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1. Einleitung

1.1. Atherosklerose

Die Atherosklerose ist eine sich Uber Jahre erstreckende chronische Erkrankung
arterieller Gefale, die neben der essentiellen Hypertonie in der Pathogenese von Herz-
Kreislauf-Erkrankungen einen hohen Stellenwert einnimmt (Ross 1999). Nach heutigem
Verstandnis ist sie an der Entstehung zahlreicher weiterer Krankheitsbilder beteiligt, von
denen die koronare Herzkrankheit (KHK), die periphere arterielle Verschlusskrankheit
(paVK), der =zerebrale Insult und die Niereninsuffizienz hervorzuheben sind.
Kardiovaskulare Erkrankungen, die im Zuge einer Atherosklerose auftreten, stellen
heute die haufigste natlrliche Todesursache dar (Braunwald 1997; Breslow 1997). In
die Atiologie der Atherosklerose ist eine Vielzahl endo- und exogener Faktoren
eingebunden, so dass sich von einem multifaktoriell bedingten Geschehen sprechen
lasst.

Nach heutiger Auffassung kommt der arteriellen Hypertonie (Gress, Nieto et al. 2000;
Danese, Vestri et al. 2006) eine aulierordentliche Bedeutung zu; so liegt derzeit die
Atherosklerosewahrscheinlichkeit fur Hypertonie-Patienten deutlich hdher als bei
Menschen mit normalen Druckwerten (Su, Chien et al. 2006).

Neben der Hypertonie sind andere sogenannte Wohlstandsleiden wie Hyperlipidamien
(Jaillard ~ 1983), Diabetes mellitus (Kunjathoor, Wilson et al. 1996),
Hyperhomozysteinamie (Selhub, Jacques et al. 1995), Nikotinabusus (Oliver 1989) und
Adipositas (Stamatelopoulos, Lekakis et al. 2006) in die Entstehung, Foérderung und
Unterhaltung der Atherosklerose involviert. Ferner wird eine Vielzahl weiterer Faktoren
als Ursachen diskutiert, darunter genetische Faktoren und infektiose Agentien wie
Chylamidia pneumoniae (Blanchard, Bailey et al. 1993) und Herpesviren (Adam,
Melnick et al. 1987).

Zur Pathogenese der Atherosklerose wurden bereits Mitte des 19. Jahrhunderts
Hypothesen entwickelt (Marson, Zanchin et al. 2004). In der Response-to-injury-
Hypothese behaupteten Ross und Glomset 1976, Risikofaktoren wie Hypertonus,
Nikotinabusus, Hypercholesterinamie und Diabetes mellitus verursachten chronische
Endothelschaden, die ihrerseits zur Thrombozytenaggregation und zur Sekretion von
Wachstumsfaktoren fuhrten (Ross and Glomset 1976). Die Annahme, Endothellasionen
wulrden der Intimaverdickung und Lipidaufnahme zwingend vorausgehen, konnte

morphologisch jedoch nicht bestatigt werden, so dass diese Auffassung in den
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folgenden Jahren modifiziert wurde. In der Weiterentwicklung wurden auch Virchows
Lipidhypothese und die Inkrustationstheorie von Rokitansky (1852) berlcksichtigt
(Capron 1989). Man kam zu dem Schluss, neben der morphologischen Komponente
musse die Funktionsstorung des Endothels ein wesentlicher Faktor in der Genese der
Atherosklerose sein. Diese Funktionsstérung wird als endotheliale Dysfunktion
bezeichnet (Schachinger and Zeiher 2000; Jarvisalo, Juonala et al. 2006; Rundek,
Hundle et al. 2006).

Nach Ross ist die Atherosklerose eine Entzindung, die verschiedene Stadien
durchlauft, die durch bestimmte zelluldre und nichtzelluldre Prozesse unterhalten
werden (Ross 1999). Danach gibt es im arteriellen Gefallschenkel Pradilektionsstellen,
etwa Gefallverzweigungen und Kurven, die die Entstehung atherosklerotischer Plaques
begunstigen, da es besonders hier zu Stromungsanderungen kommt. Besonders die
Zunahme von Scherkraften mit verstarkter Ausbildung von Turbulenzen ist hierbei zu
beachten. Diese Anderungen bewirken in den betroffenen GefaRabschnitten
Veranderungen im Expressionsmuster der Zellproteine.

Zu erwahnen sind hier spezifische Adhasionsmolekile, darunter PEAF (platelet
endothelial adhesion factor), ICAM (intercellular adhesion molecule) und verschiedene
Selektine, die als Rezeptoren fur Glykokonjugate und Integrine dienen und vermehrt an
der Oberflache der Endothelzellen erscheinen. Mit ihrer Hilfe kdnnen
Entzindungszellen, v.a. Monozyten und T-Lymphozyten (T-Zellen), an diese
Endothelzellen binden und sich dauerhaft anheften. Ein weiterer Bestandteil des
Entzindungsprozesses ist die Migration von Leukozyten durch das Endothel hindurch,
wobei wiederum bestimmte Molekule, darunter PEF (platelet endothelial factor), MCP-1
(monocyte chemotractant protein 1), Osteopentin und  oxidativ-modifiziertes LDL
(Holvoet, Jenny et al. 2006), notwendige Vermittler der Chemotaxis sind.

Eine erhdhte Cholesterinkonzentration im Blutplasma, insbesondere des LDL (low
density lipoprotein), und die Akkumulation von Cholesterol in der GefalRwand stellen
ebenfalls Risikofaktoren fur die Atherosklerosegenese dar. Als fatty streaks werden
heute die frlihesten, schon im Kindes- und Jugendalter feststellbaren
GefalRwandlasionen bezeichnet (Napoli, D'Armiento et al. 1997). Sie sind Ausdruck
einer  rein entzindlichen Gefallwandreaktion, die mikroskopisch aus
monozytenstandigen Makrophagen und T-Zellen besteht (Stary, Chandler et al. 1994).
Einer pharmakologischen Senkung der Plasmalipide kommt daher eine wichtige

praventive Bedeutung zu (Grodos and Tonglet 1994; McMurray and Slattery 1994).
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Auch die endotheliale Dysfunktion wird durch verschiedene Risikofaktoren ausgeldst;
hierzu zahlen die Erhohung der LDL- Plasmakonzentrationen, reaktive
Sauerstoffradikale (Barry-Lane, Patterson et al. 2001) und zahlreiche genetische
Faktoren.

Ein weiterer Ausdruck der endothelialen Dysfunktion ist die Adhasion mononuklearer
Leukozyten (Monozyten, T- Zellen) und Thrombozyten an gestorte Endothelzellen.
Diese Adhasion ist zum einen die Folge aktivierter Zellen im Blutplasma, zum anderen
illustriert sie, dass ein wichtiger antithrombotischer und antiadhasiver Prozel} gestort ist:
die Stickstoffmonoxid-Sekretion (NO) aus den Endothelzellen selbst (Sachais 2001).
Hinzu kommt eine Vermehrung von Zytokinen, vasoaktiven Molekulen und
Wachstumsfaktoren.

Besteht der Entzindungsprozess langerfristig, so werden Gefalmuskelzellen durch
Wachstumsfaktoren zur Proliferation angeregt. Diese Phase wird als Intermediarlasion
bezeichnet. Sie kann im weiteren Verlauf zu einer derart starken GefaRwandverdickung
fuhren, dass eine deutliche Einengung des Lumens resultiert. Nur zu Beginn dieses
Geschehens reicht die Vasodilatation aus, die Lumenverengung zu kompensieren
(Glagov, Weisenberg et al. 1987), was dann als Umbauphase bezeichnet wird. Die
Aktivierung von Makrophagen und T-Zellen fihrt ferner zur Synthese und Sekretion von
Wachstumsfaktoren, Mediatoren, Zyto- und Chemokinen (Libby 1996; Libby, Geng et al.
1996; Raines and Ross 1996), die die fortgesetzte Schadigung der GefalRwand
unterhalten und letztlich zur Ausbildung fokaler Nekrosen fiuhren (Falk 2006).
Granulozyten kommen hingegen nur vereinzelt vor (Jonasson, Holm et al. 1986).

Das Zusammenwirken der oben erwahnten Einzelprozesse mundet in eine Entstehung
und permanente VergroRerung der fibrotischen Kappe, die dem eigentlichen
Entzindungsherd, der aus Fetteinlagerung und Nekrose besteht, aufliegt. In diesem
Stadium spricht man von einer fortgeschrittenen oder komplizierten Lasion. Freigesetzte
Metalloproteinasen und viele weitere hydrolytische Enzyme verdunnen die fibrotische
Kappe durch fortgesetzten Matrixabbau. Die Ruptur der ausgedinnten fibrotischen
Kappe kann zu Spontanblutungen mit erneuter Thrombenbildung und letztlich zum

Verschlul® des Gefalles fiihren.
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1.2. Dinukleosid-Polyphosphate

Drury und Gyrogyi haben 1929 zum erstenmal die vasoaktive Wirkung von Adenin-
Nukleotiden beobachtet (Drury and Szent-Gyorgyi 1929). Nachdem die Forscher
Meerschweinchen ATP (Adenosintriphosphat) intravends injiziert hatten, haben sie
Hypotonie, Arteriendilatation und einen Abfall der Herzfrequenz registriert. Holton
vermutete 1959, ATP spiele eine Rolle als Neurotransmitter (Holton 1959). Seither sind
diverse weitere Mediatoren identifiziert worden, darunter Angiotensin I, der
Thrombozytenwachstumsfaktor (Plateled derivated growth factor, PDGF) und
zahlreiche Nukleotide.

Zu letzteren gehoért eine neuartige Gruppe von Signalmolekllen: die
Dinukleosidpolyphosphate (Hoyle 1990; Ogilvie, Blasius et al. 1996). Diesen
Substanzen kommt eine besondere Rolle in der Kreislauf- und Gefaliphysiologie zu,
v.a. wegen ihrer zweifachen Gefallwirkung als Vasokonstriktoren und als
Wachstumsfaktoren. Es handelt sich um Molekile mit unterschiedlich langen Ketten
aneinanderhangender Phosphatgruppen, die — wie bei Nukleotiden ublich — Uber
Esterbindungen mit den Hydroxylgruppen an den 5’-C-Atomen beider Riboseeinheiten
verbunden sind. Die international Ubliche Kurzschreibweise fur solche Verbindungen
lautet neutral Np,N’, wobei fir N und N’ die Buchstaben der beteiligten Nukleoside
gesetzt werden, wahrend n fur die Anzahl der Phosphatgruppen steht.

Wie andere Mediatoren auch, werden Dinukleosidpolyphosphate vom Golgi-Apparat in
intrazelluldare Vesikel verpackt, aus denen sie infolge bislang unbekannter
Regulationsmechanismen parakrin freigesetzt werden. Zu den Zellen, die
Dinukleosidpolyphosphate synthetisieren, gehdren nach heutigem Wissen Erythrozyten
(Forrester 1990; Ellsworth, Forrester et al. 1995), Thrombozyten (Born and Kratzer
1984; Gordon 1986), verschiedene Neuronen, sowie Zellen in Herz (Forrester 1990)

und Nebennierenmark (Cena and Rojas 1990) .

Als vielfaltige Gruppe von extra- und intrazellularen Mediatoren greifen
Dinukleosidpolyphosphate offenbar in unzahlige Funktionen des Organismus ein,
darunter

e Herz-Kreislauf-System,

e Thrombozytenaggregation,

¢ Nierenfunktion,

e Nervensystem,
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¢ |Immunsystem,

¢ Nozizeption,

e Kontraktion glatter Muskelzellen,
o Stoffwechselfunktionen und

e Zellwachstum.

1.3. Das purinerge System

Aus pharmakologischer Sicht sind die Dinukleosidpolyphosphate zu den
Purinrezeptoragonisten zu rechnen, womit sie in einer Reihe mit jenen Nukleotiden
stehen, die die Purinbasen Adenin und Guanin enthalten.

Der Begriff purinerges System geht auf Burnstock zurtick und bezeichnet Rezeptoren,
an die adeninhaltige Nukleoside oder Nukleotide binden (Burnstock 1972; Burnstock,
Cocks et al. 1978). Inzwischen ist eine Vielzahl derartiger Rezeptoren im Organismus
des Menschen identifiziert worden.

Burnstock unterschied zunachst nur P1- und P2-Rezeptoren. Die weitere Gliederung
der P1-Rezeptoren orientiert sich an biochemischen, pharmakologischen und
molekulargenetischen Faktoren und fuhrt zu den vier Subtypen A1, A2A, A2B und A3,
die alle in den Plasmamembranen o.g. Zellen Iokalisiert sind und deren
Signaltransduktion Uber die Aktivierung verschiedener G-Proteine (Guaninnucleotide-
bindendes Protein) erfolgt. lhre grote Haufigkeit findet sich bei Endothelzellen, wo sie
uber die oben erwahnten Signaltransduktionsmechanismen eine Vasokonstriktion
(Subtyp A1) oder eine Vasodilatation (Subtyp A2) bewirken. Die P1- Rezeptoren
werden mit Adenosin aktiviert und durch Methylxanthine gehemmt. P2-Rezeptoren
lassen  aufgrund  von Molekularstruktur ~ und Signaltransduktion  zwei
Untergruppenerkennen: ligandenabhangige lonenkanale (Benham and Tsien 1987) und
G-Protein-assoziierte Rezeptoren (Dubyak 1991), die mit P2Y und P2X bezeichnet
werden (Abbracchio and Burnstock 1994; Fredholm, Abbracchio et al. 1994). Sie lassen
sich mit ATP und seinen Metaboliten aktivieren; Methyxanthin beeinflusst sie nicht. Im
folgenden gehe ich naher auf die zuletzt genannte Rezeptorenklasse ein, da besonders

diese flur die vorliegende Arbeit von Bedeutung sind.

Die P2-Nomenklatur geht auf jene von Burnstock und Kennedy (1985) zurick
(International Union of Pharmacology, IUPHAR). Beide hatten P2X- und P2Y-
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Purinrezeptoren mit verschiedenartiger Gewebsverteilung und abweichenden
pharmakologischen Profilen beschrieben. Sie hatten fur P,x-Rezeptoren zeigen kdnnen,
dald die stabilen ATP-Analoga a,3- und B,y-Methylen-ATP die starksten Agonisten mit
hdchster Affinitat darstellten. Fur die P2Y-Rezeptoren hatte sich 2-Methylthio-ATP als
starkster Agonist erwiesen, wahrend a,B- und B,y-Methyl-ATP lediglich eine schwache
oder keine Wirkung erbrachten. Ferner hatte sich der P2X-Rezeptor sowohl mit a,3-
Methyl-ATP selektiv desensibilisieren als auch mit Arylazido-Aminoproprionyl-ATP
(ANAPP3) antagonisieren lassen (Kennedy and Burnstock 1985). Auch die Verteilung
der Rezeptoren in den verschiedensten Geweben und die jeweiligen Funktionen haben
Eingang in die Gliederung gefunden. So wurden P2X-Rezeptoren v.a. im Vas deferens,
in der Harnblase und in GefalBmuskelzellen nachgewiesen, wo sie als
Kontraktionsvermittler auftreten.

GefalRmuskelzellen exprimieren die Subtypen P2X1, P2X2 und P2X4 lokalisiert, die als
ligandengesteuerte lonenkanéle fiir Na*, K" und Ca** passieren lassen. Bei Aktivierung
dieser Rezeptoren kommt es zur Depolarisation und Offnung spannungsabhangiger
Ca?*-Kanile in der Plasmamembran. Die rasch zunehmende zytoplasmatische Ca*'-
Konzentration 16st eine Vasokonstriktion aus und sorgt so fur eine Erhdhung des
Blutdrucks.

P2Y-Rezeptoren wurden stattdessen in Thrombozyten, in den Taenien des Kolons
(Meerschwein) und am Endothel von Blutgefallen gefunden, wo sie offenbar der
Relaxation dienen. Die Subtypen P2Y1 und P2Y2 aktivieren G-Protein-assoziiert die
Phospholipase C, woraus eine gesteigerte IP3-Bildung und wiederum eine erhohte
Ca?*-Konzentration im Zytosol resultiert. Die so lber P2Y1-Rezeptoren ausgeldste
vermehrte Synthese von Prostacyclin (PGI2) und EDRF (endothelin derived relaxing
factor) bewirkt sowohl eine Vasodilatation als auch eine Proliferation von
GefaBmuskelzellen. Bei den P2Y2- Rezeptoren kommt es durch die vermehrte Ca?*-
Konzentration im Zytoplasma zur Erhéhung der Prostacyclin- und NO-Synthese, welche
zur Vasodilatation fuhrt und zur die Thrombozytenaggregation hemmt.

P2vs-Rezeptoren fuhren Uber eine Aktivierung zweier G-Proteine zu einer
Signalkaskade an deren Ende eine gesteigerte Ca®*-Konzentration, Vasokonstriktion
und Proliferation von Gefalmuskelzellen stehen. Eine solche Vasokonstriktion wird
ebenfalls durch Stimulation von P2Y6-Rezeptoren erreicht. P2-Rezeptoren lassen sich

aus glatten Muskelzellen und GefaRendothel klonen.
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Diejenigen pharmakologischen Profile, die man urspringlich den Pyx- und Poy-
Rezeptoren zugeschrieben hatte, scheinen eher von der Aktivierung solcher
Rezeptoren auszugehen, die den Subtypen P2X; und P2Y; in Aufbau und Wirkung
stark ahneln. Heute gilt eine Heterogenitat innerhalb der P2X-Antworten in den
verschiedenen Gefallmuskelzellen, den Kolontaenien und im Gefallendothel als
gesichert. Ursache hierfur konnten die zahlreichen Subtypen mit ihren feinen Struktur-
und Wirkdifferenzen sein.

Weitere P2-Rezeptoren, die hauptsachlich durch ihre abweichende Pharmakologie
identifiziert worden sind, erhielten die Bezeichnungen P2U (ATP- und UTP
(Uridintriphosphat)-aktiviert, weit verbreitet), P2T (Plattchen-ADP-Rezeptor, vermitteln
Thrombozytenaggregation) und P2Z (in Mastzellen und Lymphozyten, vermitteln
Zytotoxizitat und Degranulation) (Gordon 1986; O'Connor, Dainty et al. 1991).

In den letzten Jahrzehnten sind weitere Subtypen entdeckt worden, deren derzeitige
Bezeichnungen jedoch nicht als endgultig anzusehen sind: P2D (Pintor, Diaz-Rey et al.
1993), P2S (Wiklund and Gustafsson 1988), P2R (von Kugelgen and Starke 1990), P3
(Shinozuka, Bjur et al. 1988; Forsyth, Bjur et al. 1991), P4 (Pintor and Miras-Portugal
1995) und Uridin- Nukleotid- spezifische Rezeptoren, sog. Pyrimidinrezeptoren (Seifert
and Schultz 1989; von Kugelgen and Starke 1990).

Die Prufung der P2-Nomenklatur erfolgte aufgrund von Hinweisen, extrazellulares ATP
wirke Uber zwei Transduktionsmechanismen: lonenkandle und G-Proteine. Es zeigte
sich zunehmend eine signifikante Heterogenitat unter den nativen P2-Rezeptoren, die
sich in einer beachtlichen Vielfalt pharmakologischer Antwortprofile widerspiegelt, die
sich offensichtlich nicht allein mit der Vielfalt der bekannter Subtypen erklaren laft.

1994 wurde offiziell vorgeschlagen, P2-Rezeptoren in die Hauptgruppen P2X und P2Y
zu gliedern, je nachdem, ob es sich um ligandengesteuerte lonenkanale (P2X) oder G-
Protein-assoziierte Strukturen (P2Y) handelt. Hierbei sind auch Strukturunterschiede
der P2-Rezeptoren bei Saugern berucksichtigt. Inzwischen sind sieben P2X- (P2X1-7)
und funf P2Y-Subtypen (P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6, P2Y11) geklont, pharmakologisch
charakterisiert und als valide Mitglieder der P2-Familie bestatigt.

Der Sprung in der Zahlen-Abfolge der P2Y-Rezeptorfamilie wird durch die spate
Einsicht verursacht, da® manche Rezeptoren falschlicherweise in diese Familie
aufgenommen wurden. So eliminierte man nachtraglich die Bezeichnungen P2Y5
(Webb, Feolde et al. 1996) und P2Y7 (Akbar, Dasari et al. 1996). Auch die bereits
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geklonten Rezeptoren P2Y9 und P2Y10 erwiesen sich schlieBlich ebenso wenig als
Nukleotidrezeptoren.

Die Subtypen P2Y4 und P2Y6 sind Uridin-Nukleotid-spezifische Rezeptoren, die
geklont wurden und sensitiv auf UTP und UDP (Uridindiphosphat) reagieren. Deren
Identifikation komplementiert frihere Vermutungen, basierend auf verschiedener
Pharmakologie mancher biologischer Gewebe, dass endogene Uridin-Nukleotid-
spezifische Rezeptoren existieren. Bevor diese geklont vorlagen, hatte man die
Existenz solcher Subtypen nicht in Erwdgung gezogen, und als Folge daraus wurde die
Madglichkeit verschiedener UTP- und UDP-Selektivitaten flr Mitglieder dieser Familie
kaum beachtet. Bis heute ist daher die Literatur zu Agonistenprofilen unvollstandig. Die
Frage, ob P2Y4 und P2YG6 tatsachlich P2-Rezeptoren oder doch eher Subtypen anderer
— bislang nicht geklonter — Molekule sind, bleibt offen.

Das Fehlen selektiver Agonisten und Antagonisten, aber auch das Auftreten von
Komplikationen, die durch Rezeptor-Koexpression und Agonisten-Interconversion
entstehen, flhren dazu, dass die Subtypenidentitat der meisten endogenen Uridin-
Nukleotid-spezifischen Rezeptoren derzeit unklar bleiben muss. Interessant ist, dal} der
Subtyp P2Y11 derzeit der einzige P2Y-Rezeptor mit deutlicher Selektivitat fur ATP ist —
verglichen mit anderen Purin- und Pyrimidinnukleotiden.

Far die Wissenschaft boten die Entdeckungen des vergangenen Jahrzehnts nicht nur
eine beachtliche Fulle bislang unbekannter Details, sondern im Gegenzug eine
unubersehbare Frustration, da zahlreiche Neubewertungen den Abschied von friheren,
als sicher angenommenen Auffassungen notwendig machten. Aufgrund o.g. Grinde ist
es derzeit eine grol3e Herausforderung, die endogenen Purin- und Pyrimidinrezeptoren
in den verschiedensten biologischen Systemen zu charakterisieren. Weit schwieriger
wird es sein, fur all jene Rezeptoren herauszufinden, in welche physiologischen und
pathophysiologischen Mechanismen sie eingebunden sind. Gelingen kann eine solche
grundlegende Charakterisierung erst unter Entwicklung und Verwendung Subtypen-

selektiver Testpharmaka.
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1.4. Uridin-Adenosin-Tetraphosphat (UP4A)

Aufgrund der vasoaktiven und wachstumsstimulierenden Eigenschaft der
Dinukleosidpolyphosphate hat das Interesse an diesen Substanzen in letzter Zeit stark
zugenommen. Vor kurzem haben Jankowski et al mit einem aus stimuliertem
menschlichen GefaRendothel gewonnenen Uberstand, den sie in isolierte perfundierte
Rattennieren injiziert hatten, Vasokonstriktionen ausgelost (Jankowski, Tolle et al.
2005). Nach Einsatz eines Purinrezeptorblockers war es zu einer starkeren Hemmung
dieser Vasokonstriktion gekommen als mit Endothelin-Rezeptor-Blockern. AnschlieRend
war es den Forschern gelungen, einen neuartigen, offenbar proatherogenen Faktor zu
isolieren und massenspektrometrisch zu identifizieren.

Dabei handelt es sich um das Dinukleosidpolyphosphat Uridin-Adenosin-Tetraphosphat
(UpsA). Um zu prufen, ob die oben beschriebene Vasokonstriktion tatsachlich als Up.A-
Antwort zu verstehen ist, wurden die nicht-selektiven P2X- und PZ2Y-Antagonisten
PPADS (Pyridoxal-phosphate-6-azophenyl-2',4'-disulfonate) und Suramin eingesetzt,
durch die eine signifikante Hemmung der Vasokonstriktion ausgeldst werden konnte.
Dabei scheint Up4A einen neuartigen, sehr potenten endothelabhangigen
Vasokonstriktor darzustellen, der unter physiologischen Bedingungen in einer im
Vergleich zum Endothelin weit hdheren Konzentration vorkommt.

Diese Up4A induzierte Vasokonstriktion konnte zum groR3en Teil der Aktivierung des
P2X1-Rezeptors zugeordnet werden. Dartber hinaus konnte nach Desensitisierung des
P2X1-Rezeptores durch die kontinuierliche Perfusion mit a,f-Methylen-ATP eine
weitere P2X1-Rezeptor unabhangige vasokonstriktorische Komponente identifiziert
werden, die auf eine Aktivierung des P2Y2- oder P2Y4-Rezeptor beruht. Somit konnte
zum ersten Mal ein gemischtes Dinukleosidpolyphosphat identifiziert werden, das eine
Affinitat zu P2X und P2Y Rezeptoren besitzt, eine Eigenschaft, welche von vielen
Uracil-haltigen Nukleosiden bekannt ist.

Die vasoaktive Potenz des Up4A liegt offenbar nahe der von Noradrenalin: Beide hatten
im Test den arteriellen Blutdruck erhéht, wobei Noradrenalin jedoch zu einem steilen,
kurzzeitigen Anstieg flhrte, wahrend der UpsA-Effekt eher als prolongiert zu bezeichnen
ist. Da sich auch andere purinhaltige Agonisten, wie ATP und UTP, im menschlichen
Plasma befinden, wurde ihr Anteil an der Vasokonstriktion untersucht. Es stellte sich
heraus, dal diese in erheblichem Malie an der endothelabhangigen Vasokonstriktion
beteiligt sind, wobei die Effekte des Plasma-UpsA wahrscheinlich deutlich Uberwiegen.

Da Endothelzellen fir die Freisetzung von ATP bekannt sind, kénnte UpsA auch als
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Stimulans einer endothelialen ATP-Sekretion und damit als indirekter Gefaliregulator
anzusehen sein. Die Tatsache, dald Up4A einerseits nach Vasokonstriktion im Plasma
gefunden wird, andererseits durch Stimulation mit ATP, UTP, Acetylcholin und
Endothelin freigesetzt wird, lasst vermuten, die Substanz kdnne eine bedeutende Rolle
in der Blutdruckregulation spielen. Die Besonderheit des UpsA liegt zum einen in
seinem endogenen Vorkommen, zum anderen in seinem Aufbau, denn es handelt sich
um das erste isolierte Dinukleosid, das sowohl eine Pyrimidin- (Uracil) als auch eine
Purinbase (Adenin) enthalt. Vasokonstriktiv wirkt UpsA wahrscheinlich hauptsachlich
uber den Purinrezeptorsubtyp P2X1, doch kommen hierflir auch die Subtypen P2Y2
und P2Y4 in Frage. Da Uber die letztgenannten Rezeptoren zahlreiche weitere Effekte
wie Zellproliferation und -differenzierung vermittelt werden, ergeben sich Fragen zum
UpsA nicht allein zu seiner Wirkung als Vasoaktivator, sondern auch zu

Langzeiteffekten im Innern der GefalRwand.

Fragestellung

In den letzten Jahren ist die Bedeutung der Dinukleosidpolyphosphate stark gestiegen,
besonders ihre Doppelwirkung aus Vasokonstriktion und Wachstumstimulation ist daftr
wesentlich verantwortlich. Mit der Entdeckung des neuartigen endothelabhangigen
Mediators Up.sA stellen sich die folgenden Fragen, auf die in der vorliegenden Arbeit

eingegangen wird.

e Induziert das Dinukleosidpolyphosphat UpsA als endothelial sezernierter

Mediator eine sichtbare Proliferation von GefalRmuskelzellen?

e Uber welche Rezeptoren wird eine solche durch UpsA induzierte Proliferation

von Gefalfmuskelzellen vermittelt?
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2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Versuchstiere und Haltungsbedingungen

Bei den eingesetzten Versuchstieren handelt es sich um mannliche Wistar-Kyoto-
Ratten (WKY) der Firma Charles River (Sulzfeld, Deutschland). Die Tiere haben ein
Durchschnittsalter von 62 Tagen (56—74 Tage) und ein mittleres Korpergewicht von 123
g (98-147 g). Sie werden in Kolonie bei einer Raumtemperatur zwischen 19 und 21°C
und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 50 bis 70% in einem begehbaren Tierstall ohne
Fenster gehalten. Ein Zeitschaltprogramm gibt einen Tag-Nacht-Rhythmus von je 12
Stunden vor (Tag = Dauerbeleuchtung von 6 bis 18 Uhr). Als Einstreu dient entstaubte
keimfreie Weichholzfaser (Fa. Altromin, Soest, Deutschland), die zweimal in der Woche
gewechselt wird. Trinkwasser und Trockenfutter (Fa. Altromin, Soest) werden ad libitum
angeboten, zusatzlich dreimal je Woche Korner und Obst. Zwischen Anlieferung und
dem ersten Tierversuch liegen mindestens 5 Tage =zur Akklimatisation. Die

Aortenexplantation fur die In-vitro-Versuche wird zwischen 6 und 12 Uhr durchgefuhrt.

2.1.2. Chemikalien und Biochemikalien
Aceton Roth, Karlsruhe/D

Albumin

Antikorper: monoclonal anti- Actin

a- smooth muscle- FITC
Bidestilliertes Wasser (ddH,0)
Bovines Serumalbumin (BSA)
BSA-Standard
Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat
(NazHPO4 - 2 H,0)

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
(DMEM)

Ethanol

Fetales Kalberserum (FCS)

Glukose

L-Glutamin

Isopropanol

Roth, Karlsruhe/D

Sigma, St. Louis/USA

Fluka, Buchs/CH

New England Biolabs, Beverly/USA
Pierce, Rochford/USA

Life Technology, Paisley/USA
Merck, Darmstadt/D
Biochrom, Berlin/D

Merck, Darmstadt/D

Sigma, St. Louis/USA

Merck, Darmstadt/D
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Kaliumazetat

Kaliumchlorid (KCI)
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4)
Kalziumchlorid (CaCly)

Ketamin

Magnesiumsulfat (Mg2SO,)

Methanol p.A.
Natriumdihydrogenphosphat (NaH;PO,)
Natriumbicarboant (NaHCO3)
Natriumhydroxid (NaOH)
Penicillin-Streptomycin (100x)
Phosphate buffered saline (PBS)
Polyvinyl alcohol mounting medium
Salzsaure (HCI), rauchend
Tris-buffered saline (TBS)

Xylazin

Von Willebrand- Faktor (VWF)

2.1.3. Geratschaften
Analysewaage

Computer
Gefrierschranke -80°C

-20°C

Glaswaren (Kolben, Pipetten etc.)

Klhlschranke
Magnetrthrer
Mehrkanalpipette

Mikroskope

Monitor

Merck, Darmstadt/D
Merck, Darmstadt/D
Sigma, St. Louis/USA
Sigma, St. Louis/USA
Sigma, St. Louis/USA
Sigma, St. Louis/USA
Merck, Darmstadt/D
Merck, Darmstadt/D
Merck, Darmstadt/D
Merck, Darmstadt/D
Biochrom, Berlin/D
Biochrom, Berlin/D
Fluka, St. Louis/lUSA
Merck, Darmstadt/D
Roth, Karlsruhe/D
Sigma, St. Louis/USA

Roche Bioscience, Mannheim/D

Sartorius, Gottingen/D

Fujitsu Siemens, Sunnyvale/USA
Compaq/HP, Berlin/D

Heraeus, Osterode/D

Forma Scientific, Marietta/USA
Liebherr, Biberach an der Ri3/D
Bosch, Stuttgart/D

Brand, Wertheim/D

Bosch, Stuttgart/D

Liebherr, Biberach an der Ri3/D
IKA-Werk, Staufen in Breisgau/D
Biohit, Helsinki/SN

Zeiss, Jena/D

Nikon, Tokio/D

LG, Seoul/Ko

Seite 12
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pH-Messgerate
pH-Messgerat PHM210
pH-Messelektrode MI-410
Pipetten

Schuttler

Sterilarbeitsbank Herasafe (Klasse Il)
Vortex
Warmeschrank

Wasserbader

Vakuumpumpe Laboport

Cell counter + Analyser System Casy 1 TTC

Zentrifugen

2.1.4. Reaktionssets (Kits)
BRDU Assay Kit

2.1.5. Verbrauchsmaterial

Cover Slides BD Falcon CultureSlides
Deckglaser

Einwegskalpelle

Kulturflaschen

Objekttrager
Pipettenspitzen
Praparationsbesteck
Reaktionsgefale 0,5 ml
1,5und 2,0 ml
15 und 20 mi
Schlauche

Spritzen und Kantlen (Sterican)

Beckman, Palo Alto/USA
Radiometer, Copenhagen/DK
Microelectrodes, Bedford/USA
Eppendorf, Hamburg/D

New Brunswick Scientific
New Jersey/USA

Heraeus, Osterode/D

Roth, Karlsruhe/D

Heraeus, Osterode/D

Haake, Karlruhe/D

Julabo, Seelbach/D

KNF, Freiburg/D

Scharfe System, Reutlingen/D
Heraeus, Osterode/D

Sorvall, Newtown/USA

Merck, Darmstadt/D

BD Bioscience, Bedford/USA
Roth, Karlruhe/D

Ruttgers, Solingen/D

Nunc, Roskilde/DK

Roth, Karlsruhe/D

Sud Laborbedarf, Gauting/D
FST, Foster City/USA
Sarstedt, Nurnbrecht/D
Eppendorf, Hamburg/D
Falcon, Oxnard/USA
Greiner, Nurtingen/D

VWR, Darmstadt/D

Braun Melsungen, Melsungen/D

Seite 13
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2.1.6. Software

Adobe Acrobat 6.0 Professional Adope Systems Inc., San Jose/USA
Adobe Photoshop 7.0 Adope Systems Inc., San José/USA
Endnote 6.0 IS| ResearchSoft, Berkeley/USA
MS Office 2003 Professional Microsoft Corp., Redmond/USA
MS Explorer 6.0 Microsoft Corp., Redmond/USA
Prism 4.0 GraphPad Software, San Diego/USA

2.2. Methoden

2.2.1. Isolation von VSMCs aus thorakalen Aorten von WKY- Ratten

Die Isolierung von Gefallmuskelzellen (engl. vascular smooth muscle cells, VSMC)
erfolgt nach der langjahrig etablierten Explant-Methode nach Russel Ross (Ross and
Glomset 1974). WKY-Ratten im Alter von durchschnittlich 62 Tagen (56-74 Tage)
werden per intramuskulare Injektion mit Xylazin und Ketamin betaubt. Nach
Thorakotomie wird die thorakale Aorta vorsichtig prapariert, nach Injektion
heparinisierter PBS-Losung (200 ul) intrakardial explantiert und direkt in warmes
DMEM-Medium Uberfuhrt. Letzteres enthalt 10% FCS und 1% Penicillin/Streptomycin.
Die weitere Praparation erfolgt erst unter einer Zellkulturbank.

Nachdem die Adventitia vollstandig entfernt und die Aorta langs aufgeschnitten ist, wird
das Endothel entfernt. AnschlieBend wird die Aorta zerkleinert, die Stucke in sterile
Zellkulturflaschen Uberfuhrt und mit Nahrmedium bedeckt. Nach durchschnittlich sechs
bis acht Tagen wachsen die ersten Gefallmuskelzellen aus den Gewebesticken.

Zur Differenzierung des jeweiligen Zelltyps wurden fluoreszenzmikroskopische
Farbungen des alpha-Aktin Gehaltes durchgefuhrt. Zusatzlich werden die Zellen auf
Endothelmarker hin untersucht (Platelet endothelial cell adhesion molecule, PECAM).
Nur solche Primarkulturen, die ausreichend viele a-Aktin-positive Zellen enthalten und

PECAM-negativ reagieren, werden in die weitere Passagierung eingeschlossen.

2.2.2. Zellkultur

Die aus thorakalen  Aortensegmenten von  WKY-Ratten = gewonnenen
Gefallmuskelzellen (VSMCs) werden in der Zellkultur angelegt und kultiviert. Zum
Erhalt der Zellen wird in Abstanden von zwei bis drei Tagen das Medium erneuert. Bei

dem verwendeten Medium handelt es sich um DMEM (1,0 g/l D-Glucose), versetzt mit
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fetalem Kalberserum (FCS, 10%) und 1% Penicillin/Streptomycin. Es enthalt die fir das
Wachstum der Zellen notwendigen Nahrstoffe und Wachstumsfaktoren und sorgt fur
konstante Osmolaritat und pH-Wert. Die zusatzliche Supplementierung des Mediums
mit Antibiotika dient der Verhinderung von Kontaminationen. Fur den Mediumwechsel
wird das alte Medium abgesaugt und frisches in derselben Menge, zuvor im Wasserbad
bei 37°C erwarmt, zugegeben.

Neben dem Mediumwechsel erfolgte in regelmaligen Abstanden die Splittung der
konfluenten Zellkultur, um das Uberleben der Zellen zu sichern. Hierzu werden die
Zellen nach Absaugen des alten Mediums trypsiniert, um sich vom Boden abzuldsen.
Nach einer Minute wird das Trypsin abgesaugt, weitere finf Minuten im Inkubator
(37°C) folgen. Um die Trypsinaktivitat zu stoppen, wird Medium mit FCS (10%)
zugegeben, und die Zellsuspension bei 2200 rpm funf Minuten lang zentrifugiert. Nach
diesem Schritt wird der Uberstand abgesaugt und das Zellpellet erneut mit FCS (10%)
resuspendiert. Die so erhaltene Suspension wird dann auf die entsprechende Anzahl
neuer Flaschen aufgeteilt, sodass die Verteilung der Suspension auf zwei neue

Flaschen ein Splittverhaltnis von 1:2 ergibt, bei drei Flaschen ein Verhaltnis von 1:3.

2.2.3. Bestimmung der Zellzahl

Die Bestimmung der Zellzahl erfolgt nach der Neubauer-Zahlkammer-Methode und wird
folgendermalien durchgeflihrt:

Die zu bestimmenden Zellen werden zentrifugiert (2200 rpm, 5 min). Danach wird der
Uberstand abgesaugt und das Zellpellet in Medium mit FCS (10%) resuspendiert. Es
werden in einem sog. Eppendorf-Réhrchen 10 pl Trypanblau vorgelegt. Die
Zahlkammer wird mit Wasser und Ethanol (70%) gereinigt, angehaucht und das
Deckglaschen aufgeschoben. Es wird ein Aliquot der Zellsuspension (10 ul) mit dem
Trypanblau gemischt und direkt auf die Zahlkammer gegeben. Jetzt werden jeweils die
vier Felder mit Quadranten (s. Abbildung) ausgezahlt und die Zellzahl nach der unten

stehenden Formel bestimmt.

Zellzahl = gezahlte Zellen / Anzahl gezahlter Felder x Verduinnungsfaktor (hier 2)
x Kammerfaktor (10 000)
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2.2.4. Versuchsvorbereitung

Zu Beginn der Versuchsreihe wurden unterschiedliche Zellzahlen, Mangelmedien und
Ruhebedingungen verwendet. Die Zellzahlen erstreckten sich dabei von 2.000 bis
10.000 Zellen pro Well. Nach mehreren Ansatzen wurde als bestmdgliche
Voraussetzung zur Versuchsdurchflihrung folgende gewahlt:

Es wurde nach der Neubauer-Zahlkammer-Methode die Zellzahl bestimmt, eine
definitive Anzahl von Zellen auf Mikroplatten (96-Well-Platten) ausgesat und fur 12
Stunden mit FCS (10%) inkubiert. Anschliellend wurden die Zellen mit Medium (0%) far
24 Stunden ruhigestellt. Erst danach wurden sie fur sechs bis 48 Stunden mit UpsA und
anderen Testsubstanzen stimuliert. Vier Stunden vor Ende der Stimulation erfolgte die
Markierung mit dem BrdU-Reagenz und nach Stimulationsende die im Abschnitt 2.2.6

erlauterte Assay-Prozedur.

2.2.5. BrdU-Assay

Markierung mit 5-Brom-2’-Desoxyuridin (BrdU):

Eine wichtige Entwicklung war der Ersatz von [*H]-Thymidin durch 5-Brom-2'-
Deoxyuridin (BrdU). Diese Technik basiert auf der Inkorporierung des Pyrimidin-
Analogons BrdU anstelle des Thymidins in die DNA (Desoxyribonucleid Acid)
proliferierender Zellen. Nach seinem Einbau in die DNA wird BrdU mittels Immunassay
nachgewiesen.

Mehrere monoklonale Antikorper mit hochgradiger Spezifitat fur BrdU sind beschrieben.
Ursprunglich wurde die immunhistochemische Detektierung von S-Phase-Zellen sowie
die Quantifizierung der Zellproliferation mit Hilfe von Mikroskopie und
Durchflusszytometrie realisiert. Auch wenn diese Methoden sehr informativ waren, so
zeigten sie sich zunehmend ungeeignet fur die routinemafige Proliferationsanalyse, da
nur wenige Proben in kurzer Zeit analysiert werden konnten.

Porstmann et al. beschrieben 1985 erstmals einen Enyzm-Immunoassay zur
Bestimmung von Zellproliferation durch BrdU-Quantifizierung (Porstmann, Ternynck et
al. 1985). Dieser BrdU-Assay wurde zum Gebrauch in der Wissenschaft konzipiert:
prazise, schnell, einfach und frei von Radioaktivitat. Basis ist die
Chemilumineszenzmessung nach BrdU-Einbau in die DNA wahrend deren
Neusynthese in proliferierenden Zellen. Der Zellproliferations-ELISA (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay) kann also flr verschiedenste In-vitro-Zellsysteme genutzt

werden.
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Produkt-Charakteristik:

e Spezifitdt: Das Antikorperkonjugat reagiert mit dem Thymidinanalogon BrdU und
mit BrdU, das in DNA inkorporiert ist. Um an BrdU in der DNA binden zu kénnen,
muss BrdU-markierte DNA denaturiert werden. Die AntikOrper zeigen keinerlei
Kreuzreaktivitat mit endogenen Substanzen wie Thymidin, Uridin und DNA.

e Sensitivitat: In Abhangigkeit von verwendetem Zelltyp und Inkubationszeit haben
sich 0,05 — 1,0 x 10* Zellen/Well als ausreichend fur die meisten
Versuchskonzepte herausgestellt. Die ELISA-Ergebnisse korrelierten sehr stark
mit Daten des [*H]-Thymidin-Assays, einem lange  etablierten
Proliferationsassay.

e Messbereich: Die Quantifizierung der Chemilumineszenz wird von der Auflosung
des Hauptgerates (Photomultiplier) eingeschrankt. Kommerziell verfugbare
Luminometer (Lichtmesser) haben einen dynamischen Bereich zwischen 10 und
2 x 10° relativen Lichteinheiten/Sekunde (rlu/s). Daher deckt der lineare Bereich
mehr als vier Zehnerpotenzen ab, abhangig von der Hintergrundaktivitat des

gegebenen Immunoassays.

2.2.5.1. Funktionsprinzip des Produktes

Es konnte gezeigt werden, dass eine Bewertung der Zellproliferation durch Messung
der BrdU-Inkorporierung in neu synthetisierte zellulare DNA mdoglich ist. Aulderdem
wurde durch etliche Maus- und Humanzellsysteme (inklusive Mitogen- und Antigen-
stimulierte Lymphozyten und Zytokin-induzierte Proliferation verschiedener Zelllinien)
bewiesen, dass eine gute Korrelation zwischen BrdU-Zellproliferations-ELISA und [°H]-
Thymidin-Assay besteht. Die Peroxidase (POD) katalysiert — bei Anwesenheit von
Wasserstoffperoxid (H»,O,) — die Oxidation von Diazylhydraziden wie Luminol. Ein
Reaktionsprodukt im angeregten Zustand wird gebildet, das auf sein energetisches
Ausgangsniveau zuruckfallt und dabei Licht erzeugt. Das Signal (Photonen), das in
Enzym-katalysierten, Licht-abgebenden Reaktionen erzeugt wird, ist identisch mit
jenem Signal, das beim radioaktiven Zerfall in Scintillationsmessern detektiert wird. Die
Chemilumineszenzmessung hat Charakteristika und Vorteile, die vergleichbar sind mit
denen radioaktiver Methoden. Beide Methoden liefern also ein schnelles, Uber einen
grolien logarithmischen Messbereich konstantes Signal, das durch
Photonendichtemessung mit Hilfe eines Mikrotiter-Platten-Luminometers und der

Photomultiplier-Technology quantifiziert wird (Evaluation des Zellproliferations-ELISA
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mittels LB 96 P-reader, EG & G Berthold). Dabei korrelieren die relativen Lichteinheiten

je Sekunde (rlu/s) direkt mit der DNA-Synthese-Leistung und so mit der Zellproliferation

in der jeweiligen Mikrokultur.

2.2.5.2. Testprinzipien

1.

Die Zellen werden in Anwesenheit der jeweiligen Testsubstanz und Uber eine
bestimmte Zeitspanne (1-5 Tage, abhangig vom jeweiligen Assay) in geeigneten
96-Well-MP bei 37°C kultiviert.

AnschlieBend wird BrdU hinzugeflgt und die Zellen erneut inkubiert (Uber 4
Stunden). Wahrend dieser ,Markierungszeit® wird das Pyrimidinanalogon BrdU
anstelle von Thymidin in die DNA der proliferierenden Zellen eingebaut.

Nach Entnahme des Kulturmediums werden die Zellen fixiert und die DNA
denaturiert. Die Denaturierung der DNA ist notwendig, um den Zugang der
Antikorper zum achsennah liegenden BrdU zu verbessern.

Der anti-BrdU-POD-Antikorper (POD-markiert) wird hinzugefugt. Er bindet an
BrdU, das Teil der neu synthetisierten DNA ist.

5. Die Immunkomplexe werden durch die folgende Substratreaktion detektiert.

6. Chemilumineszenz entsteht und wird gemessen.

2.2.5.3. Assay-Zeit
Die Assay-Zeit betragt zwischen 1,5 und 3 Stunden, abhangig von der anti-BrdU-POD-

Inkubationszeit (exklusive der Zeiten fir Zellkultur und Antikdérpermarkierung). Nach

einer langeren Etablierungszeit wurde die Methode bezuglich der Inkubationszeiten

variiert und verbessert, sodass im weiteren Verlauf folgende Schritte durchgefuhrt

wurden:

. 10 ul/Well BrdU-Labeling-Losung hinzufugen (wenn Zellen in 100 ul/Well

kultiviert sind) und bei 37°C flir 4 Stunden inkubieren.
Entfernen des Labeling-Mediums durch Ausschutten und Abklopfen. Der Assay
kann nach diesem Prozess unterbrochen und die Zellen nach dem Trocknen fur

eine Woche bei 2 bis 8°C gelagert werden.

3. 200 ul/Well Fix Denat hinzugeben und bei 15 bis 25°C fir 30 Minuten inkubieren.

Fix Denat entfernen durch Ausschutten und Abklopfen.
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5. 100 ul/Well Aniti-BrdU-POD-Arbeitslésung und bei 15 bis 25°C flr ca. 60 Minuten

inkubieren.

6. Entfernen der Arbeitslosung durch Ausschatten, Abklopfen und Spulen der Wells

mit 200 ul/Well Waschlésung. Diese wahrend des Spulvorganges ca. 2 Minuten

in den Wells belassen.

7. Entfernen der Waschlosung durch Ausschutten und Abklopfen.

8. 100 ul/Well Substratlosung mit einer Multi-Channel-Pipette hinzufugen. Die

Messung sollte 10 Minuten nach Zugabe der Substratlésung erfolgen.

Neben den schon fertigen Lésungen werden noch folgende Arbeitsldsungen zubereitet:

Tabelle 1: Ubersicht (iber die einzelnen BrdU-Lésungen

Inhalt

Zubereitung

Funktion

BrdU Labeling Losung

BrdU-Labeling-Reagens
verdinnen (Flasche 1)
1:100 in sterilem
Kulturmedium (erhaltene
Konzentration: 100 uM
BrdU)

Markieren der Zellen 4 h vor

Stimulationsende

Anti-BrdU-POD stock
solution
(Stammldsung)

Auflésen von Anti-BrdU-
POD (Flasche 3) fir 10
Minuten in 1,1 ml ddH-0,
mischen

Far die Aufbereitung der Anti-
BrdU-POD-Arbeitslésung

Anti-BrdU-POD-
Arbeitslosung

Verdunnen (1:100) der Anti-
BrdU-POD stock solution
mit der Antibody dilution
solution (Flasche 4).

Bindet an das in die neu
synthetisierte DNA
inkorporierte BrdU

Waschlosung

Verdunnen des
Waschpufferkonzentrats
(Flasche 5) 1:10 mit ddH,O

Anwendung im
Protokollschritt 6

Substratlésung

Mischen der
Substratkomponente B
(Flasche 7) 1: 100 mit der
Komponente A (Flasche 6).

Bindet an Immunkomplexe

und weist sie so nach
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2.2.6. Immunfluoreszenzmikroskopische Darstellung von alpha-Aktin
Die Zellen der Primarkultur wurden morphologisch im Lichtmikroskop identifiziert. Zur

eigentlichen Immunphanotypisierung dienten aus der Maus stammende monoklonale
Antikorper gegen a-Aktin glatter Muskelzellen. Die indirekte Immunfluoreszenz erlaubt
es, a-Aktin-positive und -negative Zellen zu unterscheiden und die jeweiligen Anteile
auszuzahlen, denn nur a-Aktin-positive Zellen fluoreszieren. Nur solche Primarkulturen
wurden subkultiviert, deren a-Aktin-positiver Zellanteil bereits nach der ersten Passage
uber 95% lag.

Dass die exprimentell verwendeten Kulturen frei von Endothelzellen waren, bestatigte
der negativ ausgefallene Immunfluoreszenztest mit Antikdrpern gegen den Von-
Willebrand-Faktor (VWF).

FUr die Immunfarbung wurden die Zellen auf sterile Objekttrager gegeben und in vier
separaten Kammern inkubiert. Zellen in Kammer 1 wurden mit Antikdrpern gegen o-
Aktin angefarbt, jene in Kammer 2 mit Antikdrpern gegen den humanen vWF. Der
Prifung etwaiger Autofluoreszenz dienten die Zellen in Kammer 3, wahrend jene in
Kammer 4 eine Testung auf unspezifische Reaktionen des Fluoreszin-konjugierten Anti-
Maus-Antikorpers mit Zellstrukturen ermdglichten.

Hatten die Zellen einen geschlossenen, einlagigen Verband gebildet (Monolayer),
wurde das Kulturmedium abgesaugt und die Zellen mit PBS-Puffer gewaschen. Dem
schloss sich die Fixation mit Methanol (10 min, —20°C) an. Das Methanol wurde im
Anschluss entfernt, und die Zellen wurden erneut mit PBS versetzt. Eine
Uberschichtung der Zellen mit fetalem Kéalberserum (20 pl) und die Inkubation in der
feuchten Kammer (30 min, 37°C) dienten dem Zweck, unspezifiche Bindungsstellen zu
blockieren.

In der Folge wurde auch diese FlUssigkeit entfernt, der Primarantikorper (20 ul)
hinzugegeben und erneut feucht inkubiert (60 min, Raumtemperatur). Nach zwei PBS-
Waschungen wiederholte sich die letztgenannte Feuchtinkubation, diesmal jedoch mit
Anti-Maus-IG-FITC-LOsung. Erst nach Abfolge dieser Schritte war das Zellpraparat zur
Einbettung in das Eindeckmedium und zur anschlieBenden Beurteilung unter dem

Fluoreszenzmikroskop bereit.
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2.2.7. Auswertung mit Prism 4.0

Die Messwerte, die wir mit dem Mikrotiter-Platten-Luminometer und der Photomultiplier-
Technology erhielten, wurden mit dem Graph Pad Prism ausgewertet. Der Prism
kombiniert Biostatistics, wissenschaftliche Graphik und Kurvenanpassung in einem
Programm und wurde entwickelt, um wissenschaftlichen Daten effektiv auszuwerten
und zu prasentieren. Er bietet eine umfangreiche Auswahl an Darstellungen der
Messwerte und berechnet zudem automatisch die Fehlerbalken fur diese. Bei
Fehlereingabe reicht es diesen zu korrigieren, so dass Prism wieder automatisch alle

bereits erstellten Graphiken und Analysen neu berechnet.

2.2.8. Statistik

Zum Vergleich der Ergebnisse der Gruppen wurde der U-Test von Wilcoxon, Mann und
Whitney benutzt. Dieser Test flir unverbundene Stichproben ist verteilungsabhangig.
Man bringt die (m + n) Stichprobenwerte in eine gemeinsame aufsteigende Rangfolge.

Die Summe der Rangzahlen von Stichprobe 1 sei R1, die von Stichprobe 2 sei R2.

Ul=m*n+05"m*(m+1)-R1

U2=m*n+05*n*(n+1)-R2

Ut1+U2=m"*n

Die Nullhypothese wird verworfen, wenn U als der kleinere Wert von U1 und U2 kleiner

oder gleich dem tabellierten Wert U (m, n; a) ist.
Die Berechnung erfolgte mit der Software Graph Pad Prism 4.0 (La Jolla, USA).
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3. Ergebnisse

Abbildung 1: Mikroskopischer Nachweis von VSMCs
Mikroskopische  Darstellung von VMSCs im DIC-Kontrast  (linke  Abbilddung) und

fluoreszenzmikroskopische Darstellung von alpha-Aktin in den VSMCs (rechte Abbildung)

3.1. Proliferation von VSMCs durch Uridin-Adenosin-Tetraphosphat

Um den UpsA-Einfluss auf das Zellwachstum zu prufen, wurden GefalBmuskelzellen aus
der Aorta thoracica von WKY-Ratten mit UpsA und drei weiteren Wachstumsfaktoren
(UDP, UTP, PDGF) stimuliert. Abbildung 2 zeigt den signifikanten Anstieg der Zellzahl
(280%, SD 10,27) nach UpsA-Zugabe (100 nmol/l) im Vergleich zum Basalwert, der als
100% festgelegt ist. Auch UDP (1 umol/l) und UTP (1 pmol/l) bewirken eine deutliche
Proliferation (297,8%, SD 8,0 bzw. 287%, SD 21,2) der Gefalimuskelzellen, ebenso der
zum Vergleich und als Kontrolle dienende der PDGF (50 ng/ml), dessen

Wachstumssteigerung (314%, SD 15,1) ebenfalls dargestellt ist.
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Abbildung 2: Einfluss von Up4A und anderen bekannten Wachstumsfaktoren auf die Proliferation von
Gefallmuskelzellen aus der Aorta thoracica von WKY-Ratten.

Die Zellen (5000/Well) wurden auf Mikroplatten ausgesat und fiir 12 Stunden mit FCS (10%) inkubiert.
Nach Ruhigstellung (Medium, 0%) kamen Up4A bzw. weitere Mediatoren hinzu. 24 Stunden spéater
erfolgte die Messung der Proliferation (Assay-Prozedur), die in Prozent des Basalwertes (Zellen ohne
Stimulation) dargestellt ist. Man erkennt deutlich den signifikanten Anstieg des Zellwachstums, bewirkt
durch die jeweiligen Testsubstanzen. Aufgetragen ist die Proliferation von Basal in Prozent gegen die
eingesetzten Testsubstanzen. Die Balken reprasentieren den Mittelwert aus den durchgefihrten

Experimenten (n=6). Die vertikalen Linien stellen die Standardabweichungen dar.

3.2. Einfluss der Inkubationszeit auf die Proliferation der VSMCs

Um die Bedeutung der Inkubationszeit mit UpsA auf die Proliferation von
GefalBmuskelzellen zu bestimmen, werden erneut Gewebesticke aus der Aorta
thoracica von WKY-Ratten verwendet. Die Zellen werden zwischen 12 und 48 Stunden
mit UpsA inkubiert, dann ihre Proliferation mit der Assay-Methode analysiert. Abbildung
3 zeigt ein nicht signifikantes Zellwachstum nach 12 Stunden (113,7% SD 11,5) im
Vergleich zum Basalwert. Nach 24 Stunden ist ein deutliches Wachstum zu erkennen
(263,3%, SD 11,6), das sein Maximum nach 36 Stunden erreicht, um langsam
zurlckzugehen, wobei es noch nach 48 Stunden sichtbar war (209,5 %, SD 15,2).
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Abbildung 3: Zeitabhangige Wachstumsstimulation mit Up4A

Einfluss der UpjA-Inkubationszeit auf die Proliferation der GefalRmuskelzellen aus thorakalen
Aortensegmenten von WKY-Ratten (Bedingungen wie in Abb. 1). 36 Stunden nach Up,A-Gabe erreicht
der signifikante Anstieg der Zellzahl seinen Maximalwert. Aufgetragen ist die Proliferation in Prozent von
Basal gegen die Inkubationszeiten von 12 bis 48 Stunden in Abstdnden von 12 Stunden. Die Balken

reprasentieren den Mittelwert aus den durchgefliihrten Experimenten (n=6). Die vertikalen Linien= SD

3.3. Einfluss der UpsA-Konzentration auf die UpsA-induzierte Zellproliferation

Nachdem die Abhangigkeit der Inkubationszeit mit UpsA auf das Zellwachstum
untersucht wurde, wurden die Zellen (5000/Well) erneut ausgesat und wie oben
beschrieben behandelt. AnschlieRend wurde UpsA in steigenden Konzentrationen
zwischen 100 pmol/l und 1 ymol/l zu den Zellen gegeben und diese wiederum fur 24
Stunden inkubiert. Abbildung 4 zeigt, dass bei einer UpsA-Konzentration von 100 pmol/l
noch kein signifikantes Wachstum (8,28%, 111,83 SD) der Gefallmuskelzellen,
verglichen mit dem jeweiligen Basalwert, gemessen wurde. Erst ab einer Konzentration
von 1 nmol/l war dies der Fall (154,3%, SD 7,8): Das Wachstum nahm mit steigender

UpsA-Konzentration zu und erreichte bei 1 ymol/l sein Maximum (281,2%, SD 9,0). Um
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das Ausmaly der Zellproliferation zu beurteilen, wurden gleichzeitig Zellen mit dem
bekannten Wachstumsmediator PDGF (50 ng/ml) inkubiert, dessen Wirkung (295%, SD
9,8) ebenfalls dargestellt ist.
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Abbildung 4: Dosisabhangige Up4A- Stimulation glatter GefaBmuskelzellen

Dargestellt ist die Dosis- Wirkungskurve von UP4A auf die Proliferation von Gefallmuskelzellen aus
thorakalen Aortenstiicken von WKY- Ratten. UP4A induziert nach einer Inkubationszeit von 24 Stunden
einen dosisabhangigen signifikanten Anstieg des Zellwachstums. Aufgetragen ist die Proliferation in
Prozent von Basal gegen die jeweiligen Konzentrationen von UP4A. Die Absolutwerte sind in der obigen
Abbildung als Balkendiagramm dargestellt. Die Saulen reprasentieren den Mittelwert aus den

durchgefiihrten Experimenten (n=6). Die vertikalen Linien stellen die Standardabweichung dar.

3.4. Purinrezeptorantagonisten und UpsA-induzierte Zellproliferation

Um zu prufen, ob das UpsA-induzierte Zellwachstum Uber P2X- und P2Y- Rezeptoren
vermittelt wird, wurden die Zellen 24 Stunden zum einen mit UpsA, zum anderen mit
den nicht-selektiven und selektiven P2X- und P2Y-Antagonisten Suramin, PPADS,
NFO-23 und RB2 inkubiert. Die allein von Up4A induzierte signifikante Zellproliferation
(281,2%, SD 17,9), ging nach Zugabe der Antagonisten deutlich zurick, wie die in
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Abbildung 5 ersichtlichen Werte zwischen 150,8 und 128,2% (SD 7,9 bzw. - 9,3) zeigen.
Ferner kam MRS 2176 zum Einsatz, der bislang einzige bekannte selektive P2Y1-
Antagonist, der den UpsA-Effekt jedoch nicht signifikant reduzierte (279,6%, SD 10,4).
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Abbildung 5: Einfluss von P2Y- Rezeptorantagonisten auf die Up4A- induzierte Proliferation

Effekte der Purinozeptorantagonisten auf die durch UP4A bewirkte Proliferation von GefaRmuskelzellen.
Die Zellen werden nach Ruhigstellung 24 Stunden jeweils mit UP4A (100 nmol/l) sowie mit nicht-
selektiven und selektiven Purinrezeptorantagonisten (10 pmol/l) inkubiert. UP4A induziert an
Gefallmuskelzellen der thorakalen Aortenstlicke eine signifikante Proliferation. Beide Antagonistenarten
mindern bis auf Ausnahme von MRS 2176 signifikant das Up,A-induzierte Zellwachstum. Aufgetragen ist
die Proliferation in Prozent von Basal gegen UP4A und die Antagonisten. Die Sdulen reprasentieren den
Mittelwert der durchgefihrten Experimente (n=6). Die vertikalen Linien stellen die Standardabweichung

dar.

3.5. PDGF potenziert Up4A-Effekt

Abbildung 6 illustriert den Zusammenhang zwischen UpsA und PDGF. Sowohl das
Dinukleosidpolyphosphat als auch PDGF steigerten das Zellwachstum signifikant
(133,7% SD 7,6 bzw. 295%, SD 10,0). Die Kombination beider Mediatoren fuhrte
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ebenfalls zu einer Zunahme, die noch deutlicher ausfallt (447,3%, SD 13,2) und weit
uber dem Additivwert liegt. Auf Zugabe von Suramin und PPADS folgte eine signifikante
Hemmung (281,7%, SD 7,8 bzw. 297,7%, SD 18,3) des durch UpsA und PDGF
ausgelosten Effektes, der jedoch etwa in Hohe der durch PDGF allein induzierten

Proliferation lag.
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Abbildung 6: Potenzierende Wirkung von Up4A auf das PDGF- induzierte Wachstum

Potenzierung der wachstumsstimulierenden Wirkung des PDGFs durch UpsA. Die Inkubation der Zellen
erfolgte hier nach der Ruhigstellung jeweils allein mit Up,A (100 nmol/l), PDGF (50 ng/ml), Suramin (10
pmol/l) und PPADS (10 pmol/l) sowie mit Up4A (100 nmol/l) und PDGF (50 ng/ml)iber 24 Stunden . Die
Zellstimulation mit Up,A und PDGF erbrachte eine signifikante Proliferationssteigerung. Aufgetragen ist
die Proliferation in Prozent von Basal gegen UP4A, PDGF und die Antagonisten. Die Balken
reprasentieren den Mittelwert der durchgefiihrten Experimente (n=6). Die vertikalen Linien stellen die

Standardabweichung dar.
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4. Diskussion

4.1. Die Bedeutung von Dinukleosiden in der Proliferation von VSMCs

Die durchgefuhrten Untersuchungen zeigen, dass das neuartig identifizierte gemischte
Dinukleosidpolyphosphat, Uridin-Adenosin-Tetraphosphat, nicht nur ein starker
endothelialer Vasokonstriktor ist, der Uber die Aktivierung des P2X1- und P2X3-
Rezeptors im renalen Perfusionsgebiet zu einer starken Erhohung des
Perfusionsdrucks fuhrt, sondern an glatten Gefalimuskelzellen ebenfalls starke
proliferationssteigernde Effekte bewirkt.

Der proliferationsfordernde Effekt der Dinukeosidpolyphosphate war bereits Thema
einer inzwischen abgeschlossenen Promotionsarbeit aus derselben Arbeitsgruppe.
Dabei konnte gezeigt werden, dass zwei andere Dinukleosidpolyphosphate, namlich
Diadenosin- und Diguanosinpolyphosphat, starke Proliferationssteigerungen auslosen.
Dieser Effekt war bei dem guaninhaltigen Dinukleosidpolyphosphat deutlich starker
ausgepragt als bei der adeninhaltigen Variante.

Die Proliferation von GefaBmuskelzellen stellt fur zahlreiche Prozesse einen
beachtlichen Einflussfaktor dar, u.a. bei der Pathogenese von Hypertonus und
Atherosklerose. Viele bekannte Vasokonstriktoren, darunter Angiotensin Il und
Endothelin, beeinflussen nicht nur die Vasoaktvitat, sondern greifen auch in die
Zellproliferation ein. In diese Mechanismen sind auch Dinukleosidpolyphosphate
involviert, insbesondere UpJA.

Zwischen den einzelnen Dinukleosidpolyphosphaten bestehen jedoch deutliche
Unterschiede in der Gewichtung zwischen Vasoaktivitat und Proliferationsstimulation.
So zeigen adeninhaltige Dinukleotide eine starke P2X1- und P2X3-Rezeptor- vermittelte
Vasoaktivitat. Dahingegen weisen guanosinhaltige Dinukleotide eine sehr schwache
P2X1- und P2X3-Rezeptor- vermittelte Vasoaktivitat durch eine schwachere Aktivierung
dieser Rezeptoren auf. Die Unterschiede liegen in der Aktivierung einzelner P2-
Rezeptor- Subtypen durch diese Dinukleotide. Die guanosinhaltigen Dinukleotide
aktivieren wie z.B. uridinhaltige Nukleotide (UTP oder UDP) sehr potent die P2Y
Rezeptoren, wahrend die Aktivierung der P2X- Rezeptoren erst bei 100- bis 1000-fach
héherer Konzentration erfolgt. Bei den Dinukleotiden ist dariber hinaus auch noch die
Anzahl der Phosphatketten von entscheidender Bedeutung. So zeigen Dinukleotide mit

vier oder funf Phosphatgruppen die starksten Effekte auf Vasoaktivitat und Proliferation.
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4.2. Rezeptorvermittelte Wirkung von Dinukleosidpolyphosphaten

Heute ist erwiesen, dass in Gefalmuskelzellen nach Kultivierung nur noch P2Y-
Rezeptoren exprimiert sind; die Expression von P2X-Rezeptoren ist vollstandig
unterdrickt. Im Gegensatz zum P2Y-Subtyp spielt P2X in der Regulation
nukleosidvermittelter Zellproliferation auch keine wesentliche Rolle.

In kultivierten GefalBmuskelzellen werden offenbar vier Subtypen des P2Y-Rezeptors
exprimiert: P2Y1, P2Y2, P2Y4 und P2Y6. Bei der Vielzahl an unterschiedlichen P2Y-
Rezeptoren und deren engen phylogenetischen Verwandtschaft ist derzeit lediglich ein
selektiver Antagonist bekannt. Daneben gibt es eine Reihe unspezifischer P2Y-
Rezeptor-Blocker.

Aufgrund dessen gelingt eine Charakterisierung der beteiligten Rezeptoren lediglich
durch den Einsatz mehrerer unselektiver Antagonisten, wobei erst die
Summationseffekte auf die Beteiligung einzelner Rezeptoren schliel3en lassen.

Es konnte in dieser Promotionsarbeit gezeigt werden, dass das gemischte
Dinukleosidpolyphosphat Up4A einen dosisabhangigen wachstumssteigernden Effekt
auf kultivierte glatte Gefalimuskelzellen ausibt. Ebenfalls konnte eine zeitliche
Abhangigkeit nachgewiesen werden. Diese proliferationssteigernden Effekte waren mit
denen der bekannten P2Y-Rezeptor-Agonisten UTP und UDP vergleichbar.

MRS2176, der einzige in dieser Studie eingesetzte selektive Antagonist des P2Y1-
Rezeptores, hatte keinen Einfluss auf die Up4A-, UTP- und UDP- induzierte
Proliferationssteigerung, so dass die Beteiligung des P2Y1-Rezeptors ausgeschlossen
werden kann.

Weitere, jedoch unselektive P2Y-Rezeptor-Antagonisten sind PPADS und Suramin
(Dunn and Blakeley 1988). Beide hemmen den Subtyp P2Y6 (Chang, Hanaoka et al.
1995; Robaye, Boeynaems et al. 1997), PPADS zusatzlich P2Y4 (Communi, Motte et
al. 1996), Suramin auch P2Y2 (Hoiting, Molleman et al. 1990; Henning, Nelemans et al.
1992; Henning, Duin et al. 1993). Sowohl PPADS, als auch Suramin hemmen die UTP-,
UDP- und Up4A- induzierte Proliferation signifikant. Reactive Blue 2 hemmt den P2Y1-,
P2Y6- und P2Y11-Rezeptor (Burnstock and Warland 1987; Hopwood and Burnstock
1987; Houston, Burnstock et al. 1987; Chang, Hanaoka et al. 1995). Ebenfalls durch
Reactive blue 2 konnten die Effekte von UTP, UDP und Up4A signifikant gehemmt
werden.

Aus der Gesamtsicht der Ergebnisse lasst sich mit gewissen Einschrankungen der

P2Y6- Rezeptor als der proliferationsvermittelnde Rezeptor klassifizieren. Weitere
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Untersuchungen mit molekularen Eingriffsmoglichkeiten sind jedoch von Notwendigkeit,
um diese These vollstandig zu erharten.

Ein weiteres wichtiges und interessantes Ergebnis ist der Nachweis, dass Up4A nicht
nur ein eigenstandiger Wachstumsfaktor ist, sondern zusatzlich die Wirkung anderer
potenter Wachstumsfaktoren verstarken kann.

So konnte die ohnehin starke PDGF-induzierte Proliferationssteigerung durch Zugabe
einer geringen Konzentration von Up4A signifikant erhoht werden — einer UpsA-Menge,
die allein lediglich zu einer geringen Wachstumssteigerung fuhrte. Dieser potenzierende
Effekt von Up4A wiederum liel3 sich durch die unspezifischen P2Y-Rezeptor
Antagonisten Suramin und PPADS signifikant hemmen.

Durch die in dieser Arbeit geleisteten Untersuchungen konnte ein weiterer Beweis dafur
erbracht werden, dass das purinerge System nicht nur an der Blutdruckregulation
beteiligt ist, sondern zentral auch in die Proliferation von glatten Gefallmuskelzellen
eingreifen kann. Das neuartige gemischte Dinukleosidpolyphosphat Up4A stellt nicht
nur einen sehr starken Vasokonstriktor dar, sondern ist ferner als potenter
Wachstumsfaktor anzusehen, der selbst in physiologischen Konzentrationen fahig ist,
die Wirkung anderer Wachstumsfaktoren zu potenzieren. Ein vergleichbarer Befund
konnte bereits mit einem anderen Dinukleosidpolyphosphat erhoben werden.
Diguanosinpentaphosphat kann die vasoaktive Eigenschaft von Angiotensin Uber die
Aktivierung der Rho-Kinase potenzieren. Mdglicherweise ist ein solcher Mechanismus
ebenfalls fur die potenzierende Wirkung von Up4A auf andere Wachstumsfaktoren
verantwortlich.

Damit konnte mit Up4A ein wichtiger gefalRmodulierender Faktor identifiziert werden.
Die pharmakologische Intervention des purinergen Systems konnte sich als ein
wichtiger Ansatzpunkt fir die Behandlung des Hypertonus und der Atherosklerose

herausstellen, sobald spezifische Agonisten und Antagonisten entwickelt worden sind.
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5. Zusammenfassung

Es konnte in den letzten Jahren gezeigt werden, dass Dinukleosidpolyphosphate eine
wichtige Bedeutung im kardiovaskularen System haben. Dabei zeigen
Dinukleosidpolyphosphate zum einen starke vasokonstriktorische Wirkungen im renalen
Gefallsystem aber stellen auch potente Wachstumsfaktoren dar.
Dinukleosidpolyphosphate wirken Uber eine Vielzahl an Rezeptoren, wobei P2X- und
P2Y-Rezeptoren von groflter Bedeutung sind. 2005 konnte erstmalig ein neuartiges
gemischtes Dinukleosidpolyphosphat identifiziert werden, das sich sowohl aus einem
Purin (Adenosin) als auch aus einem Pyrimidin (Uridin) zusammensetzt. Bei diesem
Dinukleosidpolyphosphat handelt es sich um Uridin-Adenosin-Tetraphosphat (Up4A).
Es konnte gezeigt werden, dass Up4A im renalen Gefal3system sowohl P2X- als auch
P2Y-Rezeptoren aktivieren kann.

Im Rahmen dieser Dissertation wurde eingehend die wachstumsinduzierende Wirkung
des endothelial sezernierten Up4A an glatten GefalRmuskelzellen untersucht. Dabei
wurde eine pharmakologische Charakterisierung der beteiligten P2X- und P2Y-
Rezeptoren durchgefuhrt.

UP4A ist ein potenter Wachstumsfaktor, der an glatten Gefallmuskelzellen eine dosis-
und zeitabhangige Proliferation bewirkt, wobei bei einer Inkubationszeit von 36 Stunden
und einer UP4A Konzentration von 1 pmol/l der maximale wachstumsinduzierende
Effekt beobachtet wird.

Die wachstumsinduzierende Wirkung von Up4A wird nach Inkubation der glatten
GefalBmukelzellen mit Suramin (unselektiver P2X- und P2Y-Antagonist), PPADS
(unselektiver P2X- und P2Y-Antagonist), NFO23 (unselektiver P2X- und P2Y-
Antagonist) und RB2 (unselektiver P2Y-Antagonist) signifikant gehemmt. Jedoch wird
die Wirkung mit eben genannten Purinrezeptorantagonisten nicht vollstandig
aufgehoben, was eine Vermittlung der proliferierenden Wirkung auch Uber andere
Rezeptoren/Wege vermuten lasst. Die Zugabe des bekannten selektiven P2Y1-
Antagonisten hebt nicht die durch UP4A ausgeldste wachstumsinduzierende Wirkung
auf. Aus den unterschiedlichen Wirkungen der jeweiligen Antagonisten auf P2Y-
Rezeptoren kann man mit schlielen, dass der P2Y6-Rezeptor zentral in den
proliferationssteigernden Prozess eingebunden ist. Zusammenfassend kann man
sagen, dass UP4A das erste gemischte Dinukleosidpolyphosphat ist, das einen

potenten Wachstumsfaktor fur glatte Gefalmuskelzellen darstellt. |hre proliferierende
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Wirkung vermittelt UP4A wahrscheinlich hauptsachlich Uber Aktivierung von P2Y-
Rezeptoren.
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