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Einleitung

1 Einleitung
1.1 Aufbau eines GefaBes

1.1.1 Morphologie einer Rattenarterie

Die GefaBe des arteriellen Systems sind ihrer mechanischen Beanspruchung
angepasst. Die Arteria carotis, welche in dieser Arbeit untersucht wurde, gehért
zu den herznahen Arterien vom elastischen Typ.

Die Arteria carotis einer ausgewachsenen Ratte besteht aus einer Tunica
intima, Tunica media und Adventitia. In der lichtmikroskopischen VergréBerung
zeigt sich eine sehr diinne Tunica intima und eine subendotheliale Schicht. Die
Tunica intima grenzt durch eine einlagige lickenlose Endothelschicht das
flieBende Blut gegen das Gefal ab. Die dann folgende Tunica media ist zirkular
strukturiert. Sie besteht aus drei bis vier elastischen Membranen, zwischen
welchen sich ringférmig angeordnete glatte GefaBmuskelzellen befinden. Bei
Arterien wird die Tunica Media durch die Membrana elastica interna gegen die
Tunica Intima abgegrenzt. In dieser innersten elastischen Membran stellen sich
elektronenmikroskopisch 1-2 um groBe Licken dar (PINTO ET AL. 1998). Die
auBerste elastische Membran bildet die Grenze zu der dann folgenden
Adventitia. Die Adventitia besteht aus Bindegewebselementen, wie z.B.

Kollagen Typ 1, Fibrozyten, sowie Vasa vasorum und Nervi vasorum.

1.1.2 Morphologie einer humanen Arterie

Die Morphologie der menschlichen Arterie ist im gleichen Schichtsystem
aufgebaut. Auch hier findet man eine Tunica interna, - media und - externa. Die
Arteria carotis des Menschen gehért zu den mittelgroBen Arterien vom
elastischen Typ. Hierzu gehdren die Aorta und ihre Hauptéste. Die Wande der
elastischen GeféaBe bilden ein muskuloelastisches System und haben die oben
beschriebene Dreischichtigkeit.

Die Intima ist dicker als z.B. bei den menschlichen Arterien vom muskularen
Typ. Das Stratum subendotheliale ist sehr breit, die hier liegenden
Bindegewebsfasern verlaufen hauptsachlich in Langsrichtung und spielen fir
die Kontraktionen und Erweiterungen der GeféaBe eine wichtige Rolle.
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Einleitung

Die Media besteht auch hier aus konzentrisch angeordneten gefensterten
elastischen Membranen, deren Zahl mit dem Alter zunimmt. Zwischen den
Membranen finden sich glatte Muskelzellen, Fibroblasten, diinne Fibrillen,
elastische Fasern und amorphe chondroinsulfatreiche Substanzen. Die
Adventitia ist relativ schmachtig; sie enthalt elastische und kollagene Fasern

sowie Vasa vasorum und Nerven. Die Membrana elastica externa fehilt.

1.2 Atherosklerose

Die  Pathogenese atherosklerotischer = Prozesse basiert auf der
,verletzungshypothese® und wird als ein entzindlicher Prozess angesehen.
Durch verschiedene Risikofaktoren kann es zu einer Schadigung des Endothels
kommen und somit zu einem Verlust der physiologischen Funktion des
Endothels. Die endotheliale Dysfunktion fihrt zu einer Veranderung seiner
normalen homoostatischen Eigenschaften und es kommt zu einer Migration und
Proliferation glatter GefaBmuskelzellen, Ansammlung von mononuklearen
Zellen und Bildung von Bindegewebe. Diese Mechanismen flhren letztlich zu
einer Bildung artheriosklerotischer Plaques und somit zu einer GefaBverengung
(ROSS ET AL. 1999).

1.3 Restenose

Restenose (Rezidivstenose) beschreibt das pathophysiologische Phanomen,
dass das Lumen durch interventionelle MaBnahmen rekanalisierter
artherosklerotisch veranderter GeféaBe dazu neigt, sich erneut einzuengen.

Die in der Literatur vorzufindende Schwankungsbreite der Auftretenshaufigkeit
restenotischer GefaBlasionen liegt zwischen 10-60%. Die Rate der nach einer
PTCA (perkutanen transluminalen Koronarangiographie) auftretenden
Restenose betragt jedoch immer noch ca. 30% (GRUENTZIG ET AL. 1987, POPMA ET
AL. 1991) und die follow-up Studien zeigten sogar Prozentzahlen zw. 30-50%.
(HOLMES ET AL. 1984, NOBUYOSHI ET AL. 1988, CALIFF 1991, DETRE 1989).
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Einleitung

Bei der PTCA mit durchgefihrter Stentimplantation reichen die Restenoseraten
je nach Studie von 10-60%. (LOWE ET AL. 2002, DUSSAILLANT ET AL. 1995, ELEZI ET
AL. 1998).

Eine Stenose von 50% oder eine Lumenreduktion von 30 %, ausgehend vom
initialen postinterventionellen Befund, werden als angiographisch signifikante
Restenosen bezeichnet (KUNTZ ET AL. 1993).

Eine Klinisch relevante Restenose wird durch die limitierenden Ereignisse
definiert wie notwendige Reinterventionen oder Bypass-Operationen, Angina
pectoris Symptomatiken oder dem Exitus letalis.

1.4 Therapie der Stenose

Die von Charles Dotter maBgeblich gepragte Entwicklung der Behandlung
hamodynamisch bzw. klinisch relevanter Stenosen, veranderte die
Therapiemoglichkeiten (DOTTER ET AL. 1965). Die sich daraus entwickelnde
Kathetertechnik ermdglicht es heutzutage, auch ausgepragte GefaBlasionen
erfolgreich zu behandeln (GRUENZIG ET AL. 1977, SIMPSON ET AL. 1982).

Besonders das Verfahren der Ballondilatation (oder Ballonangioplastie = PTCA)
setzte sich in der klinischen Anwendung zunehmend durch. Die Ballondilatation
ist heutzutage ein Standardverfahren fir interventionelle perkutane
Behandlungen von z.B. Koronarstenosen. Eine zusatzliche Verbesserung der
Anwendungsmdglichkeit erfolgte durch Einfihrung des unabhé&ngig flhrbaren
intrakoronaren Fihrungsdrahtes (over-the-wire-Prinzip) (GRUENZIG ET AL. 1977,
SiMPSON ET AL. 1982). Dies flhrte zu einem exponentiellen Anstieg der
Durchfihrung von Ballondilatationen (PFUND ET AL. 2000).

Ein weiteres klinisches Anwendungsgebiet stellt die PTCA bei postoperativen
Stenosebildungen nach koronaren Bypassoperationen und bei
atheriosklerotischer Veranderung von Koronarien transplantierter Herzen dar
(HOFLING ET AL. 1992, SCHEIDT ET AL. 1995). Die interventionelle Therapie (PTCA)
zeichnet sich durch eine geringere Invasivitat, geringere Belastung des
Patienten und eine Wiederholbarkeit des Verfahrens aus. (HOFLING ET AL. 1989,

HOLMES ET AL. 1984, PARISIET AL. 1992).
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Einleitung

Eine erfolgreiche Ballondilatation bedingt jedoch auch spezifische
Komplikationen (GRUENTZIG ET AL. 1977 & 1987). Der Mechanismus der
Ballondilatation fuhrt zu einem Riss zwischen den undehnbaren
Plaqueschichten und den dehnbaren auBeren GefaBarealen. In der Akutphase
fihrt das Verfahren zu Uber 90% zum Erfolg. Es kann jedoch durch
Plagueablésungen zu einem embolischen GefaBverschluss kommen.

Die aufgetretenen Komplikationen sind im einzelnen Akutkomplikationen
(GefaBverschluss, Dissektion, Perforation etc.), mangelhafter Angioplastieerfolg
(»recoil’) und die Entstehung der Restenose. Die Akutkomplikationen sind durch
die Weiterentwicklung des Katheterspekirums und durch die Einfiihrung von
GefaBstitzen (Stents) weitgehend beherrschbar geworden (BIER ET AL. 1991,
DIETZ ET AL. 1991, HOLMES ET AL. 1984).

Prospektive randomisierte Studien zeigten eine deutlich reduzierte akute
Komplikationsrate und gute Langzeitergebnisse fir die Stentimplantation.
(FISCHMAN ET AL. 1994, SCHOMIG ET AL. 1994, SERRUYS ET AL. 1994). Die
Stentimplantation zeigt im Vergleich zur PTCA eine Verringerung der
Komplikationsrate in den ersten 6 Monaten. Stents verringern die
angiographische und klinische Restenose in KoronargefaBen mit einem
Durchmesser von = 3 mm, obwohl die Neointimahyperplasie nach
Stentimplantation im Vergleich zur Ballonangioplastie zunimmt. Das frihe
postinterventionelle Schrumpfen des GeféaBlumens durch Plaquereste und
Ruckstellkrafte ,early recoil“, und das ,late negative remodeling” (Konstriktion)
der behandelten GefdBe wird durch die Stentimplantation vermindert. Die
ersten Stent-Studien zeigten, dass die zundchst besseren Akuterfolge durch
spateren Verlust der GeféaBlumen die initial positiven Ergebnisse relativierten.
Die Rezidivstenose stellt somit auch bei Stent-Implantationen eine zu
beachtende Komplikation und ein signifikantes klinisches Problem dar. (AL
SUWAIDI ET AL. 2000, AMBROSE ET AL. 1997, BETRIU ET AL. 1999, FERGUSON ET AL.
1999, FISCHMAN ET AL. 1994, GEORGE ET AL. 1998, HOFLING ET AL. 1992, HOFLING ET
AL. 1995, HOLMES ET AL. 1984, RODRIGUEZ ET AL. 1998, SCHOMIG ET AL. 1994,

SERRUYS ET AL. 1994, VERSACIET AL. 1997).
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Zur Minderung der In-Stent-Stenose wird zum einen die intrakoronare
Brachytherapie mit B und y-Strahlen angewandt, welche eine Reduktion der
Restenose von 8-38% versus 39-64% in der Placebogruppe zeigte (SHEPPARD
ET AL.2003). Zum anderen werden Drug-elution-Stents (DES) implantiert, welche
tberwiegend mit Sirolimus (Rapamycin) oder Paclitaxel beschichtet sind.
Hierunter werden Reduktionen der Restenoserate von ca. 25% auf 3%
beobachtet (19. HERZBERICHT DER DEUTSCHEN GESELLSCHAFT FUR KARDIOLOGIE,
2006).

Als weitere therapeutische MaBnahmen der In-Stent Stenose bietet sich eine
erneute PTCA (RePTCA), sowie z.B. Excimer Laser, Rotations-Atherektomie
sowie direkte Atherektomie an. Die Re PTCA stellt sich als das effektivste
Verfahren der Behandlung der In Stent-Stenose dar (COHEN EA 1997, DI MARIO

ET AL. 2000, HERRMANN ET AL. 1993, TOPOL ET AL. 1993).

1.5 Mechanismen der Restenose

Die Ballonkatheterisierung vergréBert das intravaskulare Lumen, indem es die
GefaBwande aufdehnt. Dies geschieht durch Aufbau eines intraluminaren
Drucks, der zwischen 3-12 bar liegen sollte, durch den geflllten Katheterballon.
Dabei werden in vorgeschadigten GefaBen vor allem die weniger
atheriosklerotischen Segmente gedehnt. In unserer Versuchsreihe handelte es
sich nicht um vorgeschadigte Arterien der Ratte, wahrend dieses Verfahren in
der klinischen Anwendung nur an vorgeschadigten GeféaBen durchgefiihrt wird
(BULT ET AL. 2000).

Die Restenose ist ein komplexes Geschehen, bei dem verschiedene
Entstehungsmechanismen eine Rolle spielen. Die in der Media proliferierenden
und dann aus der Media lumenwarts einwandernden glatten GefaBmuskelzellen
stellen einen dieser Mechanismen dar, durch den eine Neointima gebildet wird.
Diese ist in der Qualitat und Struktur nicht mehr der urspringlichen Intima
gleich, welche aus einer einreihigen Schicht von Endothelzellen gebildet wird.
Die eingewanderten glatten GefaBmuskelzellen teilen sich nach Erreichen der
Intima weiter und bilden so eine neue Matrix (PRATT ET AL. 1993, SCHWARTZ ET AL.
1995).
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Die durch die Ballonkatheterisierung entstandenen Risse in der Endothelschicht
férdern die Bildung von Thromben innerhalb der Arterienwand. Der Thrombus
wird in der Folge durch Infiltration von Makrophagen und glatten
GefaBmuskelzellen organisiert. Die glatten GefaBmuskelzellen proliferieren und
ersetzen das thrombotische Material. Endothelzellen migrieren und bilden auf
der Oberflaiche des Thrombus und der Media eine neue Schicht von
Endothelzellen, welche jedoch nicht die Eigenschaften und Funktionen der
urspringlichen Endothelzellschicht hat. Dadurch kommt es noch nach Wochen
zu immer wiederkehrenden Neuorganisationen von Thromben an der
geschéadigten Zellwand (SCHWARTZ ET AL. 1998). Wenn durch Ballondilatation
auch Verletzungen der Adventitia verursacht werden, kann es sogar zu einer
Differenzierung der Fibroblasten zu Myofibroblasten kommen, welche auch in
die Media und weiter lumenwarts einwandern und an der Neointimabildung
beteiligt sein kdnnen (SCOTTET AL. 1996).

Ein weiterer Mechanismus, der zur Lumenveranderung fihren kann, ist das so
genannte ,Remodeling”, das meistens zur Verengung des GefdBes durch
Konstriktion der LEE fUhrt. Im positiven Fall kann ,Remodeling“ zu einer
VergréBerung der LEE fuhren und damit den Verlust an Lumenflache durch
Neointimaproliferation kompensieren, jedoch fuhrt es im Negativfalle auch
haufig zu einer Verkleinerung des Lumens. In letzterem Falle kann sich die
Arterie durch kollagenreiches Narbengewebe, welches aus der peri-adventialen
Schicht stammt, nicht ausdehnen, oder es kommt zu einem Schrumpfen des

gesamten GefdBes (SCHWARTZ ET AL. 1998).
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Artery with _ )
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Intimal Cu:unstn clive Incomporation of
thickening remadelling mural thrombus

Abb. 1 Schematische Darstellung der Mechanismen, welche nach PTCA zu einem Verlust
der Lumenflache flhren. Das Zusammenziehen der Arterie findet nach einer
Ballondilatation unmittelbar statt, wéhrend die drei anderen Mechanismen (die

Thrombusorganisation, die Neointimaentstehung und das Remodeling) spéater
auftreten. Die Media wird in blau gezeigt, die Intima in lila und der Thrombus in rot.

(BULT ET AL. 2000)

1.6 Der MAP-Kinase Signalweg

Die Mitogen-aktivierten Protein Kinase (MAPK) Signalwege Ubertragen eine
Vielzahl von externen Signalen, die zu einer groBen Zahl von Zellreaktionen
fuhren. Hierzu gehéren u.a. Wachstum, Differenzierung, Entzindung und
Apoptose. Diese Signalwege werden durch den folgenden allgemeinen
schematisierten Signalweg charakterisiert:

Stimulus > MAPKKK > MAPKK > MAPK - Zellreaktion

Hierbei stellt sie MAPKK die Kinase von MAPK und MAPKKK die Kinase von
MAPKK dar. In den meisten Fallen wird die MAPKKK durch G-Proteine wie
Ras, Rac oder Rap1i aktiviert, sie kann jedoch auch durch andere Enzyme
aktiviert werden. Bei Sdugetieren wurden drei Haupt-Signalwege identifiziert:
MAPK/ERK, SAPK/JNK und p38 MAPK.
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Stimulus Growth Factors, Stress, GPCR, Stress,
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l Growth Factors Mitogens, GPCR
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Abb. 2 Mitogen-aktivierte Protein Kinasen (MAPK) Signalkaskade (Cell Signaling
Technology, http://www.cellsignal.com/pathways/map-kinase.jsp)

1.6.1 Der p44/p42 MAPK Signalweg

Dieser Signalweg lauft Gber eine Anzahl von verschiedenen MKKK und MKK,
welche in verschiedenen Spezies wie z.B. bei Mensch und Ratte identifiziert
wurden. Es sind verschiedene MAPKSs, die als ERK1 bis ERK5 bezeichnet
werden, bekannt. In dieser Arbeit soll insbesondere die Bedeutung des ERK1/2
Signalweges, der auch als p44 und p42 Signalweg bezeichnet wird, untersucht

werden.

1.6.2 Rezeptortypen

Viele verschiedene Rezeptoren haben die Fahigkeit, den MAPK ERK1/2
Signalweg zu aktivieren. Bei der ersten Gruppe fiihrt eine Stimulation von
Rezeptortyrosinkinasen wie EGF-Rezeptoren, PDGF-Rezeptoren oder Insulin-
Rezeptoren zu einer Autophosphorylierung der cytosolischen Doméne des

Rezeptors selbst. Dies fiihrt zu einer Phosphorylierung spezifischer Substrate.
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Durch die Aktivierung des Rezeptors kommt es zu einer Umwandlung von Ras-
GDP zu Ras-GTP (JOHNSON ET AL. 1994). Ras-GTP interagiert mit der MKKK raf
oder anderen MKKK, welche zu einer Aktivierung des ERK1/2 Signalweges
fihren.

Die zweite Gruppe stellen spezifische Zytokin-Rezeptoren, T-Zell-Rezeptoren,
CD28 und B-Zell Rezeptoren dar (DENHARDT ET AL. 1996). Sie aktivieren Uber
ihre Stimulation Proteine wie z.B. JAK, welche die Fahigkeit haben, sich selbst
und den Rezeptor zu phosphorylieren. Damit bereiten sie die Bindungsstellen
fur verschiedene Proteine, wie z.B. STAT oder Shc vor. Dies flihrt wiederum zu
einer Aktivierung des ERK1/2 Signalweges. Des Weiteren kann die
Phosphorylierung der Zielproteine durch eine Aktivierung der Tyrosinkinasen
aus der Src-Familie erreicht werden. Wiederum wird der Rezeptor selbst
phosphoryliert, und durch eine Bindung von Sos zum Rezeptor kommt es zu
einem Aufladen des Ras-GTP und zu einer Aktivierung des ERK1/2
Signalweges.

Die dritte Gruppe sind die G-Proteine gekoppelten Rezeptoren. Die Bindung
eines entsprechenden Effektors an den Rezeptor wird nicht direkt auf die
katalytische Einheit weitergeleitet, sondern flhrt zu einer Dissoziation des G-
Proteins. Wenn Gi-Proteine beteiligt sind, wird vermutet, dass die ERK1/2
Aktivierung primér Gber den PBy-Untereinheit-Komplex vermittelt wird. Der
Mechanismus scheint PI3K-abhangig und spezifisch zu sein (LOPEZ-IILSASACA
ET AL. 1997). Dann wiederum kommt es Uber eine Kaskade von Tyrosin-
Kinasen, wie Shc, Grb 2, Sos, Ras und MKKK™ zu einer Aktivierung des
ERK1/2 Signalweges. Die Kopplung des Rezeptors an Ggy1 aktiviert die
Phospholipase CB (PLCp). Diese spaltet PIP2 in IP3 sowie Diacylglycerin. IP3
stimuliert die Freisetzung von intrazellularem Calcium, wodurch es zu einer
Aktivierung der Tyrosin-Kinase (Pyk 2) kommt (DAUB ET AL. 1996, LEV ET AL.
1995, SUGDEN ET AL. 1995). Pyk 2 aktiviert den ERK1/2 Signalweg dann wiederum
Uber die Kaskade von Tyrosin-Kinasen. Einige GPCR kdnnen den ERK1/2
Signalweg in einer PKC-abh&ngigen, aber Ras-unabhangigen Form aktivieren
(WIDMANN ET AL. 1999). Die Aktivierung des ERK1/2 Signalweges verlauft dann

weiter wie oben beschrieben.
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Die vierte Gruppe von Rezeptoren sind Integrine, eine Familie von
transmembranésen Rezeptoren, die sich an Proteine der extrazellularen Matrix
binden wie z.B. Fibronectin, Collagen und Vitronectin. Neben der Rho-
vermittelten Aktivierungen des ERK1/2 Signalweges, sind noch verschiedene
weitere Mechanismen beschrieben, die eine Aktivierung hervorrufen kénnen
(CHEN ET AL. 1994, MIYAMOTO ET AL. 1995, MORINO ET AL. 1995, RENSHAW ET AL.

1996, ZHU ET AL. 1995).

1.6.3 Aktivierung von Mitogen-aktivierten Protein Kinasen

Die Aktivierung der MAPK wird durch eine zweifache Phosphorylierung in der
Aminosauresequenz, welche man als Aktivierungsloop bezeichnet, kontrolliert.
In der Thr-X-Tyr Sequenz im Aktivierungsloop findet die Phosphorylierung statt,
katalysiert durch spezifische MKK, wobei X verschiedene
Aminosauresequenzen der MAPK darstellen kann (BRUNET ET AL. 1997, AHN ET
AL. 1991). Fur die ERK 1/2 sind die korrespondierende Phosphorylierungsstelle
das Thr-183 und das Tyr-185. Durch die Phosphorylierung kommt es zu einer
Konformationsanderung und zu einer Interaktion mit der Arginin-Bindungsstelle.
Die doppelte Phosphorylierung und die strukturellen Verdnderungen im
Aktivierungsloop flihren zu einem Anstieg der spezifischen Aktivitdt um mehr
als das 1000-fache (CANAGRAJAH ET AL. 1997).

1.6.4 Aktivierungsmechanismus der ERK1/2

Wie oben beschrieben, kann die Stimulation des MAPK Signalweges
vereinfacht als ein Drei-Kinasen-Modell beschrieben werden. Die Aktivierung
vieler Rezeptoren fiihrt zu einer Ubertragung der Aktivierung (iber Ras. Ras in
der GTP gebundenen Form bindet an die NHz-terminal regulierende Doméne
der MKKK™",

Uber das Ras-GTP kommt es zu einer Lokalisierung der MKKK™®" an der
Plasmamembran, wo die MKKK™" aktiviert wird (DOWNWARD ET AL. 1996, MARAIS
ET AL. 1996). Dies geschieht durch eine Phosphorylierung an der Tyr-340 und
Tyr-341 Position. Einige Studien zeigten, dass jedoch auch Phosphorylierungen
an Serin- und Thyrosin Stellen zu einer Aktivierung der MKKK™" fiihrten. Durch

259 499

PKC kommt es beispielsweise zu einer Phosphorylierung an Ser=> und Ser™”.
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Dieser Vorgang benétigt ebenfalls die Kopplung von MKKK™@" an Ras-GTP
(WIDMANN ET AL. 1999).

Des Weiteren kann MKKK™" durch ERK1/2 und PKA phosphoryliert werden.
Dies flhrt zu einer Inhibierung der Aktivitat (MARAIS ET AL. 1996, MISCHAK ET AL.
1996, SEGER ET AL. 1995). Es handelt sich dabei wahrscheinlich um einen
negativen Feedback, der eine UberméaBige Stimulierung des Signalweges
verhindern soll.

In der ndchsten Stufe des Drei-Kinasen-Modells kommt es zu einer Aktivierung
der MEK 1/2. Die beiden Kinasen sind in ihrer primdren Aminosauresequenz
sehr @hnlich und sind Threonin/Tyrosin Kinasen. Die ERK1/2 haben eine Thr-
Glu-Tyr Sequenz in ihrem Aktivierungsloop, welcher durch die MEK 1/2
phosphoryliert wird. Die Aktivierung von ERK1/2 fihrt zu einer schnellen
Translokation der Kinase in den Nukleus. Dort kann die aktive Form mit

verschiedenen Substraten interagieren.

1.6.5 Substrate des MAPK-Signalweges
Transkriptionsfaktoren stellen wichtige Substrate fir die MAPK (ERK1/2) dar,

wobei diese auch die Fahigkeit haben, eine Anzahl anderer Substrate zu
phosphorylieren, wie z.B. andere Kinasen (MKKK raf), Rezeptoren (EGF
receptor), andere zytoskelett-aktive Proteine (cytosolic phospholipase A») einige
cytoplasmatische Proteine, einige Mikrotubulin assoziierte Proteine und
Enzyme (COHEN P ET AL. 1997, LIN ET AL. 1993, WIDMANN ET AL. 1999, WASYLYK ET
AL. 1998, SEGER ET AL. 1995).

Nach einer Translokation der aktivierten ERK1/2 in den Nukleus kénnen dort
verschiedene Transkriptionsfaktoren aktiviert werden. Die Aktivierung der
Transkriptionsfaktoren wird unter anderem durch sterische Umfaltungsprozesse
erreicht, die zu einer Freilegung der fir die Proteinfunktion wichtigen Doméanen
fihren. So kénnen Transkriptionsfaktoren erst nach der Phosphorylierung mit
der DNA interagieren. Zu den Transkriptionsfaktoren gehdren neben den
immediate early Genen c-Jun, c-Fos und c-Myc insbesondere Proteine aus der
sog. ETS-Familie (SEGER ET AL. 1995, COHEN P ETAL. 1997, WASYLYK ET AL. 1998).
Pro-Leu-Ser/Thr-Pro ist typischerweise die Sequenz, die ERK1/2 als Substrat
dient (CasiLLAS ET AL. 1993). Es wurde gezeigt, dass bei der Entstehung der
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Neointima eine Aktivierung von ETS-Faktoren bzw. von c-Jun und c-Fos eine

Rolle spielen (HU ET AL. 1997, NAITO ET AL. 1998, HULTGARDH-NILSSON ET AL. 1996).

1.6.6 Bedeutung der p44/p42 Aktivierung bei der Restenose

Die Restenose entwickelt sich innerhalb weniger Monate nach PTCA. Dabei
kommt es zur Akkumulation von neointimalen SMC, welche durch direkte
Migration der medialen SMC in die Intima verursacht wird. Sowohl die
Akkumulation, als auch die Immigration werden durch extrazelluldre Reize
hervorgerufen. Dazu gehéren z.B. Cytokine, PDGF, FGF und TGF-p1,
Prostacycline, Endothelin-1 und Angiotensin 1l. Diese flihren, wie oben
beschrieben, zu einer Aktivierung des MAPK Signalweges (BULT ET AL. 2000,
CLOWES ET AL. 1983, GRAFET AL. 1997, LILLE ET AL. 1997, PYLES ET AL. 1997).

Es wurde gezeigt, dass es durch eine Ballondilatation zu einer
Phosphorylierung und Aktivierung von ERK1/2 kommt (KoYAmA ET AL. 1998).
Weiterhin wurde die Translokation der aktivierten ERK1/2 in den Nukleus
(WATSON ET AL. 2000) beschrieben. Je nach Studie und Beginn der Messzeit
steigt die Aktivitat der ERK1/2 innerhalb von 5 Minuten (HU ET AL. 1997), nach 15
Minuten (LILLE ET AL. 1997) oder nach 30 Minuten (KOYAMA ET AL. 1998) an.
Studienabhangig kommt es nach mehreren Stunden zu einer Reduktion oder zu
einem Rickgang der Aktivitat bis auf das Ausgangsniveau. Nach 14 Tagen ist
in allen Untersuchungen das Basalniveau erreicht (WATSON ET AL. 2000, LILLE ET
AL. 1997, LA ET AL. 1996, KOYAMA ET AL. 1998, ADAM ET AL. 1995). Bei nicht
behandelten Ratten ist eine basale Aktivitdt der ERK1/2 vorhanden (LILLE ET AL.
1997, HUET AL. 1997, PYLES ET AL. 1997).

Mit der Aktivierung der ERK1/2 ist die Migration und Proliferation der glatten
GefaBmuskelzellen assoziiert, (MOSES ET AL. 2001) welche, wie bereits oben
beschrieben, einen groBen Anteil an der Neointimabildung haben (URANO ET AL.
1999).
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1.7 Der Einfluss des ERK-Signalweges auf Bildung
und Migration von VSMCs

Es wurde in kultivierten Zellen gezeigt, dass die Aktivierung des ERK-
Signalweges eine entschiedene Rolle bei der Migration von VSMC spielt. Eine
Inhibierung dieses Weges reduziert die Migration und Proliferation der glatten
GefaBmuskelzellen (GRAFET AL. 1997).

An verschiedenen Substanzen, welche in der GefaBpathologie beteiligt sind,
wie z.B. Angiotensin Il (Touzy ET AL. 1999), oxidiertes LDL (YANG ET AL. 2001)
und glycated Serumalbumin (HATORI ET AL. 2001), wurde gezeigt, dass es auch
hier durch eine Inhibierung von MEK zu einer Reduktion der Migration der
glatten GefaBmuskelzellen und der DNA Proliferation kommt.

1.8 Die Inhibierung des MAPK - Signalweges

Die Erforschung des MAPK — Signalweges und anderer Signalwege hat die
Frage nach gezielten Eingriffsméglichkeiten in diese Signalwege aufgeworfen,
um zum Einen zu einem verbesserten Verstandnis zu kommen und zum
Anderen Mdglichkeiten fir therapeutische Anséatze zu finden. Zur Inhibierung
des MEK/ERK Signalweges wurden u.a. als wirkungsvoll und zugleich
spezifisch Verbindungen wie z.B. PD98059, UO126 und die Verbindungen der
Tyrphostingruppe eingesetzt und in der Literatur beschrieben. Die Tyrphostine
sind eine Gruppe von Verbindungen, die als Proteinkinase — Inhibitoren und als
Tyrosinkinase — Hemmer eingesetzt werden. Wegen ihrer spezifischen
Eigenschaften werden sie z.B. zur Erforschung von Signalwegen in der
Krebsforschung eingesetzt (DE VOs ET AL. 2000).

Sowohl PD98059 [2-(2"-Amino 3'-methoxy-phenyl)-oxanaphthalen-4-flavon] als
auch U0126 [1.4 — Diamino -2.3 — dicyano — 1.4 — bis (2 — aminophenylthio)
butadien] sind MEK-Inhibitoren und als solche in verschiedenen biologischen
Signalwegen untersucht worden, insbesondere in solchen, in denen die
Aktivierung von mitogenaktivierten Proteinkinasen (MAP Kinasen / ERKSs) eine
Rolle spielt. Beide Inhibitoren sind nicht-kompetitiv in Bezug auf die MEK-
Substrate  ATP und ERK (FAvATA ET AL. 1998). Obwohl die Kontakt-/
Bindungsstellen fiir PD98059 und UO126 an MEK1 offenbar Uberlappen, sind
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ihre Aktionsmechanismen unterschiedlich (ALESSI ET AL. 1995, DUDLEY ET AL.
1995, FAVATA ET AL. 1998, GouLD ET AL. 2000). Dieser Unterschied und die
Selektivitat des PD98059 gegeniber MEK1 Und MEK2 kénnen in der
Forschung detaillierte Hinweise auf die Mechanismen in Signalwegen geben.

1.9 Der Wirkstoff PD98059

Wie oben gezeigt, wurde eine Vielzahl verschiedener chemisch-synthetischer
Wirkstoffe auf ihre Spezifitdt hinsichtlich der Hemmung des MEK-ERK-
Signalweges untersucht (DAvVis ET AL. 2000, FAVATA ET AL. 1998). PD98059, hat
sich in unterschiedlichen Versuchen als ein spezifischer, nicht kompetitiver
Inhibitor der mitogenaktivierten Proteinkinase erwiesen (REINERS ET AL. 1998,

ALESSIET AL. 1995, DUDLEY ET AL. 1995, FAVATA ET AL. 1998, WANG ET AL. 2001).

Abb. 3 Chemische Struktur des Wirkstoffes PD98059

Der Wirkstoff PD98059 wurde mittels eines Assays identifiziert, der auf der
MEK-abhangigen Phosporylierung von MBP beruhte, wobei gezeigt wurde,
dass PD98059 die Aktivitat der MEK, aber nicht die der MAPK dosisabhangig
inhibierte (DUDLY ET AL. 1995).

1.9.1 IC50 Werte des PD98059

In der Literatur finden sich je nach Versuchsanlage und Einsatz von Zellen
unterschiedlicher Spezies bei in vitro Versuchen ICso Werte in einem Bereich
von 2 bis 100 uM. ALESsI ET AL. 1995 beschreibt die Inhibierung der MEK-
Aktivierung durch PD98059 mit einer ICso von 2-7uM, die Inhibierung der
Aktivierung von MEK1 durch Raf mit einer IG5y von 5uM und die Inhibierung
der Aktivierung von MEK2 durch Raf mit ICsp von 40uM (ALESSIET AL. 1995). Fir
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aktive MEK1 Mutanten wurden 10uM gefunden, jedoch fir Raf-aktivierte MEK1
ein deutlich héherer Wert von 100uM (ALESSI ET AL. 1995, DUDLEY ET AL. 1995,
GouLD ET AL. 2000). An anderer Stelle wurde gezeigt, dass Konzentrationen
unter 20 uM nicht toxisch auf Zellkulturen wirken (REINERS ET AL. 1998). Da alle
diese Werte bei in vitro Versuchen ermittelt wurden, muss bei der Wahl der
Wirkstoffkonzentration bei in vivo Versuchen, wie sie in dieser Arbeit
beschrieben werden, eine ausreichend hohe Konzentration im Bereich von ca.
5-50 uM in situ erreicht werden, um eine Bioverfligbarkeit zu erzielen, die der
GréBenordnung nach den zitierten in vitro Versuchen entspricht.

1.9.2 Spezifische Wirkungen des PD98059 und weitere relevante
Ergebnisse der Forschung

Weitere Forschungsergebnisse mit Relevanz fir diese Arbeit zeigen, dass beim
Einsatz von PD98059 auBer der Inhibierung des MAPK-pathways auch mit
anderen Mechanismen gerechnet werden muss, die je nach gewahlten Zell-
oder Tiermodellen in in vitro oder in vivo Versuchen zu unterschiedlichen
Ergebnissen fiihren kénnen. So zeigten MOSES ET AL. 2001 durch in vitro
Versuche, dass darlber hinaus die Migration von Zellen (SMCs) in verletzte
Bereiche von kultivierten SMCs der Rattenaorta sowie die DNA-Synthese durch
PD98059 konzentrationsabhangig bei Konzentrationen um 20uM gehemmt
werden.

Ein Nebeneffekt des PD98059, den die Autoren nicht auf die Inhibierung der
MAPK-Aktivierung zurlckfihren, ist die Blockierung von spannungsabhangigen
Ca®* - Kanalen, gemessen an Oozyten der Urechis Caupo (GOULD ET AL. 2000).
PD98059 wurde hier in Konzentrationen bis zu 50uM eingesetzt, die
erwartungsgeman ebenfalls zu einer MAPK-Hemmung flhrten. Es konnte so
gezeigt werden, dass PD98059 die durch PDGF induzierte Migration von
SMCs aus Ratten- bzw. Kaninchenaorten bzw. aus der Umbilikalvene reduziert
(GRAF ET AL. 1997, COSPEDAL ET AL. 1999). Eine Untermauerung der Bedeutung
der MAP-Kinase Kaskade als Signalweg fur Proliferation und Migration von
SMCs zeigte sich durch in vitro Versuche an kultivierten VSMCs von Ratten. Es
wurden dabei Konzentrationen von 1 - 30uM eingesetzt, die eine
konzentrationsabhangige, inhibierende Wirkung an durch PDGF-BB aktiviertem
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ERK1 und ERK2 zeigten. In diesen Versuchen konnte kein Einfluss auf die
stress-induzierte Ca®* - lonen — Ausschiittung festgestellt werden (GRAF ET AL.
1997).

In anderen in vitro Versuchen konnte an kultivierten Aorta SMCs von Mausen
kein Effekt des PD98059 im Konzentrationsbereich von 7-15 uM auf die durch
PDGF-BB induzierte Aktivierung der Phosphatidylinositol-3 Kinase und die
dadurch hervorgerufene Migration der SMCs festgestellt werden (KRAEMER ET
AL. 1999). PD98059 (Konzentrationen von 10 bis 100 pM) inhibierte in vitro
ebenfalls die Migration glatter humaner Muskelzellen aus der Vena saphena
magna nach mechanischer Verletzung und deutlicher ERK1 und ERK2
Phosphorylierung mit einem Maximum nach 10 bis 30 Minuten. Die Hemmung
war signifikant, aber auch bei hohen Konzentrationen nicht vollstandig, so dass
der Autor (WIEBEL ET AL. 2004) auch andere Signaltransduktionswege bei der
Motilitdt humaner SMCs fir wahrscheinlich halt. Andere Autoren hatten bereits
gezeigt, dass es zwei Phasen der durch PDGF-BB induzierten ERK1/2
Aktivierung in humanen vendsen glatten Muskelzellen gibt (NELSON ET AL. 1998).
Ein erstes Maximum bereits nach 15 Minuten, das mit der PDGF-BB induzierten
Migration in Verbindung gebracht wurde und eine spatere Aktivierung nach 1-4
Stunden, die mit der Proliferation der glatten Muskelzellen assoziiert wurde. Zu
diesem Schluss kamen die Autoren durch den zeitlich gezielten Einsatz von
PD98059 innerhalb der ersten 15 Minuten nach der Stimulation der Zellen mit
PDGF-BB, durch den die Migration inhibiert wurde, wéhrend spéaterer Einsatz
des Wirkstoffes die Migration nicht mehr beeinflusste. Weiter leiteten sie daraus
eine zeitabhangige, differenzierte Beeinflussung von Proliferation und Migration
Uber die gleiche Signalkaskade ab.
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2 Fragestellung

Grundlage dieser Arbeit war die in derselben Arbeitsgruppe zuvor gemachte
Beobachtung, dass durch adventitiale Applikation des MEK-Inhibitors PD98059
die Neointimabildung nach Angioplastie der A. carotis der Ratte signifikant
vermindert wurde. In dieser Arbeit sollte die Wirkung von zwei geringeren
Dosen von PD98059 auf Neointimabildung, GefédBremodeling und ERK-
Aktivierung nach Ballondilatation der A. carotis der Ratte untersucht werden,

um weitere Informationen Uber die minimal effektive Dosis zu erhalten.
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3 Methoden

3.1 Herstellung des lokalen Wirkstoffdepots

Herstellung der Pluronic-Stammlésung:

12,5 g Pluronic Gel F127 wurden in 50 ml steriler PBS-Pufferlésung unter
Rihren bei 4°C geldst. Die Lésung wurde bei 4°C flr die weiteren Versuche
gelagert. Das Gel ist in dieser Konzentration bei 4°C flissig und geliert bei
Raum- und Kérpertemperatur.

Zur Herstellung der mit dem Wirkstoff PD98059 versetzten Behandlungsgele
wurde von einer Stammldsung des PD98059 mit der Konzentration 50mM
ausgegangen (5 mg PD 98059 in 374 pul DMSO).

Zur Herstellung des Gels mit der Konzentration 100 uM wurden 12 pl der 50
mM Lésung mit 18 pl DMSO gemischt. (entspr. 30ul mit 20mM). 5 ul dieser
Lésung wurden jeweils mit der Lésung des Pluronicgels auf 1 ml erganzt
entsprechend einer Konzentration von 100 pM. Zur Herstellung des Gels mit
der Konzentration 40 uM wurden 8 pl der 50 mM Lésung mit 42 pl DMSO
gemischt (entspr. 50 pl mit 8 mM). 5 pul dieser Lésung wurden jeweils mit der
Ldsung des Pluronicgels auf 1 ml erganzt entsprechend einer Konzentration
von 40 pM. Das Leergel wurde mit jeweils 5ul DMSO/1ml versetzt, um einen
theoretisch mdglichen Effekt des DMSO auch in der sogenannten
Leergelgruppe zu erhalten.

Die Portionen von jeweils einem Milliliter wurden gekihlt bei 4°C aufbewahrt
und jeweils flir den Zeitraum einer Operationsserie (max. 30 Tage) gelagert. Fir
neue Operationsserien wurden neue Ansatze hergestellt.

Eine Operationsserie umfasste 10-15 Tiere. Pro Tag wurden jeweils 2-5 Tiere
operiert. Die jeweiligen Wirkstoffkonzentrationen und die Vergleichs-
behandlungen wurden in den Behandlungsgruppen nach dem Zufallsprinzip
gewahlt, um Serieneffekte auszuschlieBen. Wahrend der Operation wurden die
Lésungen sowie die Insulinspritzen, in die das Gel vor der Applikation von

jeweils 100ul aufgezogen wurde, auf Eis gelagert.
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3.2 Tierversuche

3.2.1 Haltung der Versuchstiere

Méannliche Sprague Dawley-Ratten (Tierzucht Schénwalde GmbH) wurden in
passenden Makrolonkéfigen auf Weichholzgranulat in einem Tierstall bei einer
Luftfeuchtigkeit von 60% +/- 15%, einer Raumtemperatur von 22°C (Toleranz
+/- 2°C) und einem Tag-Nachtzyklus (12/12 Stunden) gehalten. Es wurde
pelletiertes Standardfutter (Altromin 1314) und Leitungswasser in Nippeltranken
ad libitum angeboten. Nach Ubernahme wurden sie mind. 1 Woche in dem
Tierstall gehalten, bis sie ein Gewicht von ca. 350g bis 5009 erreicht hatten. Am
Tag der Operation wurden sie gewogen und markiert. Die Genehmigung des
Tierversuchsvorhabens lag unter dem Aktenzeichen G0132/99 vor.

3.2.2 Operation der Tiere

Die Narkose wurde durch intraperitoneale Injektion von mit 13mg/kg KG Xylazin
und 87mg/kg KG Ketamin herbeigefihrt. Nachdem die Tiere auf keinen
Schmerzreiz mehr reagierten, wurden sie an allen 4 Extremitaten auf dem
Operationstisch befestigt. Der Hals wurde durch leichten Zug an den oberen
Schneidezahnen nach hinten rekliniert. Nach Herausziehen der Zunge, wurde
der Halsbereich groBzlgig rasiert und mit 70%igem Ethanol desinfiziert
(CLOWES ET AL. 1983, HU ET AL. 1997). Ein ca. 2,5 - 3,0 cm langer Hautschnitt, der
kaudal bis an das Sternum heranreichte, wurde in der Medianebene
durchgefihrt. Dann wurde das Unterhautfettgewebe sowie die Fascie des
rechten Schilddrisenlappens durchtrennt. Die Schilddrise und der M.
sternocleidomastoideus wurden freiprépariert und mit zwei aufgebogenen
Blroklammern zur Seite fixiert. Der M. omohyoideus wurde dargestellt und
reseziert. Die nun freiliegende A. carotis communis dextra wurde vorsichtig mit
moglichst geringer mechanischer Manipulation dargestellt und mit einem Faden
angeschlungen, der so weit wie mdglich proximal angelegt wurde. Der Faden
wurde unter leichtem Zug zur Seite gelegt. Die A. carotis externa wurde nach
kranial freiprapariert und kranial ligiert. Die A. thyreoidea sup. sowie alle
weiteren kleinen Abgange, welche freiprépariert werden konnten, wurden

abgebunden. Die A. carotis interna und der kaudale Abgang der A. carotis
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externa wurden temporar unterbunden. Auf den Faden um die A. carotis interna
wurde leichter Zug aufgebracht, so dass der Blutriickstrom in die A. carotis
interna gestoppt wurde. Der Faden um die A. carotis communis wurde an einen
Flaschenzug mit einem Gegengewicht von etwa 2 g aufgehangt. Zwischen den
2 Faden, die um die A. carotis externa lagen, wurde die GefaBwand mit einer
Irisschere inzidiert. Bei der Durchfiihrung einer Scheinoperation endete das
Verfahren hier, und es folgte die Ligierung der A. carotis externa und ein
schichtweiser Wundverschluss. Bei allen weiteren Gruppen wurde die
Arterienwand am Inzisionsrand mit einer kleinen Pinzette angehoben und ein
2F Fogarty-Embolektomiekatheter durch die A. carotis externa bis in die A.
carotis communis eingefiihrt. Der Katheter, welcher an eine mit H,O gefillte
Spritze angeschlossen war, wurde vorher mit 0,1 ml zun&chst probeweise
gefullt und zeigte mit dieser Menge eine adaquate Ballonflillung. Nach
Einflhrung des Katheters wurde dieser zunachst so weit geblockt, bis kein
Blutrickstrom mehr vorhanden war, und dann wurde das Gewicht vom
Flaschenzug entfernt. Danach folgte die Dehnung der A. carotis communis,
hierzu wurde der Katheter 6 mal im entleerten Zustand bis vor die Mindung in
die Aorta thoracalis vorgeschoben und langsam unter Fillung mit 0,1 ml
zurtiickgezogen. Der Katheter wurde dann nach Entleerung des Ballons
herausgezogen. Zur Vermeidung von Embolien wurde der Faden um die A.
carotis communis erst nach Austritt einer kleinen Menge Blut wieder mit dem
Flaschenzug gespannt. Die A. carotis externa wurde mit dem bereits distal
liegenden Faden komplett abgebunden. Dann wurden 0,1 ml des Gels
(wirkstofffreies Gel, 100puM-Ansatz, 40uM Ansatz) oder kein Gel bei der
Kontrollgruppe um die Arterie herum aufgetragen. Die Faden von der A. carotis
communis und der A. carotis interna wurden entfernt. Der Blutstrom war so Gber
den Aortenbogen, die A. carotis communis und die A. carotis interna
gewahrleistet. Nachdem die Haken entfernt waren, wurde der Schnitt mit einer
Einzelknopfnaht verschlossen. Der gesamte Eingriff vom Beginn der Narkose
bis zum Ende des Wundverschlusses dauerte zwischen 25 und 60 Minuten.
Das Tier wurde in Seitenlage in einen Ké&fig mit frischer Einstreu auf eine
Warmedecke gelegt und noch weitere zwei Stunden beobachtet. Nachdem das

Tier aufgewacht war, wurde es in den Tierhaltungsraum gebracht, wo die Tiere
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bis zum Versuchsende gehalten wurden.
2 Tage Uberpruft.

Tab.1  Operationsmaterialien

Der Zustand der Tiere wurde alle 1 bis

Operationsmaterial

Firma

Anatomische Pinzette

Aesculap, Braun [Nr. BD222R, Nr. BD043R]

Biroklammer (Operationshacken)

Burobedarf aus Kupfer

Chirurgische Pinzette

Aesculap, Braun [Nr. BD533R]

Forgaty-Embolektomiekatheter (2 French)

Edwards Lifesciences

Infusionssystem

Fresenius-Kabi AG [Nr.2886532]

Injektionsspritze

Inject-H 1ml, Luer Solo, Braun Melsungen AG [Nr.
9166254 V]

Injektionskanile

BD Microlance TM3; 0,45x13 mm[Nr. 303800 Becton
Dickenson GmbH]

Ketanest

Parker-Davis/Pfizer

Kurzhaarrasierer

Karstadt, Deutschland

Mikrofederschere

Aesculap, Braun [Nr. FD012R]

Nadelhalter Aesculap, Braun [Nr. BMO15R]

Nahtmaterial Ethicon, Johnson & Johnsonn

Praparierschere Aesculap, Braun [Nr. BC503R]

Skalpell Feather scalpel, No21; Feather saftey razor Co.ltd.,Japan
[Nr. GRF-2975Nr.21]

Styroporplatte Baumarkt

Vacutainer System

Becton Dickson GmbH [Nr.367261]

Waérmeplatte bis 40°

Karstadt, Deutschland

Xylazin Sanofi/Ceva GmbH
3.3 Behandlungsgruppen
Bei der Kontrollgruppe wurde eine Operation mit 6-facher Dilatation

durchgeflhrt, und es fand keine weitere
Inhibitor statt.

externe Behandlung mit dem MAPK-

Die Leergelgruppe wurde als zweite Kontrolle mit hinzugeflgt. Hier wurde eine
6-malige Ballondilatation durchgefthrt, und die Arterie wurde anschlieBend mit
Pluronic Gel ohne Wirkstoff behandelt. Neben der Funktion einer weiteren
Kontrollgruppe sollte diese Gruppe auch zeigen, dass das Pluronic Gel keinen
Effekt auf die Neointimaproliferation hat.

Gruppe drei und vier sollten den Effekt zweier verschiedener Konzentrationen
des Inhibitors PD98059 auf die Neointimaproliferation zeigen, so dass nach
Wirkstoff PD98059
Dosierungen (100uM, 40uM) von auBen auf die Arterie aufgetragen wurde.

einer 6-fachen Ballondilatation der in den beiden
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Die flinfte Gruppe wurde als weitere Kontrolle hinzugefligt. Bei ihr wurde nur die
Operation ohne Katheterisierung der Arterie durchgefihrt, da gezeigt wurde,
dass es zu einer Aktivierung des MAPK-Signalweges allein durch Dehnen und
Stressen der Arterie kommen kann (HU ET AL. 1997).

Tab.2 Einteilung der einzelnen Behandlungsgruppen als Ubersicht mit Anzahl pro Gruppe,
Behandlung und Medikation

Gruppe Anzahl der Tiere / Gruppe | Dilatation Medikation
Kontrollgruppe 6 ja Keine Behandlung
Leergelgruppe 5 ja Pluronicgel ohne PD 98059
40 pM PD 98059 Gruppe 9 ja 40 uM PD 98059 in Pluronicgel
100 pM PD 98059 Gruppe 10 ja 100 pM PD 98059 in Pluronicgel
Scheinoperierte Tiere ( SOP) 3 nein Keine Behandlung

3.4 Histologie

3.4.1 Gewinnung des zu untersuchenden Gewebes fiir die Histologie

Zum Ansetzen von 4%igem PFA wurden 4 g Paraformaldehyd unter dem
Abzug in 1 Liter PBS Uber Nacht unter Rihren geldst. Das 4%ige PFA wurde in
ein Infusionssystem geflllt und 1,60 m tber dem Operationsfeld aufgehangt um
einen gleichmaBigen Infusionsdruck bei voll gedffnetem Infusionssystem zu
gewahrleisten (Infusionsdruck 120 mbar)

Die Tiere wurden mit einer Uberdosis Xylazin/Ketamin (ungefahr die doppelte
der zur Narkose verwendeten Dosierung) getétet. Die beiden Carotiden wurden
freiprapariert (vgl. oben erwahnten Préparationsweg). Der Bauch wurde mit
einem V-férmigen Schnitt, der von der Symphyse bis an die lateralen Kanten
der Rippen reichte, eréffnet. Das Zwerchfell wurde von kaudal entlang der
Rippen inzidiert. Mit dem Butterfly, der an das Infusionssystem angeschlossen
war, wurde der linke Ventrikel punktiert. Die 4%ige PAF-Infusion wurde im
Schuss laufen gelassen, nachdem die Lage des Butterflys Gberprift wurde.
Nachdem die Lésung ca. 2 Minuten im Schuss lief, wurden kleine Bauchvenen
gedffnet, ebenfalls wurden die Aorta abdominalis und die V.cava inf. erdffnet,
um einen Gegendruck aus dem sich verhartenden GefaBsystem zu vermeiden.
Nach weiteren 3 Minuten wurde die Infusion abgestellt. Durch Zug an den
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Extremitdten wurde der Fixierungsstand der Tiere beurteilt. Bei noch
vorhandener Flexibilitdt der Extremitaten wurde die Infusion erneut fir 2
Minuten fortgesetzt (WARD ET AL. 2000). Beide Carotiden wurden vorsichtig bis
zum Aortenbogen freiprapariert und herausgenommen. Die Carotiden wurden in

4% PAF in einem Glasréhrchen bis zur Weiterverarbeitung aufbewahrt.

3.4.2 Einbettung der Carotiden in Paraffin

Nach Lagerung in dem 4%igen PAF fir ca. 12-18 Stunden wurden die
entnommenen GefaBe Uber Nacht in einer 80%igen Ethanollésung gelagert.
Am darauf folgenden Tag wurden sie in einen Einbettungsautomaten tberfihrt.
Im Automaten wurden die Praparate in Lé6sungen mit steigendem Alkoholgehalt
entwassert, um Platz far das Lésungsmittel des Einbettungsmittels zu schaffen.
Danach folgte die Behandlung der Préparate mit einem Intermedium (z.B. Xylol)
zur Entfernung des Alkoholes. Im Anschluss an die Vorbehandlung folgte die
eigentliche Einbettung der Praparate durch den Einbettungsautomaten in
Paraffin. Bei einer Temperatur von 60°C wurden die derart behandelten GefaBe
in der Mitte quer mit einem Skalpell halbiert. Die GefaBstlicke wurden dann mit
der Schnittflache nach unten und senkrecht aufgestellt und mit dem zu Beginn
flissigen Paraffin umspllt. Hierbei wurde besonders darauf geachtet, dass die
GefaBe in dem flissigen Paraffin in senkrechter Lage fixiert wurden. Nach
Kontrolle der Stellung der GefaBe im Schnittblock wurde dieser Gber Nacht bei
-20°C zum Ausharten gelagert. Pro Schnittblock wurde jeweils ein Gefal

eingebettet.

3.4.3 Herstellung der Paraffin-Schnitte

Die bei Raumtemperatur gelagerten Paraffinblécke wurden vor der
Weiterverwendung zuerst fiir ca. 30 Sekunden in fllissigen Stickstoff gelegt.
Nach dem Einspannen des Blocks in ein Mikrotom wurden 5 pm dicke
Paraffinschnitte hergestellt. Die Objekttrager wurden auf einer Warmeplatte
gelagert und mit Wasser angefeuchtet, so dass die Schnitte sich beim Auflegen
auf den Objekttrager in dem Wasser gut entfalteten. Unter dem Mikroskop
erfolgte die Kontrolle der Neointimadicke, nach Uberschreiten der gréBten

Neointimaflachen wurden von dem Block noch weitere Schnitte angefertigt, bis
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kaum noch Neointimaauspragung zu erkennen war. So konnte sichergestellt
werden, dass die Schnitte mit den sechs gréBten Neointimaflachen definitiv mit
erfasst wurden. Die Objekttrager mit den Schnitten wurden auf einer 40°C
warmen Warmeplatte getrocknet. Danach wurden sie bei 60°C Uber Nacht
inkubiert, um vor der Farbung ein komplettes Verdampfen des Wassers zu

garantieren.

3.4.4 Farbung der Schnitte

Die Hamatoxylin/Eosin (HE)-Farbung der Paraffin-Schnitte erfolgte in einem
Farbeautomaten. Es wurde eine HE- Farbung durchgefihrt, weil hierbei Lamina

elastica interna und externa gut abgegrenzt dargestellt werden.

3.4.5 Histomorphometrische Analyse

Die HE-gefarbten Schnitte wurden unter einem Mikroskop (Axioskop, Zeiss) mit
einem 5er Objektiv betrachtet. Aus dem Segment mit der am stérksten
ausgepragten Neointima wurden sechs Schnitte ausgemessen. Dazu wurde
das mikroskopische Bild digitalisiert (Scion Image). Auf einem angeschlossenen
Monitor wurden mit Hilfe der Maus die Lamina elastica externa (LEE), die
Lamina elastica interna (LEl) und das innere Lumen (L) umfahren, die
resultierenden Flachen automatisch berechnet und in um? ausgegeben. Durch
Subtrahieren der jeweiligen Flachen voneinander erhielt man dann getrennte
Werte in um?2 fUr die Media (LEE - LEI) und die Neointima (LEI - L).

3.5 Statistische Berechnungen

Die statistischen Berechungen der histomorphometrischen Daten wurden mit
dem SAS 6.09 Programm durchgefiihrt. (SAS Institute Inc., SAS/STAT User’s
Version 6, Cary, NC: SAS Insitute Inc., Forth Edition 1989.) Die Graphiken
wurden im SPSS-Programm (Version 11.0 fur Windows) erstellt.

Statistisch geprtft wurden die Hypothesen (Hi), dass (1) PD98059 zu einer
Reduktion der Neointimabildung nach Ballondilatation fihrt und (2) dass sich
die Lumenflache unter PD98059 Behandlung nach Ballondilatation nicht
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signifikant verkleinert. Nullhypothese (Ho) ist jeweils, dass PD98059 keinen
Effekt auf den untersuchten Parameter hat.

Die vier Versuchsgruppen werden mit einem nichtparametrischen Verfahren
(Wilcoxon Rangsummentest) verglichen, weil dieses Verfahren robust
gegenlber AusreiBern ist, die aber ebenfalls, wenn auch mit geringeren
Wichtungen, in die Berechnungen mit eingehen. Der Wilcoxon
Rangsummentest liefert als Ergebnis den p-Wert. Der kann dabei als bedingte
Wahrscheinlichkeit aufgefasst werden, die Bedingung ist dabei die
angenommene Giiltigkeit der Nullhypothese (= kein Effekt). Ist der errechnete
p-Wert kleiner oder gleich 0,05, so wird die Nullhypothese verworfen und das
Ergebnis wird als statistisch signifikant bezeichnet.

Alle als signifikant bezeichneten Unterschiede haben p-Werte < 0,05. Bei sog.
tendenziellen Unterschieden liegen die p-Werte nahe 0,05. Die H6he des p-
Wertes wird dann mit angegeben.

Weiter unten sind alle GréBen aufgeflhrt, die als Absolutwerte (um?2) oder
Verhéltniswerte auf statistisch signifikante, aussagekraftige Unterschiede
untersucht werden, die auf die pharmakologische Wirkung des PD98059 im
Sinne der Reduktion der Neointimabildung bzw. die Beeinflussung eines
negativen oder positiven Remodelings hindeuten kénnen.

Verwendete Absolutwerte fUr statistische Auswertungen in um2:

« Externa operierte Seite « Externa kontralaterale Seite
» Media operierte Seite » Media kontralaterale Seite
» Lumen operierte Seite » Lumen kontralaterale Seite

* Interna operierte Seite
* Neointima operierte Seite
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Verwendete Verhaltniswerte fir statistische Auswertungen:

Externa operierte Seite Media operierte Seite
Externa kontralaterale Seite Media kontralaterale Seite

Lumen operierte Seite

Lumen kontralaterale Seite

Lumen operierte Seite Media operierte Seite
Externa kontralaterale Seite Externa kontralaterale Seite

Neointima operierte Seite

Externa kontralaterale Seite

LumenKO LumenOP

ExternaKO B ExternaOP
LumenKO

ExternaKO

Relativer Lumenverlu st =

Im ersten Schritt wurden die Vergleiche zwischen allen Gruppen (Kontrolle,
Leergel, 40 uM PD98059, 100 uM PD98059 und SOP) durchgeflhrt.

Bei allen Gruppenvergleichen fand zunachst ein Globaltest nach Kruskal-Wallis
statt (Test auf grundsatzliches Vorhandensein von Unterschieden) und im
Anschluss der paarweise Vergleich der einzelnen Gruppen nach Wilcoxon

(Rangsummentest siehe Kap. 3.5).
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3.6 Westernblot

3.6.1 Proteinextraktion

Die Tiere wurden mit einer Uberdosis Xylazin und Ketamin getdtet, und die
beiden Carotiden wie bei der Ballondilatation freiprapariert. Die Carotiden
wurden kaudal bis zum Aortenbogen und kranial bis zur Carotisgabel
herausgenommen. Das Gewebe wurde in Plastikréhren direkt nach der
Herausnahme auf Trockeneis schockgefroren und dann bei -80°C bis zur
Weiterverarbeitung gelagert.

Zur Herstellung des Proteinextraktionspuffers wurden 0,0183 g NazVO, in 85 ml
Aqua dest. aufgeldst und auf einen pH-Wert von 10 eingestellt. Die Lésung
wurde aufgekocht und erneut auf einen pH von 10 eingestellt, bis die gelbliche
Farbe der Lésung nicht mehr vorhanden war. Die weiteren Substanzen wurden

nun der Lésung zugeflgt (HU ET AL. 1997).

Tab. 3 Inhaltsstoffe des Proteinextraktionspuffers

Proteinextraktionspuffer fiir 100 ml

Substanz Menge
1mM Na; VO, 0,01839¢g
20mM HEPES (pH 7,4) 0,476g
NaH,PO, 0,68995¢
2mM EGTA 0.07607g
Complete 2 Tab.
1% Triton X 100 1ml
50mM B-Gycerolphospat 1,089
1mM DTT 0,01542¢g
10% Gycerol 10ml

Die schockgefrorenen Arterien wurden in flissigem Stickstoff zermérsert. Das
Gewebepulver wurde in 15 ml Falcon-GeféaBe uberfihrt, in 200 pl 4°C kaltem
Proteinextraktionspuffer suspendiert und mit einem Ultra-Turrax (IKA) 2 mal 30
Sekunden auf Eis homogenisiert. Das Homogenat wurde fiir 5 Minuten bei 4°C
und 5000g und der Uberstand erneut bei 4°C 5 Minuten und 140009
zentrifugiert. Die Uberstdnde wurden in 5 bis 10 Aliquote pro Carotis aufgeteilt

und bei -80°C gelagert.
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3.6.2 Durchfiihrung der Proteinmessung

FOr die Proteinstandardreihne wurde eine Verdinnungsreihe mit bovinem
Serumalbumin (BSA) mit den Konzentrationen 0, 0.1, 0.2, 0.4, 0.8, 1.6 mg/ml
hergestellt. Dazu wurde das BSA in Proteinextraktionspuffer gelést. Je Loch
einer 96-Loch-Mikrotiterplatte wurden 5 ul Standard bzw. Proteinextrakt mit 25
ul Reagenz A und 200 pl Reagenz B gemischt und 15 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Dann wurde die Extinktion in einem Plattenlesegerat
(Dynatech MRX) nach 10 Sekunden Schitteln bei einer Wellenldnge von
750nm gemessen. Extinktions-Konzentrations-Kurven wurden mit Hilfe des

Programms Revelation erstellt.

3.6.3 Herstellung Westernblotgele

Die Gelplatten wurden vor Gebrauch mit NaOH, H>O und 70%igem Ethanol
gereinigt. Die beiden Glasplatten und die dazwischen liegenden 1Tmm-Spacer
wurden zusammengesetzt und die Polyacrylamid (PAA)-Gellésung erst
unmittelbar nach Zugabe von TEMED mittels Kandile eingefullt. Das Gel besteht
aus Trenn- und Sammelgel. Zuerst wurde das Trenngel gegossen (bis 0,5-1,0
cm unterhalb des Kamms). Fir zwei Gele wurden 15 ml Trenngel hergestellt.
Nachdem das Trenngel polymerisiert war, wurde das Sammelgel nach Zugabe
von TEMED eingeflllt und der Kamm eingesetzt. Fir 2 Gele wurden 5 ml
Sammelgel hergestellt. Zur Aufbewahrung kann das Gel in feuchtes Papier und

in Plastikfolie eingewickelt und bei 4 °C gelagert werden.

Tab. 4 Inhaltsstoffe des Trenn- und Sammelgels

Gelansatz fiir Trenngel fiir 15 ml (10% SDS-PAA-Gel)
Substanz Menge
Acryl/Bisacrylamid (30:0.8) 4,5ml
1,5 M Tris-Base pH 8,8 3,75 ml
20% SDS 75 pl
Aqua dest. 6,675 ml
10% APS 150 pl
Temed 15 ul
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Gelansatz fur Sammelgel fiir 5 ml (5% SDS-PAA-Gel)

Substanz Menge
Acryl-/Bisacrylamid (30:0.8) 835 ul
0,5 M Tris-Base pH 6,8 1,25 ml

20% SDS 25 pl
Aqua dest. 2,,89 ml

10% APS 50 ul

Temed 5ul

3.6.4 Elektrophorese (SDS-PAGE)

Vor Beladen des Gels (pro Geltasche 10 ug Protein in Laemmli-Puffer) wurde
das Protein 3 Minuten bei 95°C denaturiert. Die Elektrophorese erfolgte in
Laufpuffer nach Laemmli bei einer Spannung von 90V fir 80 bis 100 Minuten in
einer Mini-Protein Kammer (Bio-Rad), bis die blaue Lauffront das Ende des

Trenngels erreicht hatte.

Tab.5  Elekrophoresepuffer

Menge ad 5I
Puffer Inhaltsstoffe Aqua dest.
25mM Trisbase 159
Elektrophoresepuffer (nach Laemmli) 192mM Glycin 729
0,1% SDS 59

3.6.5 Transfer auf die Nitrozellulosemembran

Nach dem Lauf wurde das Gelsandwich aus der Apparatur ausgebaut und in
eine Wanne mit Transferpuffer gelegt. Der Transfer erfolgte mittels Semi-dry-
Blot (BiIoMETRA 1993). Der Blot wurde in folgender Reihenfolge aufgebaut:
Anode, Whatman-Papier, Protran Nitrocellulose-Transfermembran (Schleicher
& Schuell), PAA-Gel (nach Entfernen des Sammelgels), Whatman-Papier,
Kathode. Sowohl das Whatman-Papier als auch die Membran wurden vorher in
Transferpuffer eingeweicht. Beim Aufbau muss darauf geachtet werden, dass
keine Luftblasen zwischen den einzelnen Lagen entstehen. Die Apparatur
wurde gleichmaBig und fest geschlossen und mit 1-2 kg Gewicht beschwert.
Die WasserklUhlung und die Spannung wurden angeschlossen. Die maximale
Stromstarke betrug 5 mA pro cm? Gelflache, die maximale Leistung maximal 10

Watt. Der Transfer dauerte 1 bis 2 Stunden.
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Tab.6  Transferpuffer

Puffer Inhaltsstoffe
25mM Trisbase

150mM Gilycin

10% Methanol

auf pH 8,3 einstellen

Transferpuffer fur 150 ml

3.6.6 Farbung der transferierten Proteine

Die Nitrozellulosemembran wurde vorsichtig in eine Plastikschissel mit
Ponceau S gelegt und ca. 30 bis 60 sec. geschittelt. Die Membran wurde mit
Aqua dest. abgespdlt, bis nur noch die gefarbten Proteinbanden zu sehen
waren. Die Membran wurde dann auf Whatman-Papier getrocknet und die Spur

mit dem Molekulargewichtsstandard abgetrennt.

3.6.7 Blockade der unspezifischen Proteinbindungen
Blockiert wurde mit 5% Milchpulver in 1XTBS. Pro Blot werden 25 ml verwendet.

(2,5 g Milchpulver pro 50ml TBS). Unter leichten Schittelbewegungen wurden
die Blots fiir 2,0 - 2,5 Stunden in der Blocklésung inkubiert.

3.6.8 Waschen
Die Membran wurde ein Mal in TBS fir 10 Minuten und 3 Mal in TBS +1%

Tween far 10 Minuten gewaschen. Zwischen den Waschschritten wurde die

Membran mit aqua dest. abgespdlt.

3.6.9 Inkubation mit dem Primarantikorper

Fir den Nachweis der p44/p4d2 MAP Kinase wurden 2ul/ml [1:1000
Verdinnung] Antikdrper und fir den Nachweis von phosphoryliertem p44/p42
MAP Kinase (Thr202/Tyr204) 1pl/ml [1:1000 Verdinnung] Antikérper
verwendet. Die Membran wurde mit dem Primarantikérper in 5 ml 0,5%
Milchpulver in 1x TBS [0,025 g Milchpulver in 5 ml TBS] Uber Nacht bei 4°C auf
einem Schittler inkubiert. Der Waschvorgang wurde, wie unter 3.6.8
beschrieben, wiederholt.
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3.6.10 Inkubation mit dem Sekundarantikorper

Bei dem p42/44 MAP Kinase Antikérper handelt es sich um einen aus dem
Kaninchen stammenden polyklonalen Antikérper. Deshalb wird als
Sekundérantikérper ein Anti-Rabbit Antikérper verwendet (1:5000 verdinnt).
Der phosphospezifische p42/44 MAP Kinase Antikérper ist ein monoklonaler
Maus-Antikérper. Daher wurde als Sekundarantikdrper ein Anti-Mouse
Antikdrper (1:5000 verdinnt) verwendet. Die Sekundarantikbrper wurden mit
Meerrettich-Peroxidase gekoppelt, um spater eine Lumineszenzreaktion zu
katalysieren. Die Membranen wurden in 5 ml 0,5% Milchpulver + 1xTBS fir 1
Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Der Waschvorgang wurde, wie oben
beschrieben, wiederholt, um nicht gebundene Antikérper abzuwaschen.

3.6.11 Detektionsreaktion

Zur Detektion diente ECL- (enhanced chemo luminescence) Reagenz. Nach
Trockentupfen der Membran wurden pro Membran 2,5 ml Reagenz A und 2,5
ml Reagenz B zusammen gemischt. AnschlieBend lieB man das Reagenz fir 1
Minute unter leichtem Schwenken einwirken. Die Uberschiissige Flissigkeit
wurde mit Whatman-Papier abgetupft und die Membran zwischen zwei
Kopierfolien gelegt, die an den Randern mit Tesafilm zugeklebt wurden. Zur
Signaldetektion wurde Autoradiographiefilm (Hyperfilm ECL) zwischen 10 und

60 Sekunden exponiert.
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4 Ergebnisse

4.1  Morphometrische Analysen der mit PD98059 behandelten Carotiden
In dieser Arbeit wurde der Effekt von PD98059 auf die Schnittflachen von der

Neointima-, der Media-, der GesamtgefaBflache und die Verhéltnisse der
einzelnen Flachen untereinander am histologischen Praparat
(GefaBquerschnitt) untersucht. Die histomorphometrischen Untersuchungen der
Arteria carotis communis erfolgten vierzehn Tage nach Ballondilatation. Im
Folgenden soll anhand der in funf verschiedenen Behandlungsgruppen
gemessenen Carotidenschnittflachen, welche in Abbildung Nr. 4 aufgefihrt
werden, der Effekt der unterschiedlichen Behandlungen gezeigt werden.

Negintima

Externa

Interna

Lumen

Abb. 4 Schematische Darstellung der einzelnen Flachen und Schichten eines GeféaBes,
welches nach einer Ballondilatation ausgemessen wurde.

Die Abbildungen Nr. 5, 6, 7 zeigen reprasentative mikroskopische
Darstellungen der einzelnen Schnitte der A. carotis, wie sie in den einzelnen
Behandlungsgruppen beobachtet wurden, sowie ein Beispiel der nicht
operierten Arterie der kontralateralen Seite. Anhand der Abbildungen ist die
unterschiedliche Neointimaproliferation nach Ballondilatation zu erkennen.
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Lamina elastica externa |

Abb. 5 Darstellung von Kontrollschnitten. Links: A. carotis nach Dilatation ohne jegliche
Behandlung. Rechts: A. carotis nach Dilatation und Behandlung mit wirkstofffreiem
Pluronic Gel.

Lamina elastica externa_|

Abb. 6 A. Carotis nach Dilatation und PD98059 Behandlung. Links: 40 uM PD98059.
Rechts: 100 uM PD98059.

Abb. 7 Darstellung einer nicht operierten Arteria carotis communis
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4.2 Vergleiche der Gruppen ,,Kontrolle” und ,,.Leergel“ und
Beurteilung der Wirkung der Scheinoperation (SOP)

Die statistischen Untersuchungen aller absoluten Messdaten sowie aller
vergleichenden Verhéltniswerte ergaben zwischen der Kontroll- und
Leergelgruppe in keinem einzigen Fall signifikante Unterschiede.

Durch die Scheinoperation war es in keinem Fall zur Ausbildung einer
Neointima gekommen. Hinweise auf eine Veranderung der Media, also auf ein
eventuelles Remodeling, ergaben sich ebenfalls nicht. Die Entwicklung der
Externa, der Media und des Lumens der operierten Seite gegenlber den
entsprechenden Werten der kontralateralen Seite zeigte keine Auffalligkeiten.
Aus diesem Grunde wurden in der Folge nur noch Tests zwischen den
MessgréBen der Gruppen Leergel, 40 uM PD98059 und 100 uM PD98059 fur
den Nachweis der Wirksamkeit des PD98059 herangezogen.
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4.3 Vergleichende Ubersicht der Mittelwerte der Messwerte der
Behandlungsgruppen Leergel, 40 pM PD98059 und 100 uM PD98059

Vor Beginn der eigentlichen statistischen Vergleiche sollte ein orientierender
Vergleich der nichtnormierten Mittelwerte der gemessenen Parameter in den
einzelnen Behandlungsgruppen Hinweise auf mdgliche Effekte geben (Abb. 8
und 9).

Auffallig sind in diesen Darstellungen drei Beobachtungen:

1. Die Externawerte der kontralateralen Seite liegen in allen drei Gruppen in
einem relativ engen Bereich und bieten sich deshalb als
Normierungsparameter an. Die spatere statistische Uberpriifung auf
Unterscheidbarkeit deutet mit Werten fir p < 0,05 auf keine signifikanten

Unterschiede hin.

2. Die Werte fur Externa, Interna, Lumen und Neointima in der 100 pM
PD98059 Gruppe erscheinen deutlich gréBer als die entsprechenden
Werte in den anderen operierten Gruppen und ebenso im Vergleich zu
den Werten der jeweils kontralateralen Seite. Hier ist jedoch darauf
hinzuweisen, dass dieses eine Mittelwertberechnung ist und mdgliche
AusreiBerwerte den gesamten Wert tendentiell verschieben kénnen.

3. Die Neointimabildung in der Leergelgruppe ist erwartungsgemaf
deutlicher als in den Gruppen mit PD98059-Behandlung. In der 100 pM
PD98059-Gruppe ist jedoch keine deutliche Reduktion der
Neointimabildung darstellbar. Dagegen zeigt die 40uM PD98059-Gruppe

eine deutliche Reduktion der Neointimaflache.
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x 0,001 pM?
600
B Externa OP
Einterna OP
500 HLumenOP

OMedia OP
E Neointima

400 -

300 +

200 -

100 +

Leergel 40 ym PD98059 100 um PD98059

Abb. 8 Darstellung der Mittelwerte (in pm?2) fir Externa, Interna, Lumen, Media und
Neointima der operierten Seiten

x 0,001 uM?
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@ Externa KO
B Lumen KO

400 1 OMedia KO
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300 -

250 ~

200 -
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0,

Leergel 40 um PD98059 100 um PD98059

Abb. 9 Darstellung der Mittelwerte (in um?2) flr Externa, Lumen und Media der
kontralateralen Seiten
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4.4 Vergleichende Untersuchung der absoluten Gr6Ben von
Externa, Media, Interna, Neointima und Lumen der operierten Seiten

Die Externa der 100 uM PD98059 Gruppe ist sowohl signifikant gréBer als die
der 40 uM PD98059 Gruppe als auch die der Leergelgruppe.

Auch die Interna der 100 uM PD98059 Gruppe ist signifikant gréBer als die der
40 puM PD98059 Gruppe und tendenziell gréBer (p=0,0757) als die der
Leergelgruppe.

Die Neointima der 100 uM PD98059 Gruppe ist signifikant gréBer als die der 40
UM PD98059 Gruppe, und ebenso ist die Neointima der Leergelgruppe
signifikant gréBer als die der 40 uM PD98059 Gruppe. Zwischen den Werten
der 100 puM PD98059 Gruppe und der Leergelgruppe zeigt sich kein
signifikanter Unterschied.

Das Lumen der 100 uM PD98059 Gruppe ist signifikant gréBer als das der
Leergelgruppe und tendenziell gréBer (p=0,066) als das der 40 uM PD98059
Gruppe. Das Lumen der 40 uM PD98059 Gruppe und das der Leergelgruppe
zeigen keinen signifikanten Unterschied.

Die Werte der Media zeigen bei keinem der Paarvergleiche innerhalb der
Dreiergruppe signifikante Unterschiede. Anzumerken ist jedoch, dass sowohl
die 40 uM PD98059 Gruppe als auch die 100 uM PD98059 Gruppe signifikant
héhere Werte als die der Kontrollgruppe aufweisen.
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200000
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o
€
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€
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Vergleich absolute Neointimaflachen
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Leergel 00033 00,6682
40 pM PDE805S - 0,0004

Abb. 10  Auswertungen der absoluten GrdBen der Messwerte von Externa, Interna, Lumen,
Media und Neointima der operierten Seiten fir die Behandlungsgruppen Leergel,
40 pM PD98059 und 100 uM PD98059

Diese Vergleiche deuten auf zwei Fakten hin:

1. Die Neointimabildung wird durch PD98059 unterdrickt (40 pM
PD98059<<Leergel). Eine Steigerung der Konzentration auf 100 pM
PD98059 scheint diesen Effekt nicht zu verstarken.

2. Die verbleibende Lumenflache ist in der 100 uM PD98059 Gruppe gréBer
als in den beiden anderen Behandlungsgruppen. Dies gilt auch far die

Externa und die Interna.

Insgesamt fallen in allen Gruppen AusreiBerwerte auf. In der 100 uM PD98059
Gruppe liegen zum Beispiel bei den Externa-, Media- und Neointimawerten
deutliche AusreiBBer nach oben vor.

Diese vorlaufigen Erkenntnisse sollen in der Folge durch die Untersuchung von

Verhaltniswerten naher analysiert werden.
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4.5 Vergleich der Verhaltnisse der MessgroBen der operierten
und kontralateralen (nichtoperierten) Seiten

Die GegenUberstellung der Verhaltniswerte MessgréBe OP/ MessgréBe KO soll
weitere Aufschliisse Uber die Entwicklung der GefaBparameter nach Operation
und Behandlung ergeben.

Die Verhaltniswerte Lumen OP/ Lumen KO sind fir beide Gruppen mit
Wirkstoffbehandlung signifikant gréBer als die der Leergelgruppe. Die Gruppen
40 uM PD98059 und 100 uM PD98059 sind nicht signifikant unterschiedlich. In
der 40 uM PD98059-Gruppe kommt dieser Effekt durch eine deutliche
Reduktion der Neointimaflache zustande. Dagegen ist in der 100 uM PD98059-
Gruppe eine VergréBerung der Lumenflache ohne deutliche Reduktion der
Neointima daflr verantwortlich.

Es fallt auf, dass die Verhaltniswerte Media OP/ Media KO in der 100 uM
PD98059 Gruppe sowohl signifikant gréBer als in der Leergelgruppe als auch
gréBer als in der 40 pM PD98059 Gruppe sind. Dies ist ein Indiz fir eine
Verstarkung der Media in der 100 uM PD98059 Gruppe. Die Werte fiir die
Gruppen 40 uM PD98059 und Leergel sind nicht signifikant unterschiedlich.

Bei dem Vergleich der Verhaltniswerte Ext OP/ Ext KO zeigt sich ebenfalls,
dass die 100 pM PD98059 Werte signifikant gréBer sind als die der
Leergelgruppe und der 40 uM PD98059 Gruppe. 40 uM PD98059 und Leergel
zeigen auch hier keine signifikanten Differenzen.

Die GefaBabmessungen nach der Ballondilatation in der 100 uM PD98059

Gruppe sind insgesamt gréBer als die in den beiden anderen Gruppen.
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Abb.

11

Auswertungen fur die Verhaltnisse ExternaOP/ExternaKO, MediaOP/MediaKO und

LumenOP/LumenKO fir die drei Behandlungsgruppen Leergel, 40 uM PD98059
und 100 uM PD98059
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4.6

normierten MessgroBen

Vergleiche der auf die Externa der kontralateralen Seite

Die Externawerte der kontralateralen Seite zeigten in den FlachenmaBen

keinen signifikanten Unterschied. Deshalb eignen sich die Externawerte als

Normierungsparameter.

Die Externa der

kontralateralen Seite

reprasentiert ein MaB flr

die

GroBenverhéltnisse der unbeeinflussten GefaBe und ist damit am ehesten auch

ein MaB far die GréBenverhaltnisse der operierten Seite vor der Operation.

Intraindividuelle GréBenunterschiede zwischen den Behandlungsgruppen sollen

hiermit bestmdglich normiert werden.
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O
O

w

N

—

Leergel 40 uM 100 uM
PD98059 PD98059

Neointima/Externa KO

0,0

Vergleich Neointima OP/ Externa KO

P-Werte 40 uM PD88038 | 100 uM PDB80SS
Leergel 0,0034 0,8542
40 pM PD98059 - 0,0007

Abb. 12 Auswertungen fir die Verhaltnisse LumenOP/ExternaKO, MediaOP/ExternaKO und
Neonintima/ExternakKO fiir die Behandlungsgruppen Leergel, 40 uM PD98059 und
100 uM PD98059

Bei dem Verhéltnis Lumen OP/ Externa KO zeigt sich, dass der 100 pM
PD98059 Wert signifikant gréBer ist als der Wert fir die Leergel- als auch fur
die 40 uM PD98059 Gruppe. Der Wert fur die 40 uM PD98059 Gruppe ist
ebenfalls signifikant gréBer als der der Leergelgruppe. Dies zeigt sowohl den
Effekt der PD98059 Behandlung generell als auch den positivsten
therapeutischen Effekt bezlglich des Strémungsquerschnittes bei der hdheren
Wirkstoffkonzentration trotz geringerer Inhibierung der Neointimabildung in
dieser Gruppe.

Das Verhéltnis Media OP/ Externa KO zeigt nur bei dem Vergleich 100 uM
PD98059 zu Leergel einen signifikant gr6Beren Wert fir die 100 uM PD98059
Gruppe.

Beim Vergleich der Neointimabildung der Behandlungsgruppen im Verhaltnis
zur Ext KO verstarkt sich das bereits oben gezeigte Bild: Die Verhéltniszahl ist
fur die 40 uM PD98059 Gruppe signifikant kleiner als fir die beiden anderen
Behandlungsgruppen, wahrend sich fir die Leergelgruppe und 100 pM
PD98059 Gruppe kein signifikanter Unterschied zeigt.
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4.7 Vergleich der auf die Media der kontralateralen Seite

normierten MessgroBen

Beim Vergleich der Mediawerte der kontralateralen Seite in den drei relevanten
Versuchsgruppen zeigte sich ein anderes Bild als bei den Werten far die
Externa: Wéahrend letztere sich statistisch nicht unterschieden, zeigte sich in der
Gruppe der Mediawerte ein signifikanter Unterschied insbesondere zwischen
den MediagréBen der 40 uM gegenliber 100 uM - Gruppe. Die Werte der
Leergelgruppe und der 100 uM — Gruppe unterschieden sich statistisch nicht.

160000

140000

120000 _
- -
80000

2
8
©
£ —ow
S 60000 Onta
.«
el
(0]
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PD98059 PD98059
Vergleich Media KO
P-Werte 40 pM PD928052 100 uM PD98059
Leergel 0,2301 0,5006
40 M PD98059 - 0,0101

Abb. 13 Absolute Werte der Media der kontralateralen Seite bzgl. Gruppen

Die Mediaflachen der kontralateralen Seite boten sich wegen der deutlichen
Unterschiede in den Gruppen 40 uM und 100 uM deshalb nicht per se als
Normierungsparameter an. Die Verhaltniswerte MediaOP / Media KO (Abb. 13)
sowie Media OP / Externa KO (Abb. 12) zeigten bereits eindeutig die
Flachenzunahme der Media insbesondere in der 100 uM Gruppe auf der
operierten Seite. Zusatzliche Erkenntnisse wurden deshalb aus der

Quotientenbildung Messwert/ Media KO nicht erwartet.

53



Ergebnisse

4.8 Relativer Lumenverlust

Als relativen Lumenverlust bezeichnet man das Verhélinis:

LumenKO B LumenOP

ExternaKO ExternaOP
LumenKO

ExternaKO

Relativer Lumenverlu st =

Dieser Vergleichsparameter bericksichtigt durch die Einbeziehung der
Externawerte auch die GréBenverhéltnisse der operierten und nichtoperierten
Seiten. In Abbildung 14 werden die Werte fiir den relativen Lumenverlust fir die
drei Behandlungsgruppen dargestellt.

6

5 _ _gg_

0,0

Relativer Lumenverlust

N- Leergel 40pM 100 uM
PD98059 PD98059

Vergleich Relativer Lumenveriust
P-Werte 40 pM PDE805S 100 pM PDE8059
Leergel 00234 0.0321
40 uM PD980SY - 00862

Abb. 14  Relativer Lumenverlust in den Gruppen Leergel, 40 uM PD98059 und 100 puM
PD98059

Der relative Lumenverlust ist signifikant kleiner fir beide PD98059 Gruppen im
Vergleich zur Leergelgruppe. Der relative Lumenverlust in der 40 uM PD98059
Gruppe war tendenziell (p=0,066) kleiner als in der 100 uM PD98059 Gruppe.
Auch diese Ergebnisse zeigen die glnstige Entwicklung der Neointimabildung
in der 40 uM PD98059 Gruppe, die sich erst bei der vergleichenden
Betrachtung der absoluten Werte fir die 100 uM PD98059 Gruppe relativiert
(siehe Abb. 8 und Abb.9).
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4.9 Morphometrische Ergebnisse.

Die Analyse der absoluten und relativen GrdBen der GefaBparameter auf der

operierten und kontralateralen Seite ergibt folgendes Bild:

1.

PD98059 hat einen deutlich positiven (hemmenden) Einfluss auf
die Neointimabildung in der 40 uM PD98059 Gruppe. Diese
spiegelt sich in einer Verringerung der Neointimabildung von 60%

gegeniber der Leergelgruppe wider.

Eine Konzentrationsabhangigkeit der Neointimabildung konnte bei
den gewahlten Konzentrationen auf Grund der unerwarteten
Ergebnisse in der 100uM Gruppe (geringere Neointimahemmung

bei gleichzeitiger Lumenverbesserung) nicht gezeigt werden.

Unter der hoéheren Wirkstoffkonzentration 100 pM PD98059
kommt es zu einer deutlichen GréBenzunahme des
GefaBumfangs.  Zusatzlich  sind  hierdurch  fast  alle
GefaBparameter in dieser Gruppe im Vergleich zur kontralateralen
Seite und im Vergleich zu den anderen Gruppen grdBer. Das
absolute Lumen ist, trotz geringerer Neointimahemmung, 47%

gréBer als das der Leergelgruppe (vgl. Abb 8 und 9).
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4.10 Expression von p42/44 MAPK

Es wurde mittels Western blot untersucht, ob eine Hemmung durch PD98059
auch zu einer Reduktion der Phosphorylierung der p42/44 MAPK kommt. Zur
Untersuchung der Phosphorylierung der p42/44 MAPK wurden an zwei
verschiedenen Zeitpunkten nach der Behandlung die GefaBe enthommen und
vier verschiedene Formen der Behandlung gewahlt. Bei der Festlegung der
Zeitpunkte erfolgte eine Anlehnung an die Ergebnisse aus bereits
durchgeflhrten Studien der pharmakologischen Hemmung der Mitogen-
aktivierten ERK Kinase auf morphometrische GefaBparameter im
Verletzungsmodel der A. carotis der Ratte. Hier wurde gezeigt, dass eine
Aktivierung bereits nach 5 Minuten beginnt und nach einer Stunde noch auf
einem hohen Niveau liegt. Nach 7 Tagen ist die Aktivierung noch deutlich

vorhanden und zeigt ein zweites, flacheres Maximum (HU ET AL. 1997).

Tab. 7  Einteilung der einzelnen untersuchten Gruppen

Zeitpunkt der
Gruppen Behandlung Eiiliiakiria

1 Nicht opertierte Kontrollseite linke Garotide Tag 7

2 Ballondilataton und Behandlung mit Leergel Tag 7
Ballondilatation undBehandlung mit 40 pM PD 98059 in

3 . Tag 7
Pluronicgel

4 Keine Dilatation, keine Behandlung. Scheinoperation 1 Stunde

5 Ballondilataton und Behandlung mit Leergel 1 Stunde

6 Ballon(_jnatatlon und Behandlung mit 40 uM PD 28059 in 1 Stunde
Pluronicgel

- .
— — «——— 42kDa
1 2 3 4 5 6 7 8 9

Abb. 15 Proteinexpression von Erk1/2 (p44/p42) in der A. carotis der Ratte (Western blot).
Spur 1 bis 3: Kontralaterale Seite. Spur 4 bis 6: Leergel, Tag 7 nach OP.
Spur 7 bis 9:40 uM PD98059, Tag 7 nach OP
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Die Abbildung 15 zeigt die Ergebnisse, bei welchen der Primarantikdrper
p42/44 Kinase Antikérper unabhéangig vom Zustand der Phosphorylierung von
ERK 1/2 detektiert.

Die Analyse der Proteinexpression von p42/44 am Tag 7 nach der OP zeigt
keine wesentliche Differenz im Vergleich der kontralateralen Seite, der
Leergelgruppe und der 40uM Gruppe. Es zeigt sich insbesondere, dass es zu
keiner wesentlichen Induktion der p42/44 Expression durch die arterielle
Verletzung kommt. Ein wesentlicher Effekt der Behandlung mit PD98059 ist
ebenfalls nicht zu erkennen.

Die Ergebnisse der Untersuchung der Expression von Phospho-ERK1/2 1
Stunde nach OP zeigt Abbildung 16.

" e w - 44 kDa
e > b - <« 42kDa

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Abb. 16  Proteinexpression von der phosphorylierten ERK1/2 (p44/p42) in der A. carotis
(Westernblot). Spur 1 bis 3: scheinoperierte Tiere. Spur 4 bis 6: Leergel 1 Std. nach
OP. Spur 7 bis 9: 40uM PD98059 1 Std. nach OP.

Der Westernblot zeigt bereits bei den scheinoperierten Tieren eine geringe
basale ERK1/2-Phosphorylierung (d.h. Aktivierung). Eine eindeutige Anderung
des Phosphorylierungsstatus in den operierten bzw. in den mit PD98059
behandelten Arterien ist jedoch nicht nachweisbar. Allenfalls ist eine Tendenz
zu starkeren Signalen bei den mit Leergel behandelten GefaBen ein Hinweis
darauf, dass eine Aktivierung der p42/44 MAPK durch Phosphorylierung
stattgefunden hat. Insgesamt kann fir den untersuchten Zeitpunkt eine
Verminderung der Aktivierung von ERK1/2 durch PD98059 nicht gezeigt

werden.
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5 Diskussion

5.1 Versuchsmodell

Zur Uberpriifung interventioneller Techniken in der Entwicklungsphase sowie
deren Verbesserung sind experimentelle Ansatze an Tiermodellen
unverzichtbar. Die Aussagekraft von in vivo Versuchen ist umso héher, je mehr
sich Anatomie, Histologie und Metabolismus des Versuchsmodells denen des
Menschen ahneln.

Atherosklerotische Herzerkrankungen und Restenosen entwickeln sich nicht
entsprechend der klinischen Situation beim menschlichen Patienten. Deshalb
muB der Stenosereiz artifiziell erzeugt werden, wie z. B. in dieser Arbeit durch
Ballondilatation der Arteria carotis communis der Ratte.

Kleintiere (Ratten, Hamster oder Kaninchen) sind leichter verflgbar und
standardisierbar als GroBtiere (Hunde, Schweine, Primaten). Jene erlauben
jedoch wegen der GréBenverhaltnisse eher den Einsatz der Katheter, die im
Humanbereich angewendet werden.

Die Arteria carotis communis der Ratte wird haufig als Modell fir eine
proliferative Reaktion auf einen Verletzungsstimulus genutzt. Dies obwohl sich
die Struktur der RattengefaBe deutlich von der humaner Arterien unterscheidet.
Im RattengefaB3 finden sich deutlich weniger elastische Fasern in der Media.
Subendothelial finden sich bei der Ratte keine glatten Muskelzellen sowie
Kollagene oder elastische Fasern (MUELLER ET AL. 1992). In den Arterien der
Ratte befinden sich die Vasa vasorum nur in der Adventitia. Im Humanbereich
spielt die Vasa vasorum eine wichtige Rolle bei der Reaktion auf und Heilung
von mechanischen Verletzungen (JENKINS ET AL. 1999, MCGEACHIE ET AL. 1982,
PINTO ET AL. 1998).

FOr das Rattenmodell sprechen die Neointimabildung und die Reaktion der
Media nach Verletzungen. Ahnlich wie beim Menschen findet die
Neointimabildung ihren Ausgang sowohl durch Proliferation und Migration von
VSCMs der Media. Jedoch muB kritisch betrachtet werden, dass es sich bei
dem gewahlten Rattenmodell um nicht genetisch belastete oder durch auBere
Faktoren bereits vorgeschadigte Arterien (Nikotinabusus, arterielle Hypertonie,
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Diabetes mellitus etc.) handelt. Um hier eine bessere Ubertragbarkeit des
Rattenmodells auf den Menschen zu erreichen, bestiinde die Méglichkeit, Tiere
mit héherem Lebensalter zu verwenden. Hier zeigten Studien, dass es z.B. zu
einer altersabhangigen gesteigerten Muskelproliferation nach
Ballonkatheterverletzung gekommen ist. (STEMERMANN ET AL. 1982). Des
weiteren konnte gezeigt werden, dass es zu einer altersabhangigen erhdhten
Aktivitat der MAPK-Aktivierung kommt. Erhéhte Blutdruckwerte gingen ebenfalls
mit einer deutlichen Erhéhung der aktivierten MAP-Kinasen einher (RICE ET AL.
2005). Es konnten bereits altersabhd@ngige Unterschiede gezeigt werden, bei
denen PD98059 eine deutliche Hemmung der aktivierten MAPK und damit eine
Reduktion der Proliferation der VSMC aus Rattenaorten hervorgerufen hat (L1
ET AL. 2003).

Auch in caninen A. femoralis konnte der Nachweis einer erhdhten
Neointimabildung bei alteren Tieren erfolgen. Dieser ging mit einer erhdhten
ERK-Aktivitdt einher, bei der eine signifikante Hemmung durch PD98059
erreicht werden konnte (GENNARO ET AL. 2003).

Auch das Kaninchen wurde haufig und erfolgreich als Modell fir kinstlich
induzierbare Atherosklerose eingesetzt (SCHWARTZ ET AL. 1994, SERRUYS ET AL.
1994, SIEVERT ET AL. 1999, SIGWART ET AL. 1995). Die peripheren Arterien des
Kaninchens sind fast mit der Gr6Be humaner KoronargefaBe vergleichbar. Sie
weisen aber zahlreiche Abzweigungen auf, so dass sich eine standardisierte
Medikamentenapplikation nur schlecht realisieren lasst. Die starke
Vasoreaktivitdt beim Einsatz von Kathetern wird ebenfalls als nachteilig
angesehen (MUELLER ET AL. 1992).

Die GréBenverhaltnisse von KoronargefaBen groBer Hunde kommen denen des
Menschen sehr nahe (SCHWARTZ ET AL. 1994). Die Reaktionen von
KoronargefaBen nach artifiziellen Verletzungen unterscheiden sich jedoch
deutlich von denen beim Menschen, was u.a. der hohen fibrinolytischen
Aktivitat des Blutserums zugeschrieben wird.

Primaten wie Rhesusaffen (VESSELINOVITCH ET AL. 1988) und Paviane (HANSON
ET AL. 1991) zeigten nach dem Einsatz von klinisch relevanten Kathetern und
standardisierten Verletzungen uneinheitliche Reaktionen der KoronargefaBe,
was die Ubertragbarkeit auf die klinische Situation unsicher macht. Primaten
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sind Uberdies sehr teuer, ihre Haltung ist schwierig, und der Einsatz ist in vielen
Landern der Erde an strenge ethische Kriterien gebunden.

Schweine zeigen bezlglich des Koronarsystems (GréBe, Histologie) die groBte
Ahnlichkeit mit dem des Menschen (FRENCH ET AL. 1965). Die Arterien sind
operativ leicht zu handhaben und die GréBenverhaltnisse erlauben den Einsatz
von in der Humanmedizin verwendeten Katheter- und Stentsystemen. Auch ist
die Neointimabildung beim Schwein modellhaft der des Menschen sehr ahnlich
(DARTSCHET AL. 1989, GONSCHIOR ET AL. 1994, HOFLING ET AL. 1996).

In den letzten Jahren wird auf fast allen Gebieten, in denen Tiermodelle
Verwendung finden, intensiv nach Mdglichkeiten geforscht, mit humanen
Zellkulturen GOber in vitro Versuche zu Vorhersagen zu kommen, die die
Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf den Menschen erlauben und den Einsatz
von Versuchstieren minimieren. Diese Versuche stehen trotz einiger positiver
Ergebnisse wie z.B. der Erzeugung einer atherosklerotischen Plaque (BAIM ET
AL. 1992) noch am Anfang.

Far diese Arbeit wurde das Rattenmodell gewahlt. Die Grinde daflrr lagen in
den zum Menschen weiter oben beschriebenen Ahnlichkeiten: der
Neointimaformierung, der Proliferation der SMC und der besseren Verfligbarkeit
weitgehend ahnlicher, standardisierter Einzeltiere.

Da in den Versuchen der Wirkstoff von auBen auf das GefaB3 aufgetragen
werden musste, wurde ein Modell gewahlt, bei dem eine Arterie dilatiert wird,
die zum Einen nach der Operation weiter durchblutet wird und zum Anderen
von auBBen gut zuganglich ist. Beide Anforderungen sind beim Rattenmodell mit
Verwendung der A. carotis communis gewahrleistet.

Pro Behandlungsgruppe wurden 5-10 Tiere eingesetzt. Dies stellte sich bei der
spateren statistischen Auswertung der Ergebnisse als hinreichend heraus, um
primare Aussagen treffen zu kénnen. Kritisch betrachtet werden muss jedoch
die Tatsache, dass es in einigen Gruppen zu deutlichen AusreiBern gekommen
ist. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen eine deutliche Tendenz und in vielen
Bereichen eine signifikante Veranderung der Parameter. Dies muss jedoch auf
Grund der Fallzahl und der AusreiBerwerte kritisch betrachtet werden. Eine
weiterfiihrende Studie sollte mit einer deutlich erhéhten Fallzahl und auf Grund
der oben beschriebenen Veranderungen ggf. mit alteren Tieren erfolgen.
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In den bereits vorliegenden Studien konnte gezeigt werden, dass PD98059
auch beim Vorliegen von Risikofaktoren, z.B. bei erhdhtem Alter oder
Bluthochdruck, eine Prolifarationshemmung der VSMC erreicht.

5.2  Kritische Betrachtung der Versuchsdurchfiihrung

Ziel dieser Arbeit war es, eine Dosisabhangigkeit der Inhibierung der
Neointimabildung zu zeigen. Da wir zum Einen den Ergebnissen nach die
Wirkungsgrenze des PD98059 fur die gewahlte Art der Applikationsform
erreicht haben und zum Anderen bei der héheren Konzentration von 100uM
eine Entwicklung beobachtet haben, die als positives Remodeling interpretiert
werden kann, ohne dass eine Verbesserung der Neointimabildung gegenlber
der 40uM-Gruppe beobachtet werden konnte, soll noch einmal eine kritische

Betrachtung méglicher Einflussfaktoren vorgenommen werden.

1. Alter und Gr6Be der Versuchstiere

FUr unsere Untersuchungen wurden junge mannliche Versuchstiere gewanhlt.
Diese wurden bei zu geringem Kdérpergewicht noch so lange gehalten, bis sie in
eine vergleichbare Gewichtskategorie gelangten. Die Auswahl der Tiere fir die
einzelnen Versuchsgruppen sowie die Reihenfolge der Behandlung innerhalb
einer Versuchsgruppe geschahen darlber hinaus nach dem Zufallsprinzip. Ein
maBgeblicher Einfluss auf die Versuchsergebnisse kann deshalb
ausgeschlossen werden. Dies zeigen auch die dicht beieinander liegenden
GefaBdimensionen der kontralateralen Seiten der einzelnen Versuchsgruppen.
Die generelle Frage, ob fur zukinftige Experimente nicht auch altere Tiere mit
einbezogen werden sollten, um die Analogie zu den meist &lteren Patienten in
der klinischen Situation zu simulieren, stellt sich natdrlich. Es konnten bereits,
wie unter 5.1 beschrieben wurde, in verschiedenen Studien eine
altersabhangige Erhéhung der ERK-Aktivitdt und Proliferation der VSMC
dargestellt werden.

Die Arbeitsgruppe um URANO ET AL. 1999 zeigte ebenfalls Unterschiede bei
Versuchstieren unterschiedlichen Alters durch in vivo Versuche am
Rattenmodell. Danach zeigten junge Versuchstiere ein signifikant starkeres
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Wachstum der VSCMs nach Ballondilatation der Aorta als altere Versuchstiere.
Diese Studie zeigt also eine andere Verteilung der Proliferationsrate. Die Wahl
des Versuchsmodells stellt sich somit zukinftig je nach Fragestellung immer

wieder aufs Neue.

2. Zeitliche Faktoren - Dauer und ,Schwere” der Operation

Die Dauer der Operationen schwankte zwischen 25 und 60 Minuten. Durch die
Randomisierung der Versuchstierauswahl verteilt sich dieses zeitliche Spektrum
aber wiederum Uber alle Versuchsgruppen in vergleichbarer Weise. Bei der
Operation stehen ganz eindeutig die Einflisse der Ballonkatheterisierung,
eventuelle Dehneffekte und die Tatsache, dass ein offenes operatives
Verfahren an den GefaBen durchgeflihrt wurde, im Vordergrund. Alle Parameter
wurden bei den Operationen strikt normiert und konstant gehalten (vgl. Kap.
3.2.2), so dass ein systematischer Einfluss von dieser Seite nicht erwartet wird.
Es erfolgte eine kurzfristige Langsdehnung der A. carotis communis um ca.
15% ihrer Lange. Es wurde in Untersuchungen von Hu ET AL gezeigt, dass eine
Langsdehnung des GefdaBes um 10-15% bereits zu einer signifikanten ERK-
Aktivierung fihrt (Hu ET AL. 1997).

Als zweiter Punkt ist das offene operative Verfahren zu betrachten. Im
klinischen Alltag stellt die PTA und die PTCA ein rein transluminales Verfahren
dar, bei der das GefaB nicht von auBen tangiert wird und auch keinen Keimen
oder Lufteinflissen ausgesetzt ist. Das Austrocknen der A. carotis communis
wurde durch ein kontinuierliches Anfeuchten der Arterie mit 0,9% NaCl
verhindert. Jedoch kann keine Aussage uUber die ggf. aufgetretenen
Mikroverletzungen kleinster Nerven, Vaso vasorum oder der Adventitia
getroffen werden.

Diese Annahme wird durch die Ergebnisse der Gruppe ,Scheinoperation®, in
der die Operation mit Dehneffekten aber ohne Ballondilatation durchgeflhrt
wurde und in der keine signifikanten Unterschiede von Messwerten zur
kontralateralen Seite auftraten, nicht bestatigt.

Im gesamten Versuchsverlauf ist die Zeitspanne von der Gelapplikation bis zur
ersten Probenahme von Bedeutung. Da der Zeitbedarf nach der Gelapplikation,
also nach erfolgter Operation, durch relativ einfache, standardisierte operative
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Tatigkeiten bestimmt ist, war diese Zeitspanne nicht fir die Streuung der
Gesamtzeit der Operation maBgeblich. Es kann also davon ausgegangen
werden, dass die Zeiten von der Gelapplikation bis zur ersten Probenahme in
einem engen Zeitrahmen gleich waren. (Diese Uberlegungen gelten vorallem
fur die untersuchten Kurzzeiteffekte bei der Untersuchung der Aktivierung der
MAPK-Kaskade)

3. Menge und Konzentration der Wirksubstanz in situ

Die Applikation der Gelmenge geschah nach einem gleichbleibenden Protokoll
(vgl. Methodenteil 3.2.2). Ein maBgeblicher Einfluss von dieser Seite wird
deshalb nicht far wahrscheinlich gehalten. Die in den einzelnen
Versuchsgruppen eingesetzten Gele mit Wirksubstanz wurden portionsweise
nur flr einen Versuchsdurchlauf angesetzt und genutzt und dazwischen kihl
gelagert (s. Kapitel 3.1). Sollte es dennoch einen geringen Abfall der
Konzentration des Wirkstoffes gegeben haben, so wirde er alle
Versuchsgruppen proportional gleich beeinflusst haben. Die randomisierte
Auswahl der Versuchstiere, die sowohl nach Gruppenzugehdérigkeit (Leergel,
Scheinoperation und PD98059-Gruppen) als auch nach zeitlicher Reihenfolge
zuféllig gewahlt wurden, sowie die relativ kurze Lagerungsdauer pro
Versuchszyklus lassen einen maBgeblichen Einfluss von dieser Seite auch als

unwahrscheinlich erscheinen.

4. Histologische Aufarbeitung

Die GefaBentnahme und histologische Aufarbeitung erfolgte bei allen Arterien
ohne Kenntnis der Gruppenzugehérigkeit, um einen systematischen Fehler
auszuschlieBen. Alle Ratten wurden mit der in der Einleitung beschriebenen
Methode in vivo fixiert. Die GefaBstlicke wurden dann mit der Schnittflache
nach unten senkrecht aufgestellt. An der quantitativen Auswertung der
gleichbehandelten Kontrollseite kann erkannt werden, dass es nur zu einer
geringen Streuung durch schrages Einbetten oder Anschneiden kommt. (siehe
Abb. 9/10)
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Zusammenfassend betrachtet kristallisiert sich als relevanter beeinflussender
Faktor praktisch nur die Konzentration des Wirkstoffes selbst und damit seine
Bioverfugbarkeit und Pharmakokinetik in der in vivo Situation als variable
EinflussgréBe heraus. Die anderen Faktoren kdnnen jedoch durch mdgliche
erwahnte Storfaktoren auf die Ergebnisse Einfluss nehmen.

5.3 Diskussion der Wirkung des PD98059 auf die Neointimabildung

5.3.1 ERK 1/2 Aktivierung im Rattenmodell

In dieser Arbeit konnte in als vorlaufig zu bewertenden Untersuchungen eine
deutlich erkennbare Steigerung der ERK1/2 Aktivitdt (analysiert als
Phosphorylierung mittels Western Blot) 1 bzw. 7 Stunden nach GefaBverletzung
nicht dargestellt werden. Einschrankend muss festgestellt werden, dass auch in
den nichtverletzten Kontrollarterien ein Phosphorylierungssignal detektiert
wurde. Dieses Ergebnis widerspricht Ergebnissen aus einer frilheren Studie, in
der die Aktivitat von ERK2 biochemisch gemessen wurde (HU ET AL. 1997). Im
Rahmen einer spater in der Arbeitsgruppe unter gleichen Bedingungen
durchgeflhrten Untersuchung wurden die hier gezeigten Ergebnisse im
Wesentlichen  bestatigt und eine  triphasische  Aktivierung  mit
Phosphorylierungsmaxima nach 10 Minuten, 24 Stunden und 4 Tagen
beschrieben (Dissertation M. FAHRENHOLZ 2008).

Die Aktivierung von MAPKs konnte bereits 30 Sekunden nach mechanischem
Stress an Schweineaorten nachgewiesen werden (PYLES ET AL. 1997). Auch in
Studien an der Rattenaorta konnte ein schneller Anstieg mit Maximalwerten
nach 30 Minuten gezeigt werden (LILLE ET AL. 1997) und eine Ruckkehr zu
Normalwerten nach ca. 11 Stunden. Diese Ergebnisse lassen den Schluss zu,
dass die zum Nachweis der ERK-Phosphorylierung gewahlten Zeitpunkte in

dieser Arbeit nicht optimal gewahlt waren.

FOr die Phosphorylierung der MAPK wurden an anderer Stelle bei in vitro
Versuchen an vorher eingefrorenen Zellen der Rattenaorta andere Zeitabldufe
festgestellt (LAT ET AL. 1996). Danach stieg die Tyrosin Phosphorylierung der

64



Diskussion

MAPKinase vom zweiten bis zum achten Tag nach Verletzung an und fiel erst
nach 14 Tagen wieder leicht ab. Die Aktivitat der p44 Tyrosinkinase stieg dabei
deutlich an, wahrend die der MAPKinase p42 nur leicht anstieg. Die
Phosphorylierung anderer Kinasen wurde dabei nicht beobachtet.

In anderen Studien (WATSON ET AL. 2000) wurde die Expression von c-Jun in
Rattenaorten nach Ballondilatation bereits nach 30 Minuten in ausgepragter
Form festgestellt. Sie blieb 24 Stunden auf hohem Niveau und war nach 3
Tagen wieder auf dem urspringlichen Niveau. Die Expressionsmuster von JNK
und phophoryliertem c-Jun waren praktisch kongruent zu derjenigen von c-Jun.
Ebenso war die Expression kongruent zur Bildung von ERK; ein Ablauf, wie er
auch von Hu ET AL. 1997 beobachtet worden war. Neointimabildung und
proliferierende Zellen konnten sieben Tage nach der Verletzung beobachtet
werden. Die Proliferation hielt bis 14 Tage danach an. Am 28. Tag konnte kein
weiteres Wachstum mehr festgestellt werden. Dass die Neointimabildung
innerhalb der ersten 14 Tage nach Ballondilatation geschieht, stellten auch
CLOWES ET AL. 1983 in ihren Studien fest. LAl ET AL. 1996 stellten das erste
Wachstum von VSCMs 48 Stunden nach Ballondilatation und das Maximum
nach 96 Stunden fest. HEWENBROK ET AL. 1998 zeigte, dass es etwa 8 Wochen
dauert, bis die Neointimabildung lhre maximale Ausdehnung erreicht hat. Die
Aktivierung der MAPK Kaskade findet demnach um GrdéBenordnungen
schneller statt als die Proliferation von Zellen in den GeféaBen. Das
Zellwachstum findet selbst dann noch statt, wenn die Konzentration der
Kinasen schon wieder Normalniveau erreicht hat.

Die bisherigen Forschungsergebnisse aus verschiedenen Arbeiten zeigten, wie
unter 1.6.6. beschrieben, eine schnelle Aktivierung bereits nach Minuten und
ein Erreichen des Basalniveaus nach 14 Tagen. Bis zum Erreichen des
Basalniveaus gab es variable Aktivierungsauspragungen. Deshalb lassen die
Ergebnisse dieser Arbeit keine definitive Schlussfolgerung auf die Wirksamkeit

von PD98059 auf die Phosphorylierung von ERK zu.
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5.3.2 Diskussion der Unterschiede zwischen der 40 pM- und 100 pM —
Gruppe

Die inhibierende Wirkung von PD98059 (40uM) auf die Neointimabildung (vgl.
Abb.10) zeigt sich durch einen relativen Lumenverlust (vgl. Abb.14) von nur
18,6%, der damit nur halb so groB war wie in der Leergelgruppe, was die gute
therapeutische Wirkung schon bei niedrigen Konzentrationen unterstreicht.

Die deutlichste Inhibierung der Neointimabildung gemessen am Verhaltnis
Neo/ExtOP zeigt sich signifikant bei der Konzentration von 40 uM, wahrend die
Konzentration von 100 pM nur zu einer tendenziellen Verringerung des
Verhaltnisses Neo/ExtOP fuhrte. Andere Versuche an unserem Institut mit einer
Konzentration von 200uM (Dissertation R. REAL 2010) flhrten ebenfalls zu einer
Reduktion der Neointimabildung. Sie war aber nicht ausgepragter als bei der
Konzentration von 40uM in dieser Arbeit.

Die Mittelwerte flr das Verhéltnis Lumen/ExtOP fiir die Leergel- und OP-
Gruppen unterschieden sich in den beiden Arbeiten nicht signifikant, sondern
lagen eng beieinander. Leergel-Gruppe (Dissertation R. REAL 2010) 0,48 vs.
0,49 in dieser Arbeit und 200uM-Gruppe (Dissertation R. REAL 2010) 0,63 vs.
0,59 in der 40 uM-Gruppe dieser Arbeit.

Die Ergebnisse zeigten keine starkere Inhibierung der Neointimabildung durch
PD98059 Konzentrationen tber 40 pM (100 uM und 200 pM). Somit wird eine
Konzentration um 40 uM als derzeitige Schwellenkonzentration in Bezug auf die
maximal erreichbare in vivo Wirkung an dem hier untersuchten Modell bei den
gewahlten Versuchsbedingungen interpretiert.

In frGhen Studien hat es immer wieder Hinweise auf Konzentrations-
Wirkungsgrenzen des PD98059 gegeben, was sich auch in den Ergebnissen
dieser Arbeit zeigt. So beschreiben ALEssI ET AL. 1995 in vitro bei einer
Konzentration von > 50uM keine Verstarkung der Inhibierung von MAPKK1
mehr. GENNARO ET AL. 2003 fanden in ihren in vitro Experimenten, dass die
Aktivierung von p44/p42 MAPK in VSMCs alter Kaninchen selbst bei hohen
Dosen von PD98059 nicht komplett unterdriickt werden konnte.

GRAF ET AL. 1997 beschreiben die chemotaktische Reaktion von SMCs der

Rattenaorta und die humaner Zellen der Umbilicalvene auf PDGF-BB und die
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Hemmung durch PD98059. Er findet vergleichbare Werte fir die
Konzentrationen 10 uM und 30 pM, also ebenfalls eine Sattigungserscheinung.
Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigten keine starkere Inhibierung der
Neointimabildung durch PD98059 Konzentrationen Gber 40 puM.

Bei der Untersuchung des Parameters ,Relativer Lumenverlust® zeigte sich
sowohl in der Gruppe 40 uM als auch in der Gruppe 100 puM eine signifikant
bessere Entwicklung im Vergleich zur Leergelgruppe. Die 40 uM Gruppe zeigt
jedoch im Vergleich zur 100 uM Gruppe tendenziell noch bessere Werte (p=
0,066).

Die positive Entwicklung dieses Parameters in der 100 uM Gruppe lasst sich
nur dadurch erklaren, dass in dieser Gruppe die Parameter
LumenOP/ExternaKO und auch MediaOP/ExternaKO signifikant gréBer sind als
in den beiden anderen Gruppen Leergel und 40 pM.

Diese Fakten lieBen sich als positives (expansive) Remodeling interpretieren,
bei dem der sogenannte Remodeling Index, das Verhaltnis ExtOP/ExtKO,
gréBer als 1 ist (in den Ergebnissen der 100 uM Gruppe lag der Remodeling
Index bei 1,39) (LAFONTET AL. 2007).

Dieses positive Remodeling an einem Tiermodell wurde bisher nur an einem
anderen Tiermodell (Kaninchen) nach PTA der thorakalen Aorta unter Einfluss
des Wirkstoffes Probucol gezeigt, der wie PD98059 inhibierend in den ERK 1/2
Signalweg eingreift (YANG ET AL. 2007).

Im Unterschied zu YANG ET AL. wurden weder in der Leergelgruppe noch in der
Kontrollgruppe Anzeichen von negativem Remodeling festgestellt. Auf Basis der
vorliegenden Ergebnisse wurde keine Erklarung daflir gegeben, unter welchen
(Konzentrations-) Bedingungen es zu einer starkeren Hemmung der
Neointimabildung und zu einem positiven Remodeling kommen kann.

Das Ergebnis, das eine Konzentration von 200uM (Dissertation R. REAL 2010)
bei vergleichbaren Versuchsbedingungen zu &hnlichen Werten wie in der 40uM
Gruppe dieser Arbeit fihrte, legt eine intensivere Betrachtung der Messwerte

der 100uM Gruppe nahe.
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Auffallig sind hier zwei Fakten:

1. Die absoluten Parameter der operierten Seite (vgl. Abb. 10) und die
Verhaltniswerte im Vergleich zur kontralateralen Seite (vgl. Abb. 11) deuten auf

eine deutliche VergréBerung der operierten GefafBe hin.

2. Die Werte in der 100 uM Gruppe zeigen eine groBe Streuung und eine hohe

Zahl an sog. AusreiBBern, wie in den Abbildungen 11 und 12 zu erkennen ist.

Dies lasst offen, ob es sich tatsachlich um ein positives Remodeling oder ein
Artefakt durch hohe Streuung von Einzelwerten bei einer geringen Anzahl von
Versuchstieren handelt. Weitere Versuche in dem Konzentrationsbereich von
40 bis 200 puM mit einer héheren Fallzahl kdnnten dartber Aufschluss geben.
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5.4 Klinische Anwendungsgebiete

5.4.1 Hemmung der Neointimaproliferation und der Restenose

Eine Aufgabe dieser Studie war es, einen neuen Behandlungsansatz zur
Minderung der Restenoserate nach Ballondilatation zu finden. Der Ansatz, die
Proliferation der Neointima durch PD98059 zu hemmen, zeigte schon in
anderen Studien Effektivitat.

Es wurde demonstriert, dass durch die topische Behandlung mit PD98059-
haltigem Gel eine Reduzierung der Neointimaproliferation sowie eine
Reduzierung des Lumenverlustes im Vergleich zur Nichtbehandlung erreicht
werden kann. Dies stellt einen guten Ansatz fir die therapeutische Anwendung
zur Minderung der Restenose und zu Verbesserung der Hamodynamik dar.
Insgesamt konnte in beiden Gruppen gezeigt werden, dass nach zwei Wochen
ein positiver Effekt auf die Hamodynamik erzielt werden konnte. Denn nach
dem Gesetz von Hagen-Poiseuille ist die Durchflussmenge pro Zeiteinheit linear
von der Druckdifferenz und von der vierten Potenz des Radius abhangig und
damit vom Quadrat des Strémungsquerschnitts. Wahrend sich in der
Leergelgruppe das Lumen um 39% und damit der Durchfluss um 63%
verschlechterte, betrug diese Reduktion in der 40 pM Gruppe nur 14% beim
Lumen und entsprechend 26% beim Durchfluss. In der 100 uM Gruppe zeigte
sich dagegen eine Verbesserung von 3% im Lumen und 6% im Durchfluss.
(Basis: Verhaltniswerte Lumen OP/KO und konstante Druckverhaltnisse). In der
Arbeitsgruppe BRrRUUS ET AL. 2008 konnte gezeigt werden, dass bereits eine
geringe Verengung in den Kapillaren eine deutliche Erh6hung des Blutdruckes
erfordert um die gleiche Versorgung distal der Stenose zu gewahrleisten. Umso
positiver ist der in dieser Arbeit gezeigte Erhalt einer guten Durchlassigkeit
durch Unterdriickung einer Restenose bzw. der Erhalt der LumengrdBe zu

werten.
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Es liegen bereits andere Ansatze vor, um die Neointimabildung und
Restenoserate zu reduzieren. Zum Beispiel wurde gezeigt, dass es durch
Hemmung der Zellzyklus-Progression durch Uberexpression von p27<F ', eines
Inhibitors der Cyclin abhangigen Kinase 2, zu einer Hemmung der
Neointimaformation kommt. Diese Studie wurde auch am Carotidenrattenmodel
durchgeflhrt (CHEN ET AL. 1997). Eine weitere Studie zeigt, dass die Implantation
von Sirolimus (Rapamycin)-beschichteten Stents, zu einer Inhibierung der
Restenose nach Implantation flhrt (Sousa ET AL. 2003).

Fir die In Stent-Restenose besteht prinzipiell die Méglichkeit Gber beschichtete
Stents eine lokale Wirkstoffapplikation durchzufiihren. BMS (bare metal stents)
und DES (drug eluting stents) sind in den letzten Jahren wieder in den
Brennpunkt des Interesses geriickt, da trotz anfanglicher Uberlegenheit der
DES mit den zwei wichtigsten aktiven Substanzen Sirolimus und Paclitaxel in
klinischen Langzeitstudien héhere Mortalitédtsraten fir die DES gegenlber den
BMS gezeigt wurden (PFISTER ET AL. 2006).

In der Zwischenzeit sind weltweit in klinischen Studien immer gréBere
Fallzahlen Uber langere Zeitabschnitte der Anwendung von DES und BMS
statistisch untersucht worden, und die anfanglich negativen Ergebnisse wurden
relativiert (CARLSSON ET AL. 2007). Es konnte in Studien der deutschen
Gesellschaft flr Kardiologie (19. HERZBERICHT DER DEUTSCHEN GESELLSCHAFT FUR
KARDIOLOGIE, 2006) gezeigt werden, dass die Restenoserate von ca. 25% auf
3% gesenkt werden konnte. Dennoch stehen DES mit ihren hauptsachlich tber
Cytostase/Cytotoxizitat wirkenden aktiven Substanzen weiterhin unter kritischer
Beobachtung. So wurde z.B. in der randomisierten BASKET-LATE Studie gezeigt,
dass nach routinemaBigem Absetzen von Clopidogrel 6 Monate nach
Stentimplantation die Spatthrombosen bei DES zwei bis dreimal haufiger
auftraten als bei BMS. Die Haufigkeit fir Herzinfarkte lag danach bei 4,9% in
der DES-Gruppe versus 1,3% in der BMS-Gruppe. Und ebenfalls die In-Stent-
Spatthrombosen waren in der DES-Gruppe doppelt so hoch wie in der BMS-
Gruppe.

Ein deutlicher Vorteil des PD98059 und anderer MEK-Inhibitoren ist die
gegenlber DES abweichende Wirkungsweise und ihr fehlender Einfluss auf die
Apoptose. So wurde in der Arbeitsgruppe DUDLY ET AL. 1995 eine cytostatische
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ohne cytotoxische Wirkung des PD98059 gezeigt und in einer nachfolgenden
Studie eine Konzentration von 50 uM PD98059 ebenfalls als nicht toxisch
bestatigt (ZHou ET AL. 2005). Eine Kombination verschiedener Inhibitoren der
Restenose kénnte - mit oder ohne gleichzeitige Anwendung cytostatischer
Wirkungsmechanismen - in der Zukunft gute Effekte bei der Behandlung
zeigen. Unbekannt ist jedoch noch, ob sich eine Potenzierung der
verschiedenenen Effekte bei kombinierten Behandlungen tatsachlich ergibt und
zu einer langfristigen Verbesserung der klinischen Situation flhrt.

Gleichzeitig sollten Anwendungsgebiete nicht auBBer Acht gelassen werden, die
nichts mit der coronaren Restenose zu tun haben wie z.B. periphere
Dilatationen an Extremitaten, Shuntanlagen oder Anlagen von Stents, welche
nicht im Bereich der Coronaren zu finden sind. In all diesen Bereichen ware
das Thema der Applikation eines Wirkstoffs wie PD98059 keine groBe
Herausforderung und kénnte bei Eingriffen dieser Art durch eine lokale
Therapie und Applikation einen guten Ansatz zur Pravention der Restenose
darstellen. Hier ware die Applikationsform in einer bei Kérpertemperatur fest
werdenen Tragersubstanz, wie in dieser Versuchsreihe bereits verwendet, ein
Vorteil. Bereits einige in der Chirurgie verwendeten intraoperativen Hilfsmittel

arbeiten mit einem solchen Tragermedium.

5.4.2 MEK-Inhibitoren in klinischen Studien

Die bisher in klinischen Studien befindlichen MEK-Inhibitoren werden zum
gréBten Teil in der Behandlung von Tumorerkrankungen eingesetzt. Es existiert
aktuell keine klinische Studie mit der Anwendung von MEK-Inhibitoren in einem
chirurgischen gefaBspezifischen Bereich.

Diverse selektive MAPK/ERK-Kinase-(MEK-)Inhibitoren (PD184352,
PD0325901, ARRY-142886) befinden sich zurzeit bei verschiedenen
Tumorentitaten in der klinischen Prifung. Der MEK-Inhibitor PD0325901
befindet sich bereits in einer Phase-lI-Studie zum kleinzelligen
Bronchialkarzinom, zum Kolonkarzinom und zum Brustkrebs (FIRMA PFIZER,
HAURA EB ET AL. 2010). Des Weiteren erzielte eine Phase-I-Studie bei drei der 48
Melanompatienten ein partielles Ansprechen und bei weiteren zehn zumindest

eine Stabilisierung der Erkrankung. Die Studie wurde noch vor Erreichen der
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geplanten Patientenzahl aufgrund ausgepragter Nebenwirkungen, im Speziellen
Thrombosen der RetinagefaBe und Neurotoxizitat, abgebrochen (Lo Russo PM
ET AL. 2010). Noch in der klinischen Phase-lI-Studie des metastasierten
Melanoms befinden sich die MEK-Inhibitoren AZD6244 und CSK1120212 sowie
in der klinischen Phase-I-Studie TAK-733 (FLAHERTY KT ET AL. 2010).

Der MEK-Inhibitor Selumetinib (ARRY-142886) wird aktuell in klinischen
Studien zum Kolonkarzinom, zum Mammakarzinom und zum Melanom
angewandt.

Einen weiteren Ansatzpunkt stellt die antivirale Therapie dar, bei der z.B. die
Substanz UO126 in einer Studie untersucht wurde (PLANZ O ET AL. 2001). Aber
auch andere MEK-Inhibitoren stellen hier eine derzeit diskutierte
Therapieméglichkeit dar.

Eine Hemmung des Signaltransduktionsweges ist auf vielen Ebenen mdglich
und es befinden sich bereits multitarget-MAP-Kinasen-Inhibitoren fir den
Menschen, wie z.B. Sorafenib und Sunitinib, in verschiedenen klinischen
Studien.

In diesem und dem vorherigen Abschnitt konnte gezeigt werden, dass die MEK
Inhibitoren in vielen Bereichen durch ihren Wirkungsmechanismus sowohl als
Singlemedikation, als auch in Kombinationen angewandt werden kénnen.

Die verschiedenen Ansatzpunkte wie Tumorerkrankungen, antivirale Medikation
und Restenosepravention zeigen nur einen kleinen Teil der vorstellbaren
Indikationsstellungen, so dass man auf die in Zukunft kommenden klinischen
Ergebnisse und weiterfihrenden Indikationsstellungen gespannt sein kann.
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6 Zusammenfassung

Die Restenose atherosklerotischer GefaBe nach Eingriffen wie der PTCA oder
der Stentimplantation stellt auch nach Jahren der Einfihrung dieser Methoden
noch immer ein klinisches Problem und eine Herausforderung fiir die Forschung
dar. Einer der Mechanismen, der zu einer Neointimabildung und damit
Restenose fluhrt, wird Ober die Aktivierung von mitogen aktivierten
Proteinkinasen (MAPK) gesteuert.

Zuvor konnte in Studien gezeigt werden, dass durch adventitiale Applikation
des MEK-Inhibitors PD98059 die Neointimabildung nach Angioplastie der A.
carotis der Ratte signifikant vermindert wurde.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass der MEK-Inhibitor
PD98059 nach einmaliger lokaler Anwendung nach Ballondillatation der A.
carotis communis der Ratte in den verschiedenen Dosierungen einen positiven
Einfluss auf die Neointimahemmung bzw. auf die Lumenflache hat.

Bereits in einer Konzentration von 40 uM PD98059 konnte ein inhibierender
Effekt auf die Neointimabildung (60% Reduktion) und den damit assoziierten
geringeren Lumenverlust (20%) dargestellt werden.

Bei den mit 100 uM PD98059 behandelten Tieren wurde keine statistisch
signifikante Inhibition der Neointimabildung beobachtet. Die VergréBerung der
GefaBparameter und insbesondere des um 47% vergrdoBerten Lumens
(positives Remodeling) misste durch weitere Versuche verifiziert werden; sie
waren im Falle einer positiven Studie jedoch interessante und klinisch relevante
Veranderungen.

Die Ergebnisse dieser Arbeit unterstitzen die Hypothese, dass der MEK-
Hemmer PD98059 bereits in niedrigen Konzentrationen ein interessanter
klinischer Entwicklungskandidat fir die lokale pharmakologische Hemmung der
Neointimabildung wéahrend revaskularisierender Eingriffe an Koronararterien,

aber auch an anderen arteriellen GefaBBen des Menschen ist.
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7 Anhang

7.1 Liste verwendeter Substanzen mit Quellen

Substanz/Material Artikelnummer Firma
Acryl-/Bisacrylamid (30:0.8) 3029.1 Roth
Ammoniumpersulfat(APS) A-9164 Sigma
Anti Mouse Sc-2006 Santa Cruz, Biotechnology
Anti Rabbit Sc 2006 Santa Cruz, Biotechnology
APS (Ammoniumpersulfat) A-9164 Sigma
Complete'M,Mini,EDTA-frei (Proteinaseinhibitorcocktail) 1836170 Roche
BSA A-2153 Sigma
Deckglaser Nr.1 18x18mm Merck KGaA
DMSO D-8418 Sigma
DTT 197777 Boehringer Mannheim
ECL-Reagenz RPN 2209 Amersham
EGTA E-3889 Sigma
Elektrophoresekammer (Kammer,Spacer,Kamme) Bio-Rad
Entwasserungautomat Histokinette Reichert Jung
Ethanol 8006 JT-Baker
Filmkasette Kodak
Glycerol G-5516 Sigma
3-Gycerolphosphat G-9891 Sigma
Glycin 3908-2 Roth
HEPES 2617110 Merck
Hyperfilm™ ECL RPN 2114 Amersham
Blotting Grade BL(non fat dry milk) 170-6460 Bio-Rad
Mikroskop Axioskop 40, Zeiss
Mikrotom HM 355 Microm
3MM Whatmann Filterpapier Schleicher&Schnell
Molekulargewichtsmarker SDS-6H Standard SDS-6H Sigma
Natriumchlorid (NACL) 3957.2 Roth
NaH?PO 6345 Merck
NaCOH 677,1 Roth
Na’vO S6508 Sigma
Objekttrager Menzel-Glaser
Objekttrager-Kasten Kobe
Objekttrager Trockner Medax
PBS L1815 Biochrom
PD 98059 513000 CALBIOCHEM
PFA (Paraformaldehyd) UN 2213 Merck
P42/44 Antikdrper 9102 CTS Cell Signaling
Phospho p42/44 MAP Kinase(Thr202/Tyr204) E 10 monokl. AK 9106 New England Biolabs
Photoentwickler 171-9004 Kodak XOMAT 5000 RA

Processor
Pluronic Gel 583106 BASF
Ponceau S P-7170 Sigma
Protran Nitrocellulose Transfermembran BA 85 Schleicher&Schnell
Reagenz A 500-0166 Bio-Rad
Reagenz B 500-0166 Bio-Rad
Reagenz S 500-0166 Bio Rad
SDS(Sodium-dodecyl-sulfat) 2326.2 Roth
Tris-Base (Tris(hydroxymethyl)aminoethan) 1.08382. Merck, Darmstadt
Temed(N,N,N",N’, Tetramethyl-ethylenediamine) T-9281 Sigma
Triton X 100 6883 Roth
Tween 20 P1379 Sigma
Videokamera F15 HS Panasonic
Warmeschrank (60°C) Heraus Instruments
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