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1. Einleitung

1.1. Vaskulare Umbauprozesse

Vaskulare Umbauprozesse umfassen strukturelle Verdnderungen bereits bestehender GefaRe. '
Darunter wird ein physiologischer als auch pathologischer Umbau der GefaRwand sowie das
Wachstum und die Regression von GefaRen gefasst. Dieser Gewebeumbau ist ein aktiver
Prozess, der zellulare Mechanismen wie Apoptose, Proliferation, Invasion, Migration und Synthese
von Proteinen der extrazellularen Matrix mit einschliet. Vaskulare Umbauprozesse beinhalten
zum einen Vorgange, die mit veranderter Genexpression verknipft sind, zum anderen eine
Anderung der zelluldren Zusammensetzung in der GefaRwand. Dies kann zu einer
Lumeneinengung oder VergréRerung des Lumenquerschnitts des GefaRes filhren. 2

Ursachen vaskularer Umbauprozesse sind Atherosklerose, Thrombose und
Thrombusorganisation, GefalRwandverletzung durch interventionelle Verfahren, Restenose,
Shearstress, Bestrahlung, Umstellung von fetalem auf adulten Kreislauf, angeborene
Gefallveranderungen (Aneurysmen, fibromuskulare Hyperplasie, Stenosen in Kollateralen), Verlust
eines funktionell intakten Kapillarbetts und systemische und pulmonale Hypertension.

1.1.1 Klinische Bedeutung okklusiver GefiaBveranderungen

In der westlichen Welt stellen Gefal3- und ihre Folgeerkrankungen die haufigste Todesursache dar.
Hierbei stehen insbesondere Gefallverengungen (Stenosen) auf dem Boden einer Atherosklerose
im Vordergrund. Auch wenn durch modernste medizinische Techniken (unter anderem
interventionelle Ballondilatation, operative Bypass-Verfahren) und pharmakologische Strategien
die Beschwerdesymptomatik und das Uberleben von Patienten deutlich verbessert werden konnte,
stellen u.a. das haufige Wiederauftreten von GefalRverengungen (Restenosen) und unginstige
Stenose-Lokalisationen therapeutische Schwierigkeiten dar. So wird die koronare Herzkrankheit
und der Hirninfarkt zurzeit als Todesursache Nummer Eins im aktuellen Bericht des Jahres 2008
der Weltgesundheitsorganisation (WHO) aufgelistet . Allein in Europa verursachen
kardiovaskulare Erkrankungen Uber 4 Millionen Todesfalle jahrlich und sie stellen die
Hauptursache reduzierter Lebenserwartung aufgrund frihzeitigen Todes dar.

Zur Entwicklung geeigneter therapeutischer Konzepte ist die genaue Kenntnis der zugrunde
liegenden Vorgange der Atherosklerose und der Restenose unverzichtbar. Dies beinhaltet die
Charakterisierung sowohl der zellularen als auch molekularen Mechanismen der veranderten
Zellfunktionen im Rahmen okklusiver Gefaliveranderungen.

1.1.2. Zellulire Mechanismen der Atherosklerose und Restenose - Ubersicht

Die Atherosklerose stellt eine multifaktorielle chronisch-inflammatorische Erkrankung dar, an deren
Pathogenese eine Reihe unterschiedlicher Zelltypen wie Makrophagen, T-Lymphozyten,
Thrombozyten, Endothelzellen und glatte Gefalimuskelzellen beteiligt sind, die auf molekularer
Ebene miteinander kommunizieren. * ® Nach einer initialen Schadigung des Endothels durch
mechanische, entzlndliche, toxische oder immunulogische Reize kommt es zu einer
Endothelzelldysfunktion und -aktivierung. Es folgt die Adhasion und Transmigration von Monozyten
und Lymphozyten am bzw. durch das Endothel und Differenzierung der Monozyten zu
Makrophagen im Gefall. Diese Makrophagen nehmen modifiziertes und oxidiertes Low Density
Lipoprotein (LDL) auf und bilden so genannte Schaumzellen (foam cells). Proliferative und pro-
migratorische Faktoren bewirken die Migration glatter GefalRmuskelzellen von der Gefallmedia in
die Intima mit konsekutiver Bildung der Neointima, wo GefalRmuskelzellen proliferieren und zu
einer fibrosierenden Verdickung der Gefallwand beitragen. Die Apoptose von Makrophagen und
glatten Gefallmuskelzellen kann zur Ausbildung nekrotischer lipidreicher Kerne (Plaques) flihren.



1. Einleitung 5

Die zellularen und mechanischen Konsequenzen einer vaskuldren Intervention, beispielsweise
durch eine Angioplastie, gegen atherosklerotische GefalRveranderungen flhrt zu einer
charakteristischen und spezifischen GefaRantwort, die in restenotischen Anderungen miinden
kann. ® Diese Prozesse resultieren in einem raschen aber anscheinend selbstlimitierenden
Umbauprozess, der zellulare Proliferation, vaskularen Umbau und variable luminale Stenose mit
einschlief3t. Nach einer durch eine vaskulare Intervention initiierten Verletzung kann es als Resultat
zu endothelialer Denudation, der Exposition thrombogenen Sub-Endothels, Thrombose,
inflammatorischen Anderungen sowie oxidativem Stress und moglicherweise Adventitia-
abhangiger Lumenrestriktion kommen. ” Die Restenose ist nicht durch eine chronische, punktuelle
Progression — die typisch fiir atherosklerotische Verdnderungen ist — gekennzeichnet. * Vielmehr
ist ein wichtiges Charakteristikum der Restenose die neointimale Hyperplasie, die auf der Migration
und Proliferation glatter Gefalimuskelzellen und der Produktion von extrazellularen Matrixproteinen
basiert. ® Neben der Endothelzell-assoziierten Denudation und der Einwanderung von Monozyten/
Lymphozyten sind adventitielle Zellen und vor allem glatte GefaBmuskelzellen an der Entstehung
und Progression restenotischer Gefaldveranderungen beteiligt. Im Gegensatz zur Atherosklerose
ist die Restenose nicht von der Anreicherung oder dem Aufbau atherogener Plasmalipide
abhangig. Zudem zeichnet sich die Restenose, verglichen mit der Atherosklerose, durch hdhere
zeitliche Vorhersagbarkeit der Umbauprozesse aus. ’

1.1.3. Molekulare Mechanismen der Atherosklerose und Restenose - Ubersicht

Aktivierte, dysfunktionale Endothelzellen exprimieren verstarkt Adhasionsmolekile wie u.a. das
vaskulare Zelladhasionsmolekil VCAM-1, interzellulares Adhasionsmolekil ICAM-1, E-Selektin
und bestimmte Integrine. Stimulierend bei der Aktivierung von Endothelzellen wirken auch
proinflammatorische Zytokine wie Interleukin-1 (IL-1), Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) sowie
oxidiertes LDL und mdglicherweise C-reaktives Protein. * '

Die Adhasion und Transmigration der Monozyten werden unter anderem durch Monozyten
Chemotaktisches Protein-1 (MCP-1), Interleukin 8 (IL-8) und Interferon-y (IFN-y) vermittelt.
Freigesetzte vasoaktive Substanzen, Zytokine und Wachstumsfaktoren wirken auto/parakrin auf
umliegendes Gewebe und induzieren Uber Aktivierung der Zellmigration, Regulation der Apoptose,
Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) und Verdnderung der Zusammensetzung der
Extrazellularmatrix  die  Progression  atherosklerotischer Plaques und restenotischer
GefaRveranderungen.

Im Rahmen einer endothelialen Denudation setzen adharierte und aggregierte Thrombozyten den
Wachstumsfaktor Platelet-derived Growth Factor (PDGF) frei. PDGF wirkt pro-migratorisch flr
Monozyten/ Makrophagen und glatte GefaRmuskelzellen. Auch aktivierte Endothelzellen, glatte
GefalBmuskelzellen und Makrophagen sind in der Lage, PDGF zu synthetisieren. DarGber hinaus
ubt PDGF einen starken proliferativen Reiz auf glatte GefalRmuskelzellen aus. Auch andere
mitogene bzw. chemotaktische Wachstumsfaktoren wie der Fibroblast Growth Factor (FGF), der
Epidermal Growth Factor (EGF), der Insulin-like Growth Factor (IGF) und der Transforming Growth
Factor-beta (TGFB) werden von Thrombozyten bzw. vaskularen Zellen produziert und tragen zum
Gewebeumbauprozess im Rahmen von GefaRveranderungen bei. ' Die aktivierten glatten
Gefallmuskelzellen induzieren eine komplexe Extrazellularmatrix und sezernieren zusammen mit
Endothelzellen und Monozyten Matrix-Metalloproteinasen (MMPs), welche eine Destruktion der
extrazelluldren Matrix bewirken kénnen. * MMPs kénnen zur Ausdiinnung der fibrindsen Membran
und zur Degradation von Matrixproteinen fihren, was die Instabilitdt von Plaques und ihre Ruptur
mit konsekutiver klinischer Symptomatik zur Folge haben kann.
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1.2. Das Platelet-Derived Growth Factor (PDGF)-System

Der Plattchen-freigesetzte Wachstumsfaktor (PDGF) wurde urspriinglich, dem Namen
entsprechend, aus Thrombozyten isoliert. So konnte PDGF zunéachst als Granula in Thrombozyten
nachgewiesen werden. Die proliferativen Eigenschaften auf unterschiedliche Zellarten wurden
friihzeitig entdeckt. '% '

Mittlerweile ist bekannt, dass neben Thrombozyten zahlreiche weitere Zellen PDGF produzieren
kénnen und durch PDGF in ihren Zellfunktionen veradndert werden. Darunter fallen auch
physiologische und pathologische Zellen der Gefalkwand wie glatte GefalBmuskelzellen und
Endothelzellen bzw. Monozyten/ Makrophagen. Auch Endothelzellen exprimieren PDGF, das
parakrin glatte Gefallmuskelzellen und Monozyten/ Makrophagen aktiviert. Auf dem Boden der
starken proliferativen und chemotaktischen Eigenschaft von PDGF fur glatte GefaRmuskelzellen
besitzt dieser Wachstumsfaktor besondere pathologische Bedeutung im Rahmen von okklusiven
Gefalveranderungen.

1.2.1. PDGF-Isoformen und ihre verwandten Rezeptoren

PDGF-Rezeptoren gehdren in die Gruppe der Rezeptortyrosinkinasen. '* Die PDGF a- und PDGF
B-Rezeptoren sind, zusammen mit ihren Liganden, potente Regulatoren von Fibroblasten,
Perizyten und glatten GefaBmuskelzellen. Vier unterschiedliche PDGF-Isoformen wurden
identifiziert, die im menschlichen Genom kodiert werden: PDGF-A, -B, -C und -D. Diese Isoformen
homo- oder heterodimerisieren zu PDGF-AA, PDGF-AB, PDGF-BB, PDGF-CC und PDGF-DD.
PDGF-AA, -AB, -BB und -CC induzieren aa-Rezeptor Homodimere, PDGF-AB und -BB induzieren
ap-Rezeptor Heterodimere und PDGF-BB sowie -DD fiihren zu BB-Rezeptor Homodimeren. *°
Dabei assoziiert jede Einheit der dimeren Liganden mit einem Rezeptorsubtyp und fihrt damit zur
Aneinanderlagerung zweier Rezeptoreinheiten (Abbildung 1).
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der PDGF-induzierten Aktivierung von PDGF-Rezeptoren anhand
des PDGF B-Rezeptors. Die Bindung von homo- oder heterodimeren Liganden (PDGF) fluhrt zur
Dimerisierung des Rezeptors mit konsekutiver Autophosphorylierung an intrazelluldren Tyrosinresten, deren
Aminosaurenpositionen im rechten Schema gekennzeichnet sind (die Dimerisierung ist zur Vereinfachung
rechts nicht dargestellt). Daran schlief3t sich die Rekrutierung zellularer Proteine an den phosphorylierten
Rezeptor mit Aktivierung spezifischer Signalwege an (rechte Darstellung).
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1.2.2. PDGF-induzierte Signaltransduktionswege und Zellfunktionen

PDGF-Rezeptoren kontrollieren eine Vielzahl unterschiedlicher zellularer Prozesse wie Zellteilung,
Differenzierung, Migration und das Uberleben von Zellen. PDGF-Rezeptoren werden durch die
Bindung ihrer extrazelluldaren Liganden aktiviert. Diese Liganden entfalten ihre biologische
Wirksamkeit Uber die PDGF-Rezeptoren mit intrinisischer Tyrosinaktivitat. Die induzierte
Rezeptordimerisierung flhrt zur Aktivierung der intrazellularen Tyrosinkinasedomanen und
konsekutiv zur Autophosphorylierung des Rezeptors. Spezifische Proteine des Zytoplasmas,
darunter Src-Kinasen, Untereinheiten der Phosphatidylinositol (Pl) 3-Kinase, RasGAP, die
Phosphatase Src-homology Region 2-containing Protein Tyrosine Phosphatase (SHP)-2 und
Phospholipase C (PLC)-y, binden mit hoher Affinitdt an den phosphorylierten Rezeptor, sie binden
aber nicht im nicht-phosphorylierten Zustand des Rezeptors (Abbildung 1).

1.2.3. PDGF und vaskulare, okklusive Umbauprozesse

PDGF-Liganden und -Rezeptoren werden in atherosklerotischen Plaques sowie restenotischen
Lasionen verstarkt exprimiert '®'® und die Inhibierung der Signaltransduktion von PDGF-
Rezeptoren durch spezifische Antikérper oder durch Tyrosinkinase-Inhibitoren konnte die
Atherogenese und Restenose in unterschiedlichen experimentellen Untersuchungen wirksam
reduzieren. ' ?° Unter den verschiedenen PDGF-Isoformen und den Rezeptor-Subtypen sind
inbesondere PDGF [(-Rezeptor-vermittelte Signale im Rahmen der Neointimaentwicklung nach
vaskularer Schadigung von Bedeutung. ?>?? Der Einfluss von PDGF bei der Atherogenese wird
auch dadurch unterstitzt, dass die Heraufregulierung und Aktivierung von PDGF (3-Rezeptoren in
LDL-Rezeptor /glatten GefaBmuskelzell-spezifischen receptor-related protein (LRP) 1-Mausen mit
deutlicher Atherosklerose assoziiert ist. 2> Diese pro-atherosklerotische Entwicklung konnte durch
Inhibierung von PDGF-Rezeptoren mit dem Tyrosinkinase-Inhibitor STI571/Imatinib wirksam
blockiert werden. 2
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1.3. Ostrogene

Ostrogene (Follikelhnormone) gehéren als Sexualhormone in die Klasse der Steroidhormone und
besitzen als Grundgerust ein Estran (133-Methyl-Gonan). Das wirksamste naturlich vorkommende
Ostrogen 17B-Ostradiol (E2) wird vorwiegend in den Ovarien produziert, daneben kann es lokal
aus Testosteron gebildet werden. Neben sexualspezifischen Funktionen besitzen Ostrogene eine
Reihe sexualunspezfisicher Wirkungen. Die Sekretionsrate von Ostrogenen ist wahrend der
Zyklusphase der Frau bzw. wahrend der Schwangerschaft groRen Schwankungen unterworfen. Mit
der Postmenopause wird die Ostrogenproduktion deutlich gemindert. Damit verbundene
klimakterische Beschwerden kdonnen eine Indikation fir eine Hormonersatztherapie darstellen.

1.3.1. Ostrogene und vaskulire, okklusive Umbauprozesse

Die spatere Entstehung und die niedrigere Inzidenz kardiovaskularer Erkrankungen bei Frauen im
Vergleich zu Mannern sind méglicherweise mit vaskuloprotektiven Eigenschaften von Ostrogenen
in pramenopausalen Frauen assoziiert. Damit einhergehend konnte eine Reduktion der
Neointimaentwicklung nach Ballon-induzierter GefaRverletzung durch Ostrogen-Applikation in vivo
demonstriert werden. 2* 2 Weiterhin wurden in in vitro Untersuchungen direkte atheroprotektive
Eigenschaften von Ostrogenen auf zellularem Niveau nachgewiesen %*°, die zumindest teilweise
die vorteilhaften Effekte flir das kardiovaskulare Risiko und die Reduktion der ischamischen
Ereignisse wie Myokardinfarkt, Hirninfarkt und periphere vaskulére Erkrankung erklaren kénnen.
Auch wenn einige protektive Effekte von Ostrogenen wie die Beeinflussung der Plasmalipide, die
Inhibierung der Plattchen-Aggregation, Herunterregulierung von Angiotensin AT1-Rezeptoren und
die Inhibierung der Angiotensin ll-induzierten Freisetzung von reaktiven Sauerstoffradikalen
beschrieben wurden 2 % 3133 sind die molekularen und zellularen Mechanismen der Ostrogen-
vermittelten atheroprotektiven Effekte noch lange nicht vollstandig verstanden.

Die starke proliferative und chemotaktische Eigenschaft von PDGF auf glatte Gefallmuskelzellen
ist gut dokumentiert. ' Vor dem Hintergrund der Bedeutung von PDGF im Rahmen der
Atherosklerose und Restenose sowie der reduzierten Neointimaentstehung durch E2 #* 3% nahmen
wir an, dass E2 modglicherweise die PDGF-Rezeptor-Signaltransduktion und PDGF-induzierte
Zellfunktionen, wie die Proliferation und die Migration glatter GefalBmuskelzellen, abschwachen
kann und dadurch die GefalBwand vor restenotischen Umbauprozessen schitzt (3.1,
Originalarbeit 1).
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1.4. Hochaktive antiretrovirale Therapie

Seit der Einflhrung der hochaktiven antiretroviralen Therapie, HAART, zur Behandlung von
Patienten mit Infektion mit dem humanen Immundefizienz-Virus (HIV) in den Jahren 1996/1997
konnte sowohl die Mortalitat als auch das Auftreten opportunistischer Infektionen deutlich gesenkt
werden. % *® So gewinnen kardiovaskulére Ereignisse, die unmittelbar mit der HIV-Infektion bzw.
der Therapie durch HAART verbunden sind, zunehmend an Bedeutung, da die Lebensdauer von
HIV-positiven Patienten verlangert wurde. Kardiovaskulare Erkrankungen besitzen einen
wesentlichen Anteil an der HIV-assoziierten Mortalitdt. So variieren die Inzidenzraten flr
kardiovaskulare Ereignisse in den jeweiligen klinischen Untersuchungen zwischen 4 und 9 pro
1000 Personen-Jahre, so dass diese Ereignisse nach Einfiihrung der HAART einen wichtigen
Anteil der Mortalitat und Morbiditét bei Patienten mit HIV-Infektion darstellen. 3”38

1.4.1. Hochaktive antiretrovirale Therapie und vaskulédre, okklusive Umbauprozesse

Die HIV-Infektion selbst als auch HAART wurden mit zahlreichen direkten und indirekten pro-
atherogenen Effekten in Verbindung gebracht. Diese wurden sowohl in experimentellen als auch
klinischen Untersuchungen analysiert. Dabei stellen metabolische Veranderungen wie
Dyslipidamien, Diabetes mellitus und das Alter der Patienten indirekte vaskulare und potentiell pro-
atherogene Faktoren dar; Interferenz mit der Expression von vaskularen Adhasionsmolekilen, pro-
inflammatorischen Zytokinen, vasoaktiven Substanzen oder Wachstumsfaktor-vermittelten
Zellfunktionen sind als direkte vaskuldre Faktoren unmittelbar mit der Pathogenese der
Atherosklerose und Restenose verknupft.

Ob diese zellularen und metabolischen Veranderungen in einem gesteigerten Risiko fur pro-
atherogene Gefallumbauprozesse und kardiovaskulare Ereignisse resultieren, ist strittig und wurde
in Untersuchungen unterschiedlich dokumentiert bzw. diskutiert. Eine Reihe von klinischen Studien
zeigte ein erhdhtes Risiko fiir HIV-positive bzw. HAART-behandelte Patienten 3“2, andere

Untersuchungen konnten demgegeniiber keine Korrelation nachweisen. 4> 44

Die Behandlung nach HAART-Schema beinhaltet die Kombination unterschiedlicher antiretroviraler
Pharmaka, wobei sich das gewahlte pharmakologische Regime international unterscheidet und am
individuellen Patienten orientiert ist. Zurzeit werden finf verschiedene Substanzklassen
therapeutisch angewendet. So stehen nukleosidische Reverse-Transkriptase-Inhibitoren (NRTI),
nukleotidanaloge Reverse-Transkriptase-Inhibitoren (NtRTI), nicht-nukleosidische Reverse-
Transkriptase-Inhibitoren (NNRTI), Proteaseinhibitoren (PIl) und ein Fusionsinhibitor zur Verfiigung.
Ublicherweise beinhaltet die Kombinationstherapie nach HAART zwei verschiedene NRTI sowie
einen NNRTI oder einen Pl. Durch die gleichzeitige Gabe des Pl Ritonavir wird die
Verstoffwechslung anderer Pl durch Inhibition des Cytochrom P450 Isoenzyms 3A4 gehemmt und
deren Wirkspiegel gesteigert (Prinzip der Boosterung).

Neben metabolischen Veranderungen wurden direkte Effekte von Pl auf zellularer Ebene
nachgewiesen. Darunter fallen pro-apoptotische Einfliisse auf Adipozyten *° sowie die reduzierte
Zellviabilitdt von humanen Endothelzellen. *° Damit (ibereinstimmend konnte gezeigt werden, dass
die Verabreichung von PI zur endothelialen Dysfunktion in Patienten filhrte *’, die als friiher
Indikator fir atherosklerotische Gefallveranderungen gelten kann. Umgekehrt wurde allerdings
berichtet, dass neben diesen negativen Effekten auch vorteilhafte Veranderungen mit der Gabe
von Pl verknlpft sein kénnen. So wurden reduzierte endotheliale Marker (Adhasionsmolekile
VCAM-1 und ICAM-1) unter antiretroviraler Therapie gemessen. “®

Wegen der Bedeutung des Wachstumsfaktors PDGF im Rahmen von okklusiven
GefalRveranderungen und der in einigen Studien dokumentierten gesteigerten kardiovaskularen
Ereignisse in HAART-behandelten Patienten *°*? stellten wir die Hypothese auf, dass
antiretrovirale Pharmaka die PDGF-Signaltransduktion in glatten GefaBmuskelzellen direkt
verandern (3.2., Originalarbeit 2), sowie dass HAART zur Steigerung der Neointimaentwicklung in
vivo (3.3., Originalarbeit 3) fuhrt.
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1.5. Protein-Tyrosin-Phosphatasen

Als endogene Antagonisten von Rezeptortyrosinkinasen (RTKs) * im Allgemeinen und von PDGF-
Rezeptoren im Speziellen stellen Protein-Tyrosin-Phosphatasen (PTPs) regulatorische Enzyme
dar, denen neuerdings signifikante Bedeutung fir das Ausmall der =zellularen Tyrosin-
Phosphorylierung zugeschrieben wird. ***® So bestimmt die Aktivitdt bzw. Expression von PTPs
malfgeblich die Tyrosinphosphorylierung von RTKs und konsekutiv die nachgeschaltete
Signaltransduktion. **

1.5.1. Einteilung von PTPs

Im menschlichen Genom sind 107 PTPs bekannt, denen allen eine katalytische Domane mit
Phosphohydrolase-Aktivitat gemein ist. Auf der Aminosauren-Sequenz der katalytischen Domane
basierend werden 4 Sub-Gruppen mit gewisser Substratspezifitdt klassifiziert. Die Klasse |
Cystein-basierten PTPs subsummieren die klassischen PTPs mit ausschlieRlicher Phospho-
Tyrosin-Spezifitat. Diese Gruppe von 38 PTPs wird in Rezeptor-ahnliche PTPs (RPTPs) und Nicht-
Rezeptor-dhnliche PTPs (NRPTPs) unterteilt (Abbildung 2). °**® Die vorliegende
Habilitationsschrift beschaftigt sich mit diesen ,klassischen“ PTPs, die im Weiteren lediglich als
‘PTPs” bezeichnet werden.
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der Struktur klassischer PTPs (nach Ostman und Kappert %
modifiziert nach Alonso et al. 55). Abk.: RPTPs, Rezeptor-ahnliche PTPs; NRPTPs, nicht-Rezeptor dhnliche,
zytosolische PTPs; D1, Domane 1; D2, Domane 2; FN, Fibronektin-ahnlich; g, Immunglobulin-ahnlich; KIM,
Kinaseninteraktionsmotif, PDZ, postsynaptische Densitaten-95/Discs large/Z01 Homologie; SH2, src
homology 2; BRO, Baculovirus BRO Homologie; Pro-rich, Proline-reich; FERM, Band
4.1/Ezrin/Radixin/Moesin Homologie; KIND, Kinase N Lappen-adhnliche Doméne; Sec14p, Seci14p
Homologie (oder CRAL/TRIO).
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1.5.2. Regulation von PTPs

Neben dem regulatorischen Einfluss von PTPs auf die zellulare Netto-Tyrosinphosphorylierung
sind PTPs ihrerseits einer Reihe von Mechanismen unterworfen, welche die Phosphatasen-
Aktivitat beeinflussen. So fihrt die Phosphorylierung von PTPs an Tyrosin-, Serin- und Threonin-
Resten bzw. die Bindung von extrazelluldaren Liganden entweder zur Erhéhung oder zur
Inhibierung der Phosphatasen-Aktivitat. Die Dimerisierung von RPTPs und die Stimulus-getriggerte
proteolytische Spaltung sind zusétzliche Mechanismen zur Modulation der PTP-Aktivitat. >*
Kirzlich konnte die inhibitorische Oxidation des Cysteinrestes in der active-site der katalytischen
Domaéne als ein weiterer Modifizierungsmechanismus etabliert werden. Hierbei wurde in eigenen
Arbeiten eine Antikdrper-basierte Methode zum Nachweis oxidierter PTPs entwickelt. °” *® Neben
diesen post-translationalen Regulationen von PTPs sind Veranderungen der Expression sowohl
unter physiologischen als auch pathologischen Bedingungen beschrieben worden. ¢

1.5.3. PTPs und vaskulére, okklusive Umbauprozesse

Die Bedeutung von PTPs im Rahmen von vaskularen, okklusiven Umbauprozessen ist weitgehend
ungeklart. Zudem muss hervorgehoben werden, dass die Rolle von PTPs fur die PDGF-Rezeptor-
Signaltransduktion in erster Linie bislang in nicht-vaskularen Zellen untersucht wurde. Seki et al.
konnten allerdings eine positive Beziehung zwischen SHP-2 Expression und Bromodeoxyuridin-
Aufnahme in glatten GefaBmuskelzellen nach PDGF-Stimulation nachweisen. ® Dariiber hinaus
beschrieben diese Autoren einen Anstieg der SHP-2 Expression in der Rattenaorta nach
experimentell induzierter Neointimaentwicklung, was auf eine wichtige Rolle dieser PTP im
Rahmen der Restenose hinweist. ® Daneben wurde gezeigt, dass FAP-1 und PTP1B in glatten
GefaRmuskelzellen in Aa. carotides communes der Ratte wahrend der Neointimaentwicklung
deutlich heraufreguliert wurden. ® In einem In-Gel Ansatz konnte die Interaktion von vier
unterschiedlichen PTPs mit dem PDGF B-Rezeptor nachgewiesen werden: PTP-PEST, SHP-2,
PTP1B und TC-PTP. ® Dabei besteht die klarste Evidenz fiir eine antagonistische Wirkung auf die
PDGF B-Rezeptor-Signaltransduktion fiir TC-PTP, einer ubiquitar exprimierten zytosolischen PTP.
% Eine weitere PTP, die als negativer Regulator von PDGF B-Rezeptoren beschrieben wurde, ist
DEP-1. Es wurde gezeigt, dass die Transfektion von DEP-1 in PDGF B-Rezeptor-exprimierende
Zellen zu einer Reduzierung der Liganden-induzierten Rezeptor-Phosphorylierung und zellularen
Antworten filhrte. %%’

Um die Bedeutung von PTPs im Rahmen von okklusiven GefalRveranderungen zu beschreiben,
analysierten wir die transkriptionelle Regulation von PDGF B-Rezeptor-bindenden PTPs in einem
experimentellen Modell der Neointimaentwicklung (3.4., Originalarbeit 4). Zudem wurde der
Versuch unternommen, PTPs als molekulare Zielstrukturen durch pharmakologische Intervention
in ihrer Aktivitat zu beeinflussen und dadurch restenotische Gefallveranderungen abzuschwachen
(3.5., Originalarbeit 5).
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2. Zielsetzung

Die Neointimaentwicklung und vaskuldre Umbauprozesse sind haufige Komplikationen in
Patienten nach durchgefiihrter interventioneller Ballondilatation mit oder ohne damit verbundenem
otenting” des Gefalles. Die zellularen Mechanismen, die zu dieser post-angioplastischen
Restenose flhren, gleichen in mehreren Aspekten denen der Atherosklerose. Darunter fallt die
Proliferation und Migration glatter Gefalimuskelzellen, die Neointimaentwicklung sowie eine
Veranderung der extrazelluldren Matrix. ®® Experimentelle Daten stiitzen die Annahme, dass die
PDGF-Signaltransduktion zentralen Stellenwert bei diesen Prozessen hat. Die vorteilhafte
therapeutische Beeinflussung der PDGF-induzierten zellularen Signale konnte in mehreren
Untersuchungen bestétigt werden °*”", wobei auch negative Daten publiziert wurden. "

Generell wurden Veranderungen der Produktion von PDGF und PDGF-bindenden Rezeptoren und
ihrer Tyrosinkinase-Signaltransduktion in einer Reihe von vaskular-pathologischen Prozessen,
einschlieBlich der Atherosklerose und Restenose, beschrieben. % In dieser Arbeit wurden
verschiedene Aspekte restenotischer Gewebeumbauprozesse, insbesondere Komponenten der
PDGF-Signaltransduktion in glatten Gefallmuskelzellen, untersucht.

Im Einzelnen wurden analysiert:

e Der Einfluss von 17-beta Ostradiol auf die PDGF-induzierte Signaltransduktion und
Zellfunktionen in glatten GefaRmuskelzellen (3.1., Originalarbeit 1).

e Der Einfluss des antiretroviralen Pharmakons Ritonavir auf die PDGF-induzierte
Signaltransduktion und Zellfunktionen in glatten GefalBmuskelzellen in vitro (3.2.,
Originalarbeit 2).

e Die Bedeutung einer antiretroviralen Kombinationstherapie fir vaskulare Umbauprozesse
in vivo (3.3., Originalarbeit 3).

e Die Funktion und Regulation von PDGF [(-Rezeptor-antagonisierenden Protein-Tyrosin-
Phosphatasen im Rahmen der induzierten Neointimaentwicklung (3.4., Originalarbeit 4).

e Die pharmakologische Beeinflussbarkeit von Protein-Tyrosin-Phosphatasen in einem
Modell der experimentellen Neointimaentwicklung (3.5., Originalarbeit 5).

Ziel dieser Arbeit ist es, zum besseren Verstandnis der molekularen Mechanismen und der
Beeinflussbarkeit PDGF-abhangiger Zellfunktionen in glatten Gefallmuskelzellen beizutragen. Dies
schliel3t insbesondere die Charakterisierung von endogenen antagonistischen Protein-Tyrosin-
Phosphatasen und deren Etablierung als molekulare Zielstrukturen im Rahmen okklusiver,
vaskularer Gewebeumbauprozesse mit ein.
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3. Relevante Originalarbeiten
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Kai Kappert, Evren Caglayan, Michael Huntgeburth, Anselm T. Baumer, Jan Sparwel,
Manuela Uebel, Stephan Rosenkranz (2006): 173-Estradiol attenuates PDGF signaling in
vascular smooth muscle cells at the postreceptor level. American Journal of Physiology —
Heart and Circulatory Physiology 290: Seiten H538-H546

Kai Kappert, Evren Caglayan, Anselm T. Baumer, Michael Siidkamp, Gerd Fatkenheuer,
Stephan Rosenkranz (2004): Ritonavir exhibits anti-atherogenic properties on vascular
smooth muscle cells. AIDS 18: Seiten 403-411

Kai Kappert, Olli Leppanen, Janna Paulsson, Masao Furuhashi, Mari-Anne Carlsson,
Carl-Henrik Heldin, Gerd Fatkenheuer, Stephan Rosenkranz, Arne Ostman (2006): Highly
Active Antiretroviral Therapy Attenuates Re-Endothelialization and Alters Neointima
Formation in the Rat Carotid Artery After Balloon Injury. Journal of Acquired Immune
Deficiency Syndrome 43: Seiten 383-392

Kai Kappert, Janna Paulsson, Jan Sparwel, Olli Leppanen, Carina Hellberg, Arne Ostman,
Patrick Micke (2007): Dynamic changes in the expression of DEP-1 and other PDGF
receptor-antagonizing PTPs during onset and termination of neointima formation. The
FASEB Journal 21: Seiten 523-534

Kai Kappert, Jan Sparwel, Asa Sandin, Alexander Seiler, Udo Siebolts, Olli Leppénen,
Stephan Rosenkranz, Arne Ostman (2006): Antioxidants Relieve Phosphatase Inhibition
and Reduce PDGF Signaling in Cultured VSMCs and in Restenosis. Arteriosclerosis,
Thrombosis, and Vascular Biology 26: Seiten 2644-2651
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3.1. Beeinflussung der PDGF B-Rezeptor-Signaltransduktion in glatten GefaBmuskelzellen
in vitro durch Ostrogen (Originalarbeit 1)

“17B-Estradiol attenuates PDGF signaling in vascular smooth muscle cells at the
postreceptor level”

Kai Kappert, Evren Caglayan, Michael Huntgeburth, Anselm T. Baumer, Jan Sparwel, Manuela
Uebel, Stephan Rosenkranz

American Journal of Physiology — Heart and Circulatory Physiology
290: H538-H546, 2006

Ostrogene besitzen mdglicherweise einen vaskuloprotektiven Einfluss in pramenopausalen
Frauen. Die starken proliferativen und chemotaktischen Wirkungen des Platelet-derived Growth
Factors (PDGF) auf glatte GefalRmuskelzellen sowie die Bedeutung von PDGF im Rahmen der
Atherosklerose und Restenose sind gut dokumentiert. Vor dem Hintergrund der reduzierten
Neointimaentstehung durch 17B-Ostradiol (E2) nahmen wir an, dass E2 die PDGF-Rezeptor-
Signaltransduktion und PDGF-BB-induzierte Zellfunktionen inhibitorisch beeinflusst und dadurch
die Gefallwand vor restenotischen Umbauprozessen schiitzt.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass E2 die PDGF-BB-induzierte DNA-Synthese und
Migration glatter Gefalimuskelzellen der Rattenaorta in vitro signifikant inhibiert. Die Liganden-
abhangige Phosphorylierung sowie die Expression des PDGF (-Rezeptors waren dabei
unverandert. Zudem wurde die Rekrutierung der Rezeptor-assoziierten intrazellularen
Bindungsproteine SHP-2, PLC-y, p85 und RasGAP nicht beeinflusst. Vielmehr zeigte sich eine
signifikante und konzentrationsabhangige Reduzierung der Expression sowie der PDGF-BB-
induzierten Aktivierung des kleinen G-Proteins rac-1. Die Bedeutung von rac-1 fir die PDGF-BB-
abhangige Migration glatter GefaRmuskelzellen konnte in Inhibierungsversuchen durch Clostridium
sordellii lethal toxin und Uberexprimierung von dominant-negativem rac-1 (rac-N17) demonstriert
werden.

Diese Daten zeigen, dass E2 PDGF-abhangige Zellfunktionen in glatten Gefallmuskelzellen
downstream des PDGF [3-Rezeptors durch Beeinflussung von rac-1 abschwachen kann. Vor dem
Hintergrund der Bedeutung von PDGF-abhangigen Zellfunktionen fiir atherogene und
restenotische vaskulare Umbauprozesse bieten diese Daten eine mdgliche molekulare Erklarung
der vaskuloprotektiven Effekte von Ostrogenen.
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3.2. Interferenz mit der PDGF-BB-induzierten Signaltransduktion und mit nachgeschalteten
Zellfunktionen in glatten GefaBRmuskelzellen durch Ritonavir (Originalarbeit 2)

“Ritonavir exhibits anti-atherogenic properties on vascular smooth muscle cells”

Kai Kappert, Evren Caglayan, Anselm T. Baumer, Michael Stidkamp, Gerd Fatkenheuer, Stephan
Rosenkranz

AIDS
18: 403-411, 2004

Die Einfihrung der hochaktiven antiretroviralen Therapie, HAART, zur Behandlung von Patienten
mit Infektion mit dem humanen Immundefizienz-Virus (HIV) konnte sowohl die Mortalitat als auch
das Auftreten opportunistischer Infektionen deutlich senken. Die HIV-Infektion selbst als auch
HAART wurde mit direkten und indirekten pro-atherogenen Effekten in Verbindung gebracht. Auf
dem Boden des Einflusses des Wachstumsfaktors Platelet-derived Growth Factor (PDGF) im
Rahmen von okklusiven Gefaldveranderungen und der in einigen Studien dokumentierten
gesteigerten kardiovaskularen Ereignisse durch HAART wurde der Hypothese nachgegangen,
dass antiretrovirale Pharmaka die PDGF-Signaltransduktion in glatten GefaBmuskelzellen direkt
verandern.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Vorbehandlung glatter GefalRmuskelzellen der
Rattenaorta mit Ritonavir, einem Proteaseinhibitor und Standardbestandteil einer antiretroviralen
Therapie, die PDGF-BB-induzierte DNA-Synthese und Migration in vitro signifikant inhibiert. Der
inhibitorische Einfluss war dabei nicht das Resultat zytotoxischer oder apoptotischer Effekte. Die
Liganden-abhangige Phosphorylierung des PDGF B-Rezeptors wurde konzentrationsabhangig
gehemmt, wahrend die Expression des Rezeptors unverandert blieb. Verbunden damit bestand
eine Reduktion der Phosphorylierung der mitogen-activated protein (MAP) Kinase p42/44 an

Threonin®®?/ Tyrosin®®.

Diese Daten demonstrieren, dass Ritonavir direkte Effekte auf glatte GefaBmuskelzellen in vitro
ausubt. Wahrend Ritonavir moglicherweise das Risiko fir kardiovaskulare Erkrankungen durch
metabolische Nebenwirkungen erhoht, bestehen auch protektive Eigenschaften auf einer
zellularen und funktionellen Ebene in glatten Gefallmuskelzellen.
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3.3. Einfluss von HAART auf die Re-Endothelialisierung und Neointimaentwicklung in vivo
(Originalarbeit 3)

“Highly Active Antiretroviral Therapy Attenuates Re-Endothelialization and Alters Neointima
Formation in the Rat Carotid Artery After Balloon Injury”

Kai Kappert, Olli Leppanen, Janna Paulsson, Masao F__uruhashi, Mari-Anne Carlsson, Carl-Henrik
Heldin, Gerd Fatkenheuer, Stephan Rosenkranz, Arne Ostman

Journal of Acquired Immune Deficiency Syndrome
43: 383-392, 2006

Die hochaktive antiretrovirale Therapie, HAART, ist mit metabolischen Nebenwirkungen wie
Hyperlipidamie und Hyperglykdmie assoziiert, die mdglicherweise zur Entwicklung
kardiovaskularer Erkrankungen beitragen. Daruber hinaus konnten direkte Effekte von HAART auf
zellularer Ebene beschrieben werden, die atherosklerotische und restenotische Umbauprozesse
begunstigen koénnten. Der Einfluss von HAART in einem experimentellen Modell der
Neointimaentwicklung wurde bislang nicht untersucht.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass HAART (Kombination aus Lopinavir, Ritonavir,
Lamivudin und Zidovudin) die Neointimaentwicklung — gemessen anhand des Verhaltnisses der
Neointima zur Media — in einem experimentellen Modell in Aa. carotides communes in Sprague-
Dawley Ratten signifikant steigerte. Zudem war in Tieren, die mit HAART behandelt wurden, die
regenerative Kapazitdt des Endothels reduziert. Dies wurde durch digitale Vermessung des
Auswachsens von Endothelzellen von angrenzenden nicht-intervenierten Gefallen quantifiziert.

Diese Daten demonstrieren, dass HAART mdglicherweise zu einem gesteigerten Risiko
neointimaler Umbauprozesse fuhren kann, wie sie nach perkutanen vaskularen Interventionen
beobachtet werden.
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3.4. Identifizierung von PTPs als Determinanten der PDGF B-Rezeptor-Aktivierung in vivo
(Originalarbeit 4)

“Dynamic changes in the expression of DEP-1 and other PDGF receptor-antagonizing PTPs
during onset and termination of neointima formation”

Kai Kappert, Janna Paulsson, Jan Sparwel, Olli Leppénen, Carina Hellberg, Arne Ostman, Patrick
Micke

The FASEB Journal
21: 523-534, 2007

Wahrend zahlreiche wissenschaftliche Arbeiten zur Regulation von Rezeptortyrosinkinasen (RTKs)
bei der Entstehung der Neointima nach interventioneller Therapie publiziert wurden, ist weitgehend
unbekannt, welche Rolle Protein-Tyrosin-Phosphatasen (PTPs) als endogene Antagonisten von
RTKs besitzen.

In dieser Arbeit wurde in einem tier-experimentellen Ansatz mit Hilfe des Verfahrens der Laser
Capture Microdissection entgegen der vorherrschenden Annahme der Dominanz der
transkriptionellen Regulation von RTKs und ihrer Liganden vielmehr die mafligebliche Rolle von
PTPs generell und insbesondere von DEP-1 (density-enhanced protein tyrosine phosphatase-1) im
Rahmen der Neointimabildung und ihrer Terminierung demonstriert. Darlber hinaus wurde
dadurch eine dynamische transkriptionelle Regulation von PTPs per se Dbei
Gewebeumbauprozessen beschrieben. Eine verstarkte generelle PTP-Aktivitat korrelierte mit einer
Abschwachung der Proliferation glatter Gefallmuskelzellen und der Beendigung der
Neointimabildung. Einhergehend damit zeigten kultivierte DEP-1"" mouse embryo fibroblasts
(MEFs) und glatte Gefalimuskelzellen nach DEP-1-Herunterregulierung eine verstarkte Liganden-
induzierte Phosphorylierung des Platelet-derived Growth Factor (PDGF) [(-Rezeptors. Zudem
waren DEP-1" MEFs durch eine erhéhte PDGF-BB-induzierte Chemotaxis charakterisiert.

Die Resultate demonstrieren eine bislang unerkannte Rolle von PDGF [-Rezeptor-
antagonisierenden PTPs bei der Neointimabildung. Zudem stitzen die Daten die Vorstellung einer
transkriptionellen Regulation von PTPs als einen wichtigen Mechanismus zur Kontrolle von
vaskularen Umbauprozessen.
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3.5. Pharmakologische Beeinflussung der PTP-Aktivitait im Rahmen der Neointimaent-
wicklung in vivo (Originalarbeit 5)

“Antioxidants Relieve Phosphatase Inhibition and Reduce PDGF Signaling in Cultured
VSMCs and in Restenosis”

Kai Kappert, Jan Sparwel, Asa Sandin, Alexander Seiler, Udo Siebolts, Olli Leppanen, Stephan
Rosenkranz, Arne Ostman

Arteriosclerosis, Thrombosis, and Vascular Biology
26: 2644-2651, 2006

Protein-Tyrosin-Phosphatasen (PTPs) beeinflussen als endogene Antagonisten der Tyrosin-
Signaltransduktion mafgebliche Funktionen vaskuldrer Zellen. Dabei ist unbekannt, ob PTPs
mdglicherweise  therapeutische  Zielstrukturen bei restenotischen und  atherogenen
Gefallveranderungen darstellen. Reaktive Sauerstoffspezies (ROS), wie H,O,, werden sowohl im
Rahmen von Gefallasionen als auch physiologisch als Botenstoff von Rezeptortyrosinkinasen
(RTKs) produziert. Als intrazellulare Zielstruktur von ROS wurden PTPs identifiziert, die am active-
site Cystein in der katalytischen Domane oxidiert und damit inaktiviert werden. Ziel war es, durch
PTP-Reaktivierung ROS- und RTK-vermittelte Signale zu inhibieren und konsekutiv der
Neointimabildung entgegenzuwirken.

In vitro wurde der Einfluss der Antioxidantien Tempol und N-Acetyl-Cystein (NAC) auf die PTP-
Aktivitat, die H,O.,- und Platelet-Derived Growth Factor (PDGF)-Signalvermittiung und auf
Zellantworten in glatten Gefalmuskelzellen analysiert. In vivo wurden Tempol und NAC an
Sprague-Dawley-Ratten appliziert und 14 Tage nach Endothel-Denudierung der A. carotis
communis die PTP-Expression und —Aktivitat, die Phosphorylierung des PDGF B-Rezeptors sowie
die Neointimabildung analysiert. NAC verhinderte die H,O.-induzierte Verminderung der PTP-
Aktivitat in glatten GefalBmuskelzellen in vitro. Zudem wurde in NAC-behandelten glatten
GefaBmuskelzellen die  H,Os-induzierte  Signalvermittiung  gehemmt, inklusive  der
Phosphorylierung des PDGF 3-Rezeptors sowie von downstream gelegenen Signalmolekulen wie
Erk und Akt. Schliel3lich inhibierten Tempol und NAC konzentrationsabhangig die PDGF-BB-
induzierte Migration und BrdU-Inkorporation signifikant. /In vivo fuhrte die Behandlung mit Tempol
und NAC zu einer erhdhten PTP-Aktivitat in restenotischen Gefalien. Damit einhergehend lag bei
gleicher Rezeptor- und PDGF-B-Liganden-Expression im Gefal eine niedrigere Phosphorylierung
des PDGF [-Rezeptors in der Neointima bei Tempol- und NAC-behandelten Tieren vor.
Schlieflich fihrten Tempol und NAC zur signifikanten Inhibierung der Neointimabildung.

Die Reaktivierung der PTP-Aktivitat durch Antioxidantien besitzt deutlichen Einfluss auf die
PDGF-Signalvermittlung und die Neointimabildung. Insbesondere die niedrigere PDGF [3-
Rezeptor-Phosphorylierung in Verbindung mit einer erhdhten totalen PTP-Aktivitat in vivo weisen
auf eine Wirkung auf PDGF (-Rezeptor-antagonisierende PTPs durch Antioxidantien hin. Die
Ergebnisse zeigen erstmals, dass PTPs therapeutische Zielstrukturen bei okklusiven, vaskularen
Umbauprozessen darstellen.
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4. Diskussion und therapeutische Aspekte

Verschiedene Aspekte vaskularer, okklusiver Umbauprozesse wurden in dieser Habilitationsschrift
behandelt. Vor dem Hintergrund der Wichtigkeit glatter Gefalimuskelzellen im Rahmen dieser
Prozesse wurde hierbei zum einen die Aktivierung bzw. die Beeinflussung der
Rezeptortyrosinkinase PDGF B-Rezeptor durch 17-beta Ostradiol und Ritonavir untersucht
(Originalarbeiten 1 und 2). Die Originalarbeit 3 vertiefte dabei den Aspekt der Modifizierung
vaskularer, okklusiver Umbauprozesse durch antiretrovirale Pharmaka in vivo. Zum anderen wurde
die Rolle PDGF B-Rezeptor-antagonisierender PTPs fiir die Rezeptortyrosinsignaltransduktion
einschliellich neointimaler Prozesse untersucht (Originalarbeiten 4 und 5).

Die vorliegende Habilitationsschrift untersuchte die Rolle der Tyrosinsignaltransduktion bei
Gewebeumbauprozessen. Hierunter fallen die Signaltransduktion des PDGF [(-Rezeptors
(Originalarbeiten 1 und 2) als im vaskuldren Gewebe relevanter Rezeptortyrosinkinase und der
Einfluss von PDGF B-Rezeptor bindenden oder antagonisierenden PTPs (Originalarbeiten 4 und
5). Obgleich die Wichtigkeit von PDGF-Rezeptoren im Rahmen der Atherosklerose und Restenose
insbesondere durch experimentelle Befunde gut belegt ist, gestalteten sich therapeutische
Ansatze, die den PDGF-Rezeptor als Zielstruktur verfolgten, bislang als schwierig. So konnte im
kardiovaskularen Bereich kein Vorteil durch einen Inhibitor des PDGF [(-Rezeptors
(STI571/Imatinib) in Bezug auf die Restenose von In-Stent-Restenosen in einer randomisierten
Placebo-kontrollierten Studie an 180 Patienten dokumentiert werden. "? Die Ergebnisse einer
klinischen Untersuchung im Rahmen der pulmonalen Hypertonie (ClinicalTrials.gov
Identifikationsnummer: NCT00477269) bleiben abzuwarten. Auch wenn klinische Wirksamkeit im
Rahmen anti-tumoréser Therapie durch Inhibierung des PDGF B-Rezeptors belegt ist, muss das
signifikante Nebenwirkungsprofil benannt werden. "™ " Die Entwicklung von Tyrosinkinase-
Inhibitoren mit verbessertem Wirkungsprofil bei reduzierter Nebenwirkungsrate ist daher eine
Herausforderung der kommenden Jahre.

Wahrend experimentelle Befunde auf einen kardiovaskulo-protektiven Effekt von Ostrogenen
hinweisen, einschlieBlich der Originalarbeit 1, kann auf dem Boden der derzeitigen klinischen
Datenlage keine Hormonersatztherapie zur Prophylaxe kardiovaskularer Ereignisse generell
empfohlen werden. So geht zwar in epidemiologischen Untersuchungen eine Behandlung mit
Ostrogenen zur Therapie typischer Postmenopausen-Beschwerden mit giinstigen Effekten auf die
koronare Herzkrankheit einher, prospektive, randomisierte Interventionsstudien ergaben
demgegeniiber keinen Nutzen bzw. Schutz gegeniber kardiovaskuldren Ereignissen durch
Ostrogentherapie. Allerdings wurden bisherige Studien als ,sekundare* Interventionsstudien
durchgefihrt (Ersatztherapie in der Regel > 10 Jahre postmenopausal). Das Konzept einer
Primarpravention wurde hingegen bislang nicht ausreichend getestet. Durch die noch nicht
abgeschlossenen KEEPS- "° und ELITE-Studien (ClinicalTrials.gov Identifikationsnummern:
NCT00114517 und NCT00154180) wird gerade diese Fragestellung naher gehend bearbeitet.

Die Rezeptortyrosinkinasen-induzierte Signaltransduktion wird neben der Ligandenexposition und
der Rezeptorexpression zudem mafigeblich durch PTPs beeinflusst. Daher stellen auch PTPs als
Komponenten der Tyrosinsignaltransduktion einen méglichen Ansatz zur sinnvollen
therapeutischen Beeinflussung dar. Derzeitige Bestrebungen im Rahmen der PTP-Forschung
beinhalten zum einen die bessere Charakterisierung der PTP-Aktivitat bei pathophysiologischen
Gewebeumbauprozessen, so bei der vaskuldren Restenose *° (Originalarbeit 4) und beim
Tumorwachsum. "® Zum anderen stellt der kiirzlich identifizierte Mechanismus der post-
translationalen Oxidation des active-site Cysteins in der katalytischen Domane von PTPs einen
weiteren Forschungsschwerpunkt dar. 7" ’® In der Reaktivierung von durch Oxidation inhibierten
PTPs liegt zudem ein potentieller Ansatz zur Verhinderung pathophysiologischer
Gewebeumbauprozesse. Dies wurde in der Originalarbeit 5 in einem Modell der Restenose nach
vaskularer Schadigung untersucht. ° Méglicherweise besteht damit ein neues therapeutisches
Konzept beim Diabetes mellitus, wobei allerdings auch widerspriichliche Befunde vorliegen. #°
Unbestritten stellen PTPs endogene Enzyme dar, die zur Behandlung des Diabetes mellitus
therapeutisch beeinflusst werden kdnnten. ®' Eine Reihe akademischer und industrieller Ansatze
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versuchen, wirksame und selektive PTP-Inhibitoren mit anti-diabetischen Effekten durch
Aktivierung der Insulin-Signaltransduktion zu entwickeln. Voraussetzung dafir ist eine genauere
Kenntnis der Regulation von Insulinrezeptor-antagonisierenden PTPs in vivo.

Ein PTP-Aktivator oder auch PTP-Inhibitor im kardiovaskularen Bereich ist bislang nicht verfligbar.
Der einzige sich zurzeit in klinischer Anwendung befindender PTP-Inhibitor ist Stiboglukonat, der
im Rahmen der Leishmaniose eingesetzt wird 8 und hierbei als SHP-1-Hemmstoff fungiert. ®* Die
vorliegende Habilitationsschrift konnte experimentelle Evidenz erbringen, dass die (Re-)Aktivierung
von PTPs pharmakologisch gelingen kann und dies mit einer Reduktion der Neointimaentwicklung
vergesellschaftet ist (Originalarbeit 5). " Die (Re)-Aktivierung wurde hierbei iber den Umweg der
antioxidativen Wirkung erlangt. Direkte PTP-Aktivatoren stellen aber eine zukunftsreiche Strategie
bei proliferativen Gewebeumbauprozessen dar, nicht zuletzt bei okklusiven, vaskularen
Veranderungen.

Umgekehrt sind drei weitere therapeutische Ansatze denkbar:

e Sinnvoll erscheint erstens die Inhibition von solchen PTPs, die positiv auf die
Tyrosinkinasen-Signaltransduktion wirken, beispielsweise SHP-2. Hierbei konnte durch
Inhibitoren ein therapeutischer anti-proliferativer Effekt erreicht werden.

e Vor dem Hintergrund der mit der Atherosklerose und Restenose assoziierten endothelialen
Dysfunktion, die mit einem reduzierten Endothelzell-Uberleben verknipft sein kann, sind
zweitens solche Ansatze geeignet, die die Proliferation und die Migration von
Endothelzellen verbessern. Darunter fallen PTP-Inhibitoren, die gegen jene PTPs gerichtet
sind, die antagonistisch gegen Rezeptortyrosinkinasen, beispielsweise Vascular
Endothelial  Growth Factor-2 Rezeptoren als malfgebliche Endothelzell-
Rezeptortyrosinkinasen, gerichtet sind, um die Aktivitat dieser Rezeptoren zu steigern.

e Drittens ist die Beeinflussung des Wachstums von Kollateralen denkbar, die eine
Gewebeischdmie auf dem Boden okklusiver, vaskularer Gefaltveranderungen
kompensieren koénnten. Aufgrund der mafRRgeblichen Rolle von Monozyten/ Makrophagen,
Endothelzellen und von glatten GefaBmuskelzellen im Rahmen des Kollateralwachstums,
sollten PTP-Inhibitoren gegen PTPs, die den Aktivitatszustand von Rezeptortyrosinkinasen
dieser Zellen beeinflussen, zu einem wirksamen GefalRwachstum flihren mit evtl. Ausgleich
der Gewebeischamie.

Ein weiterer Aspekt veranderter PDGF [(-Rezeptor-abhangiger Funktionen glatter
GefalBmuskelzellen bzw. die Beeinflussung okklusiver, vaskularer Umbauprozesse wurde in den
Originalarbeiten 2 und 3 behandelt. So wurde in Zellkulturexperimenten die Hemmung des
Liganden-aktivierten PDGF B-Rezeptors in kultivierten glatten GefaBmuskelzellen durch Ritonauvir,
einer Komponente von HAART, nachgewiesen (Originalarbeit 2). Zudem konnte gezeigt werden,
dass eine Kombinationstherapie antiretroviraler Pharmaka zur  Progression der
Neointimaentwicklung und Hemmung der endothelialen Regenerationsfahigkeit in einem
experimentellen Modell vaskularer Schadigung flhrt (Originalarbeit 3). Somit wurde in letzterer
Arbeit eine Beeinflussung okklusiver, vaskularer Umbauprozesse durch HIV-Therapeutika selbst —
ohne HIV-Infektion — nachgewiesen. Auch mehrere klinische Untersuchungen stitzen die
Annahme, dass HAART sowie HIV selbst mit einer Steigerung kardiovaskularer Ereignisse
verkniipft sind. 3% Neben direkten vaskularen Effekten sind daran vermutlich ebenso
metabolische Veranderungen (Dyslipiddmien, Insulinresistenz) beteiligt, die eine indirekte
vaskulare Beeinflussung darstellen. Daher bleibt ein komplementarer Ansatz bei der HIV-Therapie
eine grolle interdisziplindre  Herausforderung zur bestmdglichen Morbiditats- und
Mortalitdtsreduktion von Patienten mit HIV und HAART. Hierbei sollten die direkten und indirekten
vaskularen Effekte von HIV und HAART mit berlicksichtigt werden.
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Zusammengefasst stellen Komponenten der Tyrosinsignaltransduktion — Rezeptortyrosinkinasen
und Protein-Tyrosin-Phosphatasen — bereits heutzutage oder aber kinftige potentielle
therapeutische Zielstrukturen bei Gewebeumbauprozessen dar, einschliellich der in dieser
Habilitationsschrift behandelten vaskularen Umbauprozesse. Insbesondere die Modifizierung der
Aktivitat von PTPs kénnte sich als wirksame Strategie zur therapeutischen Beeinflussung lumen-
reduzierender vaskularer Pathologien erweisen.
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5. Zusammenfassung

Gefall- und ihre Folgeerkrankungen stellen die haufigste Todesursache in der westlichen Welt dar.
Daher sind Strategien zur Reduzierung stenosierender, vaskularer Umbauprozesse therapeutisch
winschenswert. Dies schlieRt die genaue Kenntnis der zugrunde liegenden zellularen und
molekularen Mechanismen von GefalRerkrankungen, wie der Atherosklerose und der Restenose,
mit ein. Experimentelle Daten stitzen die Annahme, dass die Platelet-derived Growth Factor
(PDGF)-Signaltransduktion von zentraler Bedeutung im Rahmen dieser Prozesse ist.
Verschiedene Aspekte stenosierender, vaskuldrer Gewebeumbauprozesse, insbesondere
Komponenten der PDGF-Signaltransduktion, wurden in der vorliegenden Habilitationsschrift
untersucht.

So konnte in der Originalarbeit 1 gezeigt werden, dass 17-beta Ostradiol die PDGF-BB-induzierte
Signaltransduktion und Zellfunktionen in glatten GefalRmuskelzellen in vitro signifikant beeinflusst.
Wahrend ein Einfluss auf die PDGF [-Rezeptor Expression, Liganden-induzierte Rezeptor-
Tyrosinphosphorylierung sowie Rekrutierung zytosolischer Bindungsproteine ausgeschlossen
wurde, bestand eine konzentrationsabhangige Reduktion der PDGF-BB-induzierten DNA-Synthese
und Zellmigration. Dieser inhibitorische Effekt durch 17-beta Ostradiol wurde downstream des
PDGF B-Rezeptors durch Verminderung der Aktivierung des kleinen GTP-bindenden Proteins rac-
1 vermittelt. So fiihrte auch die transiente Uberexprimierung von dominant-negativem rac-1 sowie
ein rac-1 Inhibitor zur Hemmung der PDGF-BB-induzierten Migration glatter Gefallmuskelzellen.
Diese Daten bieten eine mdgliche molekulare Erklarung vaskuloprotektiver Effekte von
Ostrogenen.

Die Bedeutung antiretroviraler Therapeutika fur Zellfunktionen glatter GefaBmuskelzellen in vitro
sowie im Rahmen experimentell induzierter vaskularer Gewebeumbauprozesse in vivo wurde in
den Originalarbeiten 2 und 3 untersucht. Wahrend die Analyse der direkten Effekte von Ritonavir
auf glatte GefalRmuskelzellen eine Interferenz mit PDGF-BB-induzierter Tyrosinphosphorylierung
des PDGF [3-Rezeptors sowie der DNA-Synthese sowie Zellmigration und damit einen Wachstum-
inhibierenden Einfluss von Ritonavir aufderhalb von zytotoxischen und pro-apoptotischen Effekten
zeigte (Originalarbeit 2), bestand eine Progression der vaskuldaren Umbauprozesse und eine
Hemmung endothelialer Regenerationskapazitat durch HAART in einem Tiermodell vaskularer
Schadigung (Originalarbeit 3). Somit stehen potentiell direkte, protektive Effekte in vitro
unerwlnschten Effekten in vivo gegenliber. Diese Daten zeigen, dass zum einen anti-
restenotische Eigenschaften von Ritonavir auf einer zellularen und funktionellen Ebene bestehen,
zum anderen, dass HAART mdglicherweise negativen Einfluss auf den endothelialen
Heilungsprozess bzw. den vaskularen Umbau nach Gefaliverletzung besitzt.

Neben der Liganden-Exposition wird die Aktivitdt von Rezeptortyrosinkinasen wie dem PDGF [3-
Rezeptor maflgeblich durch Protein-Tyrosin-Phosphatasen (PTPs) reguliert. Dies beinhaltet auch
die Beeinflussung der nachgeschalteten Signaltransduktion sowie zellularer Funktionen. Die
Bedeutung von PTPs in stenosierenden, vaskuldaren Umbauprozessen wurde in Modellen der
vaskularen Schadigung in vivo analysiert. Zum einen konnte gezeigt werden, dass PTPs zeit- und
schicht-spezifisch wahrend der Neointimaentwicklung reguliert wurden und dass dies die Aktivitat
des PDGF B-Rezeptors beeinflusste. Hierbei scheint insbesondere die transiente
Herunterregulierung der PTP DEP-1 von Bedeutung zu sein (Originalarbeit 4). Zum anderen wurde
die Hypothese getestet und bestatigt, dass die Applikation von Antioxidantien durch Hemmung der
Oxidation des active-site Cysteins in der katalytischen Domane PTPs (re-)aktiviert, was zur
Antagonisierung des PDGF [(3-Rezeptors in vivo fuhrte und konsekutiv die Neotintimaentwicklung
nach Gefallverletzung reduzierte (Originalarbeit 5). Hierin liegt méglicherweise ein therapeutischer
Ansatz zur Modifizierung von dysregulierten Gewebeumbauprozessen, die mit gesteigerter
Aktivitdt von Rezeptortyrosinkinasen vergesellschaftet sind.
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