninchen mit
einem Maximum nach einer Woche [225]. Wie bereits ausgefiihrt, wird der Collagenmetabolismus
durch eine Vielzahl an Matrixmetalloproteinasen beeinflul3t. Nach Ballonangioplastie fand sich eine
gesteigerte Aktivitat einiger Metalloproteinasen [225]. Bisher konnte jedoch kein direkter
Zusammenhang zwischen Collagenmetabolismus und Remodeling hergestellt werden. Nach Stenting
scheint kein Remodeling aufzutauchen [97, 133, 180, 187].
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Abb. 5 Arterielles Remodeling. Die Ansammlung von Plague oder Bildung einer Neointima in Arterien kann
ohne Verminderung des Lumens (Kompensation) und sogar mit Zunahme des Lumens (Uberkompensation)
einhergehen. Im Fall einer inkompletten Kompensation oder bei fehlendem Remodeling kommt es durch Plaque
oder Intimahyperplasie zu einer Verminderung des GefaRlumens. Ein Teil der Arterien schrumpft und fihrt so
zusatzlich zu Plaque und Intimahyperplasie zu einer weiteren Verminderung des GefaRlumens (nach [188]).
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1.2. Aufgabenstellung

Da der Einfluss mechanischer Dehnung sowohl in physiologischer als auch in pathophysiologischer
Hinsicht in seiner Bedeutung fur zahlreiche Aspekte der Kardiovaskularmedizin maf3geblich ist, sollte
dieser untersucht werden. Nach wie vor wird der Einfluss mechanischer Dehnung auf vaskulare glatte
Muskelzellen kontrovers diskutiert. Die zahlreichen zum Teil bereits erwéhnten Studien weisen auf den
ersten Blick widerspruchliche Ergebnisse hinsichtlich des Einflusses mechanischer Dehnung auf
vaskulare glatte Muskelzellen aus.

Trotz zum Teil sehr unterschiedlicher angelegter Versuchsparameter hinsichtlich der
Dehnungsrhythmizitat, -amplitude und -dauer sowie der Messintervalle und der Versuchsdauer wird
tendenziell bei mehrheitlicher Verwendung eines Hochdruckmodells im Sinne unphysiologischer
inhomogener Dehnung eine dehnungsinduzierte Proliferation vaskularer glatter Muskelzellen
beschrieben. Der Einfluss physiologischer zyklischer mechanischer Dehnung — zumal an humanen
vaskularen glatten Muskelzellen — wurde dagegen bisher nur in wenigen Arbeiten untersucht. Hierbei
zeigte sich ein antiproliferativer Effekt physiologischer hamodynamischer Kréafte.

Bei den Experimenten dieser Arbeit wurde das Augenmerk alleinig auf den Einfluss von zyklischer
mechanischer Dehnung auf vaskulare glatte Muskelzellen in Abwesenheit samtlicher zusatzlicher
aulerer Stimuli gelegt.

Zwei Fragestellungen sollten untersucht werden.

Die erste Fragestellung bezog sich auf den Einfluss physiologischer zyklischer mechanischer Dehnung
auf vaskulare glatte Muskelzellen. Um einen relevanten medizinischen Bezug herzustellen - zumal der
Einfluss physiologischer Dehnung bisher am Tiermodell untersucht worden war - wurden priméare
vaskulére glatte Muskelzellen des Menschen verwendet. Es handelt sich dabei um primére Zellen aus
der Aorta (2,5 Monate alter Spender) und um primére Zellen aus einer Koronararterie (48 Jahre alter
Spender). Die Zellen wurden auf flexiblen Bioflexmembranen kultiviert, um sie dann einer zwei- bis
dreitdgigen homogenen rhythmischen Dehnung (0,5 Hz) um 5% zu unterziehen. Die Zellen wurden auf
Verénderungen des Wachstums und der Vitalitat hin untersucht. Veranderungen des Wachstums
wurden Uber die Bestimmung der DNA-Synthese sowie der Zellzahl detektiert. Veranderungen der
Vitalitat wurden Uber eine Bestimmung der metabolischen Aktivitat, der Apoptose sowie des Zelltodes
mittels LDH-Messung gesichert.

Die zweite Fragestellung bezog sich auf den Einfluss unphysiologischer Uberdehnung auf vaskulare
glatte Muskelzellen. Von Interesse war hierbei, ob sich die Situation nach erfolgter PTCA in einem
Zellkulturmodell nachstellen lassen wirde. Dazu wurden nach initial viermaliger Dehnung bis 15% Uber
einen Zeitraum von 30 Tagen zu verschiedenen Zeitpunkten nach Dehnung Verédnderungen des
Wachstums und der Vitalitdt mit denselben Methoden gemal der ersten Fragestellung untersucht.
Auch hier wurde zum Ausschluss eines Nekrose- oder dehnungsbedingten Zelltodes parallel die LDH-
Aktivitat bestimmt.
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2. Materialien und Methoden

2.1. Materialien

Die verwendeten Materialien wurden von folgenden Firmen bezogen:

- Firma Sigma: fetal calf Serum (FCS); bovine serum albumin (BSA), Fraction V; Insulin-Transferrin-
Selenite Losung (ITS); ,LDH optimized Lactat Dehydrogenase EC 1.1.1.27 UVTest" Kit.

Boehringer Mannheim: ,Cell proliferation ELISA BrdU (colorimetric)“ Kit; ,,Cell Proliferation reagent
Wst-1% ,Cell Death Detection ELISA™"* Kit; ,In situ cell proliferation kit,AP*.

Gibco BRL: Kulturmedien und Reagenzien

Flexcell Corp. (MacKeespot, MA, USA): Bioflex Collagen-I-Membranen, Flexcell Membranen und

Flexercell strain unit
- Greiner: Plastikwaren wie Kulturflaschen, Einmalpipetten u.a.

- Nalgene: Gefrierréhrchen

Alle Materialien wurden tber den Handel in gré3tméglichem Reinheitsgrad bezogen.

- Priméare Zellen

Die priméaren Zellen wurden Uber CellSystems, St. Katharinen, Deutschland bezogen. Die Zellen

wurden in der Passage 3 geliefert. Es handelte sich dabei um zwei verschiedene priméare Zellen:

— vaskulare glatte Muskelzellen aus der Aorta eines 2,5 Monate alten mannlichen Européers
(hAOSM; Strain No.: 2634, Lot. No.: 13980); hAOSM Zellen wurden von Passage 6 bis 11
verwendet.

— vaskulére glatte Muskelzellen aus einer Koronararterie eines 48 Jahre alten méannlichen Européers
(hCASM; Strain No.: 5282, Lot. No.: 7F0654); hCASM Zellen wurden von der Passage 5 bis 7

verwendet.

2.1.1. Zellkultur

Voraussetzung fur die erfolgreiche Zellkultivierung ist eine absolut korrekte und sterile Arbeitsweise,
um Kontaminationen der Kulturen mit Bakterien oder Pilzen zu vermeiden. Die Arbeiten wurden unter
Sterilb&nken durchgefiihrt. Diese waren mit einem vertikalen Luftfiltersystem ausgestattet.

Die Zellen wurden in Zellkulturflaschen (Greiner, Frickenhausen) kultiviert. Die Inkubation der Zellen
erfolgte in 5-8ml Medium im Brutschrank (Heraeus, Osterrode). Dieser gewdhrleistete eine
wassergesattigte Atmosphéare bei 37°C und einem CO, - Gehalt von 5%. Das Medium wurde jeden

zweiten oder dritten Tag gewechselt.
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2.1.2. Zellkulturmedien

- Zellkultur

hAOSM Zellen wurden mit Vollmedium von 5%FCS (DMEM, 1000mg/l Glucose; 0,1%
Gentamicin/Amphotericin) vermehrt.

Bei hCASM Zellen erfolgte die Zellkultur in SMBM (Smooth muscle cell basal medium, CC-3181,
Clonetics), welches mit SmGM (Smooth muscle Growth medium Bullet Kit, CC-4149) versetzt wurde.
Das Vollmedium enthielt dann 0,1% Insulin (5 mg/ml, bovine, CC-4021); 0,2% hFGF-B (human
recombinant Fibroblast Growth factor, 1pg/ml, CC-4068); 0,1% Gentamicin-sulfat (50mg/ml),
Amphotericin (50pg/ml, CC-4081); 0,1% hEGF (human recombinant Epidermal Growth factor,
0,5ug/ml, CC-4230); 5%FBS (Fetal bovine serum, CC-4102).

- Ruhemedien

Das serumarme Ruhemedium, in welchem hAOSM Zellen in der Regel zwei bis drei Tage vor dem
Beginn der zyklischen mechanischen Dehnung in ihrem Wachstum arretiert wurden, beinhaltete:
0,5%FCS; 1%ITS  (5ug/ml Insulin, 5mg/ml  Transferrin, 5ng/ml  Selenite); 0,1%
Gentamicin/Amphotericin; in DMEM.

hCASM Zellen wurden entweder zwei bis drei Tage vor dem Beginn der Dehnung mit serumfreiem
Medium (1%ITS; 0,1% Gentamicin/Amphothericin in DMEM) in ihrem Wachstum arretiert oder sie
erhielten weiterhin Vollmedium.

Anfangs wurden Wachstumsreihen der hAOSM Zellen untersucht. Dazu wurden verschiedene
Konzentrationen an FCS (1%, 2%) eingesetzt, sonst entsprach die Zusammensetzung des Mediums

der des serumarmen Ruhemediums.

2.1.3. Passagieren der Zellen

Fur weitere Passagen der Zellen wurde das Kulturmedium abgezogen und die Zellen wurden daraufhin
mit 3,5ml PBS gespllt. Die PBS-Losung (Phosphat gepufferte Salzlosung) enthielt NaCl 137,9mmol/l;
KCI 2,7 mmol/l; Na,HPO,4 x 2H,0 6,4mmol/l; KH,PO,4 1,47mmol/l in dd H,O. Sie hatte einen pH-Wert
von 7,4. Durch den Waschvorgang mit PBS wurde das in der Zellkulturflasche verbliebene Serum
entfernt, welches sonst Trypsin in seiner Wirkung inaktiviert.

Im Anschlul3 daran wurde 3ml Trypsin-EDTA-L6sung hinzugegeben und unter mikroskopischer
Kontrolle bei Raumtemperatur gewartet bis sich die Zellen abgeldst hatten (3-5 min). Zur Inaktivierung
wurde die Zellsuspension mit 3ml Trypsininhibitor versehen. Nach Zugabe von 4ml PBS wurde die

Mischung in einem 15ml Polystyrolgefaf3 3 Minuten lang bei 200G und Raumtemperatur zentrifugiert.
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Der Zellniederschlag wurde in 10ml des entsprechenden Mediums aufgenommen. Die
Zellzahlbestimmung erfolgte mit Hilfe von NEUBAUERkammern unter dem Mikroskop
(Hemozytometer, Z&hlung von je 6 Quadranten oben und unten).

Nach Aussaen der Zellen auf Collagen-I-beschichteten Bioflexmembranen mit einer Zellzahl von 0,5 x
10“Zellen/cm? wurden mit der verbliebenen Zellsuspension ein bis zwei Zellkulturschalen beschickt.
Das Medium wurde sowohl bei den Bioflexzellkulturplatten als auch bei den Zellkulturflaschen am
nachsten Tag ausgetauscht. Kontrolliert wurde dabei die Morphologie der Zellen, die Zellzahl und der
Anteil der ausgesaten Zellen, welcher auf den Bioflexmembranen angewachsen war. Danach wurde

die Passage um eins erhoht.
2.1.4. Einfrieren und Auftauen

Zum Einfrieren wurden die Zellen mit Trypsinldsung abgeldst und daraufhin zentrifugiert. Der
Zellniederschlag wurde in 0,8ml Einfriermedium (Cell Culture Freezing Medium DMSO in DMEM und
FCS (Gibco)) resuspendiert und in Gefrierréhrchen (Nalgene, Nidderau) tberfiihrt. Die Gefrierréhrchen
wurden bei -80°C aufbewabhrt.

Zum Auftauen wurden die Gefrierréhrchen in ein 37°C warmes Wasserbad gegeben. Die Zellen
wurden in ein 15-ml-Polystyrolgefaf3 tberfihrt und mit 5%FCS Medium gewaschen. Nach drei Minuten
dauernder Zentrifugation bei 200g wurden die Zellen in 7ml Medium aufgenommen und in einer
Zellkulturflasche kultiviert. Das Medium wurde am nadchsten Tag ausgetauscht. Die Passagennummer

wurde nach dem Auftauen um eins erhoht.

2.2. Methoden

2.2.1. Zyklische mechanische Dehnung der Zellen

- Flexercell strain unit

Die Flexercell strain unit (Flexcell Corp., MacKeespot, MA, USA; Abb. 6) erlaubt dem Untersucher auf
Zellen in Kultur eine definierte und kontrollierte Dehnung auszuiben. Sie besteht aus einer computer-
kontrollierten Vakuumeinheit.

Fur den Dehnungsvorgang wurden die Bioflexzellkulturplatten mit einer Einfassung aus Gummi
abgedichtet und in eine Grundplatte eingelegt. Dabei kamen die einzelnen Silikonmembranen der
Bioflexplatten auf je einem der in der Grundplatte verankerten Plastikstutzen (sog. loading post) zu
liegen.

Mit einer Vakuumpumpe wurde Unterdruck unter den flexiblen Silikonmembranen angelegt. Der
Unterdruck wurde durch ein Kontrollmodul reguliert.

Durch den angelegten Unterdruck wurden die flexiblen Membranen ber den Plastikstutzen entlang

nach unten gezogen (Abb. 7). Die dehnungsbedingte Oberflichendeformation der flexiblen
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Membranen wurde von den Zellen, welche auf den flexiblen Membranen angewachsen waren,
nachvollzogen. Der angelegte Unterdruck war somit maf3geblich fur den Grad der Dehnung. Die

Dehnung der Zellen entsprach einer homogenen biaxialen Dehnung mit isotropem Charakter.

C02 Brutschrank

Bioflex System

/
=Y

: |

“akuumpumpe

Abb. 6 Die Flexercell strain unit. Eine computer-kontrollierte Vakuumeinheit, an welche das im CO2
Brutschrank befindliche Bioflex System angeschlossen wird.
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Abb. 7 Die Bioflexzellkulturplatten in Seitenansicht und Aufsicht in Ruhe und unter Dehnung. Infolge des
angelegten Unterdrucks werden die flexiblen Silikonmembranen Uber die in der Grundplatte verankerten
Plastikstutzen (sog. loading post) gezogen. Die auf den Silikonmembranen angewachsenen Zellen vollziehen
eine gleichmaRig isotrope Dehnung von maximal 5%.

Die experimentellen Bedingungen wurden wie folgt festgelegt:

5% Elongation (-25 kPa); eine Frequenz von 0,5 Hz (Dehnung fir 1 Sekunde gefolgt von einer
Relaxation fur 1 Sekunde); die Dehnung erfolgte in einem Inkubator (37°C, bei einem CO,-Gehalt von
5%).

hAOSM Zellen wurden fur 72 Stunden zyklisch gedehnt.
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hCASM Zellen wurden Uber einen Zeitraum von 48 Stunden zyklisch gedehnt. Fir die hCASM Zellen
wurde eine um 24 Stunden kiirzere Dehnungsdauer gewaéhlt, da die hCASM Zellen bereits in Kultur
trotz Vollmedium ein sehr langsames Zellwachstum zeigten und damit unter mechanischer Dehnung
Uber 72 Stunden ungewollt eine verminderte Lebensdauer resultieren kénnte.

Fir das Restenosemodell mit hAOSM Zellen:

15% Elongation (bis -80 kPa); viermalig 120 Sekunden lang, jeweils gefolgt von einer Relaxation fir 30

Sekunden.
- Bioflexzellkulturplatten

Fur die Dehnung wurden die Zellen gezahlt und mit einer Dichte von 0,5 x 10* Zellen/cm® auf den
flexiblen Silikonmembranen ausgesat. Es wurden Collagen-I-beschichtete Bioflexmembranen
verwendet. Die Bioflexzellkulturplatte (Flexcell Corp.) besteht aus sechs mit Silikonmembranen
bezogenen Aussparungen (sog. Well). Diese sog. Well haben jeweils eine Flache von 10cm?.

Am néachsten Tag wurde das Medium ausgetauscht und die Zellen wurden fur die nachsten zwei bis
drei Tage auf serumarmes Ruhemedium gesetzt.

Vor dem geplanten Dehnungsvorgang wurde das Medium gewechselt.

2.2.2. Bestimmung der DNA-Synthese und der metabolischen Aktivitat mit Hilfe

colorimetrischer Methoden
- Bestimmung der DNA-Synthese mit dem , Cell Proliferation ELISA, BrdU (colorimetric)” kit

Die DNA-Synthese wurde mit dem ,Cell Proliferation ELISA, BrdU (colorimetric)* kit (Boehringer
Mannheim) quantifiziert. Wahrend der Inkubation mit 5-Bromo-2"-desoxyuridin (BrdU) wird das
Pyrimidinanalog BrdU anstelle von Thymidin in die DNA proliferierender Zellen eingebaut. Die
antikbrpervermittelte Substratreaktion lalt dann eine Messung der Absorption des entstehenden
farbigen Reaktionsproduktes zu. Der Farbumschlag und damit die gemessenen Absorptionswerte

korrelieren direkt mit dem Ausmalf3 der DNA-Synthese in den Zellen.
- Bestimmung der metabolischen Aktivitat mit dem , Cell Proliferation reagent Wst-1“ kit

Mit Hilfe von Wst-1 (Boehringer Mannheim), ein wasserlosliches Tetrazoliumsalz (Sodiumsalz von 4-
[3-(4iodophenyl)-2-(4-nitrophenyl)-2H-5-tetrazolio]-1,3-benzen Disulfonat), wurde die metabolische
Aktivitat der Zellen untersucht. Wst-1 ist ein Tetrazoliumsalz &hnlich MTT, XTT und MTS.

Das Tetrazoliumsalz Wst-1 wird durch metabolisch aktive Zellen gespalten. Es entsteht ein rotes
Iosliches Formazanprodukt. Eine Rolle bei der Reduktion von Wst-1 spielen zelluldre Enzyme
(Reduktasen und Reduktionsédquivalente) wie mitochondriale Dehydrogenasen, jedoch ist in

Abwesenheit dieser Enzyme eine Reduktion durch NADH und NADPH mdglich, wenn
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Elektronenakzeptoren wie Phenazin-methosulfat zur Verfigung stehen. Desweiteren scheinen

Superoxide an einer Reduktion von Wst-1 beteiligt zu sein [20].

- Durchfihrung der Messungen

Wst-1- und BrdU- Messungen wurden jeweils in denselben Experimenten durchgefihrt.

Die wachstumsarretierten Zellen wurden zuerst fur 24 Stunden gedehnt.

Bei den hAOSM Zellen wurde dem serumarmen Ruhemedium fir weitere 48 Stunden Dehnung 10uM
BrdU hinzugegeben (insgesamt 72 Stunden Dehnung).

Bei den hCASM Zellen wurde fir weitere 24 Stunden Dehnung 10uM BrdU hinzugegeben (insgesamt
48 Stunden Dehnung).

Die Zugabe von Wst-1 erfolgte zwei Stunden vor dem Ende der Dehnung. Sowohl bei hAOSM als
auch bei hCASM Zellen wurde vor Zugabe von je 150ul Wst-1 pro Well das Medium zur Halfte
abgenommen. Nach Beendigung der Dehnung wurde die Absorption des Wst-1 Spaltproduktes, eines
Formazanfarbstoffes, mit einem Spectrophotometer (Ultrospec 3000, Pharmacia) bei Wellenlange 450
nm gemessen. Die Referenzmessung zur Bestimmung des Hintergrundes wurde bei 690 nm
vorgenommen. Letzterer Wert wurde von der Absorption bei 450 nm subtrahiert.

Bei jedem durchgeflihrten Experiment diente Medium, welches mit derselben Menge Wst-1 und BrdU
inkubiert worden war, als Leerwert. Der Leerwert wurde entsprechend in die Berechnung der

endgliltigen Werte miteinbezogen.

Fur die Bestimmung der BrdU-Inkorporationsrate wurden die Zellen nach Abnahme des Mediums
zuerst durch Inkubation mit 1 ml FixDenat (Boehringer Mannheim) pro Well fiir 30 Minuten fixiert und
denaturiert. Die Denaturierung der DNA ermdglicht die Zugénglichkeit des inkorporierten BrdU fir die
Aufdeckung Uber den Antikdrper. Die Zellen wurden fur weitere 30 Minuten mit 3 bis 4ml einer Losung
von BSA (3%) in PBS inkubiert (1,5 g BSA in 50ml PBS). Im Anschluss daran wurde einmal mit PBS
gesplilt.

Die Zellen wurden dann mit einem Peroxidase-gekoppelten Anti-BrdU-Antikoérper (Boehringer
Mannheim) inkubiert. Die Peroxidase-gekoppelten Anti-BrdU-Antikérper binden an BrdU, welches in
die neu synthetisierte, zellulare DNA eingebaut wurde. Hierfir wurde der Antikdrper mit der
mitgelieferten Antikérperverdinnungslosung auf 1:100 verdinnt. Davon wurden 750ul pro Well
pipettiert. Die Inkubation mit dem Antikorper erfolgte fur die Dauer von 60 Minuten. Anschlieend
wurden die Zellen Uber einen Zeitraum von 30 Minuten vier- bis funfmal mit PBS gewaschen. Dann
wurde von dem Substrat der Peroxidase, Tetramethylbenzidin (TMB, Boehringer Mannheim), 1ml pro
well zugegeben. Die Zellen wurden damit fur 30 bis 60 Minuten inkubiert. Die Peroxidase setzt
Tetramethylbenzidin zu einem blauen Farbstoff um. Die Reaktion wurde unter Zugabe von 300ul

1molarer HCI gestoppt. Dabei erfolgte ein Farbumschlag von blau nach gelb.
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Die Messung der Absorption des gelben Farbproduktes erfolgte mittels des Spectrophotometers bei
450 nm. Der Hintergrund wurde bei 690 nm bestimmt und von der Absorption bei 450 nm subtrahiert.
Als Leerwert diente ein Well ohne Zellen, mit welchem unter den entsprechenden genannten

Bedingungen wie mit den tbrigen verfahren worden war.

2.2.3. Bestimmung der Zellzahl von Zellen in S-Phase mit dem , In situ cell proliferation kit, AP*

Die Bestimmung der Zellen in S-Phase erfolgte mit dem ,In situ cell proliferation kit, AP* (Boehringer
Mannheim). Dabei wurde die Anzahl der in der S-Phase befindlichen Zellen, welche proliferierenden
Zellen entsprechen, und die Gesamtzellzahl durch Zahlen unter dem Lichtmikroskop bestimmt.

Dazu wurden wachstumsarretierte Zellen Uber die vorgesehene Zeit gedehnt und mit 10uM BrdU
inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit PBS wurden die Zellen mit 4%igem Paraformaldehyd 20
Minuten lang fixiert. Im Anschluss daran wurden die Zellen dreimal mit PBS gewaschen. Um die Zellen
zu permeabilisieren und die DNA abzusetzen, wurden sie mit 4 mol/l HCI 20 Minuten lang inkubiert.
Daraufhin wurden die Zellen mit einem Waschpuffer, welcher 0,5% BSA und 0,1% TWEEN 20
(PolyoxyethylenesorbitanMonolaurate) in PBS enthélt, gewaschen bis pH-Neutralitat erreicht wurde.
Uber Nacht wurden sie mit einem Alkaline-phosphatase-gekoppelten Anti-BrdU-Antikérper, welcher in
zuvor genanntem Waschpuffer 1:15 verdinnt wurde, inkubiert (500ul/Well). Nach mehrmaligem
Waschen mit PBS folgte am Tag darauf die zweieinhalbstiindige Inkubation mit dem ,Fast red"
Substrat fur die Alkaline Phosphatase (Boehringer Mannheim). Die Zellkerne der Zellen in der S-
Phase, welche BrdU inkorporiert haben, farbten sich rot.

Zur Bestimmung der Zellen in S-Phase wurden die rotgefarbten Zellkerne unter dem Lichtmikrokop bei
einer VergréRerung von 10x10 gezahlt (ein Gitterquadrat beschreibt eine Flache von 1mm?).

Zur Bestimmung der Gesamtzellzahl wurden dann alle Zellen bei einer Vergréf3erung von 10x10
innerhalb der vom Gitter beschriebenen Flache von 1mmz2 gezéhlt. Nachfolgend wurde von mm?2 auf
cm2 umgerechnet.

Die Zahl der Zellen in S-Phase pro cm? durch die Gesamtzellzahl pro cm? dividiert und mit 100

multipliziert ergab den Prozentsatz der Zellen in Replikation, welcher dem Mitoseindex entspricht.

2.2.4. Bestimmung der Aktivitdt der Laktatdehydrogenase mit dem ,LDH optimized
Lactatdehydrogenase EC 1.1.1.27 UV Test"

Um Zellschadigung und nekrosebedingten Zelltod einschatzen zu kdnnen, wurde die Aktivitét der
Laktatdehydrogenase (LDH) im Zelliberstand bestimmt. Verwendet wurde dazu der ,LDH optimized
Lactatdehydrogenase UV Test" (Sigma Diagnostics).

LDH ist ein im Zytoplasma vorkommendes Enzym vom Typ der Oxidoreduktasen. LDH tritt bei
Zellschadigung aus den Zellen aus. Die Messung von LDH im Uberstand der Zellen ist somit ein MaR
fur Zelltod.

Das zugrundeliegende Testprinzip ist die Reaktion Pyruvat + NADH + H" S Laktat + NAD". Die
verwendeten Mengen richteten sich nach der Messung im Sattigungsbereich und der damit bedingten
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Abhéangigkeit von der Enzymkonzentration. Die LDH-Aktivitat wurde kinetisch Uber die Abnahme der
Absorption von NADH mittels Spectrophotometer bei 340 nm bestimmt (DE/min x 4127 = [LDH] U/I).
Fur die Messung wurde ein Teil des Zelliberstandes in 15ml-Réhrchen tberfiihrt. Die Proben wurden
fir 5 Minuten in einem Ultraschallwasserbad behandelt. Es wurde folgende Reaktionslosung
angesetzt: 18mmol/l NADH und 0,6mmol/l Pyruvat in 50mmol/l Phosphatpuffer; mit einem pH-Wert
von 7,5. Davon wurde 1 ml in Kivetten gegeben. Die Reaktion wurde mit der Zugabe von 40l der
jeweiligen Probe zur Reaktionsldsung gestartet.

30 Sekunden nach Zugabe der Probenmenge wurde der erste Extinktionswert abgelesen. Weitere

Extinktionswerte folgten 60, 120, 180 Sekunden nach Probenzugabe.
2.2.5. Bestimmung der Apoptoserate mit dem , Cell Death Detection ELISAP"** kit

Apoptose ist neben Zeiosis und Kondensation des Zytoplasmas durch die Aktivierung von endogenen
Endonukleasen gekennzeichnet. Diese spalten Ca”*- und Mg”—abhéngig doppelstrangige DNA an der
zugéanglichen internukleosomalen Linker-Region. Dabei entstehen Mono- und Oligonukleosomen. Die
DNA der Nukleosomen selbst ist durch Komplexe mit Kern-Histonen vor der Spaltung durch
Endonukleasen geschitzt. Die Detektion der histon-assoziierten DNA-Fragmente ist ein MalR fir
Apoptose.

Zur Bestimmung der Apoptose mittels zytoplasmatischen Histon-assoziierten DNA-Fragmenten wurde
der ,Cell Death Detection ELISAP"* kit (Boehringer Mannheim) verwendet.

Nach einmaligem Waschen mit PBS wurden die gedehnten Zellen und die Zellen der Kontrolle unter
Zugabe von 500ul ,Lysispuffer* (Boehringer Mannheim) Uber einen Zeitraum von 30 Minuten geldst.
Die Zellsuspension wurde daraufhin vorsichtig in Réhrchen (Eppendorf) pipettiert und bei 200g und
Raumtemperatur fir 10 Minuten zentrifugiert. Dadurch wurden Zellkerne und unfragmentierte
hochmolekulare DNA entfernt. Je 20ul des Zelliberstandes (zytosolische Fraktion) wurden in
Streptavidin-beschichtete Mikrotiterplatten tGberfiihrt.

Es wurde eine Lésung aus Inkubationspuffer; Anti-Histon-Biotin (ein Biotin-markierter monoklonaler
Antikorper); Anti-DNA-POD (ein Peroxidase-konjugierter monoklonaler Antikdrper) hergestellt. Mit je
76pl dieser Lésung wurde der Zelliberstand fur zwei Stunden inkubiert. Im Anschluf® an die Inkubation
wurde die Mikrotiterplatte Uber einen Zeitraum von 15 Minuten fanfmal mit Inkubationspuffer
gewaschen. Dann wurden die Proben mit 100l ,ABTS", einem Substrat der Peroxidase, fur 30
Minuten inkubiert.

Die Absorption, der sich entwickelnden griinen Farbe, wurde photometrisch (Dynatech MR 5000) bei
410 nm Wellenlange gemessen. Als Referenzwellenlange diente 490 nm. Die Anderung der
Absorption bei gedehnten Zellen relativ zu der bei ungedehnten Kontrollzellen wurde rechnerisch

ermittelt.
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2.3. Datenwiedergabe und Statistik

Ein reprasentatives Experiment wurde auf einer Bioflexzellkulturplatte durchgefiihrt, dabei dienten zwei
bis drei Well der Dehnung und zwei bis drei Well der Kontrolle, ein Leerwert wurde stets auf derselben
Platte mitgefuhrt. Der Mittelwert der Daten wurde berechnet und als ein unabhéngiges Experiment
(n=1) gewertet. Die Ergebnisse wurden als Mittelwerte + Standardabweichung wiedergegeben.

Die Signifikanz wurde mittels ungepaartem t-Test Uberprift. Eine Irrtumswahrscheinlichkeit von p<0,05
wurde als signifikant akzeptiert.

In den Abbildungen geben die Fehlerbalken die Standardabweichung an.
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3. Ergebnisse

Es wurden primare Zellen von zwei verschiedenen Spendern auf ihr Wachstumsverhalten nach
mechanischer Dehnung untersucht. Es handelte sich hierbei um vaskulére glatte Muskelzellen aus der
Aorta und aus einer Koronararterie. Da nahezu alle Forschungsgruppen ausschliel3lich vaskulare
glatte Muskelzellen der Aorta als Untersuchungsobjekt nutzen, wurden vaskuléare glatte Muskelzellen
der Aorta zuerst verwendet.

Die Zellen wurden zunachst in ihrem Wachstumsverhalten charakterisiert. Daran anschlieRend wurden
Untersuchungen zur DNA-Synthese, zur metabolischen Aktivitat und zum Zelltod unter mechanischer

Dehnung durchgefihrt.

3.1. Humane glatte Muskelzellen aus der Aorta (hAOSM)

3.1.1. Charakterisierung

- Zellwachstum

Zu Anfang wurde das Wachstum der hAOSM Zellen unter Verwendung verschiedener
Zellkulturmedien beobachtet. Ziel war es, ein optimales Medium zu finden. Dies sollte bei niedriger
Wachstumsrate eine Langlebigkeit der Zellen sichern. Die niedrige Wachstumsrate war fir die
folgenden Versuche Voraussetzung, da zum einen in vivo eine niedrige Wachstumrate vorliegt, zum
anderen Anderungen des Wachstums bei niedrigem Hintergrund besser zu erfassen sind.

Die Zellen wurden mit einer Dichte von 0,5 x 10* Zellen/cm? auf Collagen-I-beschichteten
Bioflexmembranen ausgeséat und zwei Tage lang auf 5%FCS belassen. Dann wurden die Zellen auf
die verschiedenen Zellkulturmedien gesetzt. Verwendet wurden dabei 5%FCS (Vollmedium),
0,5%FCS/1%ITS (serumarmes Medium) und 0%FCS/1%ITS (serumfreies Medium). Uber einen
Zeitraum von 43 Tagen in Abstanden von zwei bis drei Tagen wurde die Wachstumskurven ermittelt.
Fir jedes Zellkulturmedium wurde das Zellwachstum doppelt bestimmt und der Mittelwert errechnet.
(18 Zellzahlbestimmungen mittels Zellz&hlung unter dem Mikroskop, n=2, in situ; Abb. 8). Es zeigte
sich, dass zumindest ein serumarmes Medium notwendig ist, um eine Balance zwischen Zelltod und
Proliferation im Ruhezustand zu gewahrleisten. Deshalb wahlten wir flr die weiteren Versuche Medium
mit einer Serumkonzentration von 0,5%FCS/1%ITS.
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Abb. 8 Wachstumskurven von hAOSM Zellen mit verschiedenen Medien. Verwendet wurde 5%FCS,
0,5%FCS/1%ITS und 0%FCS/1%ITS; n=2. Die Veranderung der Zellzahl wurde unter dem Lichtmikroskop tber
einen Zeitraum von 43 Tagen bestimmt. Eine konstant niedrige Wachstumsrate fand sich unter Verwendung von
0,5%FCS/ITS. Dieses Medium wurde im Weiteren verwendet.

- Bestimmung der DNA-Synthese mit verschiedenen BrdU-Konzentrationen

Zur Festlegung der spéater im Versuch zu verwendenden BrdU-Konzentration wurde die DNA-Synthese
mit Konzentrationen von 5, 10 und 20 umol/l BrdU gemessen, ohne dass eine Dehnung vorgenommen
wurde. Die Kulturbedingungen waren folgende: die Zellen wurden auf einer Bioflexmembranplatte
ausgesat, dabei wurde jeder BrdU-Konzentration ein Leerwert beiseite gestellt. Nach siebentagigem
Wachstum unter Vollmedium wurde fur funf weitere Tage auf serumarmes Ruhemedium umgestelit.
Die BrdU-Inkorporation erfogte mit den jeweiligen Konzentrationen flr zwei Stunden. Nach der
Inkubation wurde der BrdU-Einbau, wie unter Punkt 2.2.2.3. der Methoden beschrieben, bestimmt. Die
Messergebnisse (unter Abzug des Leerwertes, Abb. 9) zeigten, dass die DNA-Synthese mit den
verwendeten Konzentration ahnlich gut zu erfassen war. Wir wahlten fur die weiteren Versuche die

Konzentration von 10 umol/l BrdU.
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Abb. 9 Bestimmung der DNA-Synthese von hAOSM Zellen ohne Dehnung mit BrdU-Konzentrationen von 5, 10
und 20 pmol/l. Die DNA-Synthese war mit den verwendeten Konzentrationen &hnlich gut zu erfassen. Absorption
unter Abzug des Leerwertes (LW)

- Dehnung mit verschiedenen Medien

Es stellte sich die Frage, ob verschiedene Medien Einfluss auf das Verhalten von hAOSM Zellen nach
Dehnung hinsichtlich DNA-Synthese und metabolische Aktivitdt haben. Dazu untersuchten wir den
BrDU-Einbau und die Wst-1-Spaltung von hAOSM Zellen nach Dehnung mit serumarmem Medium
und Vollmedium.

Nach konfluentem Wachstum der hAOSM Zellen auf einer Bioflexmembranplatte unter Verwendung
von Vollmedium (5%FCS) wurde drei Tage vor Dehnung das Medium gewechselt. Zum einen wurden
Zellen auf Vollimedium (5%FCS) belassen, zum anderen wurden Zellen auf serumarmes Medium
(0,5%FCS/1%ITS) gesetzt. Die Dehnung erfolgte Uber 72 Stunden. Die verwendete BrdU-
Konzentration war 10umol/l. Die Inkubation mit BrdU erfolgte fir die letzten 6 Stunden der Dehnung.
Die Messwerte fur den BrdU-Einbau und die Wst-1-Spaltung unter Verwendung von serumarmem

Medium und Vollmedium zeigten keine signifikanten Unterschiede (Abb. 10a und b).

Demnach kann davon ausgegangen werden, dass die Verwendung verschiedener Medien keinen
Einfluss auf die DNA-Synthese und die metabolische Aktivitat der hAOSM Zellen hat. So soll die
verwendete FCS-Konzentration nicht zu einer Verfalschung der Ergebnisse alleinig durch das

verwendete Serum fiihren.
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10a: BrdU-Einbau unter Dehnung mit 5%FCS 10b: BrdU-Einbau unter Dehnung mit 0,5%FCS/1%ITS

Bei Dehnung mit verschiedenen Medien zeigte der BrdU-Einbau keinen signifikanten Unterschied. In relativen
Einheiten bezogen auf die Kontrolle.

- Wst-1 Zeitverlauf

Um einen Eindruck tber die metabolische Aktivitat von hAOSM Zellen in Abhangigkeit von der Dauer
der Dehnung zu erhalten wurde die Wst-1-Aktivitat nach 24, 48 und 72 Stunden Dehnung bestimmt.
Die hAOSM Zellen wurden unter den festgelegten Bedingungen mit 0,5%FCS/1%ITS ausgesat. Die
Zellen wurden jeweils zwei Stunden vor Bestimmung der Absorption mit 150ul Wst-1 inkubiert. Die
Wst-1-Spaltung zeigte nach 24, 48 und 72 Stunden Dehnung keine signifikanten Unterschiede
zwischen der Wst-1-Spaltung der hAOSM Zellen in Kontrolle und Dehnung (24 Stunden: Kontrolle
0,19+0,007, Dehnung 0,24+0,02, P=0,07; 48 Stunden: Kontrolle 0,31+0,03, Dehnung 0,35%0,02,
P=0,20; 72 Stunden: Kontrolle 0,22+0,03, Dehnung 0,24+0,02, P=0,5; Abb. 11a).
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Abb. 11a metabolische Aktivitat (Wst-1 Spaltung) von hAOSM Zellen nach 24, 48 und 72 Stunden Dehnung.
Absorption unter Abzug des Leerwertes (LW). Die unterschiedlichen Dehnungszeiten zeigten keinen
signifikanten Einfluss auf die metabolische Aktivitat.

- BrdU-Zeitverlauf

Zum Vergleich mit den regelrechten Versuchen wurde parallel dazu nach 24, 48 und 72 Stunden
Dehnung die DNA-Synthese der hAOSM Zellen bestimmt. Die BrdU-Inkorporation erfolgte jeweils fir
48 Stunden. Es ergaben sich keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich der DNA-Synthese
gedehnter zu ungedehnten Zellen nach unterschiedlich langen Dehnungszeiten (24 Stunden: Kontrolle
1,02+0,01, Dehnung 1,12+0,05, P=0,11; 48 Stunden: Kontrolle 0,89+0,11, Dehnung 0,79+0,04,
P=0,37; 72 Stunden: Kontrolle 0,94+0,08, Dehnung 0,98+0,1, P=0,66; Abb. 11b)
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Abb. 11b DNA-Synthese (BrdU-Einbau, 48 Stunden) hAOSM Zellen nach 24, 48 und 72 Stunden Dehnung.
Absorption unter Abzug des Leerwertes (LW). Die unterschiedliche Dehnungszeiten zeigten keinen Einfluss auf
die DNA-Synthese.
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3.1.2. Zyklische mechanische Dehnung reduziert die DNA-Synthese in den niedrigen Passagen
der hAOSM Zellen

In der ersten Aufgabenstellung sollte der Einfluss physiologischer Dehnung auf humane vaskulare
glatte Muskelzellen untersucht werden. Zahlreiche Forschungsgruppen stellten fest, dass zyklische
mechanische Dehnung eine Proliferation vaskularer glatter Muskelzellen bewirkt [9, 182, 245]. Im
Gegensatz dazu haben sowohl Hipper et al. [105] als auch Chapman et al. [39] an vaskularen glatten
Muskelzellen der Aorta embryonaler Ratten gezeigt, dass die Proliferation bei physiologischer
zyklischer mechanischer Dehnung signifikant abnimmt.

Diese Widerspriche sind nach wie vor ungeklart. Bei fehlenden Untersuchungen uber den Einfluss
mechanischer Dehnung auf vaskuldre glatte Muskelzellen des Menschen verwendeten wir zuerst
primare Zellen aus der Aorta eines 2,5 Monate alten europaischen Spenders (hRAOSM). Es wurde der
Einfluss von zyklischer mechanischer Dehnung (0,5 Hz, 5% Elongation) auf die DNA-Synthese und
die metabolische Aktivitat ermittelt.

Die DNA-Synthese (BrDU-Inkorporation) wahrend 72 Stunden Dehnung auf Collagen-I-beschichteten
flexiblen Silikonmembranen wurde nach Beendigung der Dehnung gemessen. In den letzten 48
Stunden erfolgte die Inkubation mit BrDU.

Die mechanische Dehnung der hAOSM Zellen bewirkte eine signifikante Abnahme der DNA-Synthese
bei den gedehnten Zellen im Vergleich zu den ungedehnten Kontrollzellen um 32,4+26,2%
(MittelwerttStandardabweichung; n=6, P=0,013, Abb. 12a). Dieser Effekt konnte in den Passagen 6
bis einschliellich 9 gezeigt werden.

Bei der Bestimmung der metabolischen Aktivitat (Wst-1-Spaltung) wurde im Vergleich der
ungedehnten zu den gedehnten Zellen eine signifikante Zunahme um 39,1£17,9% (n=7, P< 0,0001,

Abb. 12a) fir die Versuche bis zur Passage Nr. 9 gemessen.

Hiermit konnten wir zeigen, dass infolge mechanischer Dehnung die DNA-Synthese humaner
vaskularer glatter Muskelzellen der Aorta signifikant abnimmt.

Interessant ist, dass im Gegensatz zur Abnahme der DNA-Synthese parallel dazu die metabolische
Aktivitat bei mechanischer Dehnung von hAOSM Zellen in den niedrigen Passagen signifikant
zunimmt. Dies ist ein Hinweis darauf, dass die Abnahme der DNA-Synthese nicht auf eine
Schadigung der Zellen zurickzufiihren ist.

Zum einen um weiterhin eine Zellschadigung als Ursache fur die Abnahme der DNA-Synthese
auszuschlielBen, zum anderen um der Diskrepanz zwischen DNA-Synthese und metabolischer
Aktivitdt nachzugehen, wurde im Folgenden die Zellzahl, die LDH-Aktivitadt und die Apoptose — unter
3.1.3. — untersucht.

In Zusammenschau dieser Ergebnisse lasst sich bestatigen, dass eine physiologische Dehnung in

vitro zu einer Abnahme der DNA-Synthese fiihrt und damit einen antiproliferativen Effekt besitzt.
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Abb. 12a hAOSM Zellen < Passage 9: BrdU Kontrolle>Dehnung. Es zeigte sich eine signifikant verminderte
DNA-Synthese (BrdU-Inkorporation) unter Dehnung im Vergleich zur Kontrolle fiir Zellen bis zur Passage Nr. 9.
Die metabolische Aktivitat (Wst-1-Spaltung) ist unter Dehnung signifikant héher als in der Kontrolle. In relativen
Einheiten bezogen auf die Kontrolle.

Nachdem die hAOSM Zellen von der Passage Nr. 6 bis einschliellich 9 eine signifikante Abnahme der
DNA-Synthese und eine signifikante Zunahme der metabolischen Aktivitdt unter zyklischer
mechanischer Dehnung gezeigt hatten, war Uberraschend, dass dieser antiproliferative Effekt in
héheren Passagen nicht mehr reproduzierbar war.

Ab der Passage Nr. 9 fand sich nach erfolgter Dehnung eine nicht-signifikante Zunahme der DNA-
Synthese (BrdU-Inkorporation) der gedehnten im Vergleich zu den ungedehnten Zellen um 52,5+40,9
% (n=4, P=0,063, Abb. 12b).

Ab der Passage Nr. 9 bestand eine nicht-signifikante Zunahme der Wst-1-Spaltung von 43,8+53,8%
(n=4, P=0,2, Abb. 12b).
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Abb. 12b hAOSM Zellen > Passage 9: BrdU Dehnung>Kontrolle. hAOSM Zellen der héheren Passagen zeigten
eine signifikant erhdhte DNA-Synthese im Vergleich zur Kontrolle. Die metabolische Aktivitat (Wst-1-Spaltung) ist
unter Dehnung signifikant hdéher als in der Kontrolle. In relativen Einheiten bezogen auf die Kontrolle.
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In den hdheren Passagen konnte weder fur die DNA-Synthese noch flr die metabolische Aktivitat
unter dem Einfluss zyklischer mechanischer Dehnung ein signifikanter Unterschied zwischen hAOSM
Zellen der Kontrolle und Dehnung reproduziert werden. Entgegen der signifikanten Abnahme der
DNA-Synthese in den Versuchen bis zur Passage Nr. 9 fand sich in den héheren Passagen eine
nicht-signifikante Zunahme der DNA-Synthese.

Diese abweichenden Ergebnisse in den hdheren Passagen im Vergleich zu den niedrigeren Passagen
sind moglicherweise auf eine stattgehabte Modulation des Phanotyps in den hdheren Passagen

zuruckzufuhren.
- Mitoseindex

Zur Ermittlung des Einflusses von zyklischer mechanischer Dehnung auf die DNA-Synthese und die
Zellzahl von hAOSM Zellen wurde zusatzlich eine zweite Methode angewandt. Von Interesse war die
Anzahl bzw. die Ratio der proliferierenden Zellen entsprechend dem Mitoseindex wahrend der
Versuche.

Dabei wurden Zellen der S-Phase, welche den proliferierenden Zellen entsprechen, und die
Gesamtzellzahl bestimmt, indem sie unter dem Lichtmikroskop gezahlt wurden.

Es zeigte sich unter Dehnung eine nicht-signifikante Abnahme der Zellen in S-Phase pro cm? um
52,8% (P=0,215).

Fir die Gesamtzellzahl pro cm? fand sich eine nicht-signifikante Abnahme um 24,6% (P=0,287).

Die absoluten Zahlenwerte pro cm? waren wie folgt: in Kontrolle waren 0,007+0,001 x 10* Zellen in S-
Phase, die Gesamtzahl war 4,39+0,24 x 10* Zellen (Abb. 13a). Im Falle der Dehnung befanden sich
0,0033+0,003 x 10* Zellen in S-Phase, die Gesamtzahl war 3,31+1,03 x 10 Zellen (Abb. 13a).

Der Mitoseindex der hAOSM Zellen (in %) entsprach demnach in Kontrolle 0,16+0,031, in Dehnung
0,09+0,05 (Abb. 13b).

0,05 -

0,04 -

0,03 -

0,02 -

Zellen x 10%/cm?

0,01

0 L

Gesamtzellzahl/100 Proliferierende Zellen
OKontrolle MW Dehnung

Abb. 13a Gesamtzellzahl (im Diagramm /100) und proliferierende Zellen (S-Phase) von hAOSM Zellen nach 72
h Dehnung im Vergleich zur Kontrolle. In Zellen x 10*/cm?. Es zeigten sich keine signifikanten Veranderungen
unter Dehnung.
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Weder in Hinblick auf die Gesamtzellzahl noch auf die Anzahl der proliferierenden Zellen fand sich
eine signifikante Anderung unter dem Einfluss zyklischer mechanischer Dehnung.
Demnach liegt unter zyklischer mechanischer Dehnung weder eine wesentliche Zunahme noch eine

Abnahme der Gesamtzellzahl oder der Anzahl proliferierender Zellen vor.

0,25

0,2 + -|-

0,15

0,1 -

Mitoseindex

0,05
0

OKontrolle M Dehnung

Abb. 13b Mitoseindex entsprechend der Ratio der hAOSM Zellen in S-Phase zur Gesamtzellzahl in
Prozentangabe nach 72 h Dehnung im Vergleich zur Kontrolle (in %). Es zeigten sich keine signifikanten
Veranderungen unter dem Einfluss der Dehnung.

Bei insgesamt niedrigem Mitoseindex ergab sich unter den gegebenen Versuchsbedingungen auch
hinsichtlich des Mitoseindex von hAOSM Zellen keine signifikante Veranderung.

Durch den niedrigen Mitoseindex der hAOSM Zellen sowohl in Kontrolle als auch in Dehnung erklart
sich, warum trotz signifikanter Abnahme der DNA-Synthese unter Dehnung keine Anderung der
Gesamtzellzahl detektiert werden kann. Um einen Unterschied in der Zellzahl zu detektieren, ware
eine Veranderung von mindestens 20% notwendig, welche bei einem solch niedrigen Mitoseindex erst

nach einem vergleichsweise langen Zeitraum auftritt.

3.1.3. Abnahme der DNA-Synthese ist nicht auf eine Zellschdadigung zuriickzufiihren

- Zellzahl

Zum einen wurde die Zellzahl bestimmt, um zu klaren, ob die Abnahme der DNA-Synthese (bis
einschlielllich Passage Nr. 9) durch eine Verminderung der Zellzahl zustande kommt. Zum anderen
wurde die Zellzahl bestimmt, um der Diskrepanz zwischen der Abnahme der DNA-Synthese und der
Zunahme der metabolischen Aktivitat unter zyklischer mechanischer Dehnung weiter nachzugehen.
Da Wst-1 durch metabolisch aktive Zellen gespalten wird und dementsprechend als Parameter fir die
Lebensfahigkeit der Zelle dient, lasst die Bestimmung der metabolischen Aktivitdt Riuckschliisse auf
die Zellproliferation zu. Ausgehend von einer Korrelation der Menge an Wst-1-Spaltprodukten und der
Anzahl lebensfahiger Zellen, kdme eine erhdhte metabolische Aktivitat in Folge erhdhter Zellzahl in
Frage.

Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte in NEUBAUER-Kammern nach Trypsinierung.
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Zusammenfassend ergab sich fur die Kontrolle eine Zellzahl von 14,6+17,57 x 10 Zellen pro Well. Fiir
die Dehnung ergab sich eine Zellzahl von 13,4+13,47 x 10* Zellen pro Well.
Es fand sich keine signifikante Veranderung der Zellzahl unter dem Einfluss zyklischer mechanischer
Dehnung (-11,451£69,4%;n=5, P=0,91, Abb. 14).
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Abb. 14 hAOSM Zellen Zellzahl pro Well x 10* von Kontrolle und Dehnung (n=5). Es zeigten sich keine
signifikanten Veranderungen der Zellzahl unter dem Einfluss der Dehnung.

Aufgrund der signifikanten Abnahme der DNA-Synthese ware eine langfristige Abnahme der Zellzahl
zu erwarten. Die Bestimmung der Zellzahl zeigte jedoch nach 72 h keine Unterschiede der Zellzahl
zwischen Kontrolle und Dehnung. Dies lasst sich auf den niedrigen Mitoseindex sowohl in Kontrolle
als auch in Dehnung (s. Unterpunkt ,Mitoseindex” unter 3.1.2.) von 0,16 bzw. 0,09 % zurtckflhren.
Nach 72 h liegen demnach vermutlich nur so minimale Unterschiede in der Zellzahl vor, dass diese zu
diesem Zeitpunkt nicht detektiert werden kénnen.

- LDH-Aktivitat und Apoptose

Um eine Abnahme der gemessenen DNA-Synthese aufgrund einer dehnungsinduzierten
Zellschadigung oder Apoptose auszuschlieBen, wurde zum einen die Messung der
Laktatdehydrogenaseaktivitat im Zelliberstand, zum anderen die Bestimmung zytosolischer DNA-
Histon-Komplexe herangezogen.

Die LDH-Aktivitat zeigte in keinem Versuch signifikante Unterschiede zwischen Dehnung und
Kontrolle (n=6, P=0,07, Abb. 15).

Die gemessenen Werte nach Abzug des Leerwertes waren grundsatzlich sehr niedrig; die gemessene
LDH-Aktivitat lag meist im Bereich von 4 U/l (dies entspricht der niedrigsten mit diesem Test
erfassbaren Aktivitat von 0,001 E/min bei 340nm).
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Abb. 15 Die LDH-Aktivitat (U/l) zeigt keinen signifikanten Unterschied zwischen Kontrolle und Dehnung. Die
Nachweisgrenze der LDH-Aktivitat ist mittels unterbrochener Linie in Hoéhe von 4 U/l eingezeichnet.

Sowohl vor als auch nach Dehnung war die LDH-Aktivitat sehr niedrig. Erwartungsgemaf stellt in
Ruhe der Zelltod ein seltenes Ereignis dar. Die mechanische Dehnung hat darauf keinen signifikanten

Einfluss.

Um eine Abnahme der DNA-Synthese infolge einer Apoptose-bedingten Verminderung der Zellzahl
auszuschlief3en, wurde die Bestimmung der Apoptose mittels zytosolischer DNA-Histon-Komplexe im
ELISA durchgefuhrt. Es wurde eine nicht-signifikante Erhéhung um 15,4+24,47% (n=3, P=0,337, Abb.
16) nach mechanischer Dehnung gemessen. Der durchschnittliche Wert lag in der Kontrolle bei
0,18+0,21, in der Dehnung bei 0,24+0,31. Wie bei der Bestimmung der LDH-Aktivitdt waren auch bei

der Bestimmung der Apoptose die Messwerte insgesamt sehr niedrig.
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Abb. 16 Apoptose von hAOSM Zellen unter Dehnung mittels ELISA. In relativen Einheiten bezogen auf die
Kontrolle 1+0,13, Dehnung 1,15+0,24. Es zeigten sich keine signifikanten Veranderungen unter dem Einfluss der
Dehnung.

Aufgrund der Ergebnisse bei Bestimmung der Zellzahl, der LDH-Aktivitdt und der Apoptose &Rt sich
sowohl eine relevante dehnungsinduzierte Zellschadigung als auch eine Apoptose-bedingte

Verminderung der Zellzahl ausschlief3en.
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3.2. Humane glatte Muskelzellen aus einer Koronararterie (hCASM)

Zuerst war der Einfluss physiologischer mechanischer Dehnung auf die DNA-Synthese und die
metabolische Aktivitat an humanen glatten Muskelzellen der Aorta eines 2,5 Monate alten Europaers
untersucht worden. Da sich die klinische Fragestellung auf das Koronargefallsystem fokussiert,
wurden anschlieflend die Versuche mit humanen glatten Muskelzellen aus einer Koronararterie
durchgefihrt. Es wurden Zellen aus der Koronararterie eines 48 Jahre alten Europaers verwendet.
Zusatzlich zu den bereits verwendeten vaskularen glatten Muskelzellen eines jlingeren Spenders

interessierte der Einfluss mechanischer Dehnung auf diejenigen eines alteren Spenders.
3.2.1. Charakterisierung
- Erfassung des Wachstums von hCASM Zellen auf verschiedenen Medien

Ziel war es, zunachst optimale Versuchsbedingungen fir die hCASM Zellen mit einer niedrigen
Proliferationsrate, ahnlich der in vivo, zu erhalten. Um das Wachstumsverhalten von hCASM Zellen
auf verschiedenen Medien zu beobachten, wurden die Zellen auf einer 24-Well-Platte mit einer
Zellzahl von 1 x 10* Zellen/cm? ausgesit.

Acht Tage verblieben die Zellen bei Vollimedium ehe auf die verschiedenen Medien gewechselt wurde.
Die Membranen waren zu dem Zeitpunkt des Mediumwechsels einheitlich zu 60-70% mit Zellen
bewachsen.

Folgende Medien wurden getestet:

1) 0%FCS/1%ITS in DMEM,;

2) 0,5%FCS/1%ITS in DMEM;

3) 1%FCS/1%ITS in DMEM,;

4) 2%FCS/1%ITS in DMEM

5) Volimedium (=SMBM, 5%FCS).

Nach 3, 6, 9 und 11 Tagen wurde das Zellwachstum (die Konfluenz) auf den verschiedenen Medien
unter dem Mikroskop eingeschatzt (Abb. 17) .

Bei konstantem Verhalten Uber den beobachteten Zeitraum zeigte sich nach 11 Tagen nahezu
konfluentes Wachstum bei Vollmedium (SMBM 90%); die Membranen waren bei 0%FCS/1%ITS zu
75%, bei 0,5%FCS/1%ITS zu 70%, bei 1%FCS/1%ITS zu 80% und bei 2%FCS/1%ITS zu 65% mit
Zellen bewachsen.

Um eine quantitative Aussage Uber das Zellwachstum zu erhalten, erfolgte die Bestimmung der DNA-
Synthese mit BrdU. Die Zellen wurden mit 15uM BrdU fiir 24 Stunden und 48 Stunden inkubiert.
Leerwerte fur das Vollmedium (SMBM) wurden jeweils mitbestimmt (Abb. 18).

Erwartungsgemall war die Konfluenz als auch die DNA-Synthese der hCASM Zellen unter

Volimedium am hdéchsten. Erstaunlicherweise zeigte sich Uber einen Zeitraum von 11 Tage unter
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serumfreiem Medium eine Konfluenz von 75%, welche diejenige unter 0,5%FCS/1%ITS und

2%FCS/1%ITS ubertraf. Die BrdU-Absorptionswerte waren im Allgemeinen sehr niedrig.
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——0%FCS/1%ITS ——0,5%FCS/1%ITS —&— 1%FCS/1%ITS —=—2%FCS/1%ITS —%— SmBM

Abb. 17 Das Wachstum von hCASM Zellen unter verschiedenen Medien. Die Konfluenz wurde unter dem
Mikroskop zu Beginn und nach 3, 6, 9 und 11 Tagen in Prozent geschatzt.

Bereits nach Passagieren der Zellen zeigten die hCASM Zellen ein zwar konstantes, aber
ausgesprochen langsames Wachstum. Dies legt nahe, dass die allgemein sehr niedrige DNA-
Synthese ein Charakteristikum der vaskularen glatten Muskelzellen der Koronararterien sein kénnte.
Nicht nur das langsame Zellwachstum, sondern auch die Messung sehr niedriger BrDU-Werte und

damit sehr kleiner Unterschiede gestaltete die Versuchsdurchfiihrung im Weiteren auferst schwierig.

Da sich keine signifikante Anderung hinsichtlich der DNA-Synthese bei unterschiedlichen BrDU-
Inkorporationszeiten von 24 und 48 Stunden zeigte, verwendeten wir im Folgenden eine BrDU-
Inkorporationszeit von 24 Stunden.

Bezlglich des Mediums verwendeten wir im Folgenden serumfreies Medium (0%FCS/ITS) und
Vollmedium (5%FCS). Die Verwendung serumfreien Mediums und Vollmediums sollte die Méglichkeit
eines Vergleiches der untersuchten Parameter unter Verwendung zweier verschiedener Medien
bieten. An der Verwendung des serumfreien Mediums wurde zum einen aufgrund der erstaunlich
guten Konfluenz im Vergleich zu serumhaltigen Medien, zum anderen flir den Vergleich mit den
Ergebnissen der hAOSM Zellen festgehalten.
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Abb. 18 24 Stunden (oben) und 48 Stunden (unten) BrdU-Einbau von hCASM Zellen mit ITS, 0,5%FCS/1%ITS,
1%FCS/1%ITS, 2%FCS/1%ITS und SmBm Vollmedium. Absorption unter Abzug des Leerwertes (LW). Es
zeigten sich keine signifikanten Veranderungen infolge unterschiedlicher Dauer des BrDU-Einbaus.

3.2.2. Zyklische mechanische Dehnung zeigt keinen Einfluss auf die DNA-Synthese und die
metabolische Aktivitat der hCASM Zellen

Die untersuchten primaren Zellen waren vaskulare glatte Muskelzellen aus einer Koronararterie eines
48jahrigen europaischen Spenders.

Entsprechend dem bei den hAOSM Zellen durchgefiihrten Versuchsprotokoll wurde der Einfluss von
zyklischer mechanischer Dehnung (0,5Hz, 5% Elongation) auf die DNA-Synthese (BrdU-

Inkorporation) und die metabolische Aktivitat (Wst-1-Spaltung) untersucht.
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Der BrdU-Einbau (24 Stunden) erfolgte bei den hCASM Zellen im Rahmen 48stindiger mechanischer
Dehnung der Zellen auf Collagen-I-beschichteten Silikonmembranen.

Bei den Versuchen unter Verwendung von serumfreiem Ruhemedium zeigte sich eine nicht-
signifikante Veranderung der DNA-Synthese von gedehnten im Vergleich zu ungedehnten Zellen von
—-4,9+115,1% (n=4, P=0,87, Abb. 19).

Im Gegensatz zu den hAOSM Zellen (bis zur Passage Nr. 9) bestand demnach keine signifikante
Veranderung der DNA-Synthese bei hCASM Zellen.

Bei Versuchen, welche mit Vollmedium (SMBM) durchgefiihrt wurden, fand sich eine DNA-Synthese
der gedehnten im Vergleich zu den ungedehnten Zellen von +14,6+44,2% (n=3, P=0,6, Abb. 20),

auch diese Veranderung war nicht signifikant.

Demnach hat die physiologische zyklische mechanische Dehnung auf die Proliferation der hCASM
Zellen weder unter serumfreien Medium noch unter Vollmedium einen signifikanten Einfluss. Die
Verwendung zweier verschiedener Medien zeigte keine Unterschiede hinsichtlich der untersuchten
Parameter.

Somit besteht keine dehnungsinduzierte Abnahme der Proliferation von hCASM Zellen, jedoch auch

keine Zunahme.

Die Bestimmung der metabolischen Aktivitdt (Wst-1-Spaltung) der hCASM Zellen zeigte bei
Verwendung von serumfreiem Ruhemedium eine metabolische Aktivitdt von den gedehnten im
Vergleich zu den ungedehnten Zellen von +31,08+30,82% (n=4, P=0,09, Abb. 19).

Im Gegensatz zu den hAOSM Zellen (bis zur Passage Nr.9) war die Veranderung der metabolischen
Aktivitat bei hCASM Zellen nicht signifikant.

Bei Verwendung von Volimedium wurde ebenfalls keine signifikante Veranderung der metabolischen
Aktivitat (Wst-1-Spaltung) infolge Dehnung gemessen (+81,66+61,95% (n=3, P=0,085, Abb. 20)).

Fur die hCASM Zellen zeigte sich somit weder unter serumfreiem Medium noch unter Vollmedium
eine signifikante dehnungsinduzierte Zunahme der DNA-Synthese oder der metabolischen Aktivitat.
Ebenso wenig liegt eine signifikante Abnahme der DNA-Synthese oder der metabolischen Aktivitat
vor. Da keine signifikante dehnungsinduzierte Veranderung der DNA-Synthese oder der
metabolischen Aktivitat unter serumfreiem Medium und Vollmedium vorliegt, I&sst dies zumindest auf
eine ausreichende Zellvitalitdt der hCASM Zellen schlief3en. Zudem lasst sich damit zeigen, dass trotz
langsamen Zellwachstums und niedriger DNA-Synthese in Ruhe und in Dehnung die metabolische

Aktivitat regelrecht ist.
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Abb. 19 metabolische Aktivitat (Wst-1) und DNA-Synthese (BrdU) von hCASM Zellen mit serumfreiem Medium
in relativen Einheiten auf die Kontrolle bezogen. Wst-1 Kontrolle 1+£0,02, Dehnung 1,24+0,32; BrdU Kontrolle
110,28, Dehnung 0,95+1,1. Es zeigte sich keine signifikante Veranderung unter dem Einfluss der Dehnung.
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Abb. 20 metabolische Aktivitdt (Wst-1-Spaltung) und DNA-Synthese (BrdU) hCASM Zellen mit SmBm in
relativen Einheiten bezogen auf die Kontrolle. Wst-1 Kontrolle 1+0,47, Dehnung 1,22+0,62; BrdU Kontrolle
110,25, Dehnung 1,15+0,44. Es zeigte sich keine signifikante Veranderung unter dem Einfluss der Dehnung.

3.2.3. Mechanische Dehnung hat keine Zellschadigung der hCASM Zellen zur Folge

Durch die Bestimmung der LDH-Aktivitat im Uberstand sollte bei langsamer Konfluenz der hCASM
Zellen zum einen sichergestellt werden, dass vor mechanischer Dehnung kein vermehrter Zelltod
vorlag. Zum anderen sollte durch den Vergleich der LDH-Aktivitat vor und nach Dehnung der Einfluss
einer dehnungsinduzierten Zellschadigung auf die Messung der DNA-Synthese und der

metabolischen Aktivitdt von hCASM Zellen ausgeschlossen werden.
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Unter Bedingungen mit serumarmem Ruhemedium war nach Dehnung der hCASM Zellen eine nicht-
signifikant veranderte LDH-Aktivitdt von +47,84% zu sehen (in Kontrolle 3,95+0,34 U/l, in Dehnung
5,85+1,73 U/l, Leerwert 2,41+1,32; n=4, P=0,076; Abb. 21).

Die LDH-Aktivitdt unter Vollmedium zeigte eine nicht-signifikante Veranderung um +11,93% (in
Kontrolle 13,52+1,41 U/l, in Dehnung 15,13+3,64 U/I, Leerwert 9,63+3,64; n=3, P=0,51; Abb. 22).

Die LDH-Messungen im Zelliberstand zeigten sowohl bei Verwendung von serumarmem
Ruhemedium, als auch bei Vollmedium keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich Dehnung und
Kontrolle.

Dass die Messwerte der LDH-Aktivitat unter Vollmedium sowohl in Kontrolle als auch in Dehnung
persistierend héher waren als diejenigen unter serumfreiem Ruhemedium, Iasst sich auf das FCS
zurlckflhren. Abzulesen ist dies am héheren Leerwert unter Vollmedium.

Wie bei den Versuchen mit hAOSM Zellen lagen die gemessenen Werte flir die LDH-Aktivitat nach
Abzug des Leerwertes stets im niedrigsten von dieser Methode erfassbaren Bereich von 0,001 E/min
(entsprechend 4 U/).
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Abb. 21 LDH-Aktivitat [U/I] im Uberstand von Abb. 22 LDH-Aktivitait [U/l] im Uberstand von

hCASM Zellen mit serumarmem Medium nach 48
Stunden Dehnung im Vergleich mit Kontrolle und
Leerwert (LW). Es zeigte sich keine signifikante
Veranderung unter dem Einfluss der Dehnung

hCASM Zellen mit Vollmedium nach 48 Stunden
Dehnung im Vergleich mit Kontrolle und Leerwert
(LW). Es zeigte sich keine signifikante Veranderung
unter dem Einfluss der Dehnung.

Die Nachweisgrenze der LDH-Aktivitat ist in beiden Abbildungen mittels unterbrochener Linie in Hohe von 4 U/l
eingezeichnet.

Fir die hCASM Zellen, wie auch fir die hAOSM Zellen, lasst sich damit zeigen, dass keine

dehnungsinduzierte Zellschadigung vorliegt. Somit sind die Messungen der DNA-Synthese und der

metabolischen Aktivitat nicht durch eine dehnungsinduzierte Zellschadigung beeinflusst.
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3.3. Restenosemodell:

Kann die Situation nach einer PTCA im Zellkulturmodell nachgestellt werden?

In den Versuchen unter 3.1. und 3.2. war der Einfluss physiologischer mechanischer Dehnung auf
humane vaskuldre glatte Muskelzellen der Aorta und der Koronararterien untersucht worden. Dabei
konnte firr die niedrigen Passagen der hAOSM Zellen eine Abnahme der DNA-Synthese unter dem
Einfluss physiologischer mechanischer Dehnung gezeigt werden. Nach pathologischer Dehnung im
Rahmen einer PTCA besteht klinisch die Problematik, dass sich eine Restenose entwickeln kann. Es
wird vermutet, dass der Restenose eine Proliferation vaskularer glatter Muskelzellen zugrunde liegt. In
den folgenden Untersuchungen interessierte demnach der Einfluss pathologischer Dehnung auf
humane vaskulare glatte Muskelzellen. Mit vaskularen glatten Muskelzellen aus der Aorta eines 2,5
Monate alten europdischen Spenders (hRAOSM) sollte moglichst die Situation einer Restenose, welche
sich in den ersten sechs Monaten nach erfolgter PTCA entwickelt, nachvollzogen werden. Vorlage fiir
die Dehnung waren entsprechend praxisnahe Werte einer PTCA fiir Frequenz, Dauer und angelegten
Druck [21]. Nach erfolgter Dehnung wurde die DNA-Synthese, die metabolische Aktivitdt sowie der
Zelltod einen Monat lang zu verschiedenen Zeitpunkten parallel bestimmt.

Dazu wurden hAOSM Zellen parallel auf vier Bioflexmembranplatten (je 3 Well Dehnung, 3 Well
Kontrolle, n=4) ausgesat und auf Vollmedium bis zu konfluentem Wachstum belassen (8 Tage). Zwei
Tage vor der Dehnung wurde auf serumarmes Medium gewechselt. Die Dehnung erfolgte viermal fiir
120 Sekunden mit dazwischen liegenden Relaxationszeiten von 30 Sekunden. Gedehnt wurde dabei
im technischen Maximalbereich (fur Bioflex) von 15%, bis 80kPa.

Vor und nach der Dehnung wurde die LDH-Aktivitat im Uberstand als MaR fiir den Zelltod bestimmt.
Im Abstand von 3, 8, 15 und 30 Tagen nach der Dehnung wurde die DNA-Synthese bestimmt. Fir
jeden Zeitpunkt wurden Leerwerte fur Kontrolle und Dehnung mitgefuhrt.

Fir den Zeitraum zwischen der Dehnung und der Bestimmung der DNA-Synthese wurde jeden
zweiten oder dritten Tag das serumarme Medium gewechselt.

Unmittelbar vor der Inkubation mit BrdU wurde bei den jeweiligen hAOSM Zellen nochmals eine LDH-
Aktivitatsbestimmung vorgenommen. Die BrdU-Inkubation erfolgte in der Regel mit 10umol/l BrdU fir
48 Stunden. Die metabolische Aktivitat wurde parallel mittels Wst-1-Spaltung bestimmt.

Die DNA-Synthese zeigte keinen signifikanten Unterschied zwischen Kontrolle und Dehnung (3 Tage
nach Dehnung: K 0,7410,83, D 1,04+0,99, P=0,76; nach 8 Tagen: K 0,99+0,98, D 0,92+0,95, P=0,94;
nach 15 Tagen: K 1,0310,05, D 1,01+0,53, P=0,97; nach 30 Tagen: K 1,53+0,31, D 1,32+0,42, P=0,6;
n=4, Abb. 23a).

Die metabolische Aktivitat zeigte keinen signifikanten Unterschied zwischen Kontrolle und Dehnung (3
Tage nach Dehnung: K 1,39+0,49, D 1,34+0,51, P=0,93; nach 8 Tagen: K 0,76+0,09, D 1,12+0,35,
P=0,43; nach 15 Tagen: K 1,25+0,31, D 1,23+0,31, P=0,97; nach 30 Tagen: K 1,52+0,04, D
1,62+0,03, P=0,06; n=4, Abb. 23b).
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Abb. 23a DNA-Synthese (BrDU-Inkorporation) hAOSM Zellen 3, 8, 15 und 30 Tage nach Dehnung. Absorption
unter Abzug des Leerwertes (LW). Es fanden sich keine signifikanten Unterschiede im Vergleich von Dehnung
und Kontrolle hinsichtlich der metabolischen Aktivitat.
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Abb. 23b metabolische Aktivitat (Wst-1-Spaltung) hAOSM Zellen 3, 8, 15 und 30 Tage nach Dehnung.

Absorption unter Abzug des Leerwertes (LW). Es fanden sich keine signifikanten Unterschiede im Vergleich von
Dehnung und Kontrolle hinsichtlich der metabolischen Aktivitat.

Die LDH-AKktivitat zeigte zwischen Kontrolle und Dehnung weder vor noch nach Dehnung signifikante
Unterschiede (n=4, Abb. 23c).
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Die im Uberstand gemessene LDH-Aktivitat lag meist unterhalb der Nachweisgrenze (niedrigste
erfassbare Aktivitat in diesem Test bei 0,001 E/min bei 340 nm, entsprechend 4 U/l). Die negativen
Werte flr die LDH-Aktivitdt kamen durch Abzug des Leerwertes von bereits sehr niedrigen Werten der
LDH-Aktivitat zustande.

LDH-Aktivitat (U/)

2 - i

vor 0 3 8 15 30 Tage

OKontrolle M Dehnung

Abb. 23c LDH-Aktivitat (U/l) im Uberstand vor Dehnung sowie unmittelbar nach der Dehnung und zu vier
weiteren Zeitpunkten nach Dehnung. Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede im Vergleich von Dehnung
und Kontrolle hinsichtlich der LDH-Aktivitat. Die Nachweisgrenze der LDH-Aktivitat ist mittels unterbrochener Linie
in Hohe von 4 U/I eingezeichnet.

Die Langzeitversuche Uber einen Zeitraum von einem Monat nach Dehnung von hAOSM Zellen haben
weder hinsichtlich der DNA-Synthese und der metabolischen Aktivitat noch hinsichtlich des Zelltodes

signifikante Unterschiede zwischen Kontrolle und Dehnung gezeigt.

Die Restenose nach PTCA scheint auf diesem Wege nicht reproduzierbar zu sein. In vivo kénnte bei

der Entwicklung einer Restenose die Wirkung der Kofaktoren im Vordergrund stehen.
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4. Diskussion

BlutgefalRe werden permanent mechanisch in Form von zyklischer mechanischer Dehnung durch den
pulsatilen Charakter des Blutflusses und der damit einhergehenden Scherspannung beansprucht.
Hinzu kommt eine druckbedingte zirkumferentielle Wandspannung. Kommt es zu einer Verédnderung
der einwirkenden mechanischen Krafte, vollziehen Arterien ein kompensatorisches Remodeling.
Dementsprechend kénnen bei Veranderungen des Blutdrucks Veranderungen der GefaBwandstarke
im Ansatz zu einer Normalisierung der zirkumferentiellen Wandspannung fiihren. Ebenso wird bei
Veranderungen der Blutflussrate die Scherspannung Uber eine Anpassung des GefaRdurchmessers
wirksam.

Ein solches Remodeling als Antwort auf hamodynamische Einflisse beeinflusst nicht zuletzt die
Entwicklung von GefalRerkrankungen wie im Fall des Bluthochdrucks und der Arteriosklerose.

Die dehnungsmodulierte Proliferation vaskularer glatter Muskelzellen wird als einer der bestimmenden
Faktoren in der Pathogenese des Bluthochdrucks, der Arteriosklerose und der Restenose nach
therapeutischen Gefal3eingriffen diskutiert.

Obwohl diese Vorgédnge Thema bereits zahlreicher zum Teil sehr unterschiedlich angelegter
Untersuchungen waren, wird nach wie vor kontrovers diskutiert, ob zyklische mechanische Dehnung
zu einer Zunahme oder zu einer Abnahme des Zellwachstums glatter Muskelzellen fihrt.

Die unterschiedlichen und teils widersprichlichen Ergebnisse im Vergleich mit dieser Arbeit aber auch
der verschiedenen zitierten Arbeiten untereinander sind mdoglicherweise nicht zuletzt auf die
variierenden zugrundeliegenden Parameter zuriickzufihren. Von Arbeit zu Arbeit bestehen nicht nur
Unterschiede in Dauer, Amplitude und Rhythmus der angelegten mechanischen Dehnung, sondern es
variieren zudem die Passagenzahl, die Messintervalle und —zeitpunkte, die Bestimmungsart sowie das

zur Untersuchung verwendete Material (human/Tiermodell, unterschiedlicher Entnahmeort).

Eine Zunahme der Proliferation vaskularer glatter Muskelzellen unter Verwendung unphysiologischer
mechanischer Dehnung im Sinne eines Hochdruckmodells wurde bereits fur vaskulare glatte
Muskelzellen von Menschen [10, 191, 250], Kaninchen und Ratten [245] beschrieben. Dieser Vorgang
kdnnte fur die Restenose nach Ballonangioplastie verantwortlich sein.

In vitro wird die Proliferation unter anderem auf die autokrine Sekretion von Wachstumsfaktoren wie
PDGF oder Angiotensin Il zurlckgefuhrt. So zeigten Untersuchungen an vaskuldren glatten
Muskelzellen neonataler Ratten von Reusch et al. [196] und von Wilson et al. [245], dass zyklische
mechanische Dehnung im Sinne eines Hochdruckmodells (Flexcell-Platten, bis 20 kPa) zu einer
Zunahme der Proliferation fiihrt, welches in beiden Untersuchungen auf eine Sekretion und autokrine
Wirkung von PDGF zurtickgefiihrt werden konnte.

Hinterfragt wurde die Proliferation vaskularer glatter Muskelzellen in priméren und restenostischen
GefaRlasionen durch die Untersuchungen von O Brien et al. [169]. Es wurde die Expression von PCNA
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(proliferating cell nuclear antigen), einem Marker fir Zellteilung und Proliferation, welcher vornehmlich
in der S-Phase des Zellzyklus produziert wird, an primaren und restenotischen humanen
Atherektomiepraparaten der Koronararterien untersucht. Die Ergebnisse legten nahe, dass die
Proliferation vaskularer glatter Muskelzellen sowohl in primdren als auch in restenostischen
GefaRlasionen selten und lediglich auf niedrigem Niveau auftritt. Dies liel3 nicht zuletzt an der
Ubertragbarkeit etablierter Tiermodelle beziiglich des GefaRsystems auf den Menschen zweifeln und
mag einer der Grunde dafir sein, dass zahlreiche der bisherigen therapeutischen Herangehensweisen
fehlschlugen.

Ganz im Gegensatz zu dem Grof3teil der bereits erwdhnten auf Hochdruckmodellen basierenden
Arbeiten zeigten Chapman et al. [39] sowie Hipper et al. [105] eine Abnahme der Proliferation
vaskularer glatter Muskelzellen unter dem Einfluss physiologischer zyklischer mechanischer Dehnung
(Bioflex-Platten, 10 bzw. 5% Dehnung, 48 h).

So fanden Hipper et al. [105] unter dynamischen Bedingungen an embryonalen Gefassmuskelzellen
aus der Aorta von Ratten (A10-Zelllinie), dass physiologische zyklische mechanische Dehnung zu
einer Abnahme der DNA-Synthese fuhrt.

Und Chapman et al. [39] konnten an vaskularen glatten Muskelzellen aus der Aorta von Ratten
nachweisen, daf3 eine physiologische Dehnung dieser Zellen in Kultur zu einer Hemmung der
Proliferation aufgrund einer Unterbrechung des Zellzyklus infolge Rb-Phosphorylierung durch p21-
Protein fUhrt.

Zahlreiche Studien haben inzwischen die Regulation des Wachstums von vaskuldren glatten
Muskelzellen in vitro untersucht. Diese Untersuchungen wurden jedoch zum einen vornehmlich unter
statischen oder auf Hochdruckmodellen basierenden Bedingungen und zum anderen nicht an
humanen Gefalimuskelzellen vorgenommen. In der vorliegenden Arbeit sollte daher unabhé&ngig von
Verdnderungen des Endothels oder Faktoren der Thrombogenese der Einfluss physiologischer
zyklischer mechanischer Dehnung auf vaskulédre glatte Muskelzellen des Menschen untersucht
werden. Dabei zeigte sich fir humane aortale glatte Muskelzellen, dass physiologische zyklische
mechanische Dehnung (Bioflex-Platten, 5% Dehnung, 72 h) eine Verminderung der Proliferation zur
Folge hat. Ahnliche Veranderungen zeigten sich fiir koronare glatte Muskelzellen (Bioflex-Platten, 5%
Dehnung, 48 h), jedoch waren diese nicht signifikant. Parameter der Zellschadigung und der Apoptose
blieben dabei unverandert.

Eine signifikante Abnahme der DNA-Synthese humaner aortaler glatter Muskelzellen unter dem
Einfluss von Dehnung konnte in dieser Arbeit jedoch nur fur die niedrigen Passagen gezeigt werden. In
den héheren Passagen der hAOSM Zellen sowie in den Versuchen mit hCASM Zellen bestand keine
signifikante Veranderung, ob nun Zunahme oder Abnahme der DNA-Synthese, infolge physiologischer
zyklischer mechanischer Dehnung. Bei gleichbleibender Versuchsanordnung konnte fur die nicht mehr
detektierbare dehnungsinduzierte Abnahme der DNA-Synthese der hAOSM Zellen in héherer Passage
und fur die hCASM Zellen nur die Passagenzahl bzw. die Verweildauer in Zellkultur ermittelt werden.
Die Passagenzahl bringt in jeder primaren Zellkultur das Problem der Entdifferenzierung mit sich. Im
Falle der vaskularen glatten Muskelzellen ist die Entdifferenzierung der Zellen in Zellkultur mit einer
Modulation des Phanotyps ausfiihrlich von Birukov et al. [22, 23] und Campbell et al. [32] — wie auf
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Seite 54 ausgefiihrt — untersucht worden. Campbell et al. [32] fihren zudem aus, dass bei langerem
Verbleib in Zellkultur mit spontanem Wechsel zum sekretorischen Phanotyp trotz Konfluenz die
vaskularen glatten Muskelzellen in einem irreversiblen sekretorischen Zustand verbleiben. GeméanR
Ross und Kariya [32] ist der Verlust der Reversibilitit des Phéanotypes nicht auf ein Altern
zurickzufuhren. Die vaskuldren glatten Muskelzellen im irreversiblen sekretorischen Zustand
vollziehen aber schliesslich den Prozess des Alterns.

Auch andere Forschungsergebnisse weisen darauf hin, dass zyklische mechanische Dehnung die
Proliferation vaskularer glatter Muskelzellen nicht stimuliert. Dies unterstitzt die Annahme, dass in vivo
zyklische mechanische Dehnung einen antiproliferativen Effekt besitzten konnte. So fanden Ballyk et
al. [14], dass eine Unterdriickung der Pulswelle zu einer Hyperplasie von GefalBmuskelzellen und zu
einer Gefalistenose arterieller Grafts oder an Nahtlinien fihren kann.

Auch unter Verwendung von Hochdruckmodellen, welche nachfolgend zusammengefasst sind,
konnten weitere Autoren eine Reduzierung der Proliferationsrate aufgrund zyklischer mechanischer
Dehnung wahrend der ersten drei Tage der Dehnung nachweisen (Sumpio BE [226]).

Ebenfalls fir humane aortale vaskulare glatte Muskelzellen (9 Jahre alter Donor) verzeichneten
Papadaki et al. [182] mittels PCNA-Immunfluoreszenz eine Abnahme der Proliferation unter
flissigkeitsbedingter Scherspannung (5-25 dyn/cmz, 24 h). Papadaki et al. diskutieren damit einen
homdoostatischen Effekt von blutflussbedingter Scherspannung fur die vaskularen glatten Muskelzellen
der Media in normalen arteriellen Gefalien.

Bei vergleichenden Untersuchungen an Endothelzellen und vaskuléren glatten Muskelzellen fand sich
bei weiteren Arbeitsgruppen keine Zunahme der Proliferation der vaskularen glatten Muskelzellen
infolge zyklischer mechanischer Dehnung.

Banes et al. [9] zeigten so im Vergleich von endothelialen Zellen der Aorta von Ratten und humaner
vaskularer glatter Muskelzellen der Umbilikalvene, daf3 zyklische mechanische Dehnung (Flexcell-
Platten, 15-18% Dehnung, 1 bis 3 Tage) zu einer vermehrten DNA-Synthese der Endothelzellen,
jedoch nicht der vaskularen glatten Muskelzellen fihrt. Diese proliferierten erst unter Zugabe von
Wachstumsfaktoren wie PDGF und IGF-I.

Sumpio et al. [226] verglichen Endothelzellen mit vaskularen glatten Muskelzellen der Aorta von
Schweinen. Im Rahmen siebentagiger zyklischer mechanischer Dehnung (Flexcell-Platten, 24%
Dehnung) fanden sie im Gegensatz zu dem Verhalten von Endothelzellen eine Hemmung der
Proliferation sowie eine Abnahme der Zellzahl vaskularer glatter Muskelzellen.

Ebenso konnten Dethlefsen et al. [58] unter zyklischer mechanischer Dehnung (Flexcell-Platten, 27%
Dehnung, 4-12 Tage) eine Zunahme der Zellzahl von Endothelzellen der Aorta von Rindern im
Gegensatz zu einer unveranderten Zellzahl fir vaskulare glatte Muskelzellen der Aorta von Rindern
sowie des Menschen nachweisen.

Damit zeigt sich, dass physiologische, aber auch unphysiologische (inhomogene) zyklische
mechanische Dehnung auf vaskulare glatte Muskelzellen - wie auch in der vorliegenden Arbeit bei
hAOSM und hCASM Zellen - entweder einen antiproliferativen oder zumindest keinen proliferativen

Einfluss hat. Dies wirde die Vermutung zulassen, dass — im Gegensatz zu Endothelzellen — eine
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Proliferation vaskuléarer glatter Muskelzellen in vivo nicht auf den Einfluss mechanischer Dehnung
selbst, sondern vielmehr auf den Einfluss anderer dehnungsinduzierter Faktoren der Gefalwand
zuriickzufuihren ist — wie dies bereits Banes et al. [9] mit der Zugabe von Wachstumshormonen wie
PDGF und IGF-I veranschaulichten. Jedoch existieren auch hier widerspriichliche Ergebnisse. So
zeigten sowohl Calara et al. [30] als auch Wilson et al. [245] an vaskuléren Muskelzellen aus der Aorta
von Ratten, dass im Rahmen angewandter Dehnung (Druck mit einem Plastikrohrchen 10 sec;
zyklische mechanische Dehnung Flexercell-Platten, 15-20 kPa, bis 54 h) uber die autokrine
Expression von sowohl FGF als auch PDGF eine vermehrte DNA-Synthese induziert wird. Hipper et al.
[105] jedoch fanden im Rahmen der Untersuchungen an vaskularen glatten Muskelzellen der Aorta
embryonaler Ratten (A10 Zelllinie) weder eine signifikante Veranderung der DNA-Synthese noch der
Wst-1 Aktivitat bei Inkubation vaskularer glatter Muskelzellen mit dem Medium gedehnter Zellen.

In weiteren Untersuchungen zeigten Dethlefsen et al. [58], dass sowohl die Verwendung von Medium
gedehnter als auch ungedehnter subkonfluenter Endothelzellen auf vaskuldre glatte Muskelzellen
einen proliferativen Effekt hat. Das Medium gedehnter konfluenter Endothelzellen hatte im Gegensatz
dazu einen proliferationshemmenden Effekt auf vaskulare glatte Muskelzellen. Weiterfihrend waren
zudem ihre Untersuchungen an humanen vaskularen glatten Muskelzellen der Vena saphena und der
Aorta. Zyklische mechanische Dehnung (Flexcell-Platten, 27% Dehnung, 9 Tage) hatte demnach
keinen Einfluss auf das Wachstum vaskularer glatter Muskelzellen der Aorta im Gegensatz zu einer
dehnungsinduzierten Proliferation der Zellen der Vena saphena.

Ebenso zeigten Predel et al. [192] bei einem Vergleich von humanen vaskularen glatten Muskelzellen
aus der Vena saphena und aus der A. mammaria interna, dass nach 2 und 6 Tagen zyklischer
mechanischer Dehnung (Flexcell-Platten, bis 25% Dehnung) sowohl die DNA-Synthese als auch die
Zellzahl venoser vaskularer glatter Muskelzellen zunimmt. Die Zellzahl der vaskuléren glatten
Muskelzellen aus der Arterie blieb jedoch konstant. Dies lasst die Vermutung zu, dal3 der Enthahmeort
der vaskularen glatten Muskelzellen eine Rolle bei der Reaktion auf mechanische Dehnung spielen
konnte. Die unterschiedliche Reaktion vaskularer glatter Muskelzellen aus Arterien und Venen unter
dem Einfluss mechanischer Dehnung lieRe sich mdglicherweise auf die voneinander abweichende
GefaRwandarchitektur von Arterien und Venen sowie auf das unterschiedliche Verhéltnis der
muskularen und elastischen Anteile in der GefalBwand bei in der Regel dunnerer GefalBwand der
Venen zurickfihren. Letztendlich konnte dies das unterschiedliche Verhalten vaskularer glatter
Muskelzellen der Arterien und Venen auf den Einfluss mechanischer Dehnung bedingen. Die
unterschiedliche Reaktion vaskularer glatter Muskelzellen zwischen Arterien unterschiedlicher
Lokalisation unter dem Einfluss mechanischer Dehnung kénnten mdoglicherweise auf der
Unterscheidung von Arterien vom muskuldren und elastischen Typ beruhen. Dies kdnnte die z.T.
widersprichlichen Aussagen der verschiedenen Forschungsgruppen beziglich des Verhaltens
vasklarer glatter Muskelzellen unter mechanischer Dehnung erklaren.

Auf dem Boden eines Hochdruckmodells (Flexcell-Platten, bis 25% Dehnung, 24 h) konnten Yang et

al. [251] an humanen vaskuldren Muskelzellen der Koronararterien mittels 3H-Thymidin-Inkorporation
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eine Zunahme der Proliferation nach 24 Stunden und eine Zunahme der Zellzahl nach 6 Tagen

nachweisen.

In der vorliegenden Arbeit zeigten weder die hoheren Passagen der verwendeten hAOSM Zellen noch
die Versuche mit hCASM Zellen eine Veranderung der Proliferation unter dem Einfluss physiologischer
zyklischer mechanischer Dehnung (Bioflex, 5% Dehnung, 48 h).

Bereits nach Passagieren der Zellen zeigten die hCASM Zellen ein zwar konstantes, aber
ausgesprochen langsames Wachstum. Geméal3 dem auch in vivo vorliegenden niedrigen Mitoseindex
vaskularer glatter Muskelzellen war dies in der Versuchsfiihrung gewiinscht. Jedoch nicht nur das
langsame Zellwachstum gestaltete die Versuchsdurchfiihrung schwierig, sondern auch die Messung
sehr niedriger BrDU-Werte, welche nur wenig Uber den gemessenen Werten fur den mitgefihrten
Leerwert lagen. Dadurch konnten lediglich sehr kleine — nicht signifikante - Unterschiede festgestellt

werden.

Die sigifikante Abnahme der DNA-Synthese der hAOSM Zellen unter dem Einfluss physiologischer
Dehnung wurde zusatzlich durch die Bestimmung der Gesamtzellzahl unter dem Lichtmikroskop
beleuchtet. Es konnte kein Unterschied zwischen Kontrolle und Dehnung festgestellt werden.

Durch den niedrigen Mitoseindex der hAOSM Zellen sowohl in Kontrolle als auch in Dehnung (von 0,16
bzw. 0,09 %) erklart sich, warum trotz signifikanter Abnahme der DNA-Synthese unter Dehnung keine
Anderung der Gesamtzellzahl detektiert werden kann. Um einen Unterschied in der Zellzahl zu
detektieren, wére eine Verénderung notwendig, welche bei vorliegendem niedrigen Mitoseindex erst
nach einem vergleichsweise langen Zeitraum auftreten wirde. Nach 72 h liegen demnach vermutlich
nur so minimale Unterschiede in der Zellzahl vor, dass diese zu diesem Zeitpunkt nicht nachvollzogen
werden kénnen.

Um zusétzlich eine Aussage zur Zellaktivitat der hAAOSM und hCASM Zellen zu treffen, wurde parallel
zur DNA-Synthese die metabolische Aktivitdt der vaskularen glatten Muskelzellen untersucht. Bei
signifikanter Abnahme der DNA-Synthese von hAOSM Zellen unter physiologischer zyklischer
mechanischer Dehnung war die metabolische Aktivitat, gemessen mittels Wst-1-Spaltung, sowohl bei
aortalen als auch koronaren glatten Gefalimuskelzellen nach Dehnung erhdht. Die Wst-1-Spaltung
dient zur Messung der gesamten Menge an Zellen sowie zur Messung der metabolischen Aktivitat. Da
bereits eine messbhare Veranderung der Zellzahl ausgeschlossen wurde, schreiben wir die erhdhte
Wst-1-Spaltung einer reguldren Zellaktivitat zu. Eine erhdhte Zellaktivitat kénnte im Rahmen eines
veranderten Phanotyps diskutiert werden.

Weiterhin konnte ausgeschlossen werden, dass die Diskrepanz zwischen verminderter bzw.
unveranderter DNA-Synthese und erhohter metabolischer Aktivitdt sowie die unverdnderte Zellzahl
durch eine verstarkte Nekrose oder Apoptose bedingt ist.

Die Bestimmung der LDH-Aktivitat im Uberstand — zur Verifizierung des nekrose-bedingten Zelltodes —
zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen Kontrolle und Dehnung. Vor und nach Dehung in
Kontrolle und Dehnung wurden bei der Bestimmung der LDH-Aktivitdt Werte gemessen, welche sich
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im unteren mit dieser Methode bestimmbaren Bereich befanden. Sodass daraus geschlossen werden
kann, dass die Zellvitalitdt von der angelegten physiologischen zyklischen mechanischen Dehnung
nicht beeintrachtigt worden ist. Es kdnnte sich lediglich um minimalste Veranderungen handeln, welche
moglicherweise von der verwendeten Methode nicht erfasst werden.

Die Apoptoserate war insgesamt sehr niedrig und wurde durch die physiologische zyklische
mechanische Dehnung in der vorliegenden Arbeit nicht beeinflusst.

Bauriedel et al. [13] zeigten im Vergleich von restenotischen und primér arteriosklerotischen Lasionen
bei stabiler Angina pectoris an humanen Atherektomiepraparaten einen erhéhten Zelltod infolge
Apoptose und stark verminderter Dichte an vaskuldren glatten Muskelzellen in primér
arteriosklerotischen Lasionen im Vergleich zu restenotischen Lasionen. Es fanden sich jedoch keine
Unterschiede bezlglich der Nekrose. Wichtig fir die Entwicklung einer Restenose nach
Gefaldintervention kénnte demnach die niedrige Apoptoserate in solchen Lasionen sein. In vivo
scheinen Arteriopathien mit einem erhdhten apoptotisch bedingten Zelluntergang einherzugehen.
Andererseits stellten Bayer et al. [15] einen verminderten Blutfluss respektive eine verminderte
Wandspannung durch Anlegen einer Manschette an einer A. carotis von Kaninchen durch Segmente
der kontralateralen A. carotis her. Dies erfolgte fir einen Zeitraum von sechs Monaten. Es zeigte sich,
dass in vivo eine verminderte GefaBwandspannung mit atrophem Remodeling des Gefal3es
insbesondere der Media infolge erhéhter Apoptose einhergeht. Es fand sich neben dem damit
einhergehenden erniedrigten DNA-Gehalt ein Verlust an Kollagen und Elastin unter erhdhter
Expression von Matrixmetalloproteinasen.

Demnach wére eine erhdhte Apoptoserate ungedehnter gegenliber gedehnter Zellen zu erwarten.

Im vorliegenden in vitro System konnten jedoch keine Unterschiede zwischen Kontrolle und Dehnung
hinsichtlich der Apoptose festgestellt werden.

Damit ist fir das vorliegende in vitro System ausgeschlossen, dass eine durch physiologische
zyklische mechanische Dehnung induzierte Abnahme der DNA-Synthese auf Nekrose oder Apoptose
bedingten Zelltod zuriickzufihren ist.

Aufgrund der verminderten DNA-Synthese der friihen Passsagen von hAOSM Zellen diskutieren wir
einen in vivo vorhandenen antiproliferativen Effekt zyklischer mechanischer Dehnung auf vaskulére
glatte Muskelzellen. Zumindest nicht im Widerspruch dazu zeigte sich fiir die héheren Passagen der
hAOSM Zellen sowie fur die hCASM Zellen kein Einfluss der zyklischen mechanischen Dehnung auf
die DNA-Synthese.

Ubereinstimmend damit, zeigte — wie bereits erwdhnt — Chapman et al [39] an vaskuldren glatten
Muskelzellen aus der Aorta von Ratten, daf} physiologische zyklische Dehnung zu einer Hemmung der
Proliferation aufgrund eines Arrestes des Zellzyklus fuhrt. Damit kdnnte physiologische zyklische
Dehnung in vivo ein Gleichgewicht der Vorgédnge in der GefalBwand durch Hemmung der
Proliferationskette bedingen.

So konnten Gordon et al. [96] an humanen arteriosklerotisch veranderten Koronararterien und der A.

mammaria interna ohne arteriosklerotische Veranderungen mittels PCNA-Reaktivitéat zeigen, dass in
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beiden sehr niedrige Proliferationsraten von vaskuléren glatten Muskelzellen (Index PCNA positiver
Zellen <1%) vorliegen.

Dieser antiproliferative Effekt ist demnach antagonistisch zu den proliferativen Faktoren, welche von
und auf Bestandteile der GefalBwand wirken, zu sehen. Indikator daflr ist der in vivo niedrige
Mitoseindex [39, 169]. Man vermutet, dald unter physiologischen Bedingungen weniger als 0,5% der
vaskularen glatten Muskelzellen zum gleichen Zeitpunkt der Zellteilung unterliegen. Der Mitoseindex
wird mit 0,01-0,05 veranschlagt.

Ein weiterer Hinweis dafir, dass zyklische mechanische Dehnung in vivo einen wichtigen Einfluss auf
die GefalRwand hat, ist die bereits erwéhnte Untersuchung von Bayer et al. [15], hierbei ging in vivo
eine verminderte GefalRwandspannung mit atrophem Remodeling infolge erhdhter Apoptose einher.
WeiterfiUhrend haben O’Brien et al. [169] im Rahmen ihrer Untersuchungen an
Atherektomiepraparaten humaner primarer und restenotischer Koronararterien einen interessanten
Gedanken formuliert. Die von O’Brien et al. dargestellte niedrige Proliferationsrate der vaskuléaren
glatten Muskelzellen widerspricht nicht angiografischen Untersuchungen, denenzufolge die
Entwicklung einer geringgradigen zu einer mittelgradigen priméren arteriosklerotischen L&sion ein
relativ langsamer Prozess ist (<20% Grad Stenose pro Jahr). Vielmehr kann eine sehr niedrige
Profliferationsrate bereits zu einer betrachtlichen Massenzunahme in der GefalBwand fuhren. Laut
O’Brien et al. fihrt beispielsweise eine Verdopplung einer 1mm?® grol3en Masse pro Woche zu einer 1
cm® grossen Masse in drei Monaten. Und das ist bei Weitem mehr als gemeinhin fiir eine relevante
Stenose zutrifft.

Nicht ausser acht zu lassen ist im Rahmen der detektierten Veranderungen in der vorliegenden sowie
den zitierten Arbeiten der Einfluss des vorliegenden Phénotyps auf die Reaktion der vaskularen glatten
Muskelzellen unter physiologischer als auch unphysiologischer zyklischer mechanischer Dehnung.
Birukov et al. [22, 23] zeigten an vaskulédren glatten Muskelzellen der Aorta neonataler Kaninchen,
dass eine Modulation des kontraktilen zum sekretorischen Phanotypen der Zellen in vitro zum einen
bei hoher Ausgangsdichte der Zellen (12,5 x 10°Zellen/cm®), zum anderen bei Verwendung des
Serumersatzes Monomed spater erfolgt. Frihestens jedoch verloren die vaskularen glatten
Muskelzellen ihre Fahigkeit zur Kontraktilitdt nach 7 Tagen, spatestens nach 13 Tagen. Die damit
veranderte Sekretionsleistung bzw. Reaktion auf zyklische mechanische Dehnung, wie sie bereits
mehrfach untersucht worden ist [22, 23, 30, 31], ist bei der vorliegenden Arbeit die naheliegende
Ursache fir die veranderte Reaktion der hAOSM Zellen unter Dehnung in héheren Passagen. Ebenso
konnte dies fur die fehlende Reaktion der hCASM Zellen gegeniber der zyklischen mechanischen
Dehnung zutreffen. Diese befanden sich zwar nicht in einer héheren Passage, jedoch war aufgrund
des ausgesprochen langsamen Zellwachstums vor Dehnung eine langere Zeit in Kultur notwendig.
Darlberhinaus zeigten Campbell et al. [32] sowie Ang et al. [4], dass in Kultur vaskulare glatte
Muskelzellen zwar eine Modulation des kontraktilen Phanotyps zum sekretorischen Phéanotyp
vollziehen, jedoch bei damit verbundener Proliferation nach Zusammenwachsen auf der Kulturflache
wieder zum kontraktilen Phanotyp zuriickkehren.
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So koénnten die scheinbar widersprichlichen Ergebnisse der héheren Passagen von hAOSM Zellen
sowie der hCASM Zellen am ehesten im Rahmen einer Entdifferenzierung oder Veranderung des
Phanotypes mit steigender Passagenzahl bzw. langerer Kulturzeit zu werten sein. Ebenso sind
eventuell die widersprichlichen Ergebnisse verschiedener Forschungsgruppen zu erklaren. Prinzipiell
kommt als Ursache dafir auch die Verwendung von humanen Zellen zum einen sowie von
Tiermodellen zum anderen in Betracht.

Als nachteilig hat sich im Nachhinein erwiesen, dass die humanen Zellen aus der Aorta und aus einer
Koronararterie zum einen von einem 2,5 Monate alten mannlichen Europ&er und zum anderen von
einem 48 Jahre alten méannlichen Europder stammen. Dies lasst jetzt bei den Ergebnissen der hAOSM
Zelln und der hCASM Zellen keinen Vergleich zu. Zudem bestehen — was zumindest bei dem 48 Jahre
alten Spender von Interesse sein konnte — keine Informationen zum Gefal3status bzw. ob die
Entnahme aus einem arteriosklerotischen Plaque erfolgte.

Im vorliegenden in-vitro-Modell weisen die Ergebnisse unter Verwendung humaner vaskularer glatter
Muskelzellen der Aorta darauf hin, dass physiologische zyklische mechanische Dehnung selbst einen
antiproliferativen Effekt hat. Wie unter anderem von Campbell et al. [32] dargelegt, ist fir die
Proliferation vaskularer glatter Muskelzellen eine Modulation vom kontraktilen zum sekretorischen
Phanotyp erforderlich, was auch als Dedifferenzierung beschrieben wird. Ausgehend von den
Ergebnissen der vorliegenden Arbeit bezlglich des antiproliferativen Effektes physiologischer
zyklischer mechanischer Dehnung auf hAOSM Zellen der frilheren Passagen kann von einem stérker
differenzierten Zustand der hAOSM Zellen ausgegangen werden, welcher dem kontraktilen Phanotyp
entspricht. So dass unter physiologischen Bedingungen die zyklische mechanische Dehnung den
differenzierten, kontraktilen Phanotyp sichern kénnte [23, 196]. Abweichungen davon — in Form einer
GefalRlwandschadigung z.B. bei Ballonkatheterisation oder Gefal3naht — gehen gemaf Poole et al. [32]
mit einem zunehmenden Verlust der Differenzierung vaskularer glatter Muskelzellen in Richtung der
Lasion einher. Dies wiederum ist mit einer héheren Stoffwechselrate verbunden und entspricht einem
sekretorischen Phanotyp.

So koénnte zyklische mechanische Dehnung im Zusammenspiel mit vaskuléren glatten Muskelzellen -
in der vorliegenden Arbeit nachgewiesen fir vaskuldre glatte Muskelzellen der Aorta - als
Gegenspieler zu den Faktoren zu verstehen sein, welche die Entwicklung einer arteriosklerotischen
oder restenotischen Geféasslasion bedingen. Physiologische zyklische mechanische Dehnung
gewabhrleistet somit direkt Uber die Wirkung auf vaskulare glatte Muskelzellen ein Gleichgewicht der
Vorgénge in der Gefallwand. Unter Verwendung humaner vaskularer glatter Muskelzellen der
Koronararterien zeigte physiologische zyklische mechanische Dehnung keinen Einfluss, demnach
weder einen antiproliferativen noch einen proliferativen Effekt.

Um ein besseres Verstandnis dieser komplexen Vorgange zu erreichen, sollte in Zukunft eine
engmaschigere und Kleinstufigere Versuchsanordnung hinsichtlich Zeitverlauf und Dehnung vaskularer
glatter Muskelzellen mittels méglichst sensibler Methoden erfolgen. Wiinschenswert wére eine parallel
dazu durchgefuhrte Phanotypisierung der vaskularen glatten Muskelzellen. Da die Diskrepanzen
zwischen den Ergebnissen von Tiermodellen und Modellen unter Verwendung humaner vaskularer

glatter Muskelzellen auffallen, sollte kiinftig méglichst auf humane Zellinien oder Operationspraparate
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zuruckgegriffen werden. Mdéglich wirde so ein umfassenderes Bild Uber die Vorgange an und in der
Gefallwand unter dem Einfluss physiologischer Dehnung im Rahmen des pulsatilen Blutflusses.
Dies konnte letztendlich auch Grundlage fur ein Verstandnis der der Pathologie zugrundeliegenden

Verénderungen sein.

Die Restenose nach PTCA stellt in der Kardiovaskularmedizin ein wichtiges Problem dar.

Auf die betroffenen Patienten kommen nicht nur signifikant héhere Revaskulisierungsraten mittels
PTCA und Stenting, sondern auch eine gehauft notwendig werdende Bypassoperation zu.
Letztenendes haben Patienten mit einer Restenose nach 10 Jahren follow up (NHLBI PTCA Register
[33]) eine hohere Mortalitat.

Da bisher hauptsachlich an Tiermodellen die Folgen einer PTCA untersucht worden sind, war in der
vorliegenden Arbeit von Interesse, ob sich die Situation nach erfolgter PTCA in einem Zellkulturmodell
mit humanen vaskuléren glatten Muskelzellen nachstellen lassen wirde.

Da der Restenose im Wesentlichen eine Proliferation vaskularer glatter Muskelzellen zugrunde liegen
soll, wurde in der vorliegenden Arbeit ausschlieBlich der Einfluss mechanischer Dehnung auf
vaskulare glatte Muskelzellen in Abwesenheit séamtlicher zusatzlicher &uRerer Faktoren untersucht.

Bei Entwicklung der Restenosen in einem definierten Zeitraum von sechs Monaten wurde in der
vorliegenden Arbeit abweichend von den bereits durchgefiihrten Versuchen mit humanen aortalen
Muskelzellen ein vergleichsweise langerer Beobachtungszeitraum von einem Monat gewahlt.
Wenngleich die PTCA in der Kardiovaskularmedizin in Koronararterien zum Einsatz kommt, wurden in
der vorliegenden Arbeit zum einen zur besseren Vergleichbarkeit mit den Ergebnissen anderer
Forschungsgruppen, welche nahezu ausschliesslich an vaskuléaren glatten Muskelzellen der Aorta von
Tier oder Mensch arbeiteten, hAOSM Zellen verwendet. Zum anderen wurden hAOSM Zellen — in
Anbetracht des geplanten Beobachtungszeitraumes von einem Monat — aufgrund des ausgesprochen
langsamen Zellwachstums und der hohen Anfalligkeit der hCASM Zellen in Kultur diesen vorgezogen.
Bei klinisch durchgefiihrter PTCA mit — entsprechend der Literatur [21] — 2 bis 4 Dilatationen mit
ansteigenden Driicken von 2 bis maximal 10 at (im Durchschnitt 4-6 atli, 2 ati=300 kPa) und
Dilatationszeiten von 30 bis 120 Sekunden wurde im Zellkulturmodell eine viermalige Dehnung fir die
Dauer von 120 Sekunden mit einer Dehnung von 80 kPa, entsprechend einer Elongation von 15%,
verwendet. Die Amplitude der Dehnung war begrenzt durch den technischen Maximalbereich der
genutzten Flexercell strain unit. Weder die DNA-Synthese noch die metabolische Aktivitat zeigte
zwischen Kontrolle und Dehnung einen signifikanten Unterschied zu den verschiedenen Zeitpunkten
nach mechanischer Dehnung. Wie in den Versuchen mit physiologischer Dehnung blieben die
Parameter der Zellschadigung auch unter dem Einfluss unphysiologischer nicht zyklischer
mechanischer Dehnung in Kontrolle und Dehnung unverandert, sodass ein Nekrose-bedingter Zelltod

ausgeschlossen werden konnte.

Die Situation nach PTCA lie3 sich im Zellkulturmodell an humanen vaskuléaren glatten Muskelzellen
der Aorta nicht nachstellen. In vivo kdnnte bei der Entwicklung einer Restenose die Wirkung der

Kofaktoren im Vordergrund stehen.
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Wenngleich die verwendete Dauer und Anzahl der Dehnung dem Maximum der in der Literatur
bestehenden Angaben entsprach (Dilatationszeiten zwischen 30 und 120 sec, in der Regel 2-4
Dilatationen), muss jedoch beachtet werden, dass die verwendete Amplitude der Dehnung von der in
vivo therapeutisch wirksamen abweicht (in vivo im Durchschnitt 2-6 atli, 2 ati=300 kPa), da der

technische Maximalbereich der Flexercell strain unit bei 80 kPA liegt.

Die Diskrepanz zu den klinisch nach PTCA auftretenden Restenosevorgange findet demnach ihre
Erklarung moglicherweise darin, dass mittels der Vakuumpumpe fir das vorliegende in vitro Modell ein
nicht ausreichend nachvollziehbarer Dehnungsvorgang hinsichtlich der Amplitude erzielt werden
konnte und damit keine Vergleichbarkeit besteht. Es muss jedoch in Betracht gezogen werden, dass
in vivo zum Zeitpunkt der therapeutischen Indikation mit Vorliegen ausgepragter arteriosklerotischer
Veranderungen der GefaBwand nicht davon ausgegangen werden kann, dass die letztendliche

Elongation der Zellen tatsachlich proportional zur angelegten Amplitude der Dehnung ist.

Zudem soll betont werden, dass zwar der technische Maximalbereich der genutzten Flexercell strain
unit mit 80 kPa deutlich unter der therapeutisch verwendeten Druckamplitude liegt, jedoch im Vergleich

mit den in der vorliegenden Arbeit zitierten Forschungsgruppen nur von einzelnen tbertroffen wird.

Im Vergleich zur vorliegenden Arbeit fand Durand et al. [62] im Verlauf von 28 Tagen nach
Angioplastie (6 atm=606 kPa, 3 x 60 sec) an arteriosklerotisch veradnderten Femoralarterien von
Kaninchen ein Maximum der Proliferation vaskularer glatter Muskelzellen nach drei Tagen. Aufféllig
war, dass das Maximum der Apoptose 7 Tage nach Angioplastie zu sehen war. Insgesamt betrachtet
war die Zellproliferation unabhéngig von der resultierenden Restenose und dem arteriellen
Remodeling. Dies legt nahe, dass bei nahezu identischem Beobachtungszeitraum eine Diskrepanz
zwischen der zeitlichen Entwicklung der Veréanderungen bei in-vitro-Modellen von Tier und Mensch

bzw. allgemein von Tier und Mensch vorliegen kdnnte.

Zudem ist der Zeitraum von einem Monat nach Dehnung - vorgegeben durch die
Rahmenbedingungen und Anfélligkeiten einer Zellkultur — eventuell auch im Vergleich der in vitro mit
den in vivo vorliegenden Veradnderungen beim Menschen zu kurz gefasst, da eine Restenose
definitionsgemal bis 6 Monate nach Intervention entsteht, sodass maoglicherweise eine Verénderung
erst in den kommenden Monaten aufgetreten wére. Weiterhin darf nicht ausser acht gelassen werden,
daf die in vitro untersuchten hAOSM Zellen nicht explizit aus atherosklerotischen Lasionen stammen.
Desweiteren konnte eine mdogliche Veranderung des Phanotypes sowohl der in vitro untersuchten
Zellen als auch der in vivo vorhandenen Zellen eine unterschiedliche Reaktion auf die mechanische
Dehnung hervorrufen.

Prinzipiell muss bei den unterschiedlichen Ergebnissen verschiedener in vitro Studien, in welche sich
diese einreihen lasst, auch der Einfluss einer variierenden Zelldichte diskutiert werden — wie dies unter
anderem den Phanotyp der vaskularen glatten Muskelzellen beeinflussen kann (s. Seite 54) . Zudem
variiert die Interpretation der Ergebnisse, da Unterschiede hinsichtlich Fixierungsprotokoll,

Zusammensetzung, Alter und weiterer Charakteristika der untersuchten Lasionen bestehen [94, 96,
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169, 185]. Hinzu kommen unterschiedlich angesetzte Kriterien, wie die vorliegenden Ergebnisse zu
werten seien.

So konnten Clowes et al. [45, 46] an temporér mittels Ligatur isolierten Segmenten der A. carotis von
Ratten den Hohepunkt der Proliferation zwei bis drei Tage nach einer akuten Distension des Gefalies
(Druck von 300 mmHg=39,9 kPa) lokalisieren. Demnach fuihrten Clowes et al. [45] eine einmalige
Dehnung mit unphysiologischem, nicht therapeutischem (unter 300 — 900 kPa) Druck durch, welcher
ebenfalls nicht an die klinisch verwendeten therapeutischen Driicke heranreicht, jedoch mit einem
proliferativen Effekt in Gegenwart teils denudierten Endothels einhergeht. Da Clowes et al. die
Proliferation der vaskularen glatten Muskelzellen kontinuierlich oder bereits am ersten, zweiten, dritten
oder siebten Tag autoradiographisch erfasste, zeigt sich, dass bei den unterschiedlichen Ergebnissen
der Forschungsgruppen — eingeschlossen die der vorliegenden Arbeit — eine im zeitlichen Verlauf
nach initialer Dehnung unterschiedliche Proliferationsrate aufgrund der festgelegten Messzeitpunkte
nicht oder unzureichend detektiert worden sein kdnnte.

Als weiteres Beispiel dient die Untersuchung von Sumpio et al. [226] an Endothelzellen der thorakalen
Aorta von Rindern. Bei einer durchschnittichen Dehnung um 10% unter zyklischer mechanischer
Dehnung (Flexcell-Platten, 24 h) zeigte sich eine erhdhte Expression von PDGF-B. Bei einer
durchschnittlichen Dehnung um 6% fand sich jedoch keine Veranderung der Expression von PDGF-B.
Dies soll veranschaulichen wie gering die Spannbreite, in welcher bereits Veranderungen auftreten, in
vitro und wohl auch in vivo ist. So liegt die GefaBwandexkursion in der Systole unter physiologischen

Bedingungen bei 5-6%, unter vorliegender Hypertension bei Giber 10%.

Die koronare Herzkrankheit ist die nach wie vor die haufigste zum Tode fihrende Organerkrankung.
Abschliessend soll ein Uberblick tber die bisher etablierten minimal-invasiven und die bis jetzt
weitgehend ineffizienten medikamentdsen Praventions- und Therapieansatze der Restenose gegeben
werden.

Die PTCA stellt heute eine etablierte Methode zur Behandlung der stenosierenden
Koronararteriensklerose dar. Aufgrund der hohen Restenoserate nach PTCA wird das Augenmerk auf
die Pravention einer Restenose gerichtet.

Die in der Einleitung dargelegten postulierten Erklarungsansatze wurden in zahlreichen klinischen
Studien umgesetzt.

Zwei Vorgehensweisen haben sich bewéhrt und werden mittlerweile im klinischen Alltag genutzt:
intracoronare Stents und intracoronare Bestrahlung.

Intracoronare Stents bewirken durch das Verhindern konstriktiven Remodelings eine Reduzierung der
Restenose sowie der wiederholten Revaskularisierung um 30% [80, 205]. In der BENESTENT Studie
wurde beim Vergleich von Stenting mit alleiniger PTCA Uber sieben Monate eine signifikante
Reduzierung der Restenoserate und der Revaskularisierung festgestellt. Der gesamte Erfolg bei
Stenting ist auf die Fahigkeit zuriickzufiihren, final einen grosseren Gefal3durchmesser zu erzielen
[132]. Das Stenting fuhrt in der Folge zu einer neuen Komplikation: die in-stent-Restenose. Da Stenting
zwar die Inzidenz einer Restenose verringert, diese aber nicht verhindert, finden neue polymere Stents

mit verzogerter perivaskularer Medikamentenfreisetzung Verwendung. Im Tiermodell zeigten
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Substanzen wie Heparin, Hirulog, Hirudin plus lloprost, Prostazyklinanaloga, Abciximab und
Rapamycin eine gewisse Effektivitat.

Ein weiterer erfolgreicher Schritt ist die intracoronare Radiotherapie. Der Ansto3 dazu grindet auf dem
beobachteten Erfolg von Radiotherapie bei Behandlung keloidartiger Wundheilung nach chirurgischen
Eingriffen. Techniken der Brachytherapie mittels verschiedener y - (low-energy, hohe Penetration) und
3 - (high-energy, niedrige Penetration) Strahler weisen deutliche Erfolge bei alleiniger PTCA, Stenting
und in-stent-Restenose auf. Zur endovaskularen Brachytherapie werden katheterbasierte Systeme wie
Line source wires, radioaktive Seeds, mit radioaktivem Gas oder Flissigkeit gefillte Ballone und
Stents mit y- oder R-Strahlern verwendet. In der SCRIPPS Studie betragt die angiographische
Restenoserate nach sechs Monaten in der Placebogruppe 54% im Vergleich zu 17% bei Radiotherapie
[231, 237]. Trotz verringerter Inzidenz einer Restenose im Bereich der L&sion beobachtet man ein
Auftreten von Restenosen im Randbereich des Stents, welches auf einen Abfall der Strahlendosis
zuruckgefuhrt wird. Versucht wird nun eine lasionenbezogene Ausdehnung der Bestrahlung.
Desweiteren wurden verschiedene Mdoglichkeiten der medikamentdsen Prévention von Restenosen
untersucht. Die vielversprechende Ergebnisse, welche viele Medikamente in Zellkulturen oder
Tierversuchen zeigten, konnten in der klinischen Anwendungen nicht reproduziert werden. Diskutiert
wurde hierflr, dass in vitro oder in Tierversuchen im Vergleich zu den spater durchgefiihrten klinischen
Studien deutlich héhere Konzentrationen der untersuchten Medikamente angewendet wurden [21].
Negative Ergebnisse liegen mittlerweile fur zahlreiche Medikamente/Medikamentengruppen vor. Dazu
gehoren unter anderem Acetylsalicylsaure, ACE-Inhibitoren, Somatostatinanaloga (Angiopeptin), 3-
Blocker (Carvedilol), Cilostazol, Ciprostene, Colchizin, CSE-Inhibitoren, Cumarine, Diltiazem,
Dipyridamol, Fischol, Glycoprotein-lib/llla-Rezeptorinhibitoren, Thrombininhibitoren (Heparin, Hirudin,
Hirolog), Ketanserin, LDL-Apherese, Nifedipin, Prostazyklin, Kortikosteroide, Ticlopidin, PDGF-
Antagonist Trapidil [7, 21, 29, CAPTURE 34, 40, 48, 57, 65, EPIC 67, EPILOG 68, ERASER 69, 75,
RESTORE 89, 92, 103, 106, IMPACT Il 109, 115, CAPARES 116, 122, 136, 137, 138, TRAPIST 149,
152, MERCATOR 153, 171, 174, 184, EUROCARE 207, 209, CADILLAC 223, 234, 243, 244]. Andere
Medikamente wie Tranilast zeigten in Kombination mit ACE-Inhibitoren eine signifikant reduzierte
Inzidenz von Restenosen [110, 154, 214, 227]. Eine Reduzierung der Restenoserate konnte durch die
Senkung des Homocysteinspiegel mittels Folséure, Vitamin B 12 und Pyridoxin erzielt werden [202].
Zuséatzlich oder statt der angiographischen Zielvariablen der Restonse werden zunehmend die
klinsichen Erreignisse, das klinische Outcome (Tod, Infarkt, erneute Revaskularisation,
Hospitalisierung wegen Angina) untersucht. Positive Ergebnisse fanden sich hierfir unter anderem mit
Ca-Kanal-Inhibitoren (Amlodipin), Antioxidantien (Probucol) und Pravastatin (im Gegensatz zu den
Ubrigen Statinen) [3, 66, 107, 129, CONGRESS 161, 183, 198, 201, 208, 241, PART 255].

Weitere periinterventionelle Massnahmen werden hinsichtlich ihrer praventiven Wirkung untersucht,
darunter fallen intracoronarer Ultraschall, intravaskulare Ultraschall-gefiihrte Ballonangioplastie und
endoluminaler Laser sowie Photoangioplastie [80, 123, 247]. Weitere Anséatze bestehen im Bereich der
aufkommenden Gentherapie fur spezifische Inhibitoren von Wachstumsfaktoren [38, 43, 104, 168,
210, 240, 248].
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Vor allem die medikamentdsen Anséatze bleiben weit hinter den Erwartungen zuriick. Doch gerade
diese wurden auf der Basis pathogenetischer Modelle restenotischer Lasionen entwickelt. Der oft
wenig effektiv praventiven Wirkung der untersuchten Substanzen kdnnen verschiedene Ursachen
zugrundeliegen. Dosis, Dauer, Art der Anwendung oder gewahltes Patientengut kdnnen die haufig
fehlende Umsetzung vom Tiermodell in die Kklinische Studie erklaren. In ihrer Gesamtheit zeigen die
auf Pravention ausgerichteten Studien, dass die bisher postulierten Erklarungsansatze nicht
ausreichen.

Deutlich wird hierbei auch, dass die Restenose ohne Zweifel ein multifaktorielles Geschehen ist.

In Zukunft kdnnte die weitere Aufschlisselung der Physiologie und Pathogenese beispielsweise eine
effizientere Préavention von Restenosen nach PTCA ermdglichen und diesen minimal-invasiven

Therapieansatz einer Vaskulopathie gegentiber dem chirurgischen Eingriff weiterhin optimieren.
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5. Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit behandelt zwei verschiedene Fragestellungen. In der ersten Fragestellung sollte
der Einfluss physiologischer zyklischer mechanischer Dehnung auf die DNA-Synthese und die
metabolische Aktivitdt von humanen vaskuléaren glatten Muskelzellen untersucht werden. Dazu wurden
primére vaskulare glatte Muskelzellen aus der Aorta (hAOSM, 2,5 Monate alter mannlicher Européer)
und aus einer Koronararterien (hCASM, 48 Jahre alter mannlicher Europaer) des Menschen
verwendet.

1. Antiproliferativer Effekt zyklischer mechanischer Dehnung auf hAOSM Zellen

Nach zwei- bis dreitagiger zyklischer mechanischer Dehnung (5% Elongation, 0,5 Hz) zeigten die
niedrigen Passagen der hAOSM Zellen (< Passage 9) eine signifikant verminderte DNA-Synthese der
gedehnten im Vergleich zu den ungedehnten Zellen (um 32,4+26,2%; n=6, P=0,013). Damit konnte
gezeigt werden, dass in vitro eine physiologische Dehnung zu einer Abnahme der DNA-Synthese fiihrt.
Dies entspricht einem antiproliferativen Effekt. Gleichzeitig bestand eine signifikante Zunahme der
metabolischen Aktivitat unter dem Einfluss der Dehnung (um 39,1+17,9%, n=7, P< 0,0001).

2. Ausschluss von Artefakten

Eine Abnahme der DNA-Synthese aufgrund eines Nekrose- bzw. Apoptose bedingten Zelltodes konnte
mittels Bestimmung der Zellzahl, der LDH-Aktivitat und der Apoptose ausgeschlossen werden. Keine
der gewahlten Methoden zeigte fir hAOSM Zellen einen Unterschied zwischen Dehnung und Kontrolle.
Daraus kann geschlossen werden, dass nicht eine Zellschaddigung der hAOSM Zellen unter dem
Einfluss zyklischer mechanischer Dehnung zur Abnahme der DNA-Synthese gefiihrt hat. Zudem
spricht die Zunahme der metabolischen Aktivitat selbst fir eine weiterbestehende Vitalitdt der hAOSM
Zellen. Um den Widerspruch von gleichzeitiger Abnahme der DNA-Synthese bei Zunahme der
metabolischen Aktivitat weiter abzuklaren, wurde die Gesamtzellzahl und der Mitoseindex der hAOSM
Zellen bestimmt. Dabei zeigte sich keine signifikante Anderung der Gesamtzellzahl zwischen Kontrolle
und Dehnung (24,6%, P=0,287). Ebensowenig bestand eine signifikante Veranderung des Mitoseindex
(52,8%, P=0,215). Der Mitoseindex der hAOSM Zellen war sowohl in Kontrolle als auch in Dehnung
sehr niedrig (Kontrolle 0,16+0,031, Dehnung 0,09+0,05). Dies erklart, warum in dem relativ kurzen
Zeitfenster trotz einer signifikanten dehnungsinduzierten Abnahme der DNA-Synthese keine Abnahme
der Zellzahl zu verzeichnen ist.

3. Verlust der antiproliferativen Antwort mit der Passagenzahl

In den hoheren Passagen der hAOSM Zellen konnten keine signifikanten Veranderungen der DNA-
Synthese (52,5+40,9%, n=4, P=0,063) und der metabolischen Aktivitat (43,8+53,8%, n=4, P=0,2) unter
dem Einfluss physiologischer Dehnung reproduziert werden.

4. Negativbefund fur die hCASM Zellen

Die untersuchten hCASM Zellen zeigten weder in serumfreiem (-4,9+115,1%, n=4, P=0,87) noch in
Vollmedium (+14,6+44,2%, n=3, P=0,6) eine signifikante Veranderung der DNA-Synthese unter dem

Einfluss physiologischer Dehnung. Es bestand ebensowenig eine signifikante dehnungsinduzierte
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Veranderung der metabolischen Aktivitat (serumfrei: +14,6+44,2%, n=3, P=0,6; Vollmedium:
+81,66+61,95%, n=3, P=0,085). Weder unter Verwendung von serumfreiem Medium noch von
Vollmedium fanden sich signifikante Verdnderungen der LDH-Aktivitdt, womit — wie bereits flr die
hAOSM Zellen - eine dehnungsinduzierte Zellschadigung der hCASM Zellen ausgeschlossen werden
konnte.

5. Negativbefund fir das Restenosemodell

In der zweiten Fragestellung sollte untersucht werden, ob die Situation nach einer PTCA im
Zellkulturmodell nachgestellt werden kann. hAOSM Zellen zeigten nach viermaliger Dehnung fiir 120 s
im technischen Maximalbereich (15% Dehnung, bis 80 kPa) Uber einen Zeitraum von einem Monat
nach Dehnung keine signifikanten Veranderungen der DNA-Synthese oder der metabolischen Aktivitat.
Auch flir diese Versuche konnte mittels Bestimmung der LDH-Aktivitdt eine dehnungsinduzierte
Zellschadigung ausgeschlossen werden.

6. Folgerungen zu zyklischer mechanischer Dehnung

Physiologische zyklische mechanische Dehnung hat einen antiproliferativen Effekt auf humane
vaskulare glatte Muskelzellen der Aorta in niedriger Passage. Einhergehend mit ansteigender
Passagenzahl kommt es zu einem Verlust der antiproliferativen Antwort.

7. Folgerungen zum Restenosemodell

Ein Restenosemodell war unter dem Einfluss mechanischer Dehnung in der Zellkultur nicht erstellbar,
da madglicherweise in vivo ein multifaktorielles Geschehen die Entwicklung einer Restenose wesentlich

triggert.
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. Thesen

Unter dem Einfluss physiologischer zyklischer mechanischer Dehnung konnte in den niedrigen
Passagen der humanen vaskularen glatten Muskelzellen der Aorta (hAOSM) eine signifikant

verminderte DNA-Synthese nachgewiesen werden.

Demnach scheint einwirkende physiologische Dehnung einen antiproliferativen Effekt zu besitzen
und so konnte physiologische Dehnung in vivo ein wichtiger Bestandteil des Gleichgewichtes der

Vorgéange in der GefalBwand in einem multifaktoriellen Geschehen sein.

Parallel zur dehnungsinduzierten Abnahme der DNA-Synthese von hAOSM Zellen bestand eine

dehnungsinduzierte signifikante Zunahme der metabolischen Aktivitat.

Unter dem Einfluss physiologischer Dehnung fand sich keine signifikante Anderung der

Gesamtzellzahl und des Mitoseindexes der hAOSM Zellen

Der Mitoseindex der hAOSM Zellen ist sowohl in Kontrolle als auch in Dehnung sehr niedrig,
worauf letztendlich zuriickzuflihren ist, dass bei der Bestimmung der Gesamtzellzahl noch keine

Auswirkungen der dehnungsinduzierten Abnahme der DNA-Synthese nachweisbar war.

Die signifikante Zunahme der metabolischen Aktivitdt selbst spricht fur eine weiterbestehende

Vitalitat der hAOSM Zellen unter physiologischer Dehnung.

Eine Abnahme der DNA-Synthese unter physiologischer Dehnung aufgrund eines Nekrose- bzw.
Apoptose-bedingten Zelltodes konnte mittels Bestimmung der Zellzahl, der LDH-Aktivitadt und der

Apoptose ausgeschlossen werden.

Abweichend von dem Verhalten der hAOSM Zellen in niedrigen Passagen zeigten hAOSM Zellen
der hdéheren Passagen keine dehnungsinduzierten signifikanten Veradnderungen der DNA-
Synthese oder der metabolischen Aktivitat, was moglicherweise auf eine Modulation des

Phéanotyps der vaskularen glatten Muskelzellen zurtickzufiihren ist.

Unter physiologischer zyklischer mechanischer Dehnung zeigen humane vaskulare glatte
Muskelzellen der Koronararterien (hCASM) weder in serumfreiem noch in Vollmedium eine
signifikante Veranderung der DNA-Synthese oder der metabolischen Aktivitdt. Ein Nekrose-
bedingter Zelltod konnte mit Bestimmung der LDH-Aktivitdt wie bereits fir die hAOSM Zellen

ausgeschlossen werden.
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10. Da klinisch die pathologische Dehnung mit ihren Folgen im Vordergrund steht, sollte die

Restenose - wie sie nach therapeutischer Intervention im Rahmen einer PTCA auftreten kann - in
vitro nachgestellt werden. Unter dem Einfluss unphysiologischer Dehnung zeigten hAOSM Zellen
Uber einen Zeitraum von vier Wochen nach Dehnung keine signifikanten Veranderungen der
DNA-Synthese oder der metabolischen Aktivitdt. Ein Nekrose-bedingter Zelltod konnte mit
Bestimmung der LDH-Aktivitat ebenfalls ausgeschlossen werden.

Ein Restenosemodell war unter dem Einfluss unphysiologischer mechanischer Dehnung in einer
Zellkultur humaner vaskuldrer glatter Muskelzellen der Aorta nicht nachvollziehbar, da
moglicherweise in vivo ein multifaktorielles Geschehen die Entwicklung einer Restenose

wesentlich triggert.
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