1. Einleitung

1.1. Blutstromung, Endothelzelle und GefaBadaptation

Die Blutstromung und die aus ihr resultierenden Kréfte spielen eine wichtige Rolle bei
zahlreichen physiologischen und pathophysiologischen Vorgiangen, denn durch die Ausiibung
von biomechanischen Reizen auf die Gefdwand kdnnen Adaptationen des vaskuldren Systems

gesteuert werden.

Die das Gefal} auskleidenden Endothelzellen haben dabei eine Schliisselposition. Sie verarbeiten
den physikalischen Stimulus, der durch die Strdmung vermittelt wird und 16sen kurzfristige
Gefidlregulation und langfristiges vaskuldres Remodeling aus. Insbesondere die langfristigen
Umbauvorgéinge sind es, die Leistungssteigerung durch Ausdauertraining, Angiogenese bei
Andmie, Wundheilung und Kollateralisierung im Rahmen von Herzinfarkt und Apoplex
ermoglichen. Auch beim pathophysiologischen Umbau der GefidBle bei Arteriosklerose,
Hypertonie, Diabetes mellitus, Retinopathien und Makula-Degeneration haben die von

Endothelzellen vermittelten langfristigen Umbauvorgédnge zentrale Bedeutung.

1.1.1. Auf die Endothelzelle wirkende biomechanische Kréfte

Endothelzellen bilden eine mechanische Barriere zwischen Blut und Gefdwand und werden in
vivo aufgrund ihrer Position drei hdmodynamischen Kréften ausgesetzt (Dobrin et al., 1989):
e Dem hydrostatischen Druck, entsprechend dem transmuralen Druckgefille zwischen
Blutgefa3 und Gewebe,
e den rhythmischen Dehnungskréften, die aufgrund der pulsatilen Druckénderungen den
Querschnitt des Gefdales in zirkuldrer Richtung belasten,
e und der Wandschubspannung, die durch das stromende Blut auf die GefdBwand in

Richtung der Langsachse des Gefd3es ausgelibt wird (vergleiche Abbildung 1).
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Abbildung 1: Aufdie Endothelzelle wirkende biomechanische Krifte

Endothelzellen sind durch den Blutfluss verschiedenen biomechanischen Kriften ausgesetzt.
Der hydrostatische Druck wirkt senkrecht zur Oberfliche. Durch Blutdruck und
Blutdruckamplitude werden die zirkulire Wandspannung und rhythmische Dehnungen

verursacht (Stretch). In axialer Richtung wirkt die durch die Blutstromung ausgeiibte
Wandschubspannung.



Wesentliches Merkmal dieser Krifte ist ihre Wirkungsrichtung in Bezug auf die Endothelzelle.
Wiéhrend der hydrostatische Druck und die Dehnungskrifte primir senkrecht zur
Endothelzelloberfliche ausgerichtet sind, setzt der Vektor der Wandschubspannung tangential

zur luminalen Oberflidche in Richtung der Blutstromung an.

Endothelzellen sind fiir die Detektion von hydrostatischem Druck aufgrund ihrer Position in der
GefaBwand nur bedingt geeignet. Mit Ausnahme von Kapillaren wird der transmurale Durck
weniger durch den diinnen Endothelmonolayer als iiber die viel stirkere Lamina media
aufgenommen (Barakat und Davies, 1998). Zudem enthalten Endothelzellen kaum
komprimierbare Anteile (Busse und Fleming, 1998). Der hydrostatische Druck ist somit

vermutlich nicht das Schliisselsignal fiir durch Endothel vermittelte vaskuldre Adaptation.

Herzfrequenz und Blutdruckamplitude werden als rhythmische Dehnung auf das Endothel
iibertragen. Dieser Stimulus wird als Stretch bezeichnet (Davies und Tripathi, 1992). Stretch
scheint nicht entscheidend fiir vaskuldre Adaptation zu sein. Einerseits sind bis heute weitaus
weniger stretchabhéngige als wandschubspannungsabhidngige Gene beschrieben worden. Zu
diesen Genen zdhlen NOS (Ziegler et al., 1998), MCP-1(Awolesi et al., 1995), ET-1 (Malek und
[zumo, 1992) und ICAM-1 (Cheng et al., 1996). Hierbei ist zu beriicksichtigen, dal} fiir jedes
einzelne dieser Gene auch eine Abhdngigkeit von Wandschubspannung nachgewiesen werden
konnte (vergleiche Tabelle 1). Andererseits findet die bei Exposition durch Wandschubspannung
beobachtbare Anderung der Zellmorphologie nicht statt (Davies und Tripathi, 1992).

Wandschubspannung wird durch den Blutvolumenstrom an der luminalen Seite der Endothelzelle
erzeugt. Der Blutvolumenstrom einer GefaBprovinz ist diejenige GroBe, die durch die Adaptation
der Gefillgeometrie (Durchmesser und Léinge) und GeféBtopologie (Verzweigungsstruktur des
Netzes) kurz- und langfristig reguliert werden mufl. Die Wandschubspannung ist somit der

geeigneteste Parameter, um die Anpassung des Blutgefdfles an den Blutfluss zu vermitteln.

1.1.2. Modelle zur Untersuchung wandschubspannungsabhangiger Effekte

Um die Effekte der Wandschubspannung auf das Endothel zu untersuchen, werden in vitro zwei
verschiedene Modelle verwendet. Bei dem ersten Modell handelt es sich um Flusskammern, bei

denen zwei parallele Platten den Flusskanal begrenzen (Mo et al., 1991). Auf einer dieser Platten
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werden Zellen kultiviert. Die Kammer wird mit einem Medium bekannter Viskositit
durchstromt, so daBl die Wandschubspannung, der die Zellen ausgesetzt sind, eine lineare

Funktion des Volumenflusses ist.

Das zweite Modell bedient sich einer Apparatur, die urpriinglich fiir die Bestimmung der
Viskositdt entwickelt wurde, dem Cone-and-Plate-Viscometer (Higginbotham, 1950). In einem
Platte-Kegel-System werden durch einen rotierenden Konus iiber eine Fliissigkeit auf eine feste
Bodenplatte vom Ort unabhédngige Scherkréfte {ibertragen. Wird als Bodenplatte eine mit Zellen
bewachsene Petrischale verwendet, so erfolgt die Ubertragung der Scherkrifte in Form von
Wandschubspannung auf die Zellen (Bussolari und Dewey, 1982). Durch Abstimmung von
Konusgeometrie, Mediumviskositidt und Rotationsgeschwindigkeit kann bei dieser Anordnung
ein breites Spektrum an laminarer oder turbulenter Stromung erzeugt werden. Ein solches

Instrument wurde in der vorliegenden Arbeit verwendet.

1.1.3. Kurzfristige stromungsvermittelte Anpassungsvorgange

Mechanische Krifte an der luminalen Seite des Endothels sind entscheidend an der Regulation
der Freisetzung vasoaktiver Substanzen beteiligt. Diese Substanzen werden auch als endotheliale
Autakoide bezeichnet und weisen gro3e Unterschiede in ihrer chemischen Struktur auf (Busse
und Fleming, 1998). Hierzu zdhlen Prostanoide wie Prostaglandin I,, freie Radikale wie
Stickoxid (NO) und Superoxidanionen (O;"). In ihrer integralen Wirkung sind sie vorwiegend fiir
die Anpassung und Aufrechterhaltung des Vasotonus verantwortlich. Die Wirkung der Autakoide
ist jedoch nicht auf die Regulation der Weite des Gefillumens beschriankt. Vielmehr kénnen

Autakoide auch proliferative und antihdmostatische Wirkungen haben (Malek et al., 1993a).

Da im allgemeinen mehrere dieser Substanzen im Anschluss an einen mechanischen Stimulus

freigesetzt werden, ist die Abgrenzung ihrer individuellen physiologischen Bedeutung schwierig.

Eine der ersten dokumentierten zelluliren Reaktionen des Endothels auf physikalische Stimuli
war die Verdnderung der Freisetzung von Prostaglandin I, (Frangos et al., 1985). Nach Einsetzen
von Stromung folgt einem initialen schnellen Anstieg eine iiber mehrere Stunden abnehmende
Rate, die sich letzendlich auf einem gleichmifBig hohen Niveau einpendelt. Der Wert dieser

zweiten Phase ist direkt vom Betrag der Wandschubspannung abhingig (Berthiaume und
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Frangos, 1992). Die Bildung von Prostaglandin I, kann betrachtlich gesteigert werden, wenn der
physikalische Reiz bei gleicher durchschnittlicher Wandschubspannung pulsatil vermittelt wird
(Grabowski et al., 1985). Prostaglandin I, hat eine starke vasodilatorische Wirkung, gleichzeitig
ist es der stirkste natiirliche Inhibitor der Plittchenaggregation und wirkt auf diesem Wege

antithrombotisch (Moncada et al., 1976).

Das auch als ,,Endothelium derived relaxing factor* (EDRF) bezeichnete NO weist eine hohere
vasodilatatorische Potenz bei kiirzerer physiologischer Halbwertszeit als Prostaglandin I, auf.
Innerhalb von Millisekunden nach Einsetzen von Wandschubspannung kommt es zu einem bis zu
flinzigfach erhohten AusstoB3 (Cooke et al., 1991) (Takada et al., 1994). Der Effekt des nun
vermehrt gebildeten NO erstreckt sich nicht nur auf die Relaxation glatter GefdBBmuskulatur.
Durch die Erhéhung des intrazelluliren cGMP-Spiegels wird auch die Aggregation von
Blutpléttchen gehemmt (Stamler et al., 1989).

Das Polypeptid Endothelin-1 (ET-1) ist ein starker Vasokonstriktor mit proliferativer Wirkung
auf glatte Muskulatur. Es wird nach dem Einsetzen von Strdmung zundchst vermehrt freigesetzt,
spater aber vermindert exprimiert (Malek et al., 1993b). Die biologische Bedeutung dieser

zweiphasigen Antwort ist nicht geklért.

Es ist anzunehmen, dafl noch nicht alle Autakoide bekannt sind. Vermutlich gehdrt auch der
»endothelium-derived hyperpolarizing factor* (EDHF) zu dieser Substanzgruppe. EDHF bewirkt
durch eine Hyperpolarisierung der glatten GefdBmuskelzellen eine Gefdlldilatation (Cohen und
Vanhoutte, 1995). Seine molekulare Struktur ist bislang noch nicht eindeutig identifiziert. Neuere
Untersuchungen zeigen jedoch, daBl es sich um ein den Epoxyeikosatetraensduren (EETs)
verwandtes Molekiil handeln konnte (Campbell et al., 1996). EETs sind Cytochrom-P450-
abhédngige Metabolite der Arachidonsdure. Die stromungsabhingige Regulation der Freisetzung
von EDHF ist nicht eindeutig geklart. Da ein physiologischer NO-Spiegel die Freisetzung
inhibiert, wird angenommen, dal EDHF einen Kompensationsmechansimus zur Geféfdilatation

bei Versagen des NO-Systems darstellt (Bauersachs et al., 1996).

Durch die beschriebenen Vorginge kann das Lumen des Gefilles zwar innerhalb gewisser

Grenzen an den aktuellen Bedarf angepasst werden, wihrend gleichzeitig die Blutgerinnung im
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gut perfundierten Gefdll verhindert wird. Langfristige Gefdadaptation mit grundlegenden
Umbauvorgédngen der Blutgefdle erfordern jedoch Reaktionen der Endothelzellen auf Ebene der

Genexpression.

1.1.4. Langfristige stromungsvermittelte Anpassungsvorgénge

Die langfristige Adaptation eines Netzwerkes aus Blutgefden erfolgt durch Remodeling und
Angiogenese (Skalak und Price, 1996). Remodeling bezeichnet strukturelle Verdnderungen
bereits existierender Gefdle. Dazu gehoren alle Verdnderungen der GefdBwand, aber auch die
Proliferation und die Regression von GefiaBlen. Der Begriff Angiogenese beschreibt die
Ausbildung neuer GefidBle aus bereits bestechenden GefdBlen. Im Gegensatz zur Angiogenese
bedeutet Vaskulogenese die Ausbildung neuer GefaBe durch die Differenzierung mesenchymaler

Stammzellen (Risau, 1995).

1.1.4.1. Remodeling

Remodeling wird durch Vorgédnge auf zelluldrer Ebene vermittelt. Durch Zellhypertrophie,
Zellproliferation, Produktion von Proteinen der extrazelluliren Matrix und Zelltod wird das
GefaBsystem an den jeweiligen Bedarf adaptiert. Kurzfristige Anpassungsvorginge, die durch die
Kontraktion glatter GefdBmuskulatur verursacht werden, fallen nicht unter den Begriff

Remodeling (Skalak und Price, 1996).

Remodeling kann auf drei verschiedene Arten erfolgen.

e FEine Moglichkeit ist die Anpassung von Lumendurchmesser, Gefilwand und Léange
bereits bestehender Arteriolen. Dazu sind Proliferation und Migration von Endothel- und
glatten Muskelzellen sowie Degradierung und Neusynthese der Basalmembran notwendig
(Hori et al., 1990). All diese Vorginge konnen durch hdmodynamische Stimuli
hervorgerufen werden.

e FEine weitere Moglichkeit ist die Formation neuer Arteriolen aus den kapilliren
GefidBabschnitten. In diesem Fall differenzieren sich Zellen aus der Umgebung kapilldrer

Segmente zu kontraktilen Elementen (Price et al., 1994).
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e Die dritte Moglichkeit ist der Anschluf} einer neu gebildeten Arteriole an ein bestehendes

arterielles Netzwerk (Skalak und Price, 1996).

Venen und Venolen reagieren ebenfalls auf hd@modynamische Verdnderungen. Chronische
Druckerhdhung im vendsen System filhrt zu Wandverdickung mit verstarkter
Bindegewebsbildung (Monos, 1993). Das vendse Remodeling spielt eine wichtige Rolle fiir
autogene  GefiaBimplantate aus der vendsen Strombahn, insbesondere bei der
Koronarbypasschirurgie. Durch Training wird im Skelettmuskel sowohl vendses Remodeling als
auch die Neubildung von Venolen ausgeldst (Adair et al., 1995). Diese langfristigen Vorginge

beeinfluBBen die vendse Kapazitdt und den durch Venolen erzeugten postkapilliren Widerstand.

1.1.4.2. Angiogenese und kapillares Remodeling

Neue Kapillaren entstehen bei der Angiogenese durch Sprossung oder Intussuszeption aus bereits
bestehenden Kapillaren oder Venolen (Hansen et al., 1996). Dieser Vorgang kann in
verschiedene Schritte aufgeteilt werden. Diese Schritte sind im Einzelnen:

e Degradierung der Basalmembran und der extrazelluldren Matrix

e Proliferation, Migration und Differenzierung von Endothelzellen

e Formierung eines neuen Lumens und Ausbildung einer neuen Basalmembran

e Rekrutierung von Perizyten und glatten Muskelzellen zum Aufbau der GefiBBwand

(Hudlicka et al., 1992).

Die kapilldre Angiogenese ist nicht auf proliferative Gewebe beschrinkt. Vielmehr herrscht im
kapillaren Netzwerk ein dynamisches Gleichgewicht zwischen Angiogenese und Remodeling
(Hansen et al, 1994). Die Steuerung dieser komplexen Vorginge erfolgt durch
Wachstumsfaktoren, die zum Teil von den Endothelzellen selbst sezerniert werden. Trigger der
Freisetzung angiogener Faktoren kdnnen einerseits eine Gewebshypoxie (Michiels et al., 2000)
und andererseits die lokalen himodynamischen Bedingungen im Gefdll sein (Gimbrone et al.,

1997).

Ob Vaskulogenese, das heifit die Ausbilung eines arteriellen GefdBes aus Stammzellen, im

adulten Gewebe existiert, ist bis heute nicht eindeutig geklart. Vorraussetzung fiir die
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Verbindung einer neuen Arteriole mit dem bestehenden Netzwerk ist in jedem Fall die
Degradierung der GefdBwand. Dieser Vorgang muf3 in GefdBlen mit relativ groBer Wanddicke
und hohem Blutdruck erfolgen. Vermutlich sind hierfiir potente Proteasen notwendig
(Schwachtgen et al., 1998). Die vor kurzem beschriecbene vermehrte Expression von
Metalloproteinase-9 (MMP-9) beim mikrovaskuldren Remodeling im Muskulus spinotrapezius
der Ratte wird als wichtiger Schritt fiir den Beweis dieser Form des arteriellen Remodelings

gewertet (Van Gieson und Skalak, 2001).

Die Zusammenhinge zwischen Hdmodynamik und kapilldrer Angiogenese sind nur zum Teil
geklart. Eine Hypothese besagt, da3 verlangerter Kontakt mit Erythrozyten und Leukozyten bei
langsamer Stromung an Verzweigungen oder Stenosen zu einer direkten Reaktion der
Endothelzellen fiihrt (Hansen et al., 1996). Dabei werden lokal Entziindungsmediatoren und
angiogene Faktoren ausgeschiittet. Wahrscheinlicher ist jedoch, dafl die hdmodynamischen Reize
durch Endothelzellen aufgenommen und integriert werden. Dies fiihrt zur Expression spezifischer
Gene, die eine modulierte Antwort auf die biomechanische Umgebung verursachen. Durch
Zugkrifte an der Kapillarwand kann beispielsweise eine vermehrte Freisetzung von
basic fibroblast growth factor (bFGF), einem potenten Mitogen fiir Endothelzellen und glatte
Muskelzellen, ausgelost werden (Malek et al., 1993a).

1.1.5. Optimierung realer GefaBnetzwerke

Die unter 1.1.4. aufgefiihrten Punkte stellen empirisch gewonnene Erkentnisse dar. Sie belegen,
daf die Netzwerkarchitektur der BlutgefaBe nur zum Teil genetisch determiniert ist. Vielmehr
sind biochemische Mediatoren wie Wachstumsfaktoren und der Sauerstoffpartialdruck im
Gewebe sowie mechanische Krifte an der Vermittlung der Adaptation beteiligt. Wahrend die
einzelnen Beobachtungen plausibel erscheinen, entsteht die Frage, welchen Grundsitzen die
integrative Adaptation des Gefdf3systems folgt. Aus diesem Grunde wurden theoretische Modelle
geschaffen, nach deren Vorgaben die optimale Anpassung an funktionelle Bediirfnisse erfolgen

kann.
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1.1.5.1. Murray s Law

Murray entwickelte die Hypothese, da3 die Architekur des Gefalnetzwerkes zwei verschiedenen
Anforderungen gerecht werden muf3 (Murray, 1926). Einerseits miissen die ,,operating costs* des
Systems, d.h. der energetische Aufwand, moglichst gering gehalten werden. Diese
,Betriebskosten* werden durch zwei Komponenten bestimmt. Eine Komponente ist die Arbeit
des Herzens, die aufgebracht werden muf}, um die Blutstromung zu erzeugen; die andere ist die
metabolische Arbeit, die fiir die Bereitstellung und die Aufrechterhaltung von Blutgefden und
Blut notwendig ist. Gleichzeitig muf3 eine suffiziente Versorgung aller Gewebe gewihrleistet
sein. Nach Murray hat ein solchermaflen optimiertes GefdBlsystem zwei dominierende
Eigenschaften. Der Blutfluss im Gefdl ist proportional zur dritten Potenz des
Lumendurchmessers und die Wandschubspannung entlang der Teilabschnitte des Netzwerkes

bleibt konstant.

1.1.5.2. Pressure-Shear Hypothese

Die Hypothese von Murray stimmt nur fiir arterielle Gefd3segmente mit experimentell erhobenen
Daten iiberein. Der Abfall der Wandschubspannung vom arteriellen zum vendsen System in der
Endstrombahn macht deutlich, da3 ,,Murray's law* nicht auf alle GefdBabschnitte anwendbar ist.
Pries stellte daher 1995 die ,,Pressure-Shear” Hypothese vor (Pries et al., 1995). Nach diesem
Modell ist die Wandschubspannung an einem bestimmten Punkt des vaskuldren Systems eine
Funktion des transmuralen Druckes. Das Gefdllnetzwerk wéchst und adaptiert, um den
charakteristischen Quotienten zwischen Wandschubspannung und Druck zu erreichen bzw.

aufrecht zu erhalten.

»Murray's Law* und Pressure-Shear Hypothese beschiftigen sich mit der Frage, nach welchen
Prinzipien die Architektur von Gefafinetzwerken ausgerichtet ist. Die publizierten Mechanismen
der GefdaBadaptation widersprechen zwar den theoretischen Modellen nicht. Sie stellen jedoch
zum gegenwartigen Zeitpunkt kein ausreichendes System dar, um die Wahrung dieser Prinzipien

zu ermoglichen. Die Existenz weiterer Mechanismen ist demnach zu erwarten.
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1.2. Hamodynamik und Genexpression

1.2.1. Mechanotransduktion in Endothelzellen

Die Frage nach an der stromungsvermittelten Angioadaptation beteiligten Genen impliziert auch
die Frage nach deren Aktivierung bzw. Deaktivierung. Obwohl die Mechanotransduktion in
Endothelzellen Gegenstand zahlreicher Untersuchungen war, sind die beteiligten Mechanismen

immer noch nicht umfassend erforscht.

Die Komplexitit der Verarbeitung des hdmodynamischen Stimulus durch die Endothelzelle
zeigte, dall zwar Membranproteine die ersten Molekiile sind, die an der Mechanotransduktion

beteiligt sind, danach jedoch verschiedene Signalwege eingeschlagen werden (Davies, 1995).

Ein Mechanismus beschreibt die Mechanotransduktion durch ein integrales Membranprotein in
ein biochemisches oder elektrophysiologisches Signal. Diese Form der Mechanozeption wird
auch als ,zentralisierte Form* bezeichnet. Typische Beispiele sind die Aktivierung von
Ionenkanélen (Olesen et al., 1988), G-Proteinen (Simon et al., 1991), und Mitogen-aktivierten
Proteinkinasen (Takahashi und Berk, 1996). Demgegeniiber steht eine ,,dezentralisierte Form*
der Mechanotransduktion. Hier findet durch das Zytoskelett eine Transmission an intrazellulére
Strukturen statt. Der erstmalige Nachweis dieses Phdnomens erfolgte 1993. Es wurde damals
gezeigt, dall ohne die Bindung von Integrinen an der abluminalen Seite von Endothelzellen die
Steifheit des Zellgeriistes nicht aufrecht erhalten werden kann (Wang et al., 1993). 1994 wurde
das ,, Tensegrity“-Modell vorgestellt (Ingber et al., 1994). ,,Tensegrity* beschreibt die Koppelung
von Proteinen der extrazelluliren Matrix an intrazelluldre Strukturen durch das Zytoskelett, das
aus Komponenten mit unterschiedlichen physikalischen Eigenschaften besteht. Unflexible und
nicht-komprimierbare = Bausteine sind durch elastische ,,Drdhte” verbunden. Zur
Aufrechterhaltung dieses Geriistes ist eine Grundspannung nétig, die nur durch die Bindung von
extrazelluliren Adhidsionsmolekiilen wie Cadherine, Selectine, Integrine und cell-adhesion-
molecules (CAMs) erzeugt werden kann. Sobald sich diese Spannung &ndert, kommt es zur
Umstrukturierung der einzelnen Elemente. Bei diesem Vorgang aktiviert das Zytoskelett die mit

ihm assoziierten Strukturen. Auf diese Weise werden Membranproteine, Zell-Zell-Verbindungen,
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Focal Adhesions und der Zellkern an die Signalverarbeitung angekoppelt (vergleiche

Abbildung 2).
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Zentralisierte und dezentralisierte Form der Mechanotransduktion
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1.2.2. Mechanosensitive Genexpression in Endothelzellen

Die Aktivierung mechanosensitiver Rezeptoren der Endothelzelle hat die Aktierung
verschiedener Signaltransduktionskaskaden zur Folge (vergleiche Abbildung 3). Wichtige
Bestandteile dieser Kaskaden sind die Proteinkinasen mitogen-activated-protein-kinase-1
(MAPK-1), extracellular-related-kinase 1 und 2 (ERK1/2), c-Jun-NH,-terminal-kinase (JNK-2)
und die Proteinkinase C (PKC) (Braddock et al., 1998). Sie aktivieren Transkriptionsfaktoren, die
auch als ,,third messengers* bezeichnet werden. Sie liegen typischerweise im Zytosol oder in der
Plasmamembran vor. Aktivierte Transkriptionsfaktoren induzieren die Expression der
»~immediate early response genes“ (IERG) (Ishida et al., 1997). Die IERGs regulieren wiederum
die Expression der ,late response genes® als letztendliche Antwort auf die vorausgegangenen
biomechanischen Stimuli (Wilson et al, 1993). Zwei wichtige Familien von
Transkriptionsfaktoren, die durch Wandschubspannung aktiviert werden konnen, sind ,,Nuclear-
Faktor-Aktivator-Protein-1“ (AP-1) egr-1 und ,,Nuclear-Faktor-Kappa-B*“ (NFxB) (Lan et al.,
1994) (Schwachtgen et al., 1998). Viele endotheliale Gene enthalten in ihren Promotorregionen

Erkennungssequenzen fiir diese Molekiile.
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Der AP-1 Komplex wird durch die Dimerisierung von fos- und jun-Proteinen iiber einen ,,leucine
zipper* gebildet (Gentz et al., 1989). Dabei gibt es verschiedene Kombinationsmdglichkeiten, die
sich in ihrer Bindungsfahigkeit an die AP-1 Erkennungssequenz unterscheiden (Li et al., 1996).
Fos/fos-Homodimere sind nicht in der Lage, effektiv an die DNA zu binden. Fos/jun-
Heterodimere haben eine hohere Affinitét als jun/jun-Homodimere. Trotzdem scheint das Jun/Jun
Homodimer der in der Signalkette wirksame Faktor zu sein (Liao et al., 1997). Da die fiir c-fos
und c-jun codierenden Gene zu den IERGs gehoren, fiihrt die Aktivierung von AP-1 zur
vermehrten Expression seines eigenen und anderer Gene. Auf diese Weise wird eine Verstirkung
der zelluldren Antwort bewirkt. AP-1 assoziiert mit zwei verschiedenen cis-Elementen, ndmlich
mit dem ,,tumor promoting response element (TRE) und mit dem ,,cAMP Response Element*

(CRE).

NFkB liegt im Zytoplasma als Komplex aus den Untereinheiten p50, p65 und dem
inhibitorischen Protein IkB vor. Nach der Aktivierung dissoziiert IkB vom Komplex ab und
ermoglicht so die Translokation des p50/p65 Dimers in den Zellkern, wo es an die entsprechende

DNA-Erkennungssquenz bindet.

Sowohl NFkB als auch AP-1 sind pluripotente Transkriptionsfaktoren, die in verschiedensten
Zellen des Korpers nachweisbar sind und nicht nur durch biomechanische Stimuli aktiviert
werden konnen (Davies, 1995). Deshalb wurde vermutet, dal besondere Promotorsequenzen
existieren, die fiir physikalische Reize selektiv sind. Ein wichtiger Schritt fiir die Identifizierung
einer derartigen Sequenz war die Isolierung eines Elementes, welches erstmalig in der
Promotorregion des PDGF-B-Gens identifiziert wurde. Die Transkriptionsrate von PDGF-B ist in
Endothelzellen nach mehrstiindiger Belastung durch laminare Strdémung deutlich erhoht (Hsieh et
al., 1991). Durch Experimente mit Deletionsmutanten konnte gezeigt werden, da3 die Sequenz
GAGACC fiir die Regulation der Genexpression von PDGF-B durch Strémung verantwortlich ist
(Resnick et al., 1993). Aus diesem Grunde trigt die Sequenz die Bezeichnung ,,shear stress
response element™ (SSRE). Thr funktioneller Transkriptionsfaktor im PDGF-B-Gen ist das NF«xB
Heterodimer (Khachigian et al., 1995). Diese Beobachtung steht im Einklang mit der bereits

vorher erkannten Aktivierung von NFkB durch Stroémung (Lan et al., 1994).



22

Es existieren Hinweise, dal das SSRE nicht die einzige Sequenz ist, die eine selektive
Genregulation durch Stromung ermdglicht. Obwohl im Gen von monocyte chemotactic protein-1
(MCP-1) ein SSRE vorliegt, wird seine Aktivierung durch TRE vermittelt, dessen Ligand AP-1
ist (Shyy et al., 1995). Dariiber hinaus findet die Aktivierung von TGF-B1 auch statt, wenn das
SSRE aus der Promotorregion entfernt worden ist (Ohno et al., 1995). Es ist zu vermuten, daf}
das SSRE Teil einer ganzen Familie von regulatorischen Sequenzen ist, die auch durch
nichtmechanische Reize aktiviert werden konnen (Davies, 1995). Kiirzlich wurde ein weiterer
Transkriptionsfaktor identifiziert, der durch Wandschubspannung in Endothelzellen aktiviert
wird (Schwachtgen et al., 1998). Er tragt die Bezeichnung ,,early growth response-1 (Egr-1) und
wird vermutlich durch die MAP-Kinase-1 aktiviert (Schwachtgen et al., 1998). Seine Bindung

erfolgt an drei ,,serum response*“-Elemente (SREs).

Wenn auch nicht sdmtliche stromungsinduzierten Transkriptionsfaktoren bekannt sein diirften, so
ist heute bereits klar, dal die Endothelzelle {iber Mechanotransduktionswege verfiigt, die zur

Regulation der Genexpression fiihren.

1.3. Stromungsinduzierte Gene

Die Expression zahlreicher Gene wird durch Wandschubspannung reguliert. Tabelle 1 gibt eine
Ubersicht iiber die bei Beginn der Untersuchung publizierten Gene, deren Expression durch
Wandschubspanung moduliert wird. Wihrend beispielsweise die Expression der mRNA von
tissue factor (TF) durch Stromungsexposition induziert wird (Diamond et al., 1990), wird die
mRNA von vascular cell adhesion molecule (VCAM) bei Stromungsexposition vermindert
exprimiert (Ando et al., 1994). Die Zeitabhingigkeit der Regulation der Expression durch
Stromungsbedingungen zeigt fiir einzelne Gene charakteristische Muster. Das IERG c-fos wird
innerhalb von weniger als einer Stunde stark exprimiert und fdllt dann wieder auf seine
urspriingliche Transkriptionsrate ab. (Hsieh et al., 1993; Nishida et al., 1992). Die mRNA von
platelet derived growth factor-B (PDGF) erreicht ihr Maximum nach 90 Minuten (Hsieh et al.,
1991). Erst nach mehreren Stunden kehrt die Transkriptionsrate wieder zu ihrem Ausgangswert
zuriick. Die differenzierten Antworten der Endothelzellen auf einen relativ gleichférmigen Reiz

zeigen, dafl verschiedene molekulare Mechanismen an der Modulation der Genexpression
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beteiligt sein miissen. Die heute bekannten Transkriptionsfaktoren und
Mechanotransduktionswege konnen die komplexen Expressionsmuster nicht befriedigend

erklaren.
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Tabelle 1: Durch Wandschubspannung regulierte Gene in Endothelzellen

Transkriptions-
Gen Verlauf Funktion Stimulus Zelltyp faktoren/En- Literatur
hancersequenzen
Inhibition Aktivator LSS; SSRE, (Rieder et
ACE nach 8 h des RAAS 20 dynem®  SNEC AP egrl ol 1997)
Induktion Regulation der LSS; (Malek und
bFGF nach 24 h Proteinysnthese von 15 und 36 BAEC nicht bekannt Izumo,
Fibroblasten dyn-cm™ 1992)
Induktion nach S
COX-1 1 h, dann mind. VS:SOdllat101:1. LSS, » HUVEC nicht bekannt (Okahara et
Antikoagulation 24 dyn-cm al., 1998)
11 h konstant
Induktion
COX-2 nach 1 h, Vasodilation LSS, » HUVEC nicht bekannt (Okahara et
24 dyn-cm al., 1998)
peak nach 6 h
Induktion IERG LSS, (Hsieh et
c-fos nach 0.5 h Transkriptionsfaktor 4 bis 2?2 BAEC SSRE al., 1993)
dyn-cm
Induktion nach EDRP, LSS,5und HUVEC, . (Chun et al.,
NP hund24h  GefiBrelaxation  15dyncm® BAEC  Michtbekannt 7 gq,,
peak nach 3 h,
Riickkehr zum Mitogen fiir glatte LSS . (Morita et
HB-EGF Ausgangs- Muskelzellen 8 dyn-cm™ HUVEC  nicht bekannt al., 1993)
niveaun. 12 h
o LSS; (Malek und
ET-1 Inhibition Vasokonstriktor 5 bis 20 HUVEC, nicht bekannt Izumo,
nach1h 2 PAEC
dyn-cm 1992)
Induktion nach
Gewebe- 4 h, Riickkehr z. . LSS, (Lin et al.,
faktor =~ Ausgangsniveau Hamostase 12 dyn-cm™ HUVEC egr-1 1997)
nach 12 h
. . bidirekt./alt.
Induktion Hitzeschock- ) HUVEC, . (Honda et
HSP 70 nach 4 h Protein LSS; o BAEC nicht bekannt al., 1992)
4,1 dyn-cm
stetige Induktion Leukozyten LSS; SSRE (Nagel et
ICAM-1- 0 0178 bis 48 h _adhision 2(1’5111?2;26 HUVEC  pp. 1 NFxB  al, 1994)
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Transkriptions-
Gen Verlauf Funktion Stimulus Zelltyp faktoren/En- Literatur
hancersequenzen
biphasische
Induktion mit Chemotaxis von LSS; SSRE, (Shyy et al.,
MCP-1 peak nach 1,5 Monozyten 16 dyn-cm™ HUVEC AP-1, Egr-1 1994)
und 2,5 h
Induktion nach . 2 . (Topper et
Mn-SOD I hund 6 h Antioxidans 10 dyn-cm™ HUVEC  Nicht bekannt al.. 1996)
. LSS, TSS;
Induktion nach Lo SSRE, (Topper et
eNOS 60 min NO-Synthese d3y oo, BARC APLEgrl  al 1996)
Induktion nach LSS:
1,5 h, Riickkehr Wachstumsfaktor und ) ’ SSRE, (Hsieh et
PDGE-A zum Ausgangs- Vasokonstriktor d 0-51 2 HUVEC Egr-1 al., 1991)
niveau nach 4 h yn-em
wie PDGF-A bei Wachstumsfaktor LSS; (Hsich et
PDGF-B geringerer und 0-51 HUVEC SSRE al., 1991)
Ausprigung Vasokonstriktor dyn-cm™ ’
Induktion Inhibitor der Prolif. LSS; SSRE, (Ohno et
TGF-p1 nach 2 h olatter Muskelzellen 20 dynem”®  COPC APl NFB  al., 1995)
Induktion nach .
Throml?o- 2 h, Inhibition Antithrombose LSS; ab 2 BAEC AP-1 (Malek et
modulin nach 9 h 15 dyn-cm al., 1994)
. LSS .
Induktion . ’ . (Diamond
TPA nach 24 h Fibrinolyse 1 (fy?lnccin 225 HUVEC nicht bekannt et al., 1990)
Inhibition nach Leukozvt LSS; Enl(\i/;) thel (Ohtsuka et
VCAM-1 1 h mit Minimum cukozyten- 0-72 M Ap| NFB ey
nach 24 h adhision PRI Lymph- ’ al., 1993)
yn-em knoten.

ACE, angiotensine converting enzyme; bFGF, b fibroblast growth factor; COX, cyclooxygenase,

EDRP, endothelium derivedrelaxing peptide, ET-1, Endothelin-1; HB-EGF, Heparin-binding

epidermal growth factor-like growth factor, ICAM-1, intercellular adhesin molecule; MCP-1,
monocyte chemotactic protein-1; Mn-SO, manganese superoxide dismutase; NOS, NO-Synthase;
PDGF, platelet derived growth factor; TGF-B1, transforming growth factor $1; tPA,
Gewebsplasminogenaktivator; VCAM-1, vascular cell adhesion molecule; RAAS,
Renin-Angiotensin I-Angiotensin II-System; IERG, immediate early response gene; LSS, laminar
shear stress; TSS, turbulent shear stress; HUVEC, human umbilical vascular endothelial cells; BAEC,
bovine arterial endothelial cells; PAEC, porcine arterial endothelial cells; SSRE, shear stress response
element, EGR-1, early growth response-1; AP-1, nuclear factor activator protein-1, NFkB, nuclear

factor k
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Angiogenese als eine Form der GefaBadaptation tritt sowohl bei vermehrter Strémung (Training,
chronische GefdB3dilatation), als auch bei verminderter Stromung (poststenotisch) auf.
Andererseits fiihrt gesteigerte Stromung nicht nur zu Angiogenese sondern auch zu arteriellem
und vendsem Remodeling. Unter den stromungsregulierten Genen befinden sich zwar einige
Wachstumsfaktoren. Deren Wirkungspektrum erscheint jedoch nicht ausreichend, um die duf3erst
differenzierte Angioadaptation zu steuern. Die Existenz bislang nicht entdeckter angiogener bzw.

antiangiogener Substanzen ist daher sehr wahrscheinlich.

1.4. Fragestellung

Durch die Ergebnisse zahlreicher Untersuchungen der letzten Jahre werden vor allem die
kurzfristigen gefdltonisierenden Regelkreise, wie zum Beispiel die vaskuldre Autoregulation
durch verstidrkte Expression von endothelialer NO-Synthase (ecNOS) bei Stimulation durch
Wandschubspannung (Ziegler et al., 1998) besser verstanden. Die Wandschubspannung ist aber
auch der entscheidende Stimulus bei der Regulation der langfristigen adaptiven Mechanismen
Angiogenese und vaskuldres Remodeling. Der zugrundeliegende Mechanismus konnte die
Regulation der Genexpression durch Wandschubspannung sein. Die bekannten
stromungsregulierten Gene stellen jedoch keine hinreichende Basis dar, um GefdBBadaptation und
GefalBoptimierung zu erkldren. Deshalb geht die vorliegende Arbeit der Frage nach, welche
weiteren stromungsregulierten endothelialen Gene an den angioadativen Vorgingen Angiogenese

und Remodeling bzw. an deren Regulation beteiligt sind.
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