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1. EINLEITUNG

1.1 Zur koronaren Herzkrankheit, Koronarangiographie und perkutanen

transluminalen Koronarangioplastie in Deutschland

Neben dem apoplektischen Insult ist der plotzliche Myokardinfarkt in der
Bundesrepublik Deutschland die haufigste unmittelbare Todesursache. Jeder neunte
Bundesburger verstirbt daran. Die Inzidenz in Deutschland betragt 330 pro 100.000 /
Jahr (Herold, ,Innere Medizin“, 2002). Insgesamt sterben in Deutschland mehr
Menschen am akuten Herzinfarkt und dessen Folgen, als an Tumoren der Lunge, des
Magens, des Dickdarmes und der Brust zusammengenommen (Lippert H et al., 1990).
Bei einer Koronarinsuffizienz, ausgeldst z. B. durch einen ischdmischen Myokardinfarkt,
kann eine perkutane transluminale Koronarangioplastie (PTCA) lebensrettend sein.
Auch die Ballondilatation eines peripheren Gefal3es durch perkutane transluminale
Angioplastie (PTA) vermag, eine hamodynamische Verbesserung hervorzurufen.
Sowohl bei der PTCA, als auch bei der PTA kann wahlweise ein Stenting erfolgen, um
ein stenosiertes Gefald dilatiert zu halten und/oder eine Restenosierung zu vermeiden.
In Deutschland wurden im Jahr 1999 561.623 Linksherzkatheteruntersuchungen und
166.132 Interventionen im Sinne einer PTCA vorgenommen (Silber S, 2001). Wéahrend
eine Hauptstammstenose oder die 2 - oder 3 - Gefallkrankheit eine
Operationsindikation fur einen aortokoronaren bzw. Mammaria interna - Bypass
darstellt, werden mehr und mehr Koronarstenosen durch die PTCA und ggf. Stenting
behandelt. Hierbei gilt, dass die interventionelle Akutkoronarangiographie noch vor der
Lysetherapie den heutigen Standard der Therapie des akuten Myokardinfarktes
darstellt.

Atherosklerotische Gefal3erkrankungen sind mit einer vermehrten Proliferation von
glatten Gefallmuskelzellen innerhalb der Intima dieser Gefal3e verbunden (Schwartz
SM et al., 1986). Tritt ein ischamischer Myokardinfarkt durch Koronargefaf3thrombose
ein, sind bei 30 % der Patienten nach zunachst erfolgreicher Revaskularisation mittels
PTCA ein elastic recoil, weiterhin die Proliferation glatter Muskelzellen, die sogenannte
Neointima, ebenso wie ein Remodeling und auch die Synthese extrazellularer Matrix
verantwortlich fur die Restenosierung eines GefalRes (Popma JJ et al.,, 1991). Das
Remodeling kann durch die Implantation eines Stents verhindert werden. Jedoch bildet
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sich auch bei 10 % bis 50 % der Patienten, die mit einem koronaren Stent versorgt

wurden, eine symptomatische bzw. interventionsbedirftige sogenannte in-Stent-
Restenose durch Neointimaproliferation aus (Lowe HL et al., 2005). Grunde fir die
Neointimabildung sind die mechanische Schadigung der Arterienwand infolge
Uberdehnung durch den Ballonkatheter, in Verbindung mit einer Endothelschadigung.
(McBride W et al., 1988). Diese Neointima wird im Laufe von Wochen bis Monaten
durch Migration von Endothelzellen zwar wieder reendothelialisiert. Das neue Endothel
scheint allerdings in der Funktion alteriert zu sein (Fournet-Bourguignon MP et al.,
2000, Kohler R et al., 2003). Somit entstehen im manipulierten Gefal3 Probleme, die zu
spateren Komplikationen fihren kdénnen im Sinne einer lumeneinengenden
Neointimabildung durch Gefal3muskelzellproliferation. Zur Verhinderung der In-Stent-
Restenosen wurden u. a. radioaktive Stents verwendet, welche einen kontraproduktiven
Effekt hatten. Intrakoronare Brachytherapie mit [3- oder y- Strahlern (Strahlendosis
zwischen 7-56 Gy) konnten hoffnungsvollere Ergebnisse bezilglich der
Neointimabildung und damit der in-Stent-Restenosegefahr beim Menschen erzielen mit
einer Reduktion der Restenoserate auf 8% bis 33% versus 39 % bis 64 % in der
Placebogruppe und einer Reduktion der klinischen Ereignisse wie Angina pectoris oder
Myokardinfarkt auf 19% - 50% versus 29% - 79 % in der Placebogruppe (Sheppard R et
al., 2003). Eine Verbesserung der In-stent-Restenose erbrachten Stents, die mit
Medikamenten beschichtet waren, sogenannte Drug-eluting-Stents (DES). 2006 waren
33% der 250000 in Deutschland implantierten Stents solche DES. Diese waren
Uberwiegend mit Sirolimus (Rapamycin) oder Paclitaxel beschichtet. Hierunter senkte
sich die Restenoserate von circa 25% auf 3% (19. Herzbericht der Deutschen
Gesellschaft fur Kardiologie, 2006).

Als Forschungsgrundlage zur Bearbeitung dieser Aufgabe wurde ein Tiermodell
verwandt, an dem man die Neointimaformation im manipulierten Gefal? und die
biochemische und morphologische Wirkung von topisch eingebrachten Substanzen auf

diese Proliferation studieren kann.

1.2  Die Morphologie der Arteria carotis communis der Ratte

Die Arteria carotis communis (ACC) der Ratte gehort zu den Arterien des elastischen
Typs. Sie besteht aus den drei Schichten: Tunica intima, Tunica media und Tunica



;
externa (entspricht der Tunica adventitia). Die Intima besteht aus einer einzelligen

Schicht von Endothelzellen und einem subzellularen Spalt mit Bindegewebe, welches
aus einzelnen Kollagenfasern und elastischen Strukturen besteht (s. Abb. 11, 12, 15).
Die Intima wird von der Media durch die Lamina elastica interna (LEI) getrennt und
betragt 1 um (s. Abb. 15). Die LEI weist elektronenmikroskopisch einige Licken auf
(Pinto YM et al., 1998). Die Media weist drei bis vier elastische Laminae auf, wobei die
aul3erste Lamina elastica externa (LEE) genannt wird. Diese Laminae haben im
Gegensatz zur LEI elektronenmikroskopisch keine Liucken. Zwischen den elastischen
Laminae spannen sich die schrag verlaufenden glatten GefalBmuskelzellen des
kontraktilen Typs aus und sind mit ihren Fortsatzen Uberwiegend direkt ohne eine
eigene Basalmembran an den elastischen Laminae fixiert. AuRerhalb der LEE schliel3t
sich die Adventitia an, welche aus Bundeln von Kollagenfibrillen, Fibrozyten, Nerven
und kleinen GefalRen besteht (s. Abb. 11 und 15).

1.3 Die Morphologie der menschlichen Koronararterie

Die Koronararterie des Menschen gehodrt zum muskularen Typ und teilt auch die
Aufteilung in die drei Schichten Tunica intima, media und externa (= adventitia).
Insbesondere Intima und Media von ACC und Koronararterie unterscheiden sich in
ihrem Aufbau. Im Vergleich zur ACC ist die Media der Koronararterie bedeutend
vielschichtiger. Wahrend die Intima der ACC der Ratte nur aus der Endothelzellschicht
besteht, ist die Intima der menschlichen Koronararterie durch mehrere Schichten
vielreihiger glatter Gefaldmuskelzellen gekennzeichnet und ist auch von der Media nicht
so scharf abgegrenzt.

1.4 Die Neointimaformation im Tiermodell

Das Modell der Neointimaproliferation durch Ballonkatheterverletzung innerhalb der
rechten ACC der Ratte dient dazu, den Reparaturprozess innerhalb der Gefalwand
besser zu verstehen. Um Ruckschlisse auf das Problem der Restenose nach PTA /
PTCA beim Menschen ziehen zu kénnen, missen jedoch viele Unterschiede beachtet
werden, auf die in der Diskussion noch néher eingegangen wird. Das Modell der

Ballonkatheterverletzung wurde bereits in vielen verschiedenen Spezies etabliert
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(neben der Ratte bei Maus, Kaninchen, Schwein, Hund und Primaten). Das

Rattenmodell ist vielfach untersucht und in verschiedener Hinsicht vorteilhaft (relativ
geringe Haltungskosten, niedriger Aufwand bezlglich Tierhaltung und OP, geringer
Zeitaufwand, lange Arterie ohne Seitendste) und wurde deshalb ausgewahlt. Die
postoperative Neointimabildung in dem Modell der Ratte lasst sich schlief3lich in drei
Entwicklungsstadien aufteilen (Clowes AW et al., 1989, Clowes AW et al., 1983,
Schwartz SM et al., 1995):

Nach dem Entfernen des Endothels durch den Ballon wird die Gefal3lasion innerhalb
weniger Minuten mit Thrombozyten und Fibrin bedeckt (Reidy MA, 1995). Im Stadium 1
wird die nach 24 Stunden einsetzende Muskelzellproliferation folgendermaRRen erklart:
Durch die Uberdehnung der Arterienwand kommt es zu einem Absterben von
Muskelzellen und dadurch zur Freisetzung von Mediatoren, die die Proliferation von
Muskelzellen anregen. Die Migration von glatten Muskelzellen tGber die LEI hinaus in die
Intima nach vier Tagen (Stadium 2) wird dadurch erleichtert, dass die LEI durch die
GefaBRwanduberdehnung rupturiert, so dass die Muskelzellen die Intima invadieren
konnen. Im Stadium 3 setzt ab etwa Tag 4 schliel3lich die Proliferation der in die Intima
migrierten glatten Gefal3muskelzellen ein, die etwa 4 Monate anhalt (Neointimabildung).
Die Reendothelialisierung des Gefal3lumens wird wahrscheinlich nie ganz
abgeschlossen. Zumindest konnte bisher nur eine kurze Strecke der
Reendothelialisierung von beiden Seiten aus beobachtet werden, wahrend die Mitte frei
von Endothel blieb (Clowes AW et al., 1983). Neuere Untersuchungen weisen auf eine
Reendothelialisierung durch im Knochenmark residenten und dann im Blut
zirkulierenden endothelialen Progenitorzellen hin (Seeger FH et al., 2005 und Fadini GP
et al., 2007).

1.5 Die Atherosklerose und Neointimabildung in Koronararterien des Menschen

Am Anfang der koronaren Atherosklerose steht ein geschadigtes Endothel. Diese
Schadigung kann durch metabolische und/oder mechanische Belastungen
hervorgerufen werden. Es bildet sich eine endotheliale Dysfunktion aus, welche mit
veranderten antikoagulativen und antiinflammatorischen Eigenschaften, einer
veranderten Angiogenese und einer Dysregulation des vaskuldren Tonus assoziiert ist

(Gimbrone MA Jr. Et al., 2000). Die endotheliale Dysfunktion geht einher mit einer
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Proliferation neointimaler glatter Gefalmuskelzellen, die vermehrt extrazellulare Matrix

bilden, und einer Migration von zirkulierenden Monozyten, die zu Makrophagen
differenzieren und cholesterinhaltige Lipoproteine aufnehmen und metabolisieren.
Durch Uberlastung der Makrophagen transformieren diese in sogenannte Schaumzellen
und es bildet sich ein atherosklerotischer Plaque (Griendling KK et al., 1994). Bei
symptomatischer KHK wird eine Koronarangiographie und ggfs. eine PTCA notwendig.
Diese bewirkt eine Lumenvergrd3erung an der ehemaligen Engstelle und stellt einen
verbesserten Blutfluss wieder her. Allerdings findet eine direkte mechanische
Schadigung der Endothelzellen dieser Region statt. Die Endothelverletzung fuhrt zu
einer Ablagerung von Thrombozyten und Fibrin im GefaZlumen (Indolfi C et al., 2000).
Durch die aktivierten Thrombozyten werden Adh&sionsmolekile ausgebildet, an
welchen zirkulierende Leukozyten mit Rezeptoren anheften (Welt FG und Rogers C,
2002). Die Migration von Leukozyten wird durch Zytokine aus vaskularen Muskelzellen
und residenten Leukozyten vermittelt. Nun werden von Leukozyten, Thrombozyten und
Myocyten Wachstumsfaktoren freigegeben. Diese Substanzen induzieren eine
Proliferation und Migration der glatten GefalBmuskelzellen (Indolfi C et al., 2003). Es
findet ein switch der glatten Gefalimuskelzellen von einem kontraktilen Phé&notyp zu
einem synthetischen Phanotyp statt, welches als Dedifferenzierung bezeichnet wird. Die
Myocyten invadieren aus der Media in die Intima und bilden eine Neointima aus (Sata M
et al., 2002). Initial stellt die Migration und Proliferation glatter GefaBmuskelzellen einen
Heilungsprozel3 dar, welcher aber bei verzogerter Reendothelialisierung tberschiel3end
fur die Neointimaformation verantwortlich ist. Aul3erdem kommt es zur Dilatation der
Gefallwand und der dadurch zuvor schon beschriebenen konsekutiven Freisetzung von
Mediatoren. Einen ebenfalls negativen Einfluss Uben Intima- / Mediadissektionen und
Plaque-Rupturen aus, da sie wiederum stark thrombogen wirken (Farb A et al., 1990).
So kommt es durch die Ausbildung einer Neointima in ca. 35% der Falle nach
erfolgreicher PTCA zu einer Restenose. Der Restenoseverlauf erfolgt in drei Stufen. In
der ersten Phase (1 bis 14 d) kommt es aufgrund der GefaRwandelastizitat nach
Dilatation zu RuUckstellbewegungen, welche als ,elastic recoil* bezeichnet werden.
Zusatzlich kommt es zur Produktion extrazellularer Matrix und Bildung von
Proteoglykanen innerhalb der Intima mit verstarktem Plaquewachstum (Ip JH et al.,
1991, Forrester JS et al.,, 1991). Die zweite Phase (2 bis 12 Wochen) wird bestimmt
durch eine verstarkte Muskelzellreplikation innerhalb der Media und der Migration von
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Fibroblasten und GefalBwandmyozyten aus der Media in die Intima (Bauriedel G et al.,

1995 und Machnig T et al.,, 1997). In der letzten Phase kommt es zum Abbau von
Proteoglykanen und einem endgultigen Umbau der extrazellularen Matrix, dem
sogenannten pathologischen GefalRumbau (Grewe PH et al., 2000). Innerhalb der
menschlichen vorgeschéadigten Koronararterie spielt auRerdem eine pathologische
Angiogenese eine wichtige Rolle bei der Plaque-Expansion und der Entstehung einer
Restenose. Plaques bendtigen Kapillaren zur Aufrechterhaltung der Nahrstoffzufuhr.
Dieses Einspriel3en von Kapillaren ist notwendig fir die Entwicklung, Erhaltung und
Expansion der Neointima. Fur atherosklerotische Plaques und die Neointima
entspringen diese einsprieRenden Kapillaren aus der Tunica adventitia (Moulton KS,
2001 und Fuchs S et al., 2001).

1.6. Pathogenese der Neointimaformation nach mechanischer Gefal3manipulation

Die Erhaltung der GefaBwandhomdostase benétigt ein komplexes Zusammenspiel
zwischen den zellularen Komponenten, Endothelzellen und Gefalimuskelzellen.
Gefallverletzung durch endoluminale Eingriffe wie zum Beispiel PTA / PTCA oder
offene chirurgische Interventionen wie z. B. ACVB unterbricht die Gefal3integritat und
verursacht einen Endothelzellschaden und Endothelzelldenudierungen (Shirotani M et
al.,, 1993). Dieses setzt die subendotheliale Schicht (die Basallamina,
Gefallmuskelzellen und Fibroblasten) dem Blutstrom aus und verursacht die
Freilassung von Cytokinen und Wachstumshormonen, welche einen signifikanten
Umbau der Zytoarchitektur der Gefallwandung bewirken. Frihe Ausschittung von
Thrombin (fuhrt zur Bildung von Fibrin aus Fibrinogen) induziert die lokale
Thrombozytenaggregation (Sharony R et al., 2006). Dieses fuhrt zur Ablagerung eines
Thrombozyten-Fibrinschorfs im beschéadigten Areal des Gefal3es. Aktivierte
Blutplattchen exprimieren dann pro-entzindliche Mediatoren, fihren zur vermehrten
Bildung von Zelladhasionsmolekilen, schitten angiogenetische Wachstumsfaktoren
aus und induzieren eine Leukozytenanlockung (Pintucci G et al.,, 2002). Die
zwangslaufig hervorgerufenen Verénderungen durch Endothelzellschadigung bzw. —
verlust, aktivierten Thrombozyten und Leukozyten produzieren eine Fulle von Molekilen
innerhalb der GefalRwand. Diese Molektle beinhalten Enzyme
(Matrixmetalloproteinasen = MMP, Thrombin), Wachstumsfaktoren (basic fibroblast
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growth factor = FGF-2, transforming growth factor beta = TGF-3, platelet-derived growth

factor = PDGF, insulin-like-growth-factor = IGF-1) und Zytokine (tumor necrosis factor-a
= TNF-q, Interleukin-1). All diese Faktoren zusammen spielen eine mal3gebliche Rolle
bei der phanotypischen Umwandlung der Gefalimuskelzellen vom kontraktilen zum
synthetischen Typ. Die entstandenen synthetischen Muskelzellen sind nun in der Lage,
vermehrt Wachstumsfaktoren und Zytokine sowohl in autokriner als auch parakriner
Weise zu bilden, um eine Transformation von Gefalimuskelzellen und eine Leukozyten-
Chemotaxis aufrechtzuerhalten. Innerhalb von Wochen formiert sich durch Proliferation
und Migration von synthetischen Gefal3muskelzyllen eine Neointima, in der vermehrt
Komponenten extrazellularer Matrix (Kollagen, Proteoglykane, Elastin) produziert und
abgelagert werden (MacLeod DC et al, 1994). Im Rahmen der weiteren
.Reparaturmechanismen” findet eine Reendothelialisierung statt, welche sowohl durch
im Knochenmark residente und dann im Blut zirkulierende endotheliale Progenitorzellen
als auch durch kontinuierliches Einwachsen von Endothelzellen von intakten
Endothelschichten proximal und distal der Lasion her vermittelt wird. Die lickenlose
Ausbildung einer intakten Endothelzellschicht bildet dann die Voraussetzung fir ein
Ende der Neointimabildung. (Seeger FH et al., 2005 und Fadini GP et al., 2007).

1.7 Intrazellulare Signaltransduktionswege als Reaktion auf extrazellulare Stimuli

Zellen eines vielzelligen Organismus sind darauf angewiesen, sich miteinander
»=auszutauschen”, um ihre Entwicklung und Organisierung zu Gewebeverbanden zu
regulieren, um ihre Proliferation, Teilung, Differenzierung, Dedifferenzierung etc. zu
kontrollieren und ihre verschiedenartigen ,Aktivitaten“ zu koordinieren. Um all dies zu
bewerkstelligen, muss ein extrazellulares Signal Uber intrazellulare Signaltransduktion
durch die Zellwand hindurch in den Nukleus weitergeleitet werden. Hierflr stehen
unterschiedlichste Mechanismen zur Verfigung, um letztlich eine Veranderung der
Genexpression hervorzurufen. Wahrend z. B. Steroidhormone durch die Zellwand
hindurch diffundieren kénnen, binden sie an einen zytoplasmatischen Rezeptor und
induzieren eine Translokation dieses Rezeptor-Ligandenkomplexes in den Zellkern. Alle
wasserloslichen Molekile (unter vielen anderen z. B. Proteinhormone, Immunglobuline,
Wachstumsfaktoren) sowie einige lipidlésliche Proteine binden dagegen extrazellular an

membranstandige Rezeptoren der Zellwand wund verursachen damit eine
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Konformationsanderung, wodurch Signale Uber intrazellular liegende Domanen dieses

membranstandigen Rezeptors ins Zellinnere weitergeleitet werden. Hier stehen z. B.
katalytische Rezeptoren zur Verfigung, die sich durch die Plasmamembran erstrecken
und eine zytoplasmatische @ Domane haben, welche Tyrosin-spezifische
Proteinkinaseaktivitat besitzen. Solche Rezeptor-Tyrosin-Kinasen (RTK) werden durch
Oligomerisieren bei Ligandenbindung aktiv. G-Protein-gekoppelte Rezeptoren aktivieren
oder inaktivieren tber ein GTP-bindendes Regulator-Protein (G-Protein), ein weiteres
Enzym oder einen lonenkanal. Dieses fuhrt oft zur Produktion und/oder Freisetzung
weiterer Signalmolekiile (second messanger), wie cAMP oder Kalzium. Die
Weiterleitung der Signale innerhalb des Zytoplasmas erfolgt dann Gber
Adaptermolekiile auf Serin/Threonin-Kinasen. Diese sogenannten MAP-Kinasen
werden  Uber komplizierte und ineinander verwobene  zytoplasmatische
Proteinkinasekaskaden aktiviert. Hierbei aktiviert eine Serin/Threonin-Kinase (MAP-
KKK = mitogen activated protein kinase kinase kinase, membrane shuttle kinase) eine
nachfolgende Kinase (MAP-KK, dual specificity kinase), welche wiederum eine MAP-
Kinase (MAP-K, nuclear shuttle kinase) aktiviert. Das Signal gelangt von hier aus
indirekt oder direkt zu seinem Ziel: entweder werden vorher noch weitere Kinasen
aktiviert oder die aktivierte MAP-K disloziert in den Nukleus und ruft so selbst eine
differentielle Genexpression und eine Zellantwort hervor. Nachfolgend kdnnen
Anderungen von Enzymaktivitaten, Zelldifferenzierung, Hemmung oder Steigerung der
Proteinbiosynthese, Zellproliferation oder Steigerung der Apoptoserate die Folge sein
(Cohen P et al., 1997).

Bei den mitogen-aktivierten Proteinkinasen, im Folgenden als MAPK beschrieben,
werden die extrazellular regulierten Kinasen, die ERK-Familie, von den stress-
aktivierten Proteinkinasen, den sogenannten SAPK, unterschieden. Zu den stress-
aktivierten Kinasen gehdren die p38-MAPK-Familie (Gro3e 38 KD) und die JNK-Familie

(c-jun N-terminale Kinase).

1.8 Die ERK1/2-Kinase-Kaskade

Die zwei extrazellular-regulierten Kinasen ERK1 (p44), das 44 KD grof3e Protein, und
ERK2 (p42), das 42 KD grol3e Protein, sind unter Anderem bei Primaten, der Maus, der
Ratte und in Hefe nachgewiesen (Widmann et al, 1999). Diese extrazellular-regulierten
Kinasen nehmen insbesondere bei der Regulierung der Zellproliferation und
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Zelldifferenzierung eine zentrale Stellung ein. Hierbei binden Faktoren (z. B.

Wachstumshormone) an zellmembranstandige Tyrosinkinaserezeptoren (TKR), G-
Protein-gekoppelte Rezeptoren oder Wachstumshormonrezeptoren und aktivieren die
mitogen aktivierte Proteinkinasekaskade. Uber verschiedene Isoformen des G-Protein-
bindenden Proteins Ras werden schlie3lich verschiedene Raf aktiviert und dann weiter
Uber die MEK1 der Phosphorylierungsschritt fortgesetzt, so dass die ERK1/2 aktiviert
werden konnen (Roux PP et al., 2004). Zum Erreichen der vollen katalytischen Aktivitat
missen MAP-Kinasen sowohl an einem Threoninrest (T), als auch an einem
Tyrosinrest (Y) phosphoryliert werden. Bei ERK1 und ERK2 handelt es sich um
Threonin und Thyrosin mit einem dazwischen liegenden Glutamatrest (E). Es ergibt sich
ein sogenanntes T-E-Y-Motiv. Die phosphorylierten Threoninreste und Tyrosinreste
unterscheiden sich bei den verschiedenen Rassen innerhalb ihrer Position und liegen
beim Menschen bei 202/185 fiir Threonin und 204/187 fur Tyrosin und bei der Ratte und
der Maus bei 183 fur Threonin und 185 fur Tyrosin (Ray LB et al. 1988 und Ahn NG et
al., 2001).

1.9 Die p38 Kinase-Kaskade

Die p38-Kinase zéhlt zu den sogenannten stressaktivierten Proteinkinasen. Es handelt
sich um Proteinkinasen mit einer Grof3e von 38 Kilodalton. Die Aktivierung erfolgt zum
Beispiel durch UV-Bestrahlung, Hitzeschock, osmotischen Stress, bakterielle
Lipopolysaccharide, proinflammatorische Zytokine (z. B. 1l-1 oder TNF-_a) oder auch zu
einem geringeren Anteil durch verschiedene Mitogene (Zhang W et al., 2002). Nach
Aktivierung der verschiedenen Rezeptoren sind die ersten Substrate, die MAP-KKK,
folgende: MEKK1-4, MLK2 und MLK3, DLK, ASK1, Tpl2 und Takl, MKK3 und MKK®.
Mindestens vier Isoformen wurden identifiziert (p38a, p38B, p38y und p38d), welche
alle von der MAPK-Kinase MKK6 (MAP-KK, siehe Abbildung 1) phosphoryliert werden.
Weiterhin kann MKK3 die p38a, p38y und p386 aktivieren und die MKK4 nur p38a. Das
aktivierte = phosphorylierte p38-Protein vermittelt cytosolisch oder nach Translokation
in den Zellkern. Ziele kdnnen zum Beispiel die zytosolische Phospholipase A2, das
mikrotubuldre Protein Tau und mehrere Transkriptionsfaktoren (ATF1-2, MEF2A, Sap-1,
Elk-1, NF-KB, Ets-1 und p53) sein (Roux P et al., 2004). Diese vermdgen dann
wiederum, die Expression von Genen zu regulieren, welche ihrerseits das Zellverhalten

modulieren.
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Es existieren noch splice-Varianten der p38-MAP-K, so zum Beispiel p3832, welcher

acht fur die B-Isoform typischen Aminosauren fehlen, oder Mxi, welche eine splice-
Variante von p38a ist, der achtzig c-terminale Reste fehlen und siebzehn neue enthalt.
Allen ist das TGY-Motiv (Threonin-Glycin-Tyrosin) an der Phosphorylierungsstelle inne.
Die p38-MAP-Kinasen spielen eine zentrale Rolle bei der Apoptose, Differenzierung,
zellularem Uberleben, Entziindung und anderen Stress-Antworten. Wahrend die p38a-
und p38B-Isoformen von Pyrinidyl—Imidazolen gehemmt werden kdnnen, zeigen sich
die Isoformen p38y und p38d ihnen gegeriber ,resistent* (Pearson G et al., 2001).
p38a scheint die guominante Isoform in Leukozyten, Epithelzellen und glatten

Gefallmuskelzellen zu sein, wahrend p386 in Makrophagen dominant vertreten ist und
p38y in Skelettmuskulatur (Shieven GL, 2005). Eine vereinfachte schematische

Darstellung ist in Abb. 1 wiedergegeben.

Mitogen-aktivierte Protein-Kinase-Kaskaden

Stimulus Wachstumsfaktoren, Stress, GPCR, Zytokine, Stress,
Mitogene, GPCR Wachstumsfaktoren Wachstumsfaktoren,

Mitogene, GPCR

A-Raf,
MAPKKK B-Raf, c-Raf,

- @

MAPKK MEK1/2

MEKK2,3
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MLK3, TAK
DLK

MKK3/6 MKK4/7 MEKS

Erk5/
BMK1

SAPK/
JNK1,2,3

P38 MAPK

MAPK Erk1/2 alBly/d
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biologische Wachstum, Entziindung, Wachstum,
Antwort Differenzierung, Apoptose, Differenzierung,
Entwicklung Wachstum, Entwicklung

Differenzierung

Abb. 1:
Vereinfachte bildliche Darstellung der MAP-Kinase-Kaskaden. Bild modifiziert nach der
Vorlage in ,www.cellsignal.com/pathways/map-kinase.jsp“



15

1.10 PDO098059

PD098059 (Formel: C16H13NO3. Molekulargewicht 267,3) ist strukturell ein 2-Amino-3-
Methoxyflavon. Es ist ein nichtkompetetiver selektiver und reversibler Hemmer der
MAP-Kinase-Kinasen MEK1 und MEK2 (ERK-Kinasen), ohne einen signifikanten
inhibitorischen Effekt auf die ERK selbst auszuiiben. Die Inhibierung erfolgt durch
selektive Bindung der inaktiven Form von MEK1 und MEK2, wodurch die
Phosphorylierung und damit Aktivierung durch Rafl verhindert wird. Weder andere
MAP-Kinasen noch die bereits phosphorylierten MEK werden hierbei beeinflusst. Die
IC50 (halbmaximale inhibitorische Konzentration) betragt 2 bis 7 uM fir MEK1 und 50
MM fur MEK2 (Alessi DR et al., 1995 und Favata MF et al., 1998).

NH;

OCHjs

Abb. 2. Chemische Strukturformel von PD098059

1.11 SB203580

SB203580 (Formel: C,1H16FN3OS, Molekulargewicht 377,4) ist chemisch 4-(4-
Fluorophenyl)-2-(4-methylsulfinylphenyl)-5-(4-pyridyl) 1H-Imidazol. Es ist ein selektiver
und reversibler zellpermeabler Hemmer der p38-Kinase mit einer IC50 von 34 nM in
vitro bis 600 nM in vivo (Produktinformation der Firma Calbiochem).

Abb. 3. Chemische Strukturformel von SB203580
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1.12 PD09059 und SB203580 in in vitro- und in vivo-Studien

Bekannt ist, dass dauerhaft erhdhter Blutdruck zu einer direkten Proliferation glatter
GefalBmuskelzellen innerhalb der Tunica Media, der Tunica Intima und auch der
Neointima der groRen Gefalle des Menschen fihrt und dies einen wesentlichen
Risikofaktor fur Atherosklerose darstellt. Diesbeziglich ist durch in vitro-Versuche
bekannt, dass glatte GefaBmuskelzellen der Rattenaorta unter Stre3 (kinstlich
erzeugter Druck) proliferieren, und dies mit erhéhten Spiegeln phosphorylierter MAP-
Kinasen einhergeht und dass diese Proliferation durch die MAP-Kinase-Inhibitoren
PD098059 und SB203580 reduziert bzw. ganz gestoppt werden konnte (Tsuda Y et al.,
2002). Ebenso ist bekannt, dass durch andere Substanzen (z. B. durch Proteinkinase
C, Thyrosinkinase, TGF-R3, Indoxyl-Sulfat, PDGF-BB, VEGF etc.) stimulierte glatte
GefalBmuskelzellen der Ratte ebenso proliferieren und diese Proliferation in vitro
wiederum durch PD098059 aufgehoben werden konnte (Yamamoto H et al., 2006 und
Graf K et al., 1997). In in vitro-Migrationsassays (Stimulation von VSMC mit
Sphingosylphosphorylcholin) konnte ein drastische Erh6hung der phosphorylierten
MAP-Kinasen p38 und p42/44 nachgewiesen werden und durch SB203580 ein Stopp
der Migration erreicht werden, wéahrend PD098059 keinen Effekt auf das
Migrationsverhalten aufwies (Li S et al., 2006). Jeweils wurde postuliert, dass die MAP-
Kinase-Kaskaden auf vielen Ebenen miteinander verwoben seien und im Falle einer
Hemmung eines Signaltransduktionsweges somit komplizierte Ablaufe stattfdnden. Es
stellen sowohl die Proliferation als auch die Migration von glatten Gefaldmuskelzellen
entscheidende Schritte bei der Veradnderung der Tunica media und bei der
Neointimaformation dar. 1997 fuhrten Hu et al. Ballonkatheterverletzungen an
Rattenkarotiden durch und bewiesen eine ERK- und JNK-Aktivierung innerhalb der
Arterienwand und gesondert der Neointima zu entsprechenden Zeitpunkten nach der
Intervention innerhalb gepoolter Proben (Hu Y et al., 1997). Hier wurde die signifikante
Rolle der MAP-Kinasen bei der Regulation von Muskelzellen aus der Tunica media und
der Tunica intima nach Ballonkatheterverletzung bei Ratten hervorgehoben und eine
maogliche klinische Rolle auch beim Menschen nahegelegt. Bis zu diesem Zeitpunkt
wurde die p38-Kinase-Kaskade diesbeziiglich nicht untersucht. Aufgrund der ineinander
verwobenen MAP-Kinase-Kaskaden lag jedoch nahe, dass ebenso dieser Weg eine

Rolle spielen wiirde. Eine medikamentdése Hemmung hatte noch nicht stattgefunden.
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2. FRAGESTELLUNGEN

Konnen die Methoden (die eigentliche Operationsmethode, die Entnahme der Gefal3e
zum Totungszeitpunkt, die Aufarbeitung im Rahmen der Histologie / Immunhistologie,
die mikroskopischen Vermessungen, die Aufarbeitung fir den und Durchfihrung des
Western blot) an unserem Institut erlernt werden und kann die Neointimaproduktion

reproduziert werden?

Welche histomorphologischen Veranderungen konnen mittels konventioneller
Mikroskopie nach einer Ballonkatheterverletzung der Ratte in Bezug auf die Tunica

adventitia, die Tunica media und die Tunica neointima festgestellt werden?

Hat die einzeitige lokale und niedrigdosierte Applikation des MEK-Inhibitors PD098059
eine morphologische Wirkung auf das Lumen, die Tunica media und / oder die Tunica

neointima?

Hat die einzeitige lokale und niedrigdosierte Applikation des p38-Inhibitors SB203580
eine morphologische Wirkung auf das Lumen, die Tunica media und die Tunica

neointima?

Hat die kombinierte, einzeitige, lokale und niedrigdosierte Applikation der MEK- / p38-
Inhibitoren PD098059 und SB203580 eine synergistische / additive Wirkung auf das

Lumen, die Tunica media und die Tunica neointima?
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3. METHODEN UND MATERIALIEN

3.1 MATERIALIEN
3.1.1 Materialien zur Operation:
3.1.1.1 Instrumente und Gerate:

Anatomische Pinzette (Nr. BD222R, Aesculap, Braun)
Anatomische Pinzette (Nr. BDO43R, Aesculap, Braun)
Biroklammern aus Kupfer

Chirurgische Pinzette (Nr. BD533R, Aesculap, Braun)
Kurzhaarrasierer, Karstadt

Mikrofederschere (Nr. FDO12R, Aesculap, Braun)
Nadelhalter (Nr. BMO15R, Aesculap, Braun)
Préaparierschere (Nr. BC590R, Aesculap, Braun)
Styroporplatte

Warmematte bis 40°C, Karstadt, Deutschland

3.1.1.2 Verbrauchsmaterialien:

Injektionsspritzen (Inject®-H 1 ml, Luer Solo, Braun Melsungen AG; Nr. 9166254V)
Injektionskantlen BD Microlance™3; 0,45x13 mm (Nr. 303800 Becton Dickenson
GmbH)

Fogarty-Embolektomiekatheter (2 French) (Nr. 120602F, Baxter, Unterschleil3heim)
Haushalts-Aluminiumfolie

Skalpell (Feather scalpel, No 21; Feather safety razor Co. Itd., Japan; Nr. GRF-2975Nr.
21)

Vacutainer Systems, 0,8 x 19 x 178 mm, 21 gauge (Nr. 367261 Becton Dickenson
GmbH)

Infusionssystem (Nr. 2886532 Fresenius-Kabi AG, Bad Homburg, Deutschland)
Nahtmaterial Vicryl Plus 3/0 (Nr. VCP416, Ethicon, Johnson & Johnson)

Nahtmaterial Vicryl rapide 4-0 (Nr. V2920, Ethicon, Johnson & Johnson)

3.1.1.3 Reagenzien und Chemikalien
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Isopropanol 100%

PD098059, Calbiochem-Novabiochem:, Es wurde eine Stammlésung in der

Konzentration von 50 mM in DMSO geldst hergestellt, die in einer Konzentration
von 200 puM in 0,1 ml Pluronic Gel appliziert wurde.

Pentobarbital-Natrium, Sigma (Nr. P-3761)

Pluronic 127 Prill, BASF, Mount Olive, NJ, USA: 12,5 g Pluronic 127 Prill wurden in 50
ml PBS without Ca?*/Mg?* bei 4°C steril gelost.

SB203580, Calbiochem-Novabiochem: Es wurde eine Stammldsung in der
Konzentration von 25 mMolar in DMSO geldst hergestellt, die in einer

Konzentration von 60 uM in 0,1 ml Pluronic Gel appliziert wurde.

3.1.2 Materialien fir die Histologie und Immunhistologie:

3.1.2.1 Instrumente und Gerate
Entwésserungsautomat Histokinette (Reichert Jung
Mikroskop (Axioskop 40, Zeiss)

Mikrotom HM 355 (Microm)

Trockner fur Objekttréager (Medax)

Videokamera F15 HS (Panasonic)

Warmeschrank (60° C), Heraeus Instruments

3.1.2.2 Antikorper:

Anti — Maus - Ig - POD, Boehringer Mannheim GmbH (Nr. 1317377)

Anti — rabbit - Ig - POD, Dianova, (Nr. 111-035-003)

Ets-1, polykl. AK, Santa Cruz Biotechnology Inc., (Nr. sc-350)

Phospho-p38 MAP-K (Thrl80/Tyrl82) polykl. AK, New England Biolabs Inc., (Nr.
92115S)

Phospho-p42/44 MAP-K (Thr202/Tyr 204) monokl. AK, New England Biolabs, (Nr.
9106S)

sm a-Actin — monoklonaler AK, Biotrend Chemikalien GmbH, (Nr. PDM003)

3.1.2.3 Verbrauchsmaterialien
Deckglaser Nr. 1, 18 x 18 mm, Merck KGaA, Deutschland
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Eukitt mounting medium, Nr. 15320, Electron Microscopy Sciences

Feuchtkammer fur die Immunhistologie: Eigenbau
Objekttrager, Menzel-Glaser, Deutschland
Objekttragerkasten, Kobe, Marburg, Deutschland

Superfrost-Objekttrager, Menzel-Glaser

3.1.24 Citratpuffer fur die Immunhistologie:
21 g Citronensauremonohydrat und 29,41 g Natriumcitrat-2-H,O pro Liter, pH6.

3.1.3 Materialien fir die Zellkultur:

3.1.3.1 Instrumente und Gerate

Brutschrank BB16CU, Heraeus instruments, (Nr. 51008334)

Ultraturrax T25, Janke & Kunkel, Staufen i. Br., Deutschland (Nr. 339033)
Zellkulturwerkbank Gelaire, Flow Laboratories, Modell BSB4 (Nr. 11765)

3.1.3.2 Verbrauchsmaterialien

Cellscraper, BD Falcon™, 18/1,5 cm, 353085

Kulturflaschen mit Filter, Nunc GmbH & Co. GK, Wiesbaden, Deutschland

Medien fur ECV 304 (ECACC, Salisbury, USA):
Medium 199 Earle ohne L-Glutamin. Zusatze: 1 % Penicillin / Streptomycin,
Cambrex Bio Science, Verviers, Belgien, 1 % L-Glutamin (200 mM), 10 % FCS
Biochrom AG, Berlin, Deutschland.

Medien fur A7R5-Zellen:
DMEM, Biochrom AG, Berlin, Deutschland + 4,5 g/l Glukose + 1,5 g/l NaHCO3; +
4 mM L-Glutamin + 1 mM Na-Pyruvat + Pen/Strep 10.000 U/ml + 10 % FCS.

Medien fur HUVEC-Zellen:
ECGM mit Supplement Mix, PromoCell GmbH, Heidelberg, Deutschland.

PBS mit Mg**/Ca?*, Biochrom AG, Berlin, Deutschland

PBS ohne Mg?*/Ca?*, Biochrom AG, Berlin, Deutschland

TPA, Sigma, Deutschland

Trypsin, Bio Whittaker, Verviers, Belgien
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3.14 Materialien fiir den Western blot

3.14.1 Instrumente und Gerate

Elektrophoresekammer (Kammer, spacer, Kdmme) Bio-Rad

Filmkassette Kodak

Mikroplate reader MRX, Dynex technologies, USA.
Photoentwicklermaschine Kodak XOMAT 5000 RA Processor (Nr. 171-9004)
Software Revelation 3.0, Dynex technologies, USA.

Whatman Fastblot B43, Biometra (Nr. 015-100)

3.1.4.2 Reagenzien, Lésungen und Chemikalien

Lyse-Puffer: 20 mmol/l HEPES, 2 mmol/l EGTA, 1 mmol/l NazVOy4, 1 % Triton X 100, 50
mmol/l NaH,PO,4, 1 Tabl. Complete pro 10 ml Puffer, Aqua dest..

Bio — Rad DC Protein Assay, Bio — Rad Laboratories, CA, USA
Reagent A (Nr. 500-0113), Reagent B (Nr. 500-0114), Reagent S (Nr. 500-0115).

BSA, Sigma, Deutschland.

4 x Probenpuffer nach Laemmli: 250 mM TRIS, 40 % Glycerol (mit HCI auf pH 6,75
eingestellt), 8 % SDS, 20 % R-Mercaptoethanol, 0,006 % Bromphenolblau.

Ponceau S, Sigma (Nr. P7767)

TEMED, Sigma (Nr. T8133)

Tween 20, Roth (Nr. 9127.2)

Laufpuffer nach Laemmli: 15 g Trisbase (25 mM), 72 g Glycin (192 mM), 5 g SDS
(0,1 %), Aqua dest. ad 5 I.

Transferpuffer: 25 mM Tris, 150 mM Glycin, 10 % Methanol, pH 8,3.

Sammelgel: 835 ul AA / BAA (30:0,8), 1,25 ml 0,5 M Tris pH 6,8, 25 pl 20 %iges
SDS, 2,89 ml Aqua dest., 50 pl 10 %iges APS, 5 ul TEMED.

Trenngel: 5 ml AA / BAA (30:0,8), 3,75 ml 1,5 M Tris pH8,8, 75ul 20 %iges SDS,
6,175 ml Aqua dest., 150 ul 10 %iges APS, 15 pl TEMED.

Waschpuffer: 1 x TBS und 0,5 % Tween 20.

10 x TBS: 200 mM Tris und 1,5 M NaCl auf pH 7,5. Fur 500 ml sind das 100 ml 1M
Tris, 150 ml 5M NaCl und Aqua dest. Ad 500.

Blocking grade blocker, non-fat-dry-milk, zur Blockade unspez. Proteinbindungen
Biorad (Nr. 170-6404), CA, USA: 5 % Milchpulverin 1 x TBS (2,5 g in 50 ml).
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Blocking grade blocker zur AK — Inkubation (s.0.): 0,5 % Milchpulver in 1 x TBS

(=0,025 g in 5 ml).
ECL — Reagenz 1 und 2, Amersham pharmacia biotech, NJ, USA (Nr. RPN 2109)

3.14.3 Verbrauchsmaterialien

96-Loch Mikrotiterplatte, Nunc, Wiesbaden, Deutschland (Nr. 269620).
Eppendorfréhrchen, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Mikrotippipetten, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

3 MM Whatmanpapier, Schleicher & Schuell, (Nr. GB002)
Nitrozellulosefilter 45 pum, Schleicher & Schuell

Hyperfilm — ECL, Amersham Pharmacia Biotech, NJ, USA (Nr. RPN2114)

3.2 METHODEN

3.2.1 Zellkulturexperimente

A7r5-Zellen sind eine immortale Zellinie von aortalen glatten GefalBmuskelzellen der
Ratte. Die relativ langsam proliferierenden Zellen wurden in 80 cmz2-Kulturflaschen bei
37° C, 5% CO, und 100% Luftfeuchtigkeit im Brutschrank zur Konfluenz gebracht. Zwei
mal wochentlich wurde das Medium gewechselt. 24 Stunden vor der Stimulation wurden
sie auf 0,1% FCS gesetzt, um eine Hintergundstimulation der MAP-Kinasen durch
Serum zu minimieren. Die Stimulation bestand darin, den Zellrasen je zehnmal quer
und langs mit der Ecke eines Zellschabers unter leichtem Druck zu zerkratzen, um eine
mechanische Lasion zu simulieren, so dass eine auch makroskopisch sichtbare
Verletzung stattfand. Vor dem Ernten wurde das Kulturmedium abgesaugt und der
Monolayer zweimal mit PBS gespuilt. Anschliel3end Zugabe von 500 pl Lyse-Puffer. Die
Ernte erfolgte mit dem Zellschaber nach 0, 1, 5, 10, 15, 20 und 30 min. Dieses
Kratzmanéver dauerte insgesamt ca. funf Sekunden an. Das Abschaben der Zellen
dauerte insgesamt circa 10 sec. Die Zellsuspension wurde im Ultraturrax mit 24.000
U/min unter Kiihlung 1 min bei 4° C homogenisiert. Nach Zentrifugieren bei 1200 U/min

uber 5 min und bei 4° C wurde der Uberstand bei -80° C eingefroren.
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ECV 304-Zellen: Es handelt sich um stark proliferative Zellen, die urspriinglich als

.Sspontan transformierte Endothelzellen der Umbilikalvene eines neugeborenen
Japaners von 1984 beschrieben wurden (Takahashi et al., 1990). DNA-
Untersuchungen haben allerdings gezeigt, dass es sich bei den Zellen wahrscheinlich
um Derivate der Urothelcarcinomzellinie T-24/83 handelt und diese damit einen
epithelialen Zelltyp darstellen (Suda et al., 2001; Brown et al., 2000). Das Wachstum
der Zellen war erheblich schneller als bei den A7r5-Zellen und somit war auch die
Konfluenz der Zellen schneller erreicht. Fur den Westernblot wurden die Zellen in

gleicher Weise, wie fur die A7R5-Zellen beschrieben, geerntet.

Endothelzellen von humanen Umbilikalvenen (human umbilical vein endothelial cells =
HUVEC): Der Bezug von frischen Nabelschniren erfolgte tber die Entbindungsstation
der Gynakologie des Hauses. Die Aufbewahrung erfolgte in sterilem PBS bei 4° C Uber
maximal sechs Stunden. Die Nabelschnur wurde entnommen, mit Kleenex gereinigt und
mit PBS durchgespult, um das restliche Blut zu entfernen. Um die HUVEC
herauszulésen wurden nun mittels Venenverweilkanile 10-20 ml 1,25 %iges Trypsin in
die vorn und hinten abgeklemmte Vene gefillt und Gber 30 min im Brutschrank
inkubiert. Durch Kneten der Nabelschnur und anschlieRendes Loésen einer Klemme und
Nachspulen mit 10 ml PBS konnte die Zellsuspension in einem Falconréhrchen
aufgefangen und bei 900 U/min. bei RT Uber 10 min. zentrifugiert werden. Der
Uberstand wurde abgesaugt, das Zellsediment mit 10 ml ECGM resuspendiert und auf
zwei 25 cm2-Kulturflaschen verteilt. Am Folgetag wurden die Uberstande abgesaugt,
zweimal mit PBS ohne Ca*/Mg?* gewaschen und die Zellen mit frischem Medium
versorgt. Alle zwei Tage erfolgte der Mediumwechsel. Die Konfluenz war nach ca. vier
Tagen erreicht.

3.2.2 Aufarbeitung von Zellen und Geweben zur weiteren Verarbeitung

Fur die Aufarbeitung der Arterien zum Western blot wurden die gefrorenen Gefal3e im
flussigen Stickstoff mit Morser und Stél3el zermahlen und anschlief3end in 1,5 ml eines
Phosphataseinhibitor-Proteinaseinhibitor-Proteinextraktionspuffers (s. auch im Tell
Material) aufgenommen. Hierzu wurde das Pulver tber 30 sec. unter Kithlung bei 4° C
mit dem Ultraturrax in diesem Puffer homogenisiert. Nach jeder Verarbeitung einer
Probe wurden die Gerate (Stol3el, Morser, Ultraturrax) gereinigt und getrocknet, um
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eine anschlieRende Kontamination zu vermeiden. Danach wurden die Proben bis zur

Verarbeitung im Westernblot nochmals gevortext, in Aliquots aufgeteilt und bei —80° C

in Eppendorfrohrchen gelagert.

3.2.3 Die quantitative Proteinbestimmung

Die BSA — Standardreihe enthielt 0, 1, 5, 10, 20, 50 und 80 pg Protein pro pl. Die
gemessenen Proben lagen zwischen den Standardwerten. Verwendet wurde der Bio-
Rad Protein Assay nach dem beiliegenden Protokoll. Eine 96-Loch Mikrotiterplatte
wurde mit den Proben und den Bio-Rad-Reagenzien beschickt. Die Standardkurve
wurde mittels der Software (Revelation 3.0, Dynex technologies, USA) auf cubic spline
gestellt. Die Messung erfolgte im Mikrotiterplattenlesegerat bei 750 nm. Entsprechend
der ausgedruckten Ergebnisse wurden die Proben fir den Westernblot verdinnt, so

dass pro Tasche genau 20 pg Protein aufgetragen wurden.

3.24 Western blot

Der Western blot dient dem Nachweis spezifischer Proteine mittels Antikdrpern nach
Auftrennung durch Elektrophorese. Hierbei wird die zu untersuchende Proteinprobe in
einem SDS-PAA-Gel elektrisch aufgetrennt. Nachfolgend werden die aufgetrennten
Proteine vom Gel elektrisch auf eine Nitrocellulosemembran transferiert (blot). Diese
Membran wird mit dem gegen das nachzuweisende Protein gerichteten Antikorper
inkubiert. In einem zweiten Inkubationsschritt bindet ein zweiter peroxidasegekoppelter
Antikdrper an den Primarantikérper. Mittels einer Detektionsreaktion kann nun eine
Chemolumineszenz hervorgerufen werden, mit welcher sich Banden durch
Autoradiographie darstellen lassen.

Das Gel: Die Gelplatten wurden vor Gebrauch mit NaOH, Ethanol und Aqua dest.
gereinigt. Die Gelmischung wurde mit einer Spritze und einer Kanule zwischen die
beiden Platten eingefullt. Das Gel bestand aus einem Trenn- und einem Sammelgel.
Zuerst wurde das Trenngel bis 5 mm unterhalb des Kammes gegossen. 90 sec. danach
wurde dieses mit einem Isopropanol-Wasser-Gemisch (1:4) tberschichtet. Nach ca. 10

min. war die Polymerisation abgeschlossen. Die Flissigkeit wurde mit einem
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Whatmanpapier abgesaugt. Nun wurde das Sammelgel gegossen und der Kamm

eingesetzt.

Die Elektrophorese: 20 pug Protein wurden pro Geltasche eingesetzt. Dazu gab man ein

Viertel der Mange an 4 mal Probenpuffer nach Laemmli. Vor dem Beladen wurden die
Proben, sowie die Molekulargewichtsmarker fur drei min. bei 95° Celsius gekocht. Das
Gel wurde nach Entfernen des Kammes mit Hilfe von Gel-Ladertips beladen und bei 90
Volt laufen gelassen, bis die blaue Lauffront das Ende des Trenngels erreicht hatte.

Der Transfer auf die Nitrocellulosemembran: Das Gelsandwich wurde aus der

Apparatur ausgebaut und in eine Wanne mit Transferpuffer gelegt. Funf
Whatmanpapiere, die die gleiche GroRe wie die des Gels hatten, wurden im
Transferpuffer getrankt und auf die Anode gelegt. Luftblasen wurden ausgerollt. Nach
dem Auseinanderbauen der Platten wurde das Gel auf die Whatman-Papiere
aufgebracht und wiederum mit funf transferpuffergetrankten Whatman-Papieren
bedeckt. Nach Verschluss der Apparatur wurde unter laufender Wasserkihlung mit

maximal 5 mA/cm? Gelflache und maximal 10 Watt geblottet. Blot-Dauer: zwei Stunden.

Proteinfarbung: Abbau der Apparatur. Danach Farbung mit Ponceau S uber 30 sec.
Herauswaschen der Farbe, bis nur noch die Proteinbanden sichtbar waren. Kopieren
der Blots als Kontrolle fur den gleichméaigen Proteinauftrag und zur
Proteingro3enbestimmung mittels der GroRenstandards. Die Lauffronten wurden auf
der Nitrocellulosemembran mit Bleistift beschriftet.

Blockade der unspezifischen Proteinbindungen: Die GroRenstandards wurden

abgetrennt und aufbewahrt. Uber 90 min wurde auf dem Schiittler mit 5% Milchpulver in
1 mal TBS bei RT inkubiert.

Waschen: Drei mal Uber jeweils 5 min bei RT mit 0,5% Tween/TBS und dreimal mit TBS
auf dem Schittler.

Inkubation mit dem Primarantikdrper: Konzentrationen: 0,1-1 pg/ml. Insgesamt 5 ml
Inkubationsflissigkeit (0,5% Milchpulver/TBS). Inkubationszeit 45 min bei RT oder Uber
Nacht bei 4° C auf dem Schittler.

Waschen: Wie oben.

Inkubation mit dem Sekundé&rantikérper: Anti-rabbit-POD wurde 1:5000-1:10000, anti-
mouse-POD 1:750 in 0,5% Milchpulver/TBS eingesetzt. Inkubationszeit 45 min bei RT.
Waschen: Wie oben.
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Detektionsreaktion: ECL-Reagenz 1 und 2 wurden im Verhéltnis 1:1 gemischt. Die Blot-

Membranen wurden nach dem Trocknen 1 min in dem Reagenzgemisch inkubiert. Nach
erneutem Trocknen wurden die blots zigig zwischen Overheadfolien in die
Rontgenkassetten gelegt und in der Dunkelkammer dem Film zwischen 15 sec und 5

min exponiert. Entwicklung im automatischen Filmentwickler.

3.2.5 Tierhaltung, Tierantrag

Bei den Versuchstieren handelte es sich um Sprague-Dawley-Ratten (erstmals 1945
gezuchtete Inzucht-Albinorasse), die in einem vollklimatisierten Tierstall bei einer
Luftfeuchtigkeit von 60 £ 15% und einer Raumtemperatur von 22 + 2° C gehalten
wurden. Die Unterbringung erfolgte in Gruppen bis zu vier Tieren in Makrolonkafigen
auf Weichholzgranulat, welches zweimal wéchentlich gewechselt wurde. Es wurde
pelletiertes Standardfutter (Altromin 1314) und Leitungswasser in Nippeltranken ad
libitum angeboten. Der Tag- / Nacht-Rhythmus wurde im zwolf-Stunden-Abstand mit
kunstlichem Licht aufrechterhalten. Die Durchfihrung des Tierversuchsvorhabens war

unter dem Aktenzeichen G0132/99 genehmigt.

3.2.6 Die Operationsmethode der Ballonkatheterverletzung

400 bis 450 g schwere Sprague-Dawley-Ratten wurden mit 65 mg/kg KG Pentobarbital
intraperitoneal mit einer dinnen 1 ml Spritze anasthesiert. Ca. funf Minuten nach dem
Beginn der Anéasthesie wurde die Ratte am Hals rasiert und auf dem Rucken liegend
auf einer Styroporplatte an den Extremitaten derart fixiert, dass der Kopf der Ratte
dabei zum Operateur zeigte. Der Hals wurde mit 70% Athanol desinfiziert.
Anschliel3end folgte der mediansagittale Hautschnitt Uber 2,5 cm vom Beginn des
Manubrium sterni an kopfwarts. Die darunter liegende Faszie und das ca. 1 mm dicke
Fettgewebe wurden in sagittaler Richtung durchtrennt. Die nun sichtbare rechte
Speicheldriise wurde mobilisiert und mit einer aufgebogenen Biuroklammer zusammen
mit der Haut nach rechts gezogen, um das Operationsgebiet zu vergréf3ern. Ebenfalls
mit einer Buroklammer hielt man den M. sternocleidomastoideus nach rechts. Der nun

sichtbare Musculus omohyoideus, der in der Aufsicht direkt Uber der Teilungsstelle der
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Arteria carotis communis (ACC) in die Arteria carotis interna (ACI) und die Arteria

carotis externa (ACE) liegt, wurde von dem ihn begleitenden Musculus sternohyoideus
abprapariert, in der Mitte durchtrennt und vom Os hyoideum abgeschnitten, so dass nun
die Sicht auf die Bifurkation frei wurde. Anschlie3end konnte man vorsichtig mit zwei
Pinzetten die die Arterien begleitenden Nerven (N. vagus, N. phrenicus und N. facialis)
von den GefalRen abpraparieren, ohne sie mit der Pinzette zu greifen oder zu
durchtrennen, indem man die Pinzetten geschlossen zwischen ihnen einfihrte und
dann beim Herausziehen spreizte. Nun wurde ein Faden zwischen der ACI und der
ACE zur Halfte eingezogen und unter der ACC nach links wieder hindurchgefihrt
(Faden 1). Ein weiterer Faden wurde zur Halfte am proximalen Ende der ACC unter der
Arterie durchgezogen und mit einem Knoten versehen, so dass eine grof3e Schlaufe
entstand (Faden 2). Auch um die ACE wurden zwei weitere Faden geschlungen; der
eine wurde direkt an der Bifurkation platziert und mit einem doppelten Knoten versehen,
jedoch noch nicht verknotet (Faden 3), der andere diente zur Ligatur der Arterie distal
der Bifurkation. Die Faden 1 und 2, die zum kurzfristigen Unterbinden des Blutstromes
wéahrend des Ballonkathetermandvers dienten, wurden nun mittels eines 2,0 g
schweren Gewichtes in Flaschenzugmanier angezogen. Nun wurde die etwa 1 bis 1,5
mm lange Strecke der ACE mittig mit einer Irisschere inzidiert und ein 2F Fogarty-
Embolektomiekatheter durch die ACE in die ACC eingefiihrt. Nach erfolgreichem
Einfadeln des Katheters konnte man vom Faden 2 wieder den Zug nehmen. Der
Ballonkatheter wurde Uber die gesamte sichtbare Lange der Arterie unaufgeblasen
vorgeschoben, dann mit 0,25 ml Luft auf eine konstante Grol3e aufgeblasen und bis zur
Bifurkation zurtickgezogen. Dieser Vorgang wurde funfmal wiederholt. Dann wurde
Faden 2 wieder angezogen, der Katheter aus der Arterie gezogen, Faden 3 proximal
des Einschnittes verknotet und der Zug von den Faden 1 und 2 wieder genommen. Der
Blutstrom konnte nun ungehindert durch die ACC in die ACI eintreten. Die ACE blieb
dauerhaft verschlossen. Die lockeren Faden wurden entfernt, die verknoteten
abgeschnitten. Es folgte die Applikation von 100 pl des Pluronic F127-Gels mit oder
ohne Wirkstoff. Die Wunde wurde mit 6 bis 8 Einzelknopfnéahten verschlossen und mit
einer jodhaltigen Alkoholl6ésung betupft.

Das Anziehen des Fadens 2 hatte eine Langsdehnung der ACC zur Folge bei einer
kurzfristigen Verlangerung der Arterie um ca. 15%. Alle anderen Faden hatten keinen
solchen Effekt.
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Der gesamte Vorgang vom Beginn der Narkose bis zum Ende des Wundverschlusses

dauerte zwischen 25 und 40 min. Die Ratte wurde dann wieder in den von unten durch
eine Warmematte beheizten Kafig zurickgesetzt, noch zwei weitere Stunden
beobachtet und anschlieBend unter Standardbedingungen im Tierstall bis zum
Totungszeitpunkt weiter gehalten. Die Ratten brauchten etwa vier Stunden, um wieder
vollkommen zu erwachen und ca. zwei Tage bis zur vollstandigen Erholung von dem
Eingriff, wobei in der Regel die Trinkwasseraufnahme am gleichen Tag, die
Futteraufnahme am néachsten Tag wieder erfolgte. Dabei waren in einem Zeitraum von
bis zu zwei Wochen nach der Operation keine klinischen Anzeichen fiir eine zentrale
und/oder periphere Durchblutungsstérung, im Sinne von direkten bzw. indirekten
Operationsfolgen, zu erkennen. Sekundare Wundheilungsstérungen oder postoperative
Blutungen traten nicht auf. Siehe hierzu auch die Abbildungen 4a - 4c¢ zum
anschaulichen Vergleich.

Ausgewertet wurde fur folgende Behandlungsgruppen jeweils genau vierzehn Tage
nach der Ballonkatheterverletzung: a) Kontrollarterie (nicht manipulierte und
unbehandelte kontralaterale ACC), b) Ballondilatation ohne Pluronic-Gel, c)
Ballondilatation mit Pluronic-Gel, d) Ballondilatation mit Pluronic-Gel und SB203580, e)
Ballondilatation mit Pluronic-Gel und PD98059, f) Ballondilatation mit Pluronic-Gel,
PD98059 und SB203580.
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Abb. 4a

Abb. 4b

Abb. 4c

Abb.4a-4c: Veranschaulichung der Operationsmethode. Abb. 4a: Hier ist die ACE bereits
unterbunden (1), die ACI umschlungen (2) und ein Faden um die ACE zur Unterbindung post
interventionem vorgeknotet (3). Das Blut fliel3t weiter durch die ACC (4) in die ACI (nicht
sichtbar). 5 und 6 markieren die rechte und linke Glandula submandibularis, 7 zeigt auf die
ACE. Abb. 4b: Der 2 F Fogarty-Embolektomiekatheter (8) ist durch die ACE eingefuhrt und
wird nicht dilatiert (9=Ballon) vorgeschoben. 1 unterbindet kurzfristig die Blutzufuhr. Abb. 4c:
Endotheldenudierung durch Zuriickziehen des inflatierten Ballons (10).
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3.2.7 Herstellung und Lagerung des Pluronic Gel

12,5 g Pluronic Prill 127 wurden in 50 ml sterilem PBS (ohne Ca** und Mg**) bei 4°C
vermischt und im Kuhlschrank bei 4°C gelagert.

3.2.8 Herstellung der Stammlésungen von SB203580 und PD098059 und der
wirkstoffhaltigen Gele

PD098059 wurde in 374 pl DMSO gelost (50 mM). SB203580 wurde in 106 ul DMSO
geldst (25 mM). Fur SB203580 wurde eine Konzentration von 60 pM angestrebt, also
2,4 pl in 1 ml Pluronic Gel, wovon dann spater 0,1 ml appliziert werden sollten. Fuer
PD098059 wurde eine Konzentration von 200 uM festgelegt, also 4,0 pl in 1 ml Pluronic
Gel, wovon dann ebenfalls 0,1 ml appliziert werden sollten. Bei der Herstellung fur die
Kombination der beiden Substanzen SB203580 und PD098059 in Pluronic Gel wurden
4,0 ul PD098059 und 2,4 ul SB203580 in 1 ml Pluronic Gel vermischt, wovon ebenfalls
0,1 ml appliziert werden sollte.

Aufgetragen wurden also 0,1 ml des jeweiligen Gels. Die Ansatze muldten eine
Temperatur von 4°C bis 8°C haben, da sie bei Raumtemperatur beziehungsweise
Kdrpertemperatur in einer geleeartigen Konsistenz erstarrten. Somit wurden sie bis zur

Applikation kuehl gehalten und erstarrten beim Applizieren auf der ACC.

3.2.9 Entnahme und Konservierung der Arterien zur weiteren Verarbeitung

Zu den verschiedenen Zeitpunkten wurden die Arterien der operierten Seite und der
kontralateralen Seite fur die Histologie (Immunhistologie, konventionelle Histologie und
zur Histomorphometrie) und fur die Proteinbestimmung unterschiedlich entnommen und
weiter konserviert. Zur Gefaldentnahme fir die histologische Analyse wurden die Tiere
14 Tage nach Verletzung der ACC durch intraperitoneale Injektion einer Uberdosis
Pentobarbital getotet. Exakt bei Sistieren des Herzschlages erfolgte die Eréffnung des
Abdomens, das Durchtrennen des Diaphragmas und das Einlegen einer Kanule in den
linken Ventrikel des Herzens. Unter dem Druck einer Wasserséaule von 75 cm erfolgte
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die Infusion von 4% Paraformaldehydlésung (PFA). Nach Beginn der Infusion wurde die

Vena cava inferior durchtrennt, sodass das Gefal3system mit der PFA-LOsung
durchspilt wurde. Dies hatte zur Folge, dal3 die Arterien in situ fixiert wurden, ohne
durch Zusammenschnurren und/oder Zusammenfallen das morphometrische Ergebnis
zu verfalschen. Nach Entnahme der Arterien wurden diese 12 Stunden in PFA inkubiert
und dann in kleinen Glasflaschchen mit 80%igem Ethanol gelagert.

Fur die Proteinbestimmungen mittels Western blot wurden die Tiere ebenfalls mit
Pentobarbital betaubt. In Narkose erfolgte die Entnahme der Arterien. Diese wurden in
TBS gewaschen und sofort in flussigem Stickstoff eingefroren. Hierbei wurde ganz
bewusst auf schnelle Verarbeitung geachtet (Entnahme der Arterien in weniger als 60

sec) und eine Dehnung der Gefal3e vermieden. Die Lagerung erfolgte bei —80° C.

3.2.10 Histologie und Farbungen

Die dber 12 Stunden in Paraformaldehyd fixierten ACC der Ratten wurden
anschlieBend in  80%igem Ethanol aufbewahrt und danach in den
Einbettungsautomaten Uberfihrt. Hier erfolgte die schrittweise Paraffinisierung. Nach
Abschlul?3 des Paraffinisierens wurden die Arterien mit Neointimabildung bei 60° C in
der Mitte durchtrennt und mit der mittleren Schnittstelle nach unten im Paraffinblock
aufrecht stehend zusammen mit der kontralateralen Arterie der gleichen Ratte
eingebettet, sodass die GefalRe im 90° Winkel angeschnitten werden konnten. Nach
langsamem Abkuhlen konnten die Schnittblocke nun bei —20° C gelagert werden.

Vor dem Schneiden am Mikrotom erfolgte die Abkuhlung in flissigem Stickstoff Gber 30
sec. Danach wurden die Arterien in 3 bis 5 um dicken Schichten geschnitten. Unter dem
Mikroskop erfolgte immer wieder die Kontrolle der Neointimadicke an den ungefarbten
Praparaten. Insgesamt wurden pro einzelnem Praparat geschatzte 50 Schnitte beurteilt.
Bei kaum noch nachweisbarer Neointima wurde abgebrochen. Die Schnitte trockneten
auf einer Warmeplatte bei 40° C tiber 30 min. Uber Nacht trockneten sie bei 60° C auf
dem Objekttrager. Danach wurden die Schnitte fir verschiedene Farbungen vorbereitet,
welche vom Farbeautomaten vorgenommen wurden. Diese Farbungen beinhalteten
Hamatoxylin, Hamatoxylin und Eosin (HE), Sirius Red und Azan. Ein weiterer Tell
verblieb fur immunhistochemische Farbungen auf speziellen Objekttragern (Superfrost).
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3.2.11 Histomorphometrie

Die HE-gefarbten histologischen Schnitte der ACC wurden unter einem Mikroskop
(Axioskop, Zeiss, Germany) mit einem 10er Objektiv betrachtet. Aus den vorliegenden
Praparaten wurden mittels subjektiver optischer Beurteilung diejenigen mit der
maximalen Neointimaflache ausgewahlt. Aus diesen wurden sechs Arterien
ausgemessen. Dazu wurde das mikroskopische Bild tber eine Kamera (Panasonic F15
HS) eingefangen und auf einen Bildschirm bertragen. Uber ein
Bildverarbeitungssystem erfolgte das Digitalisieren der mikroskopischen Bilder der
Querschnitte der Arterien. Am digitalisierten Bild wurden, durch manuelle Fiihrung des
Mauszeigers, die Lamina elastica externa, die Lamina elastica interna und das innerste
Lumen umfahren und die daraus resultierenden Flachen in um2 angegeben. Durch
Abziehen der Flachen voneinander erhielt man dann getrennte Werte in umz2 fur die
Media, die Neointima und das Lumen. Aus dem Quotienten der Neointimaflache und
der Mediaflache wurde die so genannte Neointima:Media-Ratio gebildet. Dieser
Quotient sollte zum Einen Artefakte, die durch unterschiedliche Gréf3en der Ratten
zustandgekommen waren, eliminieren, zum Anderen methodische Artefakte ausrdumen
(durch nicht ganz rechtwinkliges Anschneiden hétten die Flachen ovaler und damit auch

grofer sein kdnnen).

3.2.12 Immunhistologie

Deparaffinieren und Hydrieren: Xylol 20 min (1. Gefall) und 10 min (2. GefaR).
Isopropanol 96% 3 min, Ethanol 80% 3 min, Ethanol 70% 3 min, Ethanol 50 % 3 min,
PBS 10 min. Objekttrager in mikrowellenfestes Gerat stellen und im Citratpuffer (s. 0.) 5
min in der Mikrowelle kochen. Nach vorsichtigem Abkihlen 5 min in PBS waschen.
Endogene Peroxidase mit folgender Losung herauswaschen: 3 ml Methanol, 3 ml
Perhydrol, 24 ml PBS. Zweimal 5 min in PBS waschen. Objekttrager (OT) mit 10%
FCS/PBS 60 min bei 4°C inkubieren. Blockingserum absaugen. Mit primarem
Antikdrper (AK) Uber 60 min bei RT oder tUber Nacht bei 4° C inkubieren. Waschen: 2
mal mit 0,5% PBST (PBS und 0,5% Tween) und 1 mal mit PBS uber jeweils 5 min. Uber

30 min mit sekundarem Antikdrper (anti-rabbit-Peroxidase = POD oder anti-mouse-
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POD) inkubieren. Waschen wie oben beschrieben. Mit DAB (Diaminobenzidinlésung)

15 min. inkubieren. Mit Aqua dest. waschen. Mit Hamatoxylin 2 min farben und mit
Aqua dest. abspulen, anschlieBend 1 min in lauwarmem Leitungswasser inkubieren,
dreimal mit Aqua dest. abwaschen. Dehydrierung: 20 sec. in 95% Ethanol, 20 sec in

100%igem Ethanol, 20 sec in Xylol. Zugiges Eindecken mit zwei Tropfen Eukitt®.

3.2.13 Statistische Auswertung

Die histomorphologischen Ergebnisse (Endpunkte = jeweils Flachen in um2 fir Tunica
media, Neointima und Lumen, auRerdem der Quotient aus Neointima : Tunica Media)
wurden mit dem Wilcoxon-Rangsummentest (auch Kruskal-Wallis-Test) in SAS

(Statistical Analysis System) durchgeftnhrt.
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4. ERGEBNISSE

4.1  Die frihe Aktivierung von p38 und ERK1/2 in vitro

Zunachst galt es zu Uberprifen, ob eine mechanische Schadigung an Endothelzellen
eine Phosphorylierung von p42/44 und p38 hervorrufen wirde. Hierdurch wurde
gleichzeitig die Nachweismethode an diesen Proben etabliert. Interessant war auch,
nach welcher Zeit diese Phosphorylierung einsetzen wirde und wie lange sie
nachweisbar bliebe. Dafir wurde ein Kratzmandver fir ECV 304-Zellen verwendet, in
dem der konfluente Zellrasen mit einer Ecke eines Cellscrapers wie oben beschrieben
manipuliert wurde. In Abb. 5 erkennt man eine sehr friihe Phosphorylierung von p42/44

mit einem Maximum bereits nach einer Minute.
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Abb. 5:
Western blot. ECV 304-Zellen wurden durch Kratzmandver stimuliert und nach 0, 1, 5,
10, 15, 20 und 30 min geerntet. Bereits nach 1 min sieht man eine deutliche

Phosphorylierung von ERK1/2, die auch nach 30 min noch nachweisbar ist.

Um nachzuweisen, dass ebenfalls GefaBmuskelzellen der Ratte in vitro durch eine
Kratzmanéver-Stimulation eine Phosphorylierung hervorrufen kénnen, erfolgte ebenfalls
ein Nachweis der phosphorylierten ERK1/2 im Westernblot mit ahnlichen Ergebnissen.
Wie in Abb. 6 zu sehen, setzt eine frihe Phosphorylierung nach funf Minuten ein, die
jedoch auch im Verlauf schnell wieder abnimmt und nach 30 Minuten nur noch schwach

nachweisbar ist.
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Abb. 6:

Western blot. A7R5-Zellen wurden in der Zellkultur durch Kratzmandéver stimuliert und
nach 0, 1, 5, 10, 15, 20 und 30 min geerntet. Sie wurden im Westernblot mit einem

p42/44-Antikdrper inkubiert. Phosphorylierungsmaximum bereits nhach 5 min.

Ein &hnlicher Nachweis erfolgte fur die ECV 304-Zellen bezilglich einer
Phosphorylierung von p38 durch das Kratzmandver der konfluenten Zellen in vitro. Hier
ist in Abb. 7 ein Maximum nach funf Minuten zu sehen. Danach nimmt die Aktivitat
schnell wieder ab, bis das phosphorylierte Protein nach 30 Minuten nur noch schwach
nachzuweisen ist.
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Abb. 7:

Western blot. ECV304-Zellen wurden 0, 1, 5, 10, 15, 20 und 30 min nach Kratzmandver

geerntet und mit einem Antikorper die Phosphorylierung von p38 nachgewiesen. Auch

hier erkennt man ein Maximum nach 5 min.

Auch die A7R5-Zellen weisen ein dhnliches Verteilungsmuster bezlglich des aktivierten
phosphorylierten p38 auf, siehe hierzu Abb. 8.

Durch diese Western blots ist auch gezeigt worden, dass die Zellen, die direkt nach
dem Kratzmandver geerntet wurden (bezeichnet als Zeitpunkt O min) keine
Phosphorylierung von p42/44 oder p38 aufwiesen und zu diesem Zeitpunkt im

-Ruhezustand” nur sehr niedrige Konzentrationen der aktivierten Proteine vorlagen.
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Abb. 8:
Westernblot. In der Zellkultur konfluent gewachsene A7R5-Zellen wurden 0, 1, 5, 10,
15, 20 und 30 min nach Kratzmandver geerntet. Mit einem Antikdrper wurde dann die

Phosphorylierung von p38 nachgewiesen.

Nun galt es, die Operationsmethode zu erlernen und am Institut zu etablieren.
Insbesondere interessierten histomorphologische Veranderungen und ob eine Therapie
mit SB203580 und PD098059 eine Verringerung der Neointima und / oder eine

Lumenvergrol3erung erwirken konnte.

4.2  Lichtmikroskopische Untersuchungen der Neointimaformation zu verschiedenen
Zeitpunkten nach Ballonverletzung

In Abb. 9 ist eine normale unbehandelte ACC zu sehen. In typischer Weise findet sich
hier die Intima, die aus einer Endothelzellschicht besteht, die Media, die aus drei bis
vier Muskelzellschichten besteht, welche durch die elastischen Laminae getrennt sind
und die Tunica adventitia, welche als spinnengewebsartige feine Struktur die Arterie
nach auf3en hin abschlie3t. In Abb. 10 ist eine ACC sieben Tage nach der
Ballonkatheter-Intervention zu sehen. Bemerkenswert waren hierbei mehrere Aspekte:
zum Einen die massive Verdnderung der Tunica adventitia. Hier hatte sich ein
postoperativ entzindlich verdndertes Narbengewebe gebildet, welches die Arterie
allseits umschlof3. Das kollagenreiche Gewebe war von vielen Granulozyten durchsetzt

und entsprach einer naturlichen postoperativen Wundheilung.
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Abb. 9: Abb. 10:

Unbehandelte ACC im Querschnitt. 7 Tage nach Ballonkathetermandver. Die
Die Intima besteht aus einer Pfeile @ markieren die Neointima, <= die
Zellschicht Endothel. HE. Media, A die narbig veranderte Adventitia.

Bemerkenswert war zum Anderen die Entwicklung der Neointimaformation. In den
ersten drei Tagen nach der Intervention konnten keine neointimalen Zellen im Lumen
der ACC festgestellt werden. Stattdessen war die innerste Schicht, die Endothelschicht
(siehe Abb. 13), fast ausschlie3lich nicht mehr vorhanden (in hier nicht dargestellten
von mir durchgefihrten  immunhistochemischen VWF-Farbungen wurden mittels
APAAP-Methode die im Lumen fehlenden Endothelzellen bei gleichzeitig positivem
Nachweis von Endothelzellen in kontralateralen nicht manipulierten ACC bewiesen). Am
vierten Tag bildete sich an einigen Stellen eine ein- bis dreizellig dicke Schicht von
kugeligen Neointimazellen aus, die der LEI anlagen und ganz anders aussahen, als die
zuvor ansassigen schmalen und viel kleineren Endothelzellen (siehe Abb. 14). Das
heil3t, dass zwischen dem dritten und vierten postinterventionellen Tag innerhalb von 24
Stunden diese nun sichtbare Migration stattfand. Es fand danach in der Regel eine
exzentrische Ausbildung der Neointima statt. Das heif3t, dass nicht an allen Stellen die
Neointima gleich dick war. Manchmal war die halbe Zirkumferenz ohne oder mit wenig
Neointima bedeckt und die andere halbe Zirkumferenz mit einer kraftigen Neointima

versehen. In seltenen Fallen konnte jedoch eine sehr gleichmallige Verteilung
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beobachtet werden (wie in Abb. 17). Unter dem Lichtmikroskop wurde nie eine

komplette Unterbrechung der LEI bewiesen.

Abb. 11: Abb. 12:

14 Tage nach Ballondilatation mit 6 Wochen nach Ballondilatation mit
Zunahme der Neointimaproliferation exzentrischer Lumenreduktion durch
und beg. Lumenreduktion. HE. kréftige Neointimaproliferation. Ery-

throcyten im Lumen. HE.

In der Abb. 11 ist zu erkennen, wie vierzehn Tage nach Gefal3verletzung eine
Neointima ausgebildet ist, die ann&hernd die gleiche Schichtdicke wie die Tunica media
hat. Hier ist die Neointimadicke bei 12 Uhr und zwischen 3 und 5 Uhr geringer als an
den restlichen Stellen. Im Vergleich zur unbehandelten ACC in Abb. 9 hat ebenfalls
bereits eine deutliche Lumenreduktion stattgefunden. Zieht man das Gefal3 aus Abb. 12
hinzu, in dem die ACC sechs Wochen nach Intervention gezeigt ist, dann wird klar, wie
viel enger das Lumen hier schon geworden ist. Auf3erdem ist in Abb. 12 noch besser zu
erkennen, wie exzentrisch ein Gefa3 eingeengt werden kann und wie konstriktiv
verandert die ACC wirkt, durch die Masse an Gewebe aus neu hinzugekommener
Neointima und narbig veranderter Adventitia. Zu beobachten war jeweils, dass sich die
lumennahen Neointimazellen eher flach dem Lumen anschmiegten und die
lumenfernen Neointimazellen nahe der LEI rund und kugelig wirkten und einen grof3en

chromatinreichen Kern aufwiesen (besonders gut zu sehen in den Abb. 15, 23 und 24).



Abb. 13:

Unbehandelte ACC im Querschnitt mit
schmalem Endothelsaum. Der Pfeil
markiert die LEI. HE.

Abb. 14:
Beg. Neointimaformation 7 Tage nach
Ballonkatheterverletzung. Beachte die
narbige Adventitiaumwandlung. Pfeil:
LEI. HE.
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Abb. 15: Abb. 16:

Nach 14 Tagen ist eine deutliche 6 Wochen nach dem Eingriff ist das
Zunahme der Neointima zu Lumen deutlich eingeengt. Beachte
verzeichnen. Der Pfeil markiert die die sich rickbildende Adventitia-
Lamina elastica interna. HE. vernarbung. Pfeil: LEI. HE.

Vergleicht man die Abbildungen 15 und 16, so wird deutlich, wie sich die unmittelbare
postoperative Folge der Adventitiavernarbung, die nach zwei Wochen noch deutlich
hervortritt, sechs Wochen nach der Ballonkatheterverletzung deutlich zurtickgebildet
hat, wahrend die Neointima weiter gewachsen ist. Wahrend also mit der Zeit die
Konstriktion durch narbig verdnderte Adventitia weniger wird, nimmt die Konstriktion
durch Neointimaproliferation zu und zusatzlich verengt sich das innerste Lumen weiter.
Die Abbildungen 19 und 20 zeigen in einer Sirius Red-Féarbung die Kollagenfasern der
Adventitia, die postoperativ stark zunehmen und fir eine voriibergehende Zunahme der
Konstriktion mit verantwortlich sein missten.

In den folgenden Abbildungen 17 und 18 wird der Unterschied zwischen
konzentrischem und exzentrischem Neointimawachstum noch deutlicher dargestellt.
Vergleicht man die Abbildungen, so erkennt man ebenfalls, dass das Lumen bei

konzentrischer Einengung kleiner ist, als bei exzentrischer Einengung.



Abb. 17: Abb. 18:
Konzentrische postinterventionelle Beispiel flr exzentrisches Wachstum
Lumenreduktion 14 Tage nach der Neointima. 14 d nach OP. HE.

Ballonkathetermandéver. HE.

Abb. 19: Abb. 20:
Unbehandelte ACC im Querschnitt. Kontralaterale Arterie zu Abb. 18, 14
Kraftige rote Anféarbung der Tage nach Ballonkatheterverletzung

Kollagenfasern. Sirius Red. (andere Vergrof3erung). Sirius Red.
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Abb. 21:

Normale ACC im Querschnitt, Lumen
oben. Hamatoxylin-Farbung.

Abb. 22:

Normale ACC im  Querschnitt.
Immunhistochemischer Nachweis von

sm a-Actin (Braunfarbung).

Abb. 23:

Neointimaproliferation der ACC nach
Ballonkatheterverletzung (Tag 42).
Lumen oben. Hamatoxylin.

Abb. 24:

Immunhistochemischer Nachweis von
sm a-Actin (Braunfarbung) in medialen
und neointimalen glatten Muskelzellen
Tag 42 nach Ballonkatheterverletzung.
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Zum Nachweis, dass es sich bei den Neointimazellen tats&chlich um Zellen handelt, die
Muskelfasern enthalten und somit von den Muskelzellen der Media invadiert sind,
erfolgte immunhistochemisch der Nachweis von smooth muscle (sm) alpha-Actin (Abb.
19 bis 22).

4.3  Histomorphometrische Analysen am Gefaldquerschnittspréaparat

4.3.1 Veréanderung der Tunica media nach Ballonkatheterverletzung

Wie eingangs im Methodenteil beschrieben, wurden die Sprague-Dawley-Ratten nach
der Ballonkatheterverletzung der Arteria carotis communis entweder nicht behandelt
oder nur mit der Tragersubstanz Pluronic Gel oder zusatzlich mit den Substanzen
PD098059 200 uM oder mit SB203580 60 uM bzw. mit beiden Substanzen zusammen
(PD098059 200 uM und SB203580 60 puM).

Abb.25 |
*
220000
:m_ é
T
é T
130000 —‘7 —
3 T
160000 —
140000
120000
100000
n=25 n=5 n=6 n=6 n=6 n=6
Kontr. B. allein B.+Gel SB FD SB+PD
Abb. 25:

Tunica media in umz in nichtoperierten Kontroll-ACC und den aufgefuhrten Therapiegruppen 14
d nach Ballonkatheterverletzung. * p=0,0104 (SB203580 versus B.+Gel). Bei diesem und den
folgenden Box Plots stellen die dicken Balken den Median dar, die Boxen beinhalten 50% aller
gemessenen Werte und die oben und unten liegenden Begrenzungen markieren die héchsten
bzw. tiefsten Werte. Kontr. = Kontrollarterie, B. allein = Ballonkatheterverletzung allein, B.+Gel
= Ballonkatheterverletzung plus Pluronic Gel, SB = Ballonkatheterverletzung plus Pluronic Gel
mit SB203580, PD = Ballonkatheterverletzung plus Pluronic Gel mit PD098059, SB+PD =
Ballonkatheterverletzung plus Pluronic Gel mit SB203580 und PD098059.
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In Abb. 25 erkennt man eine stark variierende Flache bezlglich der Media von knapp
Uber 12.000 um2 bis zu fast 22.000 umz. Signifikant vergrof3ert ist in dieser Abbildung
nach der Verletzung die Media der Tiere, die mit SB203580 therapiert wurden. Stellt
man die gemessenen Flachen jedoch in Bezug zur Lamina elastica externa (LEE; siehe
Abb. 26) des gleichen Tieres, so nivellieren sich die anfanglichen Unterschiede wieder.
Die allgemeine Mediahypertrophie bleibt in allen operierten Gruppen vorhanden,
wahrend nun aber kein Unterschied durch vermehrte Mediahypertrophie in der mit
SB203580 therapierten Gruppe nachweisbar ist. Dies macht deutlich, wie wichtig die
Bildung von Quotienten der Werte des gleichen Tieres ist.

Abb. 26
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Abb. 26:

Quotient aus Tunica media und EEL in den aufgeflihrten Therapiegruppen 14 d nach
Ballonkatheterverletzung. Es ergeben sich keine signifikanten Unterschiede. B. allein =
Ballonkatheterverletzung allein, B.+Gel = Ballonkatheterverletzung plus Pluronic Gel, SB =
Ballonkatheterverletzung plus Pluronic Gel mit SB203580, PD = Ballonkatheterverletzung plus

Pluronic Gel mit PD098059, SB+PD = Ballonkatheterverletzung plus Pluronic Gel mit SB203580
und PD098059.



45

4.3.2 Betrachtungen der Neointima nach Ballonkatheterverletzung

Abb. 27 250000
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B.allein B.+Gel SB FD SB+PD
Abb. 27:

Neointima in umz in den aufgefihrten Therapiegruppen 14 d nach Ballonkatheterverletzung.
* p=0,0065 (SB203580 versus B.+Gel) und * p=0,0065 (PD098059 versus B.+Gel).

In der Abbildung 27 ist dargestellt, wie sich die Neointimabildung zwei Wochen nach
dem Ballonkathetermantver verhélt. Zun&chst wird konstatiert, dass sich kein
Unterschied zwischen lediglich ballondilatierten und solchen, die ballondilatiert und mit
der Tragersubstanz Pluronic Gel behandelt wurden, darstellt. Somit konnte ein Einfluf3
der Tragersubstanz Pluronic Gel auf die Neointimaformation und die Mediaproliferation
ausgeschlossen werden. Signifikant verringert ist die Neointima bei den
Behndlungsgruppen, welche mit SB203580 und mit PD098059 therapiert wurden.
Unerwartet ist, dass dieser ,positive” Effekt bei den Tieren, die mit beiden Substanzen
gleichzeitig therapiert wurden, zum grof3ten Teil wieder aufgehoben wurde. Anders als
erwartet wurde bei dieser Therapiegruppe eine deutlich weniger verminderte
Neointimaproliferation im Gegensatz zu den durch die Einzelsubstanzen behandelten

Tieren verm nur durch Neointimareduktion und nicht durch allgemeine Vergréf3erung
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Abb. 28
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Abb. 28:
Quotient aus Neointima und Tunica media in um2 in den aufgefiihrten Therapiegruppen 14 d
nach Ballonkatheterverletzung. * p<0,05 (SB203580 versus B.+Gel und PDO098059 versus
B.+Gel).

In Abbildung 28 ist der Quotient aus Neointima und Tunica media gebildet und
vergleichend dargestellt  (Neointima:Media-Ratio). @ Die  Behandlungsgruppen
entsprechen denen aus der vorherigen Abbildung. Dieser Quotient gleicht ebenso wie
die anderen gebildeten Quotienten GrofRRenunterschiede wieder aus, in dem der
Quotient der Media und Neointima einer ACC eines Tieres dem Quotienten eines
anderen Tieres, welches unter Umstanden kleiner war, gegentbergestellt wird und
somit der GroRRenunterschied nivelliert wird. Somit konnen Differenzen durch
unterschiedliche GroRe (entweder der Tiere selbst oder der ACC, welche nach der
Fixation mal mehr und mal weniger ,zusammengeschnurrt® sein kbnnen oder auch
Anschnittsphanomene durch schrdges Einbetten / Schneiden bei der Histologie)
angeglichen werden. Die Ergebnisse entsprechen denen aus der vorherigen Abbildung

mit Darstellung eines deutlich verbesserten Quotienten.
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4.3.3 Veranderungen in Bezug auf das Lumen nach Ballonkatheterverletzung

Schaut man sich die Ergebnisse beziglich des Lumens in Abbildung 29 an, so sind
deutlich Unterschiede zu verzeichnen, welche jedoch in dieser Abbildung zunachst nicht

statistisch signifikant sind.

Abb. 29 i
1 L
n=>5 n=6G n=6G n=6 n=>6
Abb. 29:

Lumen in pm2 in den aufgefuihrten Therapiegruppen 14 d nach Ballonkatheterverletzung.

Insgesamt ist die fur das Lumen berechnete Spannweite von 25.000 um?2 bis 55.000
pm2 sehr grof3 und wohl auch zusammen mit der geringen Anzahl an Tieren daflr
verantwortlich, dass kein signifikanter Unterschied zu verzeichnen war. Dennoch
erkennt man einen Trend im Sinne eines vergroRerten Lumens bei den mit SB203580
und mit PD098059 therapierten ACC, was mit den vorher gezeigten Ergebnissen einer
Neointimareduktion fur einen Therapieerfolg spricht. Kombiniert man diese Ergebnisse
mit denen aus Abbildung 28, so lasst sich daraus schlieBen, dass die

Lumenvergrél3erung nur durch Neointimareduktion und nicht durch allgemeine
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VergroRerung der Gefal3e erreicht wurde, da die Tunica media gleich grol3 war, als bei

den Tieren, die keine Wirkstofftherapie erfahren hatten.

Abb. 30
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In der Abbildung 30 sind nun die die Ergebnisse zu sehen, die nach Bildung des
Quotienten aus Lumen und Lamina elastica externa zustande gekommen sind.
Insbesondere kann ein statistisch relevanter Effekt auf das Lumen der mit PD098059
behandelten Tiere konstatiert werden (* p<0,004). Aber auch in der mit SB203580
behandelten Gruppe ist ein Trend zur Lumenvergroéf3erung zu erkennen (* p<0,041).

4.3.4 Western blots nach Ballonkatheterverletzung

Nachdem die Ballonkatheterverletzung an den ACC der Ratten durchgefuhrt wurde,
wurden neben der Durchfihrung der Histomorphometrie auch proteinchemische
Untersuchungen angeschlossen. Uber den Proteinnachweis von p42/44 mittels
Antikdrper-Detektion konnte eine Stimulation durch die Tragersubstanz Pluronic Gel
ausgeschlossen werden (siehe Abbildung 31).
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Abb. 31 " ; o :

Nur Ballondilatation ohne Pluronic Gel Ballondilatation + Pluronic Gel
0 5 1h 6h 1d 7d  14d 1h 6h 1d 7d  14d

Abb. 31:

Western blot. Dargestellt ist die Phosphorylierung mit einem p42/44-Antikorper bei
ballondilatierten ACC zu den dargestellten Zeitpunkten. Die Pfeile markieren 42 bzw. 44
KD.

Hier wurde, wie bereits aus den in vitro-Versuchen bekannt, ein sehr friher Nachweis
der phosphorylierten MAP-Kinase registriert. Es fallt eine friihe Phosphorylierung nach
bereits funf Minuten auf, wahrend in den Proben nach 1 Stunde, nach 6 Stunden und
nach 1 Tag keine verstarkte Phosphorylierung nachgewiesen wurde, und schlie3lich
eine erneute starke Phosphorylierung nach sieben und vierzehn Tagen. Hierbei kann
kein wesentlicher Einfluss von Pluronic Gel (spatere Tragersubstanz fir PD098059
bzw. SB203580) gesehen werden. (siehe Abbildung 31).

Zum Vergleich ist in Abbildung 32 aufgezeigt, wie sich die Konzentration von ERK1/2
bei ballondilatierten Rattenkarotiden mit dem Vehikel Pluronic Gel im Gegensatz zu den
ACC verhalt, die mit PD098059 therapiert wurden. Auffallig war hier erneut die
besonders frihe Phosphorylierung nach bereits funf Minuten und ein erneuter starker

Anstieg nach sieben Tagen.

Abb. 32 _
i R A o Ry i . — —
Ballondilatation + Pluronic-Gel B.-dil. + Gel + PD098059
0 5 1h 6h 1d 7d  14d lh 6h 1d 7d
Abb. 32:

Western blot. Dargestellt ist die Phosphorylierung von ERK1/2 mit einem p42/44-
Antikorper. Aufgetragen sind die Proben von ballondilatierten ACC zu den jeweiligen
genannten Zeitpunkten nach der Operation. Links ist die Phosphorylierung bei lediglich
mit Pluronic-Gel behandelten Tieren dargestellt, rechts zusétzlich mit PD098059. Die
Pfeile markieren 42 bzw. 44 kD.

Sehr deutlich konnte jedoch der Unterschied in der Ets-1-Konzentration zwischen den
mit PD098059 therapierten Rattenkarotiden und denen, die ohne Wirkstoff operiert
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wurden, gesehen werden. Zur besseren Anschaulichkeit wurden die einzelnen

Therapiegruppen direkt einander gegentbergestellt, wie in Abbildung 33 zu sehen.
Dass der Unterschied bereits nach sechs Stunden deutlich hervortritt, ist erstaunlich.
Die lang anhaltende Hemmung des Ets-1, welche noch nach 14 Tagen zu vermerken
ist, konnte trotz der einmaligen und lokalen Applikation fir eine anhaltend lange
Wirksamkeit des MAP-Kinase-Inhibitors sprechen.

Abb. 33
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Abb. 33:

Western blot mit Ets-1-Antikdrper. Ganz links eine Kontrolle sofort nach Ballondilatation
(innerhalb 1 min). Dann sind jeweils nebeneinander 2 Proben des gleichen Zeitraums
nach Ballonkatheterverletzung aufgetragen, um einen direkten Vergleich zu bekommen.
Die linke ist jeweils von Tieren, welche lediglich das Pluronic-Gel appliziert bekamen,
bei der rechten Probe wurde zuséatzlich PD098059 hinzugefiigt. Oberer Pfeil: 50 kD,
unter Pfeil: 29 kD. Ets-1 entspricht der Bande oberhalb des 50 kD Proteinmarkers.
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5. DISKUSSION

5.1 Anmerkungen zur Ballonkatheterverletzung der Arteria carotis communis der
Ratte

Morphologische Verédnderungen an, in und um die A. carotis commmunis (ACC), die
durch die Operation stattfinden und dadurch Einfluss auf die ACC haben, seien im
Folgenden aufgezeigt. Hierbei gilt es, zu beachten, dass z. B. die PTA und die PTCA
rein transluminale Eingriffe darstellen und die Ballonkatheterverletzung im Rattenmodell
ein kombinierter transluminaler und offen chirurgischer Eingriff ist.

Zunachst wurde das Gefald freigelegt und die Adventitia dadurch vom umliegenden
Gewebe getrennt. Ein Austrocknen der Adventitia durch die Ladnge der OP musste
unbedingt durch intermittierendes Benetzen mit 0,9 %igem NaCl verhindert werden,
ansonsten hatte dies einen weiteren Effekt hervorrufen kénnen. Die Freilegung der
Arterien hatte héchstwahrscheinlich die Beschadigung von kleinsten Nerven und Vasa
vasorum, welche das Gefald direkt versorgten, zur Folge. Also ist postoperativ eine
veranderte GefalRwanddurchblutung und ein verdnderter Gefaldtonus durch partielle
Denervierung mit entsprechenden Folgen zu befurchten. AuRerdem sind Effekte einer
Adventitiaschadigung (mit Fibroblasteninvasion inlusive Narbenbildung) in Bezug auf
Remodeling und Produktion extrazellularer Matrix vielfach vorbeschrieben (Miller, FJ
Jr., 2001 oder Deiner C et al., 2005 oder Andersen HR et al., 1996).

Bei Entnahme der Arterien zum Totungszeitpunkt fiel, je nach Zeitpunkt, eine mehr oder
weniger ausgepragte narbige Umwandlung der Adventitia auf. Diese narbige
Umwandlung war nach zwei Wochen bereits so stark ausgepragt, sodass man von
einem konstriktiven Effekt auf das GefaR ausgehen musste. Unabhangig von den
direkten morphologischen Veranderungen wird die Narbenbildung bzw. der perivasale
Heilungsprozess durch verschiedenste freigesetzte Mediatoren begleitet, die sekundar
Einflusse auf die ACC haben koénnten. Diese von auf3en bedingten Verdnderungen
wirden bei einem rein transluminalen Eingriff nicht in dem Mal3e hervorgerufen werden.
Leider war eine morphologische Auswertung der adventitialen Verdnderungen der
jeweiligen Behandlungsgruppen aufgrund der teils erheblichen Entnahmeartefakte,
welche ausschlief3lich die Tunica adventitia betrafen, nicht méglich. Hier wurde namlich

z. T. die Adventitia entfernt, da diese postoperativ narbig mit der Umgebung
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verwachsen war. Eine quantitative oder sonstige morphologische Beurteilungen waren

also nur am en-bloc-Préaparat moglich gewesen.

Die ACC wurde durch einen kurzfristigen Langszug des sie umschlingenden Fadens
(siehe Abb. 21) um ca. 15 % ihrer Lange gedehnt. Diese unphysiologische Dehnung
kénnte mitverantwortlich sein fur eine Muskelzellproliferation der Media im Stadium 1,
wie sie bereits in der Einleitung beschrieben wurde. Diese Vermutung wird durch die
Untersuchungen von Hu et al gestltzt, welche nachwiesen, dass in vivo bereits lediglich
eine Langsdehnung der ACC der Ratte um 10% bis 15% ohne weitere Manipulation zu
einer signifikanten schnellen ERK-Aktivierung fuhrte (Hu Y et al., 1997) und dass auch
ein sheer-stress von VSMC in vitro den gleichen Effekt hatte.

Die Ballonkatheterverletzung fuhrte schlie3lich zur Endotheldenudierung und zu einer
weiteren Dehnung der Arterienarchitektur, diesmal in Querrichtung (siehe Abb. 4a-4c).
Es sei noch mal darauf hingewiesen, dass die Intima der ACC der Ratte keine
Muskelzellen enthélt, wie die Intima des menschlichen HerzkranzgefalRes. Somit ist die
Migration von glatten Gefal3muskelzellen in die Intima (Stadium 2) ein Schritt, der so
nur im verletzten Gefal3 der Ratte stattfindet.

Nach Abschluss der Ballonkatheterverletzung floss das Blut durch die ACI, da die ACE
unterbunden war. Postoperativ war die ACC makroskopisch weitergestellt, als in ihrem
praoperativen Zustand. Theoretisch konnte durch die Dehnung der Arterie und die
daraus resultierende Lumenvergrol3erung einerseits, durch die verdnderte
Gefalinnenflache nach  Endotheldenudierung und durch die verdnderten
Abstromverhéltnisse durch GefalRunterbindung der ACE andererseits, der Blutstrom
(Blutdruck, BlutfluRgeschwindigkeit, Laminarflu3) innerhalb der ACC verandert gewesen
sein.

Die unterschiedliche Neointimabildung mit teils exzentrischem Wachstum ist eventuell
auf eine nicht ganz gleichméRige Endotheldenudierung oder auf eine exzentrisch
verstarkte Media-Dehnung zurtickzufihren. Hochstwahrscheinlich ist dies in der
Konstruktion des Ballonkatheters zu begriinden, der sich beim Inflatieren nicht ganz
gleichmafig entfaltet. Eine interventionsbedingte Unterbrechung der LEI hatte diesen
unterschiedlichen  Proliferationsbeginn  ebenfalls hervorrufen kdnnen, obwohl
lichtmikroskopisch nie eine komplette Unterbrechung zu beobachten war. Betrachtet
man jedoch die elektronenmikroskopischen Beobachtungen an Rattenkarotiden (Pinto,
1998), in denen man eine Migration von Muskelzellen durch die intakte LEI beobachtet
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hat, so kann man sich schon eine vermehrte Migration durch eine LEI vorstellen, welche

durch die Ballonkatheterverletzung zusatzliche Einrisse und Licken aufweist (siehe
auch Indolfi C et al., 2002). Das hie3e, dass nicht nur die katheterbedingte
Endotheldenudierung an sich verantwortlich fir das Ausmal an Neointimaproliferation
ware, sondern auch, dass eine Korrelation der Neointimaproliferation mit dem Ausmalf}
der Schadigung der LEI bestlnde.

Ineteressant war die lichtmikroskopische Beobachtung der Form der Neointimazellen,
welche sich lumannah langlich anschmiegten und nahe der LEI kugelig mit
chromatinreichem Kern und auch deutlich gré3er imponierten. Aufgrund dessen lag die
Vermutung nahe, dass die andauernde Proliferation der neointimalen Muskelzellen
hauptsachlich von der lumenfernen Schicht nahe der LEI ausging und nicht vom Lumen
aus. Bei einer Wirkstoffapplikation impliziert dies den Vorteil einer endoluminalen
Applikation, da hier der Wirkstoff initial im Bereich des maximalen Proliferationsareals

einwirken konnte.

5.2 Ist der beobachtete Effekt der Neointimareduktion hd&modynamisch relevant?

Nach dem Hagen-Poiseuill'schen Gesetz hangt der VolumendurchfluR® einer viskdsen
Flissigkeit durch ein rundes Rohr oder eine Kapillare von vielen Faktoren ab, wobei vor
Allem der Radius in der vierten Potenz mal3geblich die Stromungsgeschwindigkeit und
das pro Zeiteinheit durchflielende Volumen bestimmt. So fihrt zum Beispiel innerhalb
einer Kapillare eine Verengung um 10% bereits zu einem Durchzugrickgang von 34%.
Um eine distal der Stenose gelegene A&quivalente Nahrstoffversorgung zu
gewdahrleisten, musste der Blutdruck um 52% gesteigert werden (Bruus H, 2008).
Bereits geringe Lumeneinengungen rufen also deutliche negative hdmodynamische
Effekte hervor.

Die Neointimabildung konnte in dieser Arbeit im Vergleich zu den lediglich mit Pluronic
Gel behandelten Tieren vierzehn Tage nach der Ballonkatheterverletzung mittels der
Therapie von PD098059 um 44,19% reduziert werden. Die Therapie mit SB203580
bewirkte eine Reduktion der Neointima um 32,56%. Gleichzeitig wurde das Lumen bei
der Therapie durch PD098059 im Vergleich mit der Kontrollgruppe um 31,25%
(p<0,041) vergroRBert und durch SB203580 um 20,83% vergroRert (bei SB203580
allerdings statistisch nicht relevant mit p<0,247).
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Die durchgefuhrten Untersuchungen wiesen die Effekte jedoch zwei Wochen nach der

Operation nach. Somit sind abschlieBende Beurteilungen bezlglich der
hamodynamischen Relevanz nur eingeschrankt beurteilbar. Vorausgesetzt, das
Langzeitergebnis bliebe so gunstig, wie es die Untersuchungen nach zwei Wochen
zeigen, so ware hamodynamisch ein sehr deutlicher und relevanter positiver Effekt fir

beide Substanzen bei der Monoapplikation zu verzeichnen.

5.3 Vergleichende Betrachtung von Dosis und Applikationsform von SB203580 und
PD098059

Die Applikation des Pluronic Gel ohne und mit den darin enthaltenen Wirkstoffen
erfolgte operationssynchron von extern auf die ACC der Ratte direkt nach Abschlul? der
Ballonkatheterverletzung. Dies hatte den Vorteil, dass die Kosten niedrig gehalten
wurden (keine Notwendigkeit eines teuren Doppelballonkatheters zur Ilokalen
intraluminalen intraarteriellen Applikation und Applikation von relativ wenig des teuren
Wirkstoffes). Ebenfalls war die Operationszeit im Vergleich zu aufwendigen Prozeduren
verkirzt, da die Applikation innerhalb von wenigen Sekunden abgeschlossen war. Im
Vergleich zu einer intravendsen oder intraarteriellen Injektion konnte durch das
adventitiale Auftragen eines inerten Gels eine lange lokale Wirksamkeit erreicht werden.
In allererster Linie konnten aber die Dosis der aufgetragenen Substanz und die damit
verbundenen Nebenwirkungen niedrig gehalten werden. Fur PD098059 lag die
Konzentration des einmalig applizierten Gels bei 200 puM in 0,1 ml Pluronic Gel und fir
SB203580 bei 60 puM in 0,1 ml Pluronic Gel. Dies entspricht einer Dosis von etwa 8 nM
pro kg KG fur PD098059 und 2,4 nM pro kg KG fur SB203580 als einmalige Applikation,
unter der Voraussetzung eines durchschnittichen KG einer Ratte von 400 g. In der
Dissertationsschrift der Kollegin Maike Fahrenholz von 2008 aus dem gleichen Institut
konnten toxische Effekte zumindest fir PD098059 in Zellkulturexperimenten fir diese

Konzentrationen ausgeschlossen werden.

Vergleicht man die Applikationsformen von verwandten Modellen, so wird der
Konzentrationsunterschied evident: z. B. setzten Gennaro et al. PD098059 mittels
intraarterieller Infusion bei Ballonkatheterverletzung von lliakalarterien bei Kaninchen in

einer Konzentration von 500 pg pro Tier ein, was bei einem Gewicht von geschatzten 4
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kg einer Konzentration von etwa 500 nM / kg KG entsprechen wirde und somit 62,5-

fach hoher war als in dieser Arbeit prasentiert (Gennaro G et al., 2003). Allerdings
handelte es sich um eine andere Spezies mit unterschiedlicher Beschaffenheit des
behandelten GefalRes. In einer anderen Studie erfolgte die orale Applikation von 200
mg/kg KG eines weiteren MEK1/2-Inhibitors PD0185625, bei der nach
Ballonkatheterverletzung von ACC in Ratten eine Reduktion der Neointima erzielt wurde
(Gennaro G et al., 2004). Hier wurde zwei Tage vor der Ballonkatheterverletzung mit
der Therapie begonnen. Geringe Informationen {ber pharmakologische Daten
erschweren es allerdings, tatsachliche Wirkstoffeffekte von z. B. toxischen Effekten zu

unterscheiden.

Der p38-Inhibitor SB203580 wurde bisher nicht in vergleichbaren Studien verwandt, in
denen Ballonkatheterverletzungen stattfanden, jedoch bei anderen Indikationen in
Bezug auf Inflammation. So zum Beispiel setzten Badger et al. oral applizierte
Konzentrationen zwischen 30 und 60 mg /kg KG (entspricht in etwa 79 — 158 uM) bei
Ratten ein, um erfolgreich Arthritis und Folgen eines Endotoxinschocks zu therapieren
(Badger AM et al., 1996). Deutlich geringere Dosen wurden durch Westermann et al.
bei diabetisch induzierten Mausen verwandt, um diabetischer Kardiomyopathie
vorzubeugen (Westermann D et al., 2006). Hier erhielten Mause oral 1 mg / kg KG tgl.
(entspricht in etwa 26 pM) tUber acht Wochen. Eine weitere Studie zur Inhibierung der
Colitis bei Mausen flihrte tagliche intraperitoneale Injektionen mit 1 puM SB203580 durch
(ten Hove et al., 2002). Andere in vivo-Studien an Ratten verwendeten vergleichbare

Konzentrationen zwischen 5 und 20 mg/ kg KG (Slomiany BL et Slomiany A, 2001).

Die in dieser Promotion verwandten einmalig applizierten Wirkstoffkonzentrationen
waren im Vergleich mit bekannten in vivo-Arbeiten besonders niedrig. In der
Dissertationsschrift von Meike Fahrenholz aus dem gleichen Institut wurde der
Nachweis einer Proteinsuppression der MEK1/2 in einem &hnlichen Modell
beschrieben. Hier wurden ebenfalls morphologische in vitro-Untersuchungen bezuglich
zytotoxischer Effekte von PD098059 durchgefihrt, welche bis zu einer Konzentration
von 50 pM keine nachweisen konnten. Die in dieser Arbeit verwendeten
Wirkstoffkonzentrationen lagen deutlich hierunter. Daher stellten die Minimierung
sytemischer unerwiinschter Wirkungen bei gleichzeitigem Beweis einer Wirksamkeit der



56
Substanzen in niedrigen Wirkstoffkonzentrationen einen wesentlichen Teil dieser Arbeit

dar.

5.4 Uberlegungen zum paradoxen Ergebnis der geringeren Neointimahemmung bei
der Kombination der Substanzen PD098059 und SB203580

Die alleinige lokale Verabreichung von PD098059 und von SB203580 konnte jeweils
nachweislich die Neointimaformation supprimieren. Die Kombination dieser beiden
Substanzen hat diesen positiven Effekt allerdings zum Teil wieder aufgehoben. Dieser
Effekt trat unerwartet ein und lasst Raum fir Spekulationen. Mdglicherweise fand eine
chemische Reaktion beim Durchmischen der beiden Substanzen statt. Eventuell kam
es auch zu einer physikalischen Interaktion, zum Beispiel einer Ausféllung bei
Vermengung im Gel oder nach dem Auftragen auf die ACC. Hiertber gibt es in der
Literatur keine Daten. Jedoch wurde in keiner Arbeit, in der die beiden Substanzen
kombiniert wurden, Uber chemische und oder physikalische Inaktivierung irgendeiner
Art berichtet (so z. B. Kutsuna H et al., 2004). Ungleich interessanter ware es, wenn
weder chemische Reaktionen noch physikalische Interaktionen der Grund fir das
»Therapieversagen” ware, sondern vielmehr die Vermutung, dass der hemmende Effekt
der Monosubstanzen der erhaltenen Funktionalitdét anderer Kinasen bedarf. Sprich:
damit PD098059 eine Proliferations- und Migrationshemmung von VSMC bewirken
kann, missten andere Kinasen aktiv bleiben und gleiches gilt fir die pharmakologische
Inhibition durch SB203580. Die wenigen hierzu existierenden Arbeiten (s. u.), die eine
Kombination der Substanzen SB203580 und PD098059 anwandten, sprechen
allerdings gegen diese Theorie.

Dennoch kann eine medikamentds ausgerichtete Kombination von MAP-Kinase-
Inhibitoren und / oder anderen Signaltransduktionsinhibitoren sinnvoll sein. So konnte in
vitro bei humanen neutrophilen Granulozyten, die mittels TNF-alpha oder GM-CSF
stimuliert wurden und zum Einen eine Depolymerisation ausbildeten und zum Anderen
morphologische Veranderungen erfuhren, die alleinige Gabe von SB203580 (10 puM)
oder PD098059 (50 pM) nur eine partielle Reduktion hervorrufen, wahrend die
Kombination der beiden Substanzen eine komplette Unterbindung der negativen
Stimulationseffekte bewirken konnte. Interessant waren die Ergebnisse bei
Untersuchungen von VSMC unter Stimulation mit oxidierten LDL in vitro (Modell zur
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Entstehung der Atherosklerose, u. A. durch Monozytenrekrutierung und

Schaumzellbildung). Hier erfolgte eine alleinige Prainkubation mit PD098059 oder
SB203580 und auch die kombinierte Prainkubation in der Zellkultur. Zum Einen wurden
auch bei hohen Dosen (allein bis zu je 30 uM und kombiniert bis zu je 10 puM) keine
zytotoxischen Effekte gesehen. Zum Anderen wurden keine chemischen und / oder
physikalischen Interaktionen beschrieben. Wahrend die Mono-Applikation der
Substanzen jeweils die mitogenen Effekte der Stimulation unterbinden konnten, wies
die Kombination der beiden Substanzen ebenfalls einen dosisabhangigen
synergistischen Effekt auf. Auffallig war auch, dass durch héhere Dosen von SB203580
(ab 30 uM) eine geringere Phosphorylierung von p42/44 nachzuweisen war (Yang CM
et al., 2001). Es konnte zum Beispiel auch die Proliferations- und Apoptoserate in
Brustkrebszellen in vitro durch Kombination des EGFR-Thyrosinkinase-Inhibitors
Gefitinib (IRESSA®) mit PD098059 deutlich gesteigert werden (Normanno N et al.,
2006). Diese Befunde unterstiitzen die These, dass erstens dosisabhangige
Interaktionen innerhalb der MAPK-Kaskaden stattfinden, dass zweitens sowohl die p38-
Kinase, als auch ERK1/2 bei der Migration und Proliferation von VSMC wichtige
Signalschritte vermitteln und drittens dass unter bestimmten Umstanden eine
Kombination von SB203580 und PD098059 in der Atherosklerose-Therapie sinnvoll
sein kann. Schlussfolgernd konnte der in dieser Arbeit beschriebene unerwartete Effekt
des Ausbleibens einer Neointimareduktion durch Kombination von PD098059 und
SB203580 eventuell ein dosisabhangiges Phanomen sein aber auch ein statistisches

Artefakt bei geringer Gruppengrole.

5.5 Kann das angewandte Tiermodell auf den Menschen tbertragen werden?

Die ACC der Ratte gehoért zum elastischen Typ, wahrend die Koronararterie des
Menschen den muskularen Arterien zuzuordnen ist. Bei den Ratten handelte es sich um
junge, gesunde, weder genetisch belastete noch durch auf3ere Faktoren beeinflusste
Tiere. Bei KHK- bzw. pAVK-Patienten handelt es sich jedoch in der Regel um altere
Patienten, die Begleiterkrankungen und Risikofaktoren aufweisen (Nikotinabusus,
Hypercholesterindmie, arterielle Hypertonie, Adipositas, Diabetes). Insgesamt erscheint
nur eingeschrankt eine Vergleichsmoglichkeit vorhanden.
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Entscheidend ist die Frage, ob die in dieser Arbeit bei Mono-Applikation bewiesene

durch PD098059 und durch SB203580 vermittelte Neointima-Inhibition in der ACC der
Ratte eine Restenose auf dem Boden einer vorbestehenden Plague-Lasion bzw. eine
in-stent-Restenose beim Menschen verhindern koénnte. Diese Frage lasst sich
letztendlich nur durch klinische Studien am Menschen beantworten. Dennoch soll hier
versucht werden, eine Erklarung zur Ubertragbarkeit zu finden.

Bezuglich einer MAP-Kinase-Inhibition gibt es einige Tierversuchsmodelle, bei denen
einzelne Risikofaktoren vorlagen beziehungsweise in denen vorbestehende
Gefalllasionen bestanden. So wurde zum Beispiel in Zellkulturen von VSMC aus
mesenterialen Arterien bei spontan hypertensiven Ratten (SHR) im Vergleich zu einem
normotensiven Rattenstamm unter Angiotensin II-Stimulation bei beiden Modellen eine
Zunahme der p38- und ERK1/2-Phosphorylierung beobachtet (in den SHR dreifach
hoher), welche mit vermehrter Kollagensynthese und VSMC-Proliferation einherging.
Hierbei spiegelt Kollagen einen Hauptbestandteil extrazellularer Matrix wieder und
gemeinsam mit der Proliferation von VSMC stellen sie das Risiko des Remodelings
unter Hypertension dar. Die SHR wiesen unter Angiotensin Il-Stimulation deutlich
hohere Konzentrationen phosphorylierter p38- und ERK1/2-Kinasen auf und konnten
bei Blockade durch PD098059 in den SHR sowohl die Kollagensynthese senken, als
auch die VSMC-Proliferation attenuieren. Der p38-Kinsase-Inhibitor SB212190 hatte
lediglich einen Effekt in Bezug auf die Kollagensynthese der SHR, nicht jedoch auf die
Proliferation und nicht bei normotensiven Tieren (Touyz RM et al., 2001).

In  mit Fructose gefltterten LDL-Rezeptor-defizienten Ratten konnte in
atherosklerotischen Lasionen (Uberwiegend bestehend aus Makrophagen) und in der
Neointima (Uberweigend bestehend aus VSMC) der Aorta 14 Tage nach
Ballonkatheterverletzung eine TNF-a-induzierte ERK-Aktivierung nachgewiesen
werden, welche mit einer gesteigerten Expression der Transkriptionsfaktoren Ets-1,
Egr-1 und c-fos verbunden war (allerdings Koexpressionsanalysen an Geweben). Diese
Steigerung liel3 sich in Zellkulturexperimenten der atherosklerotischen und neointimalen
Zellen mittels PD098059 signifikant inhibieren (Goetze S et al. 2001). Im
Zusammenhang mit der beschriebenen MAPK-Kaskadenaktivierung der Arterienwand
bei arterieller Hypertension (Xu Q et al., 1996 und Tsuda Y et al., 2002) wird eine Rolle

in Bezug auf Muskelzellproliferation und Remodelung deutlich. Jedoch existiert bisher
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noch kein Tiermodell, in dem eine Neointimasuppression der koronaren Atherosklerose

durch PD098059 und / oder SB 203580 vermittelte Inhibition gezeigt werden konnte.

Bei Menschen fluhrt eine altersabhéngig gesteigerte Proliferation von VSMC in
Koronararterien und peripheren arteriellen Geféaf3en zu einem héheren Schweregrad der
Atherosklerose (Folkow B et al., 1993). Gleichermal3en ist eine altersabhangig
gesteigerte Muskelzellproliferation nach Ballonkatheterverletzung in der Ratte gezeigt
(Stemermann MB et al., 1982). Die Gruppe um Rice et al. konnte nachweisen, dass in
Rattenaorten eine altersabhéngig unterschiedliche MAPK-Aktivierung von p38, JNK und
ERKZ1/2 vorzufinden war. Hier war insbesondere bei sehr alten Tieren eine deutlich
erhohte Aktivitat im Vergleich mit den jungeren Tieren zu verzeichnen. Akute
Blutdruckerh6hungen gingen mit deutlich erh6hten aktivierten MAP-Kinasen einher
(Rice KM et al., 2005). Die altersabh&ngigen Unterschiede konnten ebenfalls durch die
Gruppe um Li et al. nachvollzogen werden, welche VSMC aus Rattenaorten mit TNF-
alpha und Glukose stimulierten. Die alteren Rattenaorten produzierten unter Stimulation
deutlich hohere aktivierte MAPK und PD098059 konnte die Proliferation deutlich
hemmen (Li M et al.,, 2003). Bei Ballonkatheterverletzung der caninen A. femoralis
erfolgte der Nachweis einer gesteigerten Neointimabildung bei alteren Tieren, welche
mit einer erhdohten ERK-Aktivitat einherging und durch PD098059 signifikant gehemmt
werden konnte (Gennaro G et al., 2003). Der MEK-Inhibitor PD098059 scheint also
gerade auch bei atherosklerotischen Gefal3en und dem Vorliegen von Risikofaktoren
wie z. B. fortgeschrittenem Alter und Bluthochdruck eine Proliferationshemmung von
VSMC zu vermitteln und nicht nur in jungen gesunden Ratten, wie mit dieser Arbeit
prasentiert.

Eine Studie mit antisense-Oligonukleotiden zur Unterdriickung der ERK1/2-Aktivierung
nach PTCA in Schweinekoronarien konnte die Neointimaformation am Tag 7
reduzieren. Wahrend also die mediale Muskelzellproliferation und Neointimaformation
initial durch PD098059 deutlich reduziert werden konnte, verschwand der Effekt
allerdings am Tag 21. Die Erklarung hierfir war eine zu kurze ,Lebensdauer* der
decoys (Liu B et al., 2002). Orale Gaben des p38 MAPK-Inhibitors FR167653 erzielten
nach Ballonkatheterverletzung in der ACC der Ratte eine 29,4%ige Reduktion der
Neointima:Media-Ratio (Ohashi N et al., 2000). Die orale Verabreichung und die damit
verbundenen potentiellen systemischen Nebenwirkungen wurde allerdings Kkritisch

diskutiert. FUrsprache flr eine systemische Therapie mit einem p38-MAPK-Inhibitor vor
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Gefalintervention erhielt SB203580 durch die Studie von Seeger FH et al., 2005. Hier

konnte ex vivo eine durch SB203580 vermittelte Erhéhung endothelialer
Progenitorzellen (EPC), die eine sehr wichtige Rolle im Rahmen des Remodelings
spielen, bewiesen werden, nachdem gezeigt wurde, dass erhéhte p38 MAPK-Werte im
Serum von KHK-Patienten mit verringerter zrikulierender EPC-Zellzahl einherging. Da
die frihe und volistandige Reendothelialisierung des verletzten Gefal3areals eine
wichtige Rolle spielt, ist dies neben der Muskelzellproliferation (Seeger FH et al., 2005).
Die Inkubation mit PD098059 zeigte hier allerdings keinen Effekt auf die Zellzahl der
EPC. Aufgrund der Erhéhung der EPC-Zellzahl in ex-vivo-Experimenten sowohl bei
Gesunden, als auch bei KHK-Patienten wurde eine Therapie mit einem p38-MAPK-
Inhibitor vor elektiver Gefal3intervention in Aussicht gestellt.

Die oben angefuhrten Forschungsergebnisse weisen darufhin, dass das hier

angewandte Rattenmodell ein gutes praklinisches Forschunsmodell darstellt.

5.6  Bisheriger klinischer Einsatz anderer MAP-Kinase-Inhibitoren

In Bezug auf die Hemmung der p38-Kinase sind verschiedene Inhibitoren in der
Entwicklung, welche teilweise klinische Phase 2-3-Studien erreicht haben und fur die
Therapie von Inflammationen, Autoimmunitat, Diabetes und Krebserkrankungen im
Rahmen dieser Studien zur Verfiigung stehen.

Inflammation, insbesondere entziindliche Gefaldverdnderungen, sind ein bewiesener
Risikofaktor fir eine Reihe von kardialen Ereignissen. Wahrend die Atherosklerose eine
voranschreitende generalisierte inflammatorische Erkrankung der Arterienwand
darstellt, kbnnen zum Beispiel durch akute entziindliche Gefal3verdnderungen Plaque-
Rupturen entstehen, welche wiederum instabile Angina pectoris, Myokardinfarkte und
apoplektische Insulte hervorrufen kénnen. Patienten mit vorbestehender KHK, welche
erhohte CRP-Werte im Serum aufwiesen, hatten signifikant héhere Raten von kardialen
Ereignissen wie Myokardinfarkt, instabile Angina pectoris sowie auch hoéhere Risiken fur
das Ausbilden eines Schlaganfalls. Ebenso war bei diesen Patienten die Sterblichkeit
erhoht (Fadini GP et al., 2007 und Mayer RJ et al., 2006).

In allererster Linie fur diese Arbeit interessant ist hiermit ein Inhibitor der p38-Kinase:
VX-702 der Firma Vertex Pharmaceuticals. VX-702 hat die klinische Phase 2a von

doppelblinden, randomisierten, placebokontrolliereten dosiseskalierenden Studien zur
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Therapie der rheumatoiden Arthritis und auch des akuten Koronarsyndroms in

Verbindung mit einer perkutanen Koronarangioplastie durchlaufen. Insbesondere bei
letzter Studie wurde eine Senkung des C-reaktiven Proteins durch VX-702 gemessen
und eine antiinflammatorische Wirkung als Pravention der Restenosierung von
Koronarien nach einer PTCA postuliert. Die Applikation erfolgte einmal taglich oral Gber
insgesamt funf Tage, wobei vor der PTCA begonnen wurde. Dem Wirkstoff wurde eine
insgesamt gute Vertraglichkeit bescheinigt (Mayer RJ et al., 2006).

Es existieren noch andere Hemmer der p38-Kinase in der klinischen Erprobung, z. B.
BIRB-796 = Doramapimod von Boehringer Ingelheim, Phase 2-3 fur die Therapie der
Psoriasis, des Morbus Crohn und der Arthritis. Weiterhin SCIO-469 und SCIO-323 von
SCIOS, Phase 1 bei Arthritis. Ebenso sind weitere Hemmer der p38-Kinase in der
Entwicklung (SB242235 und SB681323 von Glaxo Smith Kline, VX-745 von Vertex,
RWJ67657 von Johnson & Johnson und TAK-715 von Takeda).

Die MEKZ1/2-Inhibition ist ebenfalls in Studien der klinischen Phase 1 und 2 in
Erprobung. So setzt z. B. die Firma Pfizer den MEK-Inhibitor PD0325901 bei
fortgeschrittenen metastasierten Kolonkarzinompatienten ein. Weiterhin wird die
Substanz ARRY-142886 der Firma Astra Zeneca in einer klinischen Phase 2-Studie zur
Behandlung des fortgeschrittenen Melanoms verwandt. Der MEK-Inhibitor UO126 wird
maoglicherweise als antivirales Medikament Anwendung finden (Planz O et al., 2001).
Bisher existieren keine klinischen Studien mit einer gefal3spezifischen Indikation in
Verbindung mit MEK-Inhibitoren.

Alle soeben erwahnten Inhibitoren sind Substanzen, die oral verabreicht werden
konnen. Die orale Verabreichung impliziert jedoch neben ihrer systemischen
Wirkungsweise auch die systemischen Nebenwirkungen.

Aufgrund ihrer antiangiogenetischen und antitumorésen Wirkung stehen therapeutisch
fur den Menschen multitarget-MAP-Kinase-Inhibitoren wie z. B. Sorafenib (hemmt
vorwiegend C-RAF und B-RAF und zielt damit auf VEGFR-2, VEGFR-3 und PDGFR
beta ab) und Sunitinib (hemmt VEGFR, PDGFR, KIT, fms-like thyrosine kinase 3) nach
klinischen Phase-lI-Studien zur Behandlung des metastasierten Nierenzellkarzinoms
zur Verfugung. Aulerdem ist Sunitinib fir die Therapie von gastrointestinalen

Stromatumoren (GIST) zugelassen. Viele weitere Kinase-Inhibitoren werden entwickelt
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und scheinen auch fur andere metastasierende Tumorerkrankungen vielversprechende

in vitro-Ergebnisse zu liefern (Gridelli C et al., 2007 und Feldmann DR et al., 2006).

5.7 Mdgliche klinische Bedeutung einer pharmakologischen MAP-Kinase-Inhibition

bei der Pravention der In-stent-Restenose

Neointimaformation stellt nach durchgefihrten Angioplastien atherosklerotischer
Arterien trotz Stentimplantation durch Ausbildung einer Restenose eine haufige
Spatkomplikation dar. Pharmakologische Substanzen oder interventionelle Methoden,
die eine antiproliferative Wirkung auf glatte GefalBmuskelzellen entfalten, kénnen zu
einer Reduktion der Neointima beitragen und somit die Gefahr einer Restenosierung
verringern. Im klinischen Alltag der interventionellen Kardiologie stellt die Implantation
von pharmakonbeschichteten Stents (drug eluting stents oder DES) ein immer haufiger
angewandtes Vorgehen gegentber der Verwendung von einfachen Stents (bare metal
stents oder BMS) dar, um einer Neointimaproliferation im Sinne einer In-stent-
Restenose entgegenzuwirken._2006 waren zum Beispiel 33% der insgesamt 250.000 in
Deutschland implantierten Stents solche DES. Diese waren Uberwiegend mit Sirolimus
(Rapamycin) oder Paclitaxel beschichtet. Hierunter senkte sich die In-stent-
Restenoserate von circa 25% auf 3% (19. Herzbericht der Deutschen Gesellschaft fir
Kardiologie, 2006). In anderen Landern steigerte sich die Rate der DES gegenuber den
BMS noch deutlicher. So lag der Anteil der verwendeten DES bereits 2005 in der
Schweiz und den USA bei annédhernd 90% (Carlsson J, 2007). Zunachst schienen die
Sirolimus-beschichteten Stents den Paclitaxel-beschichteten Stents Uberlegen zu sein
(Dibra A et al., 2005 und Windecker S et al, 2005), bis die BASKET-LATE-Studie auf
ein hoheres Risiko todlicher koronarer Spatthrombosen bei Patienten mit DES hinwies
(Richartz B, Silber S, 2006). Sechs Monate nach PTCA und Stentimplantation wurde
hier Clopidogrel abgesetzt. Danach waren nicht todliche und tddliche Herzinfarkte
deutlich erhoht (4,9% in der DES-Gruppe versus 1,3% in der BMS-Gruppe) und
ebenfalls die nachgewiesenen In-stent-Spatthrombosen (2,6% in der DES-Gruppe
versus 1,3% in der BMS-Gruppe) vermehrt vorzufinden. Es wurde eine negative
Einwirkung der in den DES enthaltenen Wirkstoffe auf das Endothel der Koronararterien
und eine schlechtere Reendothelialisierung des bei Ballonkatheterverletzung von
Endothel denudierten Gefal3es als Ursache postuliert.
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Sirolimus = Rapamycin stellt urspringlich ein Makrolidantibiotikum dar, welches

immunsuppressive  Wirkung dber Inhibierung zytokininduzierter Proliferation von
Lymphozyten aufweist. Initial wurde die Substanz aufgrund der immunsuppressiven
Potenz in der Transplantologie eingesetzt. Dann wurde die antiproliferative Wirkung auf
VSMC nachgewiesen und 2001 publiziert (Marx SO und Marks AR, 2001). Weitere
Zellkulturversuche mit Rapamycin bewiesen die Hemmung der Proliferation glatter
Gefallmuskelzellen und die verminderte Produktion extrazellularer Matrix Uber eine
Hemmung der p38-MAP-Kinase-Kaskade (ERK-unabh&ngig). SB203580 hat in dieser
Arbeit u. A. Uber die Hemmung dieser beiden Wirkungsmechanismen die
Neointimaformation nach Ballonkatheterverletzung vermittelt.

Die Hemmung der Muskelzellproliferation durch lokale Applikation von zytotoxischen
Substanzen in DES fuhrt leider zumindest bei Paclitaxel ebenfalls zu einer Hemmung
der Reendothelialisierung (Drachmann DE et al.,, 2000). Eine Besiedlung des
denudierten Areals mit Endothel ist jedoch malRgeblich verantwortlich fir das
Wiedererlangen einer Homoostase, da eine gleichmafllig das Lumen auskleidende
Schicht aus Endothelzellen eine kaum permeable Barriere bildet und zum Einen im Blut
zirkulierende Wachstumsfaktoren, Enzyme und Cytokine davon abhéalt, auf
Muskelzellen einzuwirken, zum Anderen die postinterventionell initial thrombogene
Oberflache schneller beseitigt ist (Yu P-J et al., 2007). Optimal wére also eine
begleitende medikamentdse Therapie, die sowohl die Muskelzellproliferation verhindert,
als auch eine Reendotehlailiserung erlaubt. Insbesondere SB203580 scheint diesen

Anforderungen eher gerecht zu werden als PD098059.
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6. ZUSAMMENFASSUNG

Eine Restenose in Folge Neointimabildung stellt nach Angioplastie atherosklerotischer
Arterien trotz Stentimplantation eine haufige Spatkomplikation dar, welche durch
begleitende medikamentése Therapie verhindert werden soll. Diese Neointimabildung
wird unter Anderem uber die Aktiverung von mitogen aktivierten Proteinkinase (MAPK)-
Kaskaden vermittelt. Hierbei stellen Migration, Dedifferenzierung, Proliferation und
vermehrte Produktion extrazellularer Matrix durch Muskelzellen bei der Entstehung /
Progredienz  einer  Atherosklerose und Neointimaformation entscheidende

Pathomechanismen dar.

In dieser Dissertation wurde vierzehn Tage nach intravasaler Ballonkatheterverletzung
der Arteria carotis communis der Ratte eine Reduktion der Neointimabildung durch
Inhibition der MAPK-extracellular regulated kinase (MEK) mittels PD098059 um 44%
und der MAPK p38 mittels SB203580 um 33% nach einmaliger externer
operationssynchroner Applikation erreicht. Ebenso wurde eine hamodynamisch
relevante  VergroBerung des Lumens der therapierten GefaRe erzielt
(LumenvergréfRerung durch PD098059 um 31% und durch SB203580 um 219%). Im
Vergleich mit ahnlichen Studien wurde dieser Therapieerfolg durch einzeitige lokale
operationssynchrone Applikation in aul3ergewdhnlich niedrigen Dosen erreicht.

Ob die Hemmung der MAP-Kinasen zur Préavention der Restenose beim Menschen
einen klinisch wirksamen Ansatz darstellt, ist derzeit nicht abzusehen und musste durch
klinische Studien untersucht werden. In Anbetracht der Zytotoxizitat der zurzeit
eingesetzten Sirolimus- und Paclitaxel-beschichteten Stents mit Endothelzellschadi-
gung als moglicher Ursache der In-stent-Spatthrombosen lassen die Ergebnisse dieser
Arbeit den lokalen Einsatz von MAP-Kinase-Inhibitoren mithilfe beschichteter Stents als

interessante Alternative erscheinen.
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8. ABKURZUNGSVERZEICHNIS

a alpha

Arteria
AA Acrylamid
Abb. Abbildung(en)
ACC Arteria carotis communis
ACE Arteria carotis externa
ACI Arteria carotis interna

Adventitia  Tunica adventitia (einer Arterienwand)

Ae. Arteriae

AK Antikorper

APAAP alkalische Phosphatase anti-alkalische Phosphatase (immunhist. Farbung)
APS Ammoniumpersulfat

Aqua dest. Aqua destillata

AVK arterielle VerschluRkrankheit

BAA Bisacrylamid

B. allein Ballondilatation allein ohne Pluronic Gel und ohne Wirkstoff
beg. beginnend (e) (er)

3 beta

B. + Gel Ballondilatation plus Pluronic Gel ohne Wirkstoff

BMS bare metal stent(s) = Stent(s) ohne Pharmakonbeschichtung
BSA bovines Serumalbumin, Kalberserumalbumin

bzw. beziehungsweise

°C Grad Celsius

ca. circa

ca® Calciumionen

CAMP cyclisches Adenosin-Monophosphat

ccm Kubikzentimeter

cGMP cyclisches Guanosin-Monophosphat

cm Zentimeter

CO, Kohlendioxid

d Tag(e)(en)
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DMEM
Dr. med.
ECGM
ECL
EGFR
EDTA
EGTA
en bloc
EPC
ERK1/2
et al.
etc.

ets

F

FCS
FGF-2
g
G-CSF
ggafs.
GIST
GmbH
GM-CSF
G-Protein
GPCR
GTP
Gy

h

HE
HEPES
HUVEC
IC50
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Diaminobenzidin

drug eluting stent(s) = pharmakonbeschichtete(r) Stent(s)
Dulbeccos modified eagle medium

Doctor medicinae

Endothelial Cell Growth Medium = Endothelzellwachstumsmedium
enzymatic chemiluminescence = enzymatische Chemolumineszenz
epidermal growth factor receptor

ethylene diamine tetra-acetic acid

ethylene glycol-bis-(beta-amino-ethyl ether) N, N, N°, N'-tetraacetic acid
in einem Stick, zusammenhéngend

endothelial progenitor cells = endotheliale Progenitorzellen

die beiden extrazellular regulierten Kinasen ERK1 und ERK2

et alii, lateinisch fur ,und andere*

et cetera, lateinisch fur ,und die Ubrigen“ = und so weiter

E26 Erythroblastomavirus transformationsspezifisch

French (Einheit fir KathetergrofRe)

fetal calf serum = Kélberserum

basic fibroblast growth factor-2 = Fibroblasten-Wachstumsfaktor-2
Gramm

granulocyte colony-stimulation factor

gegebenenfalls

gastrointestinale(r) Stromatumor(e)

Gesellschaft mit beschrankter Haftung

granulocyte-macrophage colony-stimulating factor
guaninnukleotidbindendes Protein

G-Protein-Coupled Receptor = G-Protein gekoppelter Rezeptor
Guanosin-Triphosphat

Gray

Stunde(n)

Hamatoxylin / Eosin
N-2-hydroxyethelpiperazine-N"-2-ethanesulfonic acid

human umbilical vein endothelial cells

halbmaximale inhibitorische Konzentration eines Wirkstoffes
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IGF-1
-1
Inc.
Intima
I p.
JNK
kD

kg
KG
KHK
Klin.

LDL

LEE

LEI

M

MAPK
MAPKK
MAPKKK
Media
MEK
MEK1/2
mg

M92+
min.

ml

mm
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MMP

Mg

pl

pm / pm?2
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Immunglobulin

insuline-like growth factor-1 = insulin-ahnlicher Wachstumsfaktor-1
Interleukin-1

Incorporated

Tunica intima (einer Arterienwand)
intraperitoneal

c-jun N-terminale Kinase

Kilodalton (GroReneinheit von Proteinen)
Kilogramm

Kdrpergewicht

koronare Herzkrankheit

Klinisch(e)

Liter

low density lipoprotein

Lamina elastica externa

Lamina elastica interna

molar, Mol

mitogen activated protein kinase

mitogen activated protein kinase kinase (MEK)
mitogen activated protein kinase kinase kinase (MEKK)
Tunica media (einer Arterienwand)
MAPK-extracellular regulated kinase

die beiden MAPK-Kinasen MEK1 und MEK2
Milligramm

Magnesiumionen

Minute(n), wobei 0"= null min. bedeuten
Milliliter

Millimeter

millimolar

Matrixmetalloproteinasen oder Matrixmetalloproteasen
Mikrogramm

Mikroliter

Mikrometer / Quadratmikrometer



MM

MTA

n

N.

NaCl
NaH,PO,
NaOH
Neointima
nm

OP

oT

PAA
pAVK
PBS

PD

PDGF
PDGF-BB
PDGFR
Pen/Strep
PFA

POD

Prof.

% / %ige(s)
PTA
PTCA

®

rpm

RT

RTK

S.

SAP-K
SAS

SB

mikromolar

medizinisch technische Assistentin
number = Nummer oder Anzahl
Nervus

Natrumchlorid
Natriumhydrogenphosphat
Natriumhydroxid

Tunica neointima (einer Arterienwand)
Nanometer

Operation

Objekttrager

Polyacrylamid

periphere arterielle VerschluRkrankheit

phospate buffered saline = phosphatgepufferte Kochsalzlésung

PD098059

platelet derived growth factor

platelet derived growth factor BB

platelet derived growth factor receptor
Penicillin / Streptomycin

Paraformaldehyd

Peroxidase

Professor

Prozent / prozentige(s)

perkutane transluminale Angioplastie
perkutane transluminale Koronarangioplastie
registered trademark = eingetragenes Warenzeichen
rounds per minute = Umdrehungen pro Minute
Raumtemperatur

Rezeptor-Tyrosin-Kinase(n)

siehe

stress-aktivierte Proteinkinase(n)

statistical analysis system

SB203580



SB + PD
sec.

SDS
SHR
sma-Actin
s.o./s.u.
Tabl.
TBS
TEMED
TGF-a
TGF-R
TGFR
TNF- a
TPA

U
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U/min.

Univ.- Prof.

USW.
VEGF
VEGFR
VSMC
VWF

z. B.
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79
SB203580 mit PD098059 kombiniert

Sekunde(n)

Sodium-Dodecyl-Sulfate = Natrium-Lauryl-Sulfat
spontaneously hypertensive rats = spontan hypertensive Ratten
smooth-muscle-alpha-Actin

siehe oben / siehe unten

Tablette(n)

tris buffered saline

Tetramethylethylendiamin

transforming growth factor alpha

transforming growth factor beta

transforming growth factor receptor

tumor necrosis factor alpha

Phorbol 12-Myristat 13-Acetat (= Phorbolester)
unit(s)

unter Anderem(n)

Umdrehungen pro Minute

Universitatsprofessor

und so weiter

vascular endothelial derived growth factor
vascular endothelial derived growth factor receptor
vascular smooth muscle cell(s) = glatte GefaBmuskelzelle(n)
von-Willebrand-Faktor

zum Beispiel

zum Tell
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