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Einleitung 1

1. Einleitung

1.1. Das abdominale Aortenaneurysma

Das Aneurysma ist definiert als lokal begrenzte, dauerhafte Ausweitung der GefiBwand eines
BlutgefiBes (Gloviczki 2008). Die Aorta zihlt zu den arteriellen BlutgefaBen, in denen eine
solche gravierende Strukturverdnderung der GefdBBwand bevorzugt auftritt, wobei zwischen

thorakalen und abdominalen Aortenaneurysmen unterschieden wird.

Abdominale Aortenaneurysmen (AAA) entstehen zum {iberwiegenden Teil im Bereich
unterhalb des Abgangs der Nierenarterien (infrarenales AAA) und oberhalb der Bifurkation
(Aufteilung der Aorta in die Beckenarterien). Seltener ist der juxta- oder suprarenale
Abschnitt der Aorta betroffen. Laut Klassifikation der Weltgesundheitsorganisation (WHO)
spricht man von einem AAA bei einer Erweiterung des infrarenalen Aortendurchmessers auf
iiber 3 cm, wihrend der physiologische Durchmesser in der Regel 2,0 — 2,5 cm betrégt. Die
Geschwindigkeit der Ausweitung der Gefa3wand ist individuell sehr unterschiedlich und steht
in Abhdngigkeit zu den vorhandenen Risikofaktoren. Allerdings scheinen grole AAAs mit
einem Durchmesser von > 5 cm allgemein schneller zu dilatieren als kleine AAAs (Gadowski

1994),

Klinisch verlduft die Entwicklung des AAA meist asymptomatisch oder duBert sich in
uncharakteristischen Beschwerden, die auch im Kontext anderer Krankheitsbilder auftreten
konnen. Indessen stellt die Ruptur eines AAA einen lebensbedrohlichen Zustand mit hoher
Mortalititsrate dar. Das Risiko einer Ruptur der GefiBBwand nimmt mit zunehmender
Dilatation des GefdBes zu und steigt ab einem Durchmesser von 5 cm stark an (Steckmeier
2001). Den Daten aus Screening-Untersuchungen in den USA und Australien zufolge kann
von einer Privalenz von 7-9 % in der Population der iiber 65-Jdhrigen ausgegangen werden
(Newman 2001, Norman 2004). Allgemein nimmt die Inzidenz des AAA mit zunehmendem
Lebensalter stark zu (Blanchard 1999). Dabei sind Ménner ca. sechsmal mal héufiger
betroffen als Frauen (Scott 2002). Neben Alter und Geschlecht zdhlen das Rauchen, eine
arterielle Hypertonie, eine Hyperlipoproteindmie sowie genetische Pradispositionen zu den

weiteren Risikofaktoren. Zudem weist die GefaBwand des AAA héufig arteriosklerotische
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Verianderungen auf, aufgrund dessen die Arteriosklerose mit der Entstechung des AAA in

Verbindung gebracht wird (Reed 1992).

Die Aneurysmenformation ist gekennzeichnet durch tiefgreifende histopathologische
Verianderungen der GefdBwand, welche in einem direkten Zusammenhang mit der Entstehung
und Progression des AAA stehen. Die hierbei in Erscheinung tretenden pathophysiologischen
Prozesse sind umfassend untersucht worden (Abbildung 1.1.). Ein wesentliches Merkmal der
Pathogenese des AAA ist der umfassende Abbau und die Umstrukturierung der
extrazelluliren Matrix. An diesem Prozess sind Matrixmetalloproteinasen (MMPs)
entscheidend beteiligt. MMPs vermdgen diverse strukturelle Proteine der extrazelluldren
Matrix, z.B. Kollagene und Elastin, proteolytisch zu spalten. Die Untersuchung von Busuttil
et al. im Jahre 1980 zeigte zum ersten Mal, dass die GefdBwand des AAA eine signifikant
erhohte kollagenolytische Aktivitdt aufweist. Seitdem konnte in zahlreichen Studien eine
erhohte Expression und Aktivitdt von MMPs in der GefdBwand von sowohl kleinen als auch
bereits weit fortgeschrittenen AAAs festgestellt werden (Freestone 1995, McMillan 1997a,
Kadoglou 2004).

Die Strukturproteine Kollagen und Elastin, zwei elementare Bestandteile der extrazelluldren
Matrix, nehmen hinsichtlich der biomechanischen Eigenschaften der Aorta eine
Schliisselfunktion ein. Die Fragmentierung von Elastinfasern stellt eine der ersten
histologisch wahrnehmbaren Strukturverdnderungen dar, welche bereits in der frilhen Phase
der Aneurysmenformation auftritt. Thompson und Cockerill (2006) formulierten die
Hypothese, dass die Elastolyse einen initialen Prozess darstellt, welcher der weiteren
Entwicklung des AAA zugrunde liegen kdnnte. Neben einem abnehmenden Gehalt an Elastin
ist eine zunehmende Menge an Kollagenen in der GefdBwand kennzeichnend fiir die
Pathogenese des AAA (Sakalihasan 1993). Diese Modulation der extrazelluldren Matrix
konnte als Erkldarung dafiir dienen, dass das aneurysmatisch veridnderte Gewebe im Vergleich
zur normalen Aorta seine elastische Eigenschaften verliert und insgesamt steifer und weniger
dehnbar wird (He 1994, MacSweeney 1992). Die Beobachtung von Freestone et al. (1995),
dass groBBe Aneurysmen aufgrund einer in der Tunica adventitia auftretenden Fibrose dickere
GefiBwiande aufweisen als kleine Aneurysmen, verdeutlicht zudem das Ausmall der

vaskuldren Umstrukturierung, die mit der Progression des AAA einhergeht.

Koch et al. (1990) konnten zeigen, dass ein inflammatorisches Infiltrat, bestehend aus T- und

B-Lymphozyten sowie Makrophagen, in der Gefidlwand des AAA vorhanden und
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iiberwiegend im Bereich der Tunica adventitia 1okalisiert ist. Dariiber hinaus konnten erhdhte
Mengen an Zytokinen im AAA detektiert werden (McMillan 1997b). Dabei ist die Frage,
inwieweit eine inflammatorische Infiltration der Aneurysmenformation zugrunde liegt oder
diese lediglich ein sekundéres Phdnomen darstellt, welches die Progression des AAA
begiinstigt, noch nicht abschlieBend geklart. Des Weiteren ist das AAA durch eine reduzierte
Anzahl an glatten GefdBmuskelzellen infolge apoptotischer Prozesse -charakterisiert
(Henderson 1999). Hiermit geht nicht nur ein integraler Bestandteil der zelluldren
Komposition der Aorta verloren, sondern es schwindet auch der Beitrag dieses Zelltyps zur

Instandsetzung und Wiederherstellung der extrazelluldren Matrix.
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Abbildung 1.1. Pathophysiologie des AAA. Schematische Illustration der Prozesse, denen eine Beteiligung an
der Entstehung und Progression des AAA zugesprochen wird (aus Curci 2004).

Insgesamt fithren die genannten pathophysiologischen Prozesse zu einem Verlust der
strukturellen Integritit und einer Schwéchung der Aortenwand. Infolge der himodynamischen

Belastung kommt es dann zur Dilatation des Gewebes.
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Die derzeit zur Verfiigung stehenden therapeutischen Optionen sind auf die chirurgische
Intervention beschréinkt. Die Indikation fiir einen operativen Eingriff besteht grundsitzlich bei
symptomatischen sowie rupturierten AAAs. Bei asymptomatischen AAAs wird ein elektiver
Eingriff unter Beriicksichtigung der Risikofaktoren ab einem Aortendurchmesser von 5 cm
empfohlen. Pharmakologische Interventionsmoglichkeiten, die sich insbesondere hinsichtlich
einer verminderten Progression des AAA als niitzlich erweisen konnten, existieren bis heute

nicht.

1.2. Matrixmetalloproteinasen

Die Enzymfamilie der Matrixmetalloproteinasen (MMPs) umfasst zahlreiche Zink-abhéngige
Endopeptidasen, welche eine strukturell dhnlichen Aufbau aufweisen und die Fihigkeit

besitzen, Komponenten der extrazelluliren Matrix zu spalten.

Die Entdeckung der MMPs geht auf eine Untersuchung von Gross und Lapiere (1962) zuriick.
Im Rahmen ihrer Studie zu der Frage, wie die Kaulquappe in der Metamorphose zum Frosch
ihren Schwanz verliert, haben sie einen ,kollagenolytischen Faktor* beschrieben, welcher
heute als MMP-1 bekannt ist. MMPs kommen in den meisten lebenden Organismen
einschlieflich der Bakterien vor. Die Anzahl der bekannten MMPs nimmt stetig zu. So sind
bis heute 23 verschiedene humane MMPs identifiziert worden (Nagase 2006), von denen 14

im vaskuldren Gewebe exprimiert werden (Chase 2003).

1.2.1. Substratspezifitit und Proteinstruktur

Die verschiedenen MMPs weisen eine distinkte, zum Teil aber auch iiberlappende
Substratspezifitit auf. In ihrer Gesamtheit betrachtet besitzen die MMPs dabei das Potential,
nahezu alle Protein- und Proteoglykan-Komponenten der extrazelluliren Matrix zu spalten.
Basierend auf der Priferenz fiir bestimmte Substrate sowie aufgrund struktureller Homologien
lassen sich die MMPs in 6 Untergruppen unterteilen: Kollagenasen, Gelatinasen,
Stromelysine, Matrilysine, membranstindige MMPs (MT-MMPs; membrane-type MMPs)
und andere MMPs.
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Die hervorstechende Eigenschaft der Kollagenasen besteht in der Spaltung von fibrilldrem
Kollagen des Typs I, II und III an einer spezifischen Stelle, die % von der Gesamtlinge der
Polypeptidketten vom N-Terminus entfernt liegt (Gross 1974). Einst als exklusive
Eigenschaft der Kollagenasen beschrieben, weisen auch noch zwei weitere MMPs, ndmlich
die MMP-2 und MMP-14 (MT1-MMP), eine kollagenolytische Aktivitit auf. Diese MMPs

wurden jedoch aufgrund ihrer strukturellen Merkmale anderen Gruppen zugeordnet.

Die Besonderheit des Substratspektrums der Gelatinasen (MMP-2 und MMP-9) liegt in deren
proteolytischen Aktivitit gegen Komponenten der Basalmembran, einschlieBlich Typ IV
Kollagen und Laminin (Salo 1983, Giannelli 1997). Zudem gehoren Elastin und denaturierte
Kollagene (Gelatine) zu den durch Gelatinasen spaltbaren Komponenten der extrazelluldren
Matrix (Murphy 1989). MMP-2, jedoch nicht MMP-9, spaltet zudem fibrillire Kollagene in
gleicher Weise wie die Kollagenasen (Aimes 1995). Im Vergleich zur MMP-1 weist die
MMP-2 eine wesentlich geringere kollagenolytische Aktivitidt auf. Infolge der Aktivierung
von proMMP-2 durch die membranstindige MT1-MMP trigt MMP-2 zur Kollagenolyse auf

oder in unmittelbarer Nihe der Zelloberflache bei.

Die Stromelysine und Matrilysine weisen das breiteste Substratspektrum aller MMPs auf. Es
umfasst die meisten Proteine und Proteoglykane der extrazelluliren Matrix ausgenommen des
intakten fibrillidren Kollagens. Die membranstindigen MT-MMPs, mit Ausnahme der MT4-
MMP, wurden zunidchst als Aktivatoren von proMMP-2 identifiziert. Zusétzlich zu dieser
Eigenschaft spalten die MT-MMPs allerdings auch eine Reihe von extrazelluldren
Matrixmolekiilen. Fiir die MT1-MMP konnte dabei eine kollagenolytische Aktivitét beziiglich
Typ L, IT und III Kollagen aufgezeigt werden (Ohuchi 1997).

Hinge
l@l@. Hamopexin

Abbildung 1.2. Proteinstruktur der Gelatinasen (MMP-2, -9).

[ SP H Pro ]{Katalytische

SP: Signalpeptid, Pro: Propetid-Domine, Fn: Fibronektin

Die Proteinstruktur der MMPs umfasst im Allgemeinen ein Signalpeptid, eine Propeptid-
Doméne, eine katalytische Doméne, ein Verbindungspeptid (auch als ,hinge region

bezeichnet) und eine Hamopexin-&dhnliche Doméne. Die N-terminale Propeptid-Doméne hélt
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das Zymogen (proMMP) in seinem latenten Zustand, indem der Cystein-Rest (Cys73) einer
hochkonservierten Aminoséduresequenz dieser Doméine mit dem Zn”"-Ion des katalytischen

Zentrums interagiert (Windsor 1991).

=

Proteinasen

z.B. Plasmin, aktive MMPs
Cys
|
S

+ Cys-S-X
\
I N
Zn HoH
I Zn
Autoproteolytische |
Spaltung
Latentes APMA =Ds :
Zymogen HoCI éktlves
nzym
N
+
Cys<S-X

Aktive
Intermediate

Abbildung 1.3. Aktivierung latenter proMMPs: Der cysteine switch Mechanismus (in Anlehnung an
Chakraborti 2003).

Die Aktivierung des Zymogens geht mit der Dissoziation von Cys73 vom katalytischen Zn*'-
Ion einher und fiihrt zur Freilegung des katalytischen Zentrums, ein Mechanismus, der als
,,cysteine switch bezeichnet wird (Abbildung 1.3.). Ausgelost wird dieser Mechanismus
durch eine schrittweise Spaltung der Propeptid-Doméne mittels Proteinasen wie Trypsin,
Plasmin oder anderen aktiven MMPs. Zudem bewirken einige Chemikalien, zu denen
Thiolgruppen-modifizierende Substanzen (4-Aminophenyl-Quecksilberacetat, hypochlorige
Siure) oder Natriumdodecylsulfat zihlen, dass die Cys’>-Zn*-Interaktion aufgehoben wird.
Beide Prozesse fiihren letztendlich zur autoproteolytischen Abspaltung der Propeptid-Doméne

(Van Wart 1990, Springman 1990).

Die katalytische Doméne enthélt die charakteristische Aminosduresequenz HExxHxxGxxH
(Zinkbindungsmotiv), wobei iiber die drei Histidine die Koordination des Zn*"-Ions im
katalytischen Zentrum erfolgt (Visse 2003). Neben dem katalytischen Zinkion enthilt die
Domaéne ein weiteres strukturelles Zinkion sowie zwei bis drei Calciumionen, welche fiir die

Stabilitidt und Aufrechterhaltung der Aktivitit des Enzyms notwendig sind (Nagase 1999). Im
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Gegensatz zu anderen MMPs wird die katalytische Doméne der Gelatinasen durch drei sich
wiederholende Fibronektin-Typ II-dhnliche Sequenzen unterbrochen (Abbildung 1.2.). Diese
strukturelle Besonderheit der Gelatinasen steht im direkten Zusammenhang mit deren
proteolytischer Aktivitit gegen Elastin, Kollagen und denaturierte Kollagene (Murphy 1994,
Shipley 1996). Uber die prolinreiche ,hinge region* ist die katalytische Domine mit der
C-terminalen Hdmopexin-dhnlichen Doméne verbunden, die mit Ausnahme von MMP-7
Bestandteil aller humanen MMPs ist. Dieser Doméne werden Funktionen hinsichtlich der

Substraterkennung sowie der Interaktion von MMPs und TIMPs zugeschrieben (Bode 1999).

1.2.2. Regulation der MMP-Aktivitit

Die Expression der meisten MMPs im Gewebe ist normalerweise gering und wird fiir den Fall
einer erforderlichen Umstrukturierung der extrazelluliren Matrix verstirkt bzw.
hervorgerufen. Dabei unterliegt die Aktivitit der MMPs aufgrund ihres potenten
proteolytischen Potentials und breiten Substratspektrums komplexen Regulations-
mechanismen, um einen iiberschieBenden Abbau der extrazelluliren Matrix zu vermeiden.
Die Regulation erfolgt dabei auf mehreren Ebenen und umfasst neben der Gentranskription
und Translation auch die posttranslationale Aktivierung latenter proMMPs sowie die

Interaktion aktiver MMPs mit spezifischen, endogenen Inhibitoren (Abbildung 1.4.).

Die Regulation der Transkription spielt offenbar eine entscheidende Rolle, da die meisten
MMP-Gene nur transkribiert werden, wenn Umstrukturierungsprozesse der extrazelluldren
Matrix stattfinden. Zudem konnten einige Polymorphismen in der Promotor-Region
verschiedener MMP-Gene detektiert werden, welche zu einer verstdrkten Transkription in
vitro fihren und mit interindividuellen Unterschieden hinsichtlich des Auftretens
kardiovaskuldrer Erkrankungen und Krebs in Verbindung gebracht werden (Ye 2000). In
Abhingigkeit vom Zelltyp und der Beschaffenheit der Promotor-Region des jeweiligen
MMP-Gens wird die Transkription durch vielfdltige extrazelluldre Stimuli, z.B. verschiedene
Zytokine, Wachstumsfaktoren, Hormone und Tumor-Promotoren, induziert. Zudem mehren
sich Hinweise darauf, dass Zell-Zell- und Zell-Matrix-Interaktionen bedeutende Induktoren
der MMP-Genexpression darstellen (Guo 1997, Haas 1998, Sawicki 2005). Dariiber hinaus
kann eine Regulation posttranskriptionell iiber die Stabilitit der mRNA erfolgen. So bewirkt
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z.B. das Antibiotikum Doxycyclin eine verstirkte Degradation der Transkripte von MMP-2 in
humanen VSMCs (Liu 2003).

Activation Substrate
+ Stimulus Casiade
v
——————p
I—FA
Pro-MMP Active MMP

Stimulus
Cascade

2 A/Inrﬁ)itor

Pro-MMP/
Inhibitor MMP/ Inhibitor
Complex
Active MMP

— Repression Extracellular

A%lmN l

,Degradation ,
e

Abbildung 1.4. Regulationsmechanismen der MMP-AKktivitiit (aus Curry 2003).

MMPs werden von den Zellen grundsitzlich als inaktive proMMPs (Zymogene) synthetisiert.
Die Aktivierung der proMMPs erfordert eine proteolytische Spaltung der Propeptid-Domiéne
(sieche Abschnitt 1.2.1.), womit dieser Schritt einen bedeutenden posttranslationalen
Mechanismus der Regulation der MMP-Aktivitit darstellt. Die meisten MMPs werden
unmittelbar nach der Translation in ihrer inaktiven Form sezerniert und entweder an der
Zellmembran oder im Extrazellularraum aktiviert. Ausnahmen hiervon bilden die MMP-11
und die membranstindigen MT-MMPs, welche bereits intrazelluldr aktiviert werden.
Verschiedene Proteinasen des Plasmas und des Gewebes sind an der extrazelluldren
Aktivierung beteiligt. So werden die proMMP1 und die proMMP-3 in vitro durch die Serin-
Proteinase Plasmin prozessiert (He 1989, Ramos-DeSimone 1999). Dariiber hinaus deuten
Untersuchungen mit murinen knock-out-Modellen des Plasminogen/Plasmin-Systems darauf
hin, dass Plasmin einen pathophysiologisch bedeutenden proMMP-Aktivator in vivo darstellt
(Carmeliet 1997). Zudem fungieren MMPs auch selber als Aktivatoren. Beispiele hierfiir sind
die Aktivierung von proMMP-1 und proMMP-9 durch MMP-3 (Murphy 1987, Ogata 1992),
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sowie die gut untersuchte Aktivierung von proMMP-2 durch die MTI-MMP unter
Beteiligung von TIMP-2 auf der Zelloberflache (Strongin 1995).

Neben der Regulation der Expression und Aktivierung der MMPs wird deren Aktivitdt im
Extrazellularraum entscheidend durch MMP-Inhibitoren beeinflusst. Es werden zwei Klassen
endogener MMP-Inhibitoren unterschieden: Die Plasma-a,-Makroglobuline, welche
unspezifisch zahlreiche Endopeptidasen im Plasma und in Gewebsfliissigkeiten inhibieren,
und die spezifischen Gewebeinhibitoren der MMPs, die als tissue inhibitors of matrix
metalloproteinases (TIMPs) bezeichnet werden. Bei den TIMPs handelt es sich um Proteine
mit einem Molekulargewicht von 21-29 kDa, die lokal im Gewebe gebildet werden und von
denen bisher vier Formen (TIMP-1, -2, -3 und -4) in Wirbeltieren beschrieben worden sind
(Visse 2003). TIMPs binden in einem molekularen Verhéltnis von 1:1 kompetitiv an die
katalytische Doméne aktiver MMPs und heben somit deren proteolytische Aktivitét
vollstdndig auf (Brew 2000). Das lokal gegebene quantitative Verhéltnis von aktiven MMPs
zu TIMPs bestimmt somit die Nettoaktivitit der MMPs, welche die ausschlaggebende
Determinante fiir die Degradation der extrazelluliren Matrix darstellt (Knox 1997, Raffetto

2008).

Prinzipiell werden nahezu alle MMPs von den verschiedenen TIMPs inhibiert, gleichwohl
wurde von einigen Unterschieden beziiglich der Bindungsaffinitidt einiger TIMPs zu
bestimmten MMPs berichtet. So weist TIMP-2 eine hohe Affinitdit zu MMP-2 auf, indessen
TIMP-1 bevorzugt an MMP-9 bindet (Olson 1997, O'Connell 1994). Zudem interagieren
TIMPs mit den latenten proMMPs, dabei bindet TIMP-2 ebenso exklusiv an proMMP-2 wie
TIMP-1 an proMMP-9. Diese proMMP-TIMP-Interaktionen werden mit einer Stabilisierung
bzw. einer verminderten Aktivierbarkeit der proMMPs in Verbindung gebracht (Goldberg
1992, Fridman 1993).

1.2.3. Beteiligung der MMPs an physiologischen und pathophysiologischen

Prozessen

Die Umstrukturierung, d.h. der Auf- und Abbau der extrazelluldren Matrix stellt einen
wesentlichen Prozess zahlreicher physiologischer Vorgdnge dar. Dabei unterliegen die

Synthese und der Abbau von Komponenten der extrazelluldren Matrix, zu denen strukturelle
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Proteine wie die Kollagene und das Elastin sowie verschiedene Glykoproteine und

Proteoglykane zdhlen, einer strengen Kontrolle.

Zu den proteolytischen Enzymen, die am Abbau der extrazelluliren Matrix beteiligt sind,
zihlen Cystein-Proteinasen und Aspartyl-Proteinasen, die vorwiegend an der intrazelluldren
(lysosomalen) Proteolyse beteiligt sind, sowie Serin-Proteinasen und MMPs (Skrzydlewska
2005). Dabei beteiligen sich die Proteinasen dieser Gruppen entweder direkt durch die
Proteolyse von extrazelluldren Matrixproteinen oder indirekt {iber die Aktivierung anderer
Proteinasen, welche dann die extrazellulire Matrix degradieren. Allgemein wird die
Degradation der extrazelluldren Matrix vor allem auf die proteolytische Aktivitit von MMPs
sowie Serin-Proteinasen, insbesondere Plasmin und den Plasminogen-Aktivatoren,

zuriickgefiihrt.

Bei physiologischen Prozessen wie Zellmigration, Gewebeneubildung und Wachstum, die mit
einem Abbau der extrazelluliren Matrix einhergehen, nehmen die MMPs eine zentrale Rolle
ein. So ist die Funktion dieser Enzyme von wesentlicher Bedeutung fiir die Angiogenese
(Burbridge 2002), Wundheilung (Pilcher 1999), Knochenentwicklung (Wucherpfennig 1994),
Menstruation (Salamonsen 1996), Ovulation (Curry 1989) und embryonale Entwicklung
(Werb 1998). Zugleich ist die Degradation der extrazelluliren Matrix essentieller Bestandteil
zahlreicher pathologischer Prozesse. So liegt diese dem Wachstum von Tumoren sowie der
Metastasierung zugrunde. Zudem sind MMPs maligeblich involviert in der mit der Invasion
von Tumoren und Metastasen einhergehenden Degradation von Basalmembranen sowie in der
im Rahmen der Pathogenese solider Tumore auftretenden tumorinduzierten Angiogenese
(Liotta 1980, Stetler-Stevenson 1990, McCawley 2000). Weiterhin steht die proteolytische
Degradation der extrazelluliren Matrix durch MMPs im Zusammenhang mit pathologischen
Prozessen wie der Rheumatoiden Arthritis (Yoshihara 2000), Multiplen Sklerose (Maeda
1996) und Parodontitis (Reynolds 1994). Hinsichtlich vaskuldrer Pathologien wird den MMPs
eine bedeutende Rolle zugemessen bei der Arteriosklerose und diesbeziiglich insbesondere
bei der Destabilisierung arteriosklerotischer Plaques (Li 1996, Sukhova 1999), bei der
Neointimaformation nach Angioplastien (Bendeck 1994) sowie bei der Entstehung von
Varizen (Kowalewski 2004). Die Beteiligung der MMPs an der Aneurysmenformation wird

im Folgenden erlautert.
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1.2.4. Die besondere Rolle der MMP-2 und MMP-9 in der Pathogenese des

abdominalen Aortenaneurysmas

In zahlreichen Studien konnte eine erhdhte Expression und Aktivitdt von MMPs sowohl bei in
der Entstehung befindlichen als auch bei weit fortgeschrittenen humanen abdominalen
Aortenaneurysmen festgestellt werden (Freestone 1995, Knox 1997, McMillan 1997a, Davis
1998, Kadoglou 2004). Zudem konnte anhand von Tiermodellen gezeigt werden, dass
artifiziell induzierte Aortenaneurysmen mit einer erhohten Expression von MMPs
einhergehen (Petrinec 1996, Kaito 2003). Anhand der bisherigen Untersuchungen wurde eine
Reihe von MMPs aus verschiedenen Gruppen der MMP-Enzymfamilie identifiziert, denen
eine Beteiligung an der Aneurysmenformation zugesprochen wird. Zu diesen zéhlen die
MMP-1, -2, -3, -8, -9, -10, -12 und -13. Dabei wird den beiden MMPs aus der Gruppe der
Gelatinasen, MMP-2 (Gelatinase A) und MMP-9 (Gelatinase B), eine besondere Rolle in der

Pathogenese von Aneurysmen beigemessen.

Longo et al. (2002) unterzogen Miuse mit einem MMP-9-knock-out bzw. einem MMP-2-
knock-out einer Behandlung zur Induktion abdominaler Aortenaneurysmen. Im Gegensatz
zum Wild-Typ fiihrte die Behandlung weder in den MMP-2-knock-out- noch in den MMP-9-
knock-out-Méusen zur Aneurysmenformation. Jedoch konnte diese interessanterweise nach
einer zuvor durchgefiihrten Infusion mit kompetenten Makrophagen in den MMP-9-knock-
out-, aber nicht in MMP-2-knock-out-Méusen hervorgerufen werden. Die Ergebnisse dieser
Studie fithrten die Autoren zu der Annahme, dass das Zusammenwirken beider MMPs fiir die

Entstehung abdominaler Aortenaneurysmen notwendig ist.

Hinsichtlich ihrer Substratspezifitit weisen die Gelatinasen gegeniiber anderen MMPs die
Besonderheit einer hohen proteolytischen Aktivitidt gegen Elastin auf. Diese Eigenschaft ist
bei der MMP-2 stéirker ausgeprigt ist bei der MMP-9 (Senior 1991, Murphy 1991). Das
Strukturprotein Elastin ist eine der biochemisch stabilsten Komponenten der extrazelluldren
Matrix und unterliegt daher nur einem geringen Metabolismus im adulten Gewebe
(Rosenbloom 1993). Die Degradation von Elastinfasern zdhlt zu den ersten histologisch
beobachtbaren Ereignissen in der Entstehung von Aortenaneurysmen. Neben den
Auswirkungen des Elastinabbaus auf die Integritit der Aortenwand (siehe Abschnitt 1.1.)
gelten zudem die dadurch freigesetzten Elastinfragmente als potente Chemotaxine (Hance
2002), die mit der Rekrutierung von mononukledren Zellen in die Aortenwand und daher mit

der Inflammation des Gewebes in Verbindung gebracht werden (Satta 1998).
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Thompson und Cockerill (2006) formulierten die These, dass die initiale Elastolyse durch
MMP-2 vermittelt wird und somit dieser Proteinase eine Schliisselrolle in der friihen Phase
der Entstehung von Aortenaneurysmen zukommen konnte. Gestiitzt wird diese These durch
die Studie von Freestone et al. (1995), in der Biopsien von kleinen (4,0 - 5,5 ¢cm im
Durchmesser) und grolen (> 5,5 cm) humanen abdominalen Aortenaneurysmen vergleichend
untersucht wurden. Anhand dieser Studie konnte gezeigt werden, dass MMP-2 die
vorherrschende Gelatinase in kleinen Aneurysmen darstellt, wohingegen MMP-9 vorwiegend

in grolen Aneurysmen dominiert.

Das Ausmall der MMP-9-mRNA-Expression in Aneurysmen ist betrdchtlich und iibersteigt
bei weitem die relative Zunahme der mRNA anderer MMPs (Tamarina 1997). Die Rolle der
MMP-9 wird zudem durch deren starke Prisenz in abdominalen Aortenaneurysmen mit einem
Durchmesser von 5-7 cm verdeutlicht, aufgrund dessen die Aktivitét dieser Gelatinase mit der
zunehmenden Geschwindigkeit der Dilatation des Gewebes, im Zusammenspiel mit
hdmodynamischen Faktoren, in Verbindung gebracht wird (McMillan 1997a, Petersen 2002).
Dariiber hinaus konnten bei der Untersuchung eingerissener Aneurysmen besonders hohe

MMP-9-Konzentrationen an der Stelle der Ruptur nachgewiesen werden (Wilson 2006).

1.3. Glatte Gefillmuskelzellen

Die GefdBBwand der Aorta ldsst sich histologisch in drei Schichten differenzieren, die als
Tunica intima, Tunica media und Tunica adventitia bezeichnet werden. Die wesentlichen
Zelltypen der Aorta reprdsentieren die Endothelzellen, die glatten GefédBmuskelzellen
(VSMCs; vascular smooth muscle cells) und Fibroblasten. Endothelzellen bilden zur
Lumenseite die abschlieende Zellschicht der Tunica intima und der Gefalle der Vasa vasora.
Fibroblasten sind iiberwiegend in der Tunica adventitia vorzufinden. Dahingegen treten die
VSMCs prinzipiell in allen drei Schichten auf, jedoch hauptséchlich in der breiten Tunica
media. In dieser zeigen die glatten Muskelzellen eine spiralféormige Anordnung in
konzentrisch um das GefaBBlumen aufeinander folgenden Schichten. Zwischen den Schichten
befinden sich elastische Fasern, die groBitenteils zu einer gefensterten Schicht verdichtet sind
(elastische Lamelle). Die adulte Aorta des Menschen enthédlt ca. 70 solcher Schichten von

elastischen Lamellen und glatten Muskelzellen (Junqueira 2001), die wesentlich zur
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Elastizitit der GefdBwand beitragen. Wahrend die glatten Muskelzellen in den distal
gelegenen Arterien vom muskuldren Typ durch Kontraktion die Lumenweite und somit den
arteriellen Blutdruck bestimmen, besteht die Funktion dieser Zellen in den herznahen Arterien
vom elastischen Typ (Aorta) weniger in der Verdnderung der Lumenweite, als vielmehr in der
Beeinflussung des passiven Dehnungswiderstandes dieser Gefdfle. Die spindelformigen
VSMCs enthalten als kontraktile Elemente Myosin- und Aktinfilamente, die das Zytoplasma
in Léngsrichtung der Zelle durchziehen. Im Unterschied zu den Myofibrillen der
quergestreiften Muskulatur sind diese jedoch nicht parallel, sondern in Form einer
Scherengitterstruktur angeordnet, was u.a. die grofe Dehnbarkeit glatter Muskelzellen

ermoglicht.

Hinsichtlich des Phinotyps der VSMCs in vivo wie auch in der Zellkultur lésst sich zwischen
einem differenzierten ,kontraktilen und einem weniger differenzierten ,,sekretorischen®
Phénotyp unterscheiden. Differenzierte VSMCs des kontraktilen Phénotyps zeichnen sich
morphologisch dadurch aus, dass 75-80 % des Zytoplasmas durch kontraktile Filamente in
Anspruch genommen wird (Manderson 1989). Dariliber hinaus weisen diese Zellen eine
duBerst niedrige Proliferationsrate auf und synthetisieren nur geringe Mengen an
Matrixproteinen (Owens 1995, Ang 1990). Die Hauptfunktion der differenzierten VSMCs

besteht in der Kontraktion.

AuBergewdhnlich ist die Fahigkeit selbst adulter VSMCs, diesen differenzierten Phanotyp in
Reaktion auf Verdnderungen der duBeren Einfliisse zugunsten des sekretorischen Phinotyps
zu dndern. Eine solche Modulation vom kontraktilen zum sekretorischen Phanotyp ist fiir
primdre VSMCs in der Zellkultur beschrieben, die mit einer starken Zunahme der Anzahl
synthetisierender Organellen sowie einer erhohten Expression von Matrixproteinen einhergeht
(Chamley-Campbell 1979, Ang 1990). Zudem nimmt die Expression struktureller Proteine
wie a-Aktin und smooth muscle myosin heavy chain ab, insgesamt kommt es zum Verlust
kontraktiler Filamente (Worth 2001). Dabei scheint die Verdnderung des Phénotyps bei
kultivierten VSMCs von der Zelldichte und den Wachstumsbedingungen beeinflusst zu
werden und eine gewisse Re-Differenzierung der Zellen mit dem Entzug von
Wachstumsfaktoren und zunehmender Konfluenz aufzutreten (Campbell 1989, Owens 1986).
Der sekretorische Phéanotyp liegt der Migration und Proliferation der Zellen zugrunde. Er tritt
vermehrt bei vaskuldren Pathologien wie mechanischen oder arteriosklerotisch bedingten

Lésionen der GefaBwand auf (Glukhova 1988). Zudem existieren Hinweise auf eine Zunahme
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von VSMCs des sekretorischen Phidnotyps im Rahmen der Aneurysmenformation, wobei die
phénotypische Modulation der Zellen zudem mit einer verstarkten Expression von MMPs in
den untersuchten Geweben in Verbindung gebracht wurde (Kamijima 1999, Lesauskaite

2001).

Der Stellenwert der VSMCs fiir die strukturelle Integritdt der Aortenwand lésst sich anhand
folgender physiologischer bzw. pathophysiologischer Gesichtspunkte verdeutlichen.

(1) Zusammen mit den Fibroblasten bilden die glatten Muskelzellen den zelluldren
Hauptbestandteil der Aorta und reprisentieren den vorherrschenden Zelltyp in der Tumica
media (Rodin 1980).

(2) Der GroBteil der extrazelluldren Matrix wird von VSMCs gebildet, dabei synthetisieren
diese Zellen wichtige Matrixproteine wie Kollagene, Elastin und Proteoglykane (Snider 1981,
Faris 1976). Dartiber hinaus sezernieren diese Zellen sowohl MMPs wie auch TIMPs und
nehmen somit an der Regulation der lokalen Aktivitit von MMPs teil. Anhand von
histologischen Untersuchungen des Aortengewebes konnte die Expression von MMP-2, MT1-
MMP sowie von TIMP-1 und TIMP-2 durch VSMC:s in situ demonstriert werden (McMillan
1995a, Crowther 2000a). Zudem ist die Expression von MMP-1, MMP-3 und MMP-9 in
diesen Zellen durch Zytokine in vitro induzierbar (Galis 1994). Somit nehmen VSMCs
insgesamt einen entscheidenden Einfluss auf die lokale Homoostase der extrazelluldren
Matrix.

(3) Mittels in situ-Hybridisationsstudien konnte gezeigt werden, dass die Expression von
MMP-2 durch VSMCs im abdominalen Aortenaneurysma signifikant erhoht ist (McMillan
1995a). Zudem weisen aus der aneurysmatisch verdnderten Aorta isolierte VSMCs in vitro
einen hohen basalen MMP-2-Expressionslevel auf (Crowther 2000b). Wie bereits erwihnt,
wird die elastolytische Aktivitdt der MMP-2 mit der Degradation der elastischen Lamellen in
der frithen Phase der Entstehung abdominaler Aortenaneurysmen in Verbindung gebracht
(siche Abschnitt 1.2.4.). Da sich die VSMCs in der Aortenwand in direkter Ndhe zu den
elastischen Lamellen befinden konnten diese Zellen an der Degradation der elastischen
Lamellen entscheidend beteiligt sein, ein Prozess, der mit einem erheblichen Verlust der

strukturellen Integritét der Aortenwand verbunden ist.
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1.4. Kininogene

1.4.1. Das Kallikrein-Kinin-System

Das Kallikrein-Kinin-System (KKS) umfasst die Kininogene, die enzymatisch aktiven
Kallikreine sowie die Kinine und deren Rezeptoren. Historisch gesehen geht die Entdeckung
des KKS auf die von Abelous und Bardier (1909) gemachte Beobachtung zuriick, dass die
intravendse Applikation einer alkoholunloslichen Fraktion des Urins einen voriibergehenden
Blutdruckabfall bewirkt. Zunichst wurde diese Wirkung auf eine aus dem Urin isolierte
Substanz zuriickgefiihrt, die zudem in hohen Konzentrationen im Pankreas vorkommt und
daher in Anlehnung an die griechische Bezeichnung fiir das Pankreas als ,,Kallikrein*
bezeichnet wurde. Heute ist bekannt, dass es sich bei den Kallikreinen um Enzyme aus der
Gruppe der Serin-Proteinasen handelt. Diese spalten spezifisch Kininogene, infolgedessen die
vasodilatatorisch wirkenden Kinine freigesetzt werden, welche fiir den beobachteten
hypotensiven Effekt verantwortlich sind. Das im Blutplasma vorhandene Kallikrein wird von
der Leber synthetisiert und als Prekallikrein in die Zirkulation sezerniert. Daneben wird
Kallikrein auch lokal von verschiedenen Geweben, z.B. Blutgefaien, gebildet (Blais 2000).
Dieses wird als Gewebe- bzw. glanduldres Kallikrein bezeichnet. Analog hierzu wird

zwischen einem Plasma-KKS und verschiedenen lokalen KKS differenziert.

Beziiglich des Menschen und der meisten Sduger bezieht sich der Terminus ,,Kinine* auf das
Nonapeptid Bradykinin, das Dekapeptid Kallidin (Lys-Bradykinin) sowie deren des-Arg-
Metaboliten. In der Ratte liegt von diesen Kininen das Bradykinin und dariiber hinaus das
T-Kinin (Ile-Ser-Bradykinin) vor, welches proteolytisch, jedoch nicht durch Kallikrein, aus
den einzig in der Ratte vorkommenden T-Kininogenen freigesetzt wird (Kato 1985, Okamoto
1986). Kinine fungieren als Liganden an den Bradykininrezeptoren (B1 und B2) und sind an
diversen (patho-) physiologischen Prozessen beteiligt. In der GefdBwand bewirkt Bradykinin
iiber die Freisetzung von Stickstoffmonoxid (NO) aus dem Endothelium eine Relaxation der
VSMCs. Zudem {ibt Bradykinin direkte Effekte auf isolierte VSMCs aus, die teilweise den
durch NO vermittelten Wirkungen entgegenstehen. So 16st die Bindung von Bradykinin an
den B2-Rezeptor eine intrazellulire Ca’'-Freisetzung aus (Dixon 1990). Dariiber hinaus
stimuliert Bradykinin iiber eine vom B2-Rezeptor ausgehende Signaltransduktion die

Proliferation von VSMCs (Yang 2005).
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1.4.2. Hoch- und niedermolekulares Kininogen

Als Kininogene werden endogene Proteine bezeichnet, aus denen durch Proteinasen die
Kinine freigesetzt werden. Zwei Formen von Kininogenen sind beschrieben, das

hochmolekulare Kininogen und das niedermolekulare Kininogen.

Hochmolekulares Kininogen (HK), ein a-Globulin, zirkuliert im humanen Plasma als
120 kDa Glykoprotein in einer Konzentration von ~90 pg/ml (750 nM) (Proud 1980). Das aus
sechs Doménen bestehende Protein lésst sich in eine schwere Kette mit den Doménen 1 bis 3
und eine leichte Kette mit den Doménen 5 und 6 aufgliedern. Die schwere Kette und die
leichte Kette sind iiber die Doméne 4 miteinander verbunden, welche die Bradykininsequenz

enthilt (Abbildung 1.5.).

Niedermolekulares Kininogen (NK) ist ein B-Globulin mit einem Molekulargewicht von
68 kDa und einer Plasmakonzentration von ~170 pg/ml (Adam 1985). Beide Kininogene
werden von demselben Gen kodiert, durch alternatives Spleilen gehen aus einem
gemeinsamen Primértranskript zwei distinkte mRNAs hervor. Die Aminoséduresequenz beider
Kininogene ist N-terminal mit der schweren Kette, der Bradykininsequenz sowie den darauf
folgenden 12 Aminoséduren identisch. C-terminal bestehen Unterschiede in der leichten Kette,
die beim HK die Doménen 5 und 6 umfasst und ein Molekulargewicht von 56 kDa aufweist,

im Vergleich zu der wesentlich kiirzeren leichten Kette des NK mit 4 kDa.

Beide, HK und NK, stellen Substrate fiir die proteolytische Freisetzung von Bradykinin und
Lys-Bradykinin durch Plasma- bzw. Gewebe-Kallikrein dar. Die Kininogene werden
hauptsédchlich von der Leber gebildet und in die Blutzirkulation abgegeben. Daneben erfolgt
deren Synthese auch lokal in extrahepatischen Geweben, z.B. Lunge und Niere, wobei in der
relativen Expression des HK zu der des NK gewebespezifische Unterschiede bestehen
(Takano 2000). Zudem existieren in der Literatur Hinweise darauf, dass HK in der
GefiaBwand lokal gebildet wird (Nolly 1998, Schmaier 1988). Beziiglich der Fragestellung,
inwieweit in der Aorta eine lokale Synthese des HK vorliegt bzw. diese in VSMCs erfolgt,
lassen die bisher publizierten Studien jedoch keine eindeutige Aussage zu. So weisen
Untersuchungen zur Expression des HK in VSMCs, die aus der Aorta der Ratte isoliert
wurden, widerspriichliche Ergebnisse auf (Okamoto 1998, Oza 1990).
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1.4.3. Gespaltenes hochmolekulares Kininogen

Der nach der Spaltung des hochmolekularen Kininogens und Freisetzung von Bradykinin
verbleibende Teil des Molekiils wird als gespaltenes hochmolekulares Kininogen (gespaltenes
HK) bezeichnet. Wie in Abbildung 1.5. dargestellt, besteht gespaltenes HK aus zwei Ketten,
einer schweren Kette (62 kDa) mit den Doménen 1-3 und einer leichten Kette (56 kDa) mit
den Doménen 5 und 6. Beide Ketten sind iiber eine einzige Disulfidbriicke miteinander
verbunden (Mori 1981). Das gespaltene HK wird daher auch als zweikettiges HK oder Kinin-
freies HK bezeichnet.

Hochmolekulares Kininogen (HK)

Kallikrein

Bradykinin

Gespaltenes HK

| s |

schwere Keftte leichte Kette

Abbildung 1.5. Spaltung des hochmolekularen Kininogens.

Wihrend Bradykinin und dessen Effekte umfassend erforscht worden sind, ist das gespaltene
HK erst seit kurzem in den Blickpunkt des wissenschaftlichen Interesses geriickt. In der
Studie von Zhang et al. (2000) konnte gezeigt werden, dass gespaltenes HK die Proliferation
von Endothelzellen inhibiert und dabei selektiv in proliferierenden Zellen Apoptose induziert.
Sowohl in dieser Studie als auch in den Untersuchungen von Colman et al. (2000) erwies sich
gespaltenes HK zudem als potenter Inhibitor der Angiogenese in jeweils verschiedenen in

vivo-Modellen.

Elektronenmikroskopische Untersuchungen haben gezeigt, dass die Umwandlung vom HK
zum gespaltenen HK mit einer drastischen Verdnderung der Konformation und
Neuanordnung der Doménen einhergeht (Weisel 1994). Zudem erlangt das gespaltene HK

infolge der Umwandlung neue Eigenschaften. So konnten in den oben genannten Studien die
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anti-proliferativen und anti-angiogenen Effekte zwar durch gespaltenes HK, jedoch nicht
durch HK hervorgerufen werden. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass diese Effekte
weitestgehend iiber die Doméne 5 vermittelt werden, die infolge der Neuausrichtung der
Dominen im gespaltenen HK stirker exponiert ist. Wahrend HK im normalen humanen
Plasma iiberwiegend in seiner ungespaltenen Form vorliegt, nimmt der Anteil des gespaltenen
HK unter pathologischen Umstidnden, z.B. bei der Rheumatoiden Arthritis (Sharma 1980),
dem chirurgischen Trauma (Karlsrud 1996) und dem hereditirem Angioddem (Berrettini

1986) deutlich zu.

1.5. Kininogen-defiziente Brown-Norway-Katholiek-Ratten

Im Jahre 1979 wurden Mutanten des Rattenstammes Brown Norway (BN) mit einem erblich
bedingten Mangel an hoch- und niedermolekularem Kininogen im Plasma entdeckt (Damas
1979). Diese Mutanten wurden anscheinend zufillig aus einer Population von BN-Ratten in
der Zuchteinrichtung der katholischen Universitdt Leuven, Belgien selektiert. Dem hieraus
hervorgegangen Rattenstamm wurde daher der Name Brown Norway Katholiek (BN/Ka)
verliehen. Das Plasma der Kininogen-defizienten BN/Ka-Ratten enthélt in etwa nur 3% HK
und 3-6% NK der normalen Menge des jeweiligen Kininogens im Plasma von BN-Ratten

(Oh-ishi 1992, Liu 2000).

Hayashi et al. (1989) haben festgestellt, dass dem Mangel an Kininogenen im Plasma von
BN/Ka-Ratten ein Sekretionsdefizit der Leber zugrunde liegt, obgleich funktional aktives HK
in der Leber nachgewiesen werden konnte. Anhand kultivierter primirer Hepatozyten der
Stimme BN und BN/Ka wurde dieses Phédnomen genauer untersucht. Mittels Inkorporation
von [*°S]-Methionin konnte in den Zellen beider Gruppen eine de novo-Synthese des hoch-
und niedermolekularen Kininogens demonstriert werden. Wéhrend die [*°S]-markierten
Kininogene bereits nach kurzer Zeit im Kulturmedium der BN-Hepatozyten detektiert werden
konnten, erfolgte durch die BN/Ka-Hepatozyten nur eine dulerst geringe Sekretion. Zudem
konnte gezeigt werden, dass die in den BN/Ka-Hepatozyten detektierten Kininogene
intrazellulir in lysosomalen Kompartimenten akkumulieren (Hayashi 1993a). Die

Sequenzanalyse klonierter cDNA des HK zeigte eine Punktmutation im Nukleotid 487
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(Adenin anstelle von Guanin) in der BN/Ka-cDNA auf, welche zum Austausch der
Aminosdure an Position 163 von Alanin zu Threonin in der schweren Kette des hoch- und
niedermolekularen Kininogens fiithrt. In Transfektionsexperimenten mit entsprechenden
cDNA-Fragmenten konnte gezeigt werden, dass diese Punktmutation die Ursache der

mangelhaften Sekretion der Kininogene darstellt (Hayashi 1993b).

BN/Ka-Ratten stellen ein ideales und in seiner Form einzigartiges Modell zur Erforschung der
pathophysiologischen Bedeutung der Kininogene bzw. des Kallikrein-Kinin-Systems dar. So
wurde unter Verwendung dieses Modells u.a. gezeigt, dass die Kininogen-Defizienz
verbunden ist mit einem erhdhten Thromboserisiko (Colman 1999), einer ausgeprigten
hypertensiven Reaktion auf niedrigdosiertes Angiotensin II (Majima 1994), einer
verminderten Angiogenese (Hayashi 2002) sowie einer abgeschwichten Reaktion auf

inflammatorische Stimuli (Sainz 2005).

In einer vorangegangen Studie unserer Arbeitsgruppe (Kaschina 2004) konnte eine hohe
Anfilligkeit der BN/Ka-Ratten fiir die Entstehung abdominaler Aortenaneurysmen aufgezeigt
werden. Fiir diese Untersuchung wurden Ratten der Stimme BN/Ka, BN und Wistar (Alter 10
Wochen) auf eine atherogene Didt (hoher Fett- und Cholesterolanteil) gesetzt. Nach 12
Wochen traten in der BN/Ka-Gruppe abdominale Aortenaneurysmen mit einer Inzidenz von
100% (20/20) auf. Demgegeniiber lag die Inzidenz in der BN-Gruppe bei 55% (11/20) und in
der Wistar-Gruppe bei 0% (0/20). Bei der anschlieBenden Untersuchung der Aneurysmen
konnten charakteristische Merkmale der Pathogenese abdominaler Aortenaneurysmen wie
degradierte elastische Lamellen, ein erhohtes Kollagen/Elastin-Verhiltnis, Apoptose medialer
und adventitialer Zellen sowie eine signifikant erhohte Expression von MMPs aufgezeigt

werden.

1.6. Hypothese und Zielsetzung

Wie eingangs beschrieben, stellt der Abbau der extrazelluldren Matrix einen wesentlichen
Prozess in der Pathogenese von Aneurysmen dar. Zudem wird der Degradation elastischer
Lamellen eine gro3e Bedeutung hinsichtlich der Entstehung abdominaler Aortenaneurysmen

beigemessen. An diesen Prozessen sind MMPs entscheidend beteiligt, deren erhdhte
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Expression und Aktivitdt in der Aneurysmenformation durch zahlreiche Studien belegt ist.
Aufgrund der Préadisposition von Kininogen-defizienten BN/Ka-Ratten fiir die Entwicklung
abdominaler Aortenaneurysmen, die mit der Degradation elastischer Lamellen und einer
erhohten Expression von MMPs einhergeht, konnte erstmals eine Verbindung zwischen den
Kininogenen und MMPs aufgezeigt werden. Hieraus leitet sich die Hypothese ab, dass der
Kininogen-Mangel zu einer erhdhten Expression und Aktivitdt von MMPs in der Aortenwand
fiihrt.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, zu untersuchen, inwieweit gespaltenes HK auf die
Regulation von MMPs in priméren, aus der Aorta von Ratten gewonnenen VSMCs Einfluss
nimmt. Hierfiir sollten Effekte von gespaltenem HK auf die Expression von MMPs auf der
mRNA-Ebene sowie auf der Ebene der Freisetzung durch die Zellen untersucht werden. Als
weiterer Faktor der MMP-Regulation sollte zudem die Expression von TIMPs analysiert und
die damit im Zusammenhang stehende Nettoaktivitit der MMPs bestimmt werden. Ein
weiteres Ziel dieser Arbeit bestand darin, mittels qualitativer Gen- und Protein-
expressionsstudien die Frage zu kldren, inwieweit das hochmolekulare Kininogen in vitro von

kultivierten VSMCs gebildet wird bzw. dieses in situ im Aortengewebe vorhanden ist.
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2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Chemikalien und Substanzen

Bezeichnung

Hersteller (Ort, Land)

Acryl-/Bisacrylamid-Lésung

Agarose

4-Aminophenyl-Quecksilberacetat (APMA)

Ammoniumpersulfat
Borsaure

Brij®-35
Bromphenolblau
Calciumchlorid (CaCl,)
Chloroform

Complete Mini
(Proteinaseinhibitor-Cocktail)

Coomassie Brilliant Blau G-250
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Essigsédure

Ethanol

Ethidiumbromid (1% m/v)
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
Fluoreszenz-Eindeckmittel
Gelatine, Typ A, Schweinehaut
Glycerol

Glycin

Hoechst 33342

Isopropanol

Serva (Heidelberg, D)
Serva (Heidelberg, D)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen, D)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen, D)
Merck (Darmstadt, D)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen, D)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen, D)
Merck (Darmstadt, D)
Merck (Darmstadt, D)
Roche (Mannheim, D)

Ferak (Berlin, D)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen, D)
Merck (Darmstadt, D)

Merck (Darmstadt, D)

Roth (Karlsruhe, D)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen, D)
Dako (Glostrup, DK)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen, D)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen, D)
Serva (Heidelberg, D)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen, D)
Merck (Darmstadt, D)
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-Mercaptoethanol
Methanol

Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Nonidet P40
Ponceau-S-Losung

Bovines Serumalbumin (BSA)
Salzsédure (37%ig) (HCI)
TEMED

Tris-Base

Tris-HCl

Triton-X-100
Trockenmilchpulver

Tween 20

Serva (Heidelberg, D)

Merck (Darmstadt, D)

Merck (Darmstadt, D)

Serva (Heidelberg, D)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen, D)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen, D)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen, D)
Merck (Darmstadt, D)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen, D)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen, D)
Serva (Heidelberg, D)

Ferak (Berlin, D)

Roth (Karlsruhe, D)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen, D)

2.1.2. Niahrmedium, Zusitze und Substanzen fiir die Zellkultur

Dulbecco's modifiziertes Eagle Medium
(DMEM, mit 4,5 g/l Glucose; 0,58 g/l
L-Glutamin; 3,7 g/l NaHCOs3)

Bovines Serumalbumin (BSA)
Fotales bovines Serum (FBS)
Gentamycinsulfat-Losung

Hank's Salzlosung (HBSS)
Phosphatgepufferte Salzlosung (PBS)
Trypsin/ EDTA-L6sung
Actinomycin D

Interleukin-1o (IL-10)

Gespaltenes hochmolekulares Kininogen

Tumor-Nekrose-Faktor-o

PAN (Aidenbach, D)

Sigma-Aldrich (Taufkirchen, D)
HyClone (Logan, USA)

PAN (Aidenbach, D)

PAA (Colbe, D)

PAN (Aidenbach, D)

PAN (Aidenbach, D)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen, D)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen, D)

Enzyme Research Laboratories
(Swansea, UK)

Sigma-Aldrich (Taufkirchen, D)
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2.1.3. Reagenzien fiir die Proteinanalytik

BCA Protein Assay Reagent Kit

ECL™ Western Blotting Detection Reagents

EnzChek” Gelatinase/Collagenase Assay Kit

PageRuler™ Prestained Protein Ladder

2.1.4. Antikorper

Pierce (Rockford, USA)

Amersham (Little Chalfont, UK)

Molecular Probes (Leiden, NL)

Fermentas (St.Leon-Rot, D)

Bezeichnung Typ Wirt Produktnummer Hersteller
anti-a-Aktin monoklonal Maus MAB1522 Chemicon
(Temecula, USA)
anti-GAPDH monoklonal Maus MAB374 Chemicon
(Temecula, USA)
anti-Kininogen HC polyklonal =~ Kaninchen  sc-25799 Santa Cruz
(Heidelberg, D)
anti-MMP-2 monoklonal Maus MAB3308 Chemicon
(Temecula, USA)
anti-Kaninchen Ig, polyklonal ~ Schwein P0217 Dako
HRP-konjugiert (Glostrup, DK)
anti-Maus Ig, polyklonal =~ Kaninchen = P0260 Dako
HRP-konjugiert (Glostrup, DK)
anti-Maus IgG, polyklonal  Esel 715-165-150 Jackson
Cyanin-3-konjugiert ImmunoResearch

(West Grove, USA)
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2.1.5. Reagenzien fiir die Nukleinsiureanalytik

Desoxynukleosidtriphosphate (dINTPs)
DNA Probenpuffer (6x)

GeneRuler ™ 1 kb DNA Ladder
GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder
M-MLYV Puffer (5x)

M-MLV Reverse Transkriptase,
RNase H minus

NucleoSpin® RNA II Kit
Random Primer

RNasin® Ribonuklease Inhibitor
ROX

RQ1 DNase 10x Puffer

RQ1 DNase Stoplosung

RQ1 RNase-freiec DNase
SYBR Green I

SYBR Green Mastermix (2x)
Tag-Polymerase

TRIzol”

Wasser, ultra-pure (u.p. H»0),
RNase-/ DNase-frei

Promega (Mannheim, D)
Fermentas (St.Leon-Rot, D)
Fermentas (St.Leon-Rot, D)
Fermentas (St.Leon-Rot, D)
Promega (Mannheim, D)
Promega (Mannheim, D)

Macherey-Nagel (Diiren, D)
Promega (Mannheim, D)
Promega (Mannheim, D)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen, D)
Promega (Mannheim, D)
Promega (Mannheim, D)
Promega (Mannheim, D)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen, D)
eigene Herstellung

PAN (Aidenbach, D)

Invitrogen (Karlsruhe, D)

Invitrogen (Karlsruhe, D)

Tabelle 2.1. Zusammensetzung des SYBR Green Mastermixes (2x).

Komponente Endkonzentration
KCl 100 mM
Mg 13 mM
dNTP Mix 0,4 mM
SYBR Green I 0,02% (v/v)
DMSO 4% (V/v)
NP 40 0,01% (v/v)
Tween 20 0,031%  (v/v)
ROX 2% (v/v)
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2.1.6. Primer

Die im Rahmen der real-time und nested PCR verwendeten Primer wurden mit dem
Programm Primer Express (Applied Biosystems, Foster City, USA) entworfen. Hierfiir wurde
die jeweilige Zielsequenz aus den Datenbanken NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) oder

Ensembl (http://www.ensembl.org) bezogen und in das Programm eingefiigt. Die Auswahl

der Primer erfolgte anhand von Parametern betreffend Schmelztemperatur, G+C-Anteil,
Wabhrscheinlichkeit von Sekundéirstrukturen, Primerlinge sowie Linge des Amplifikates.
Bevorzugt wurden solche Primerpaare ausgewdhlt, welche Exon-Exon-Grenzen iiberspannen.
Zur Uberpriifung der Spezifitit wurden die Primersequenzen gegen das gesamte Rattengenom

geblastet (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) und die Primer hinsichtlich der Entstehung

unerwiinschter Amplifikate im Rahmen der PCR getestet. Die Primer wurden von der Firma

Operon (Kdln, D) synthetisiert.

Tabelle 2.2. Sequenzen der fiir die real-time und nested PCR verwendeten Primer

(For: Forward, Rev: Reverse).

Amplifikat

Zielsequenz Primersequenzen (5'-3") Lange [Bp]

For: GACGCTGGGAGCATGGAG
MMP-2 NM_031054.1 113
Rev: TTACGCGGACCACTTGTCC

For: CTTCTCTGGGCGCAAAATG
MMP-9 NM_031055 102
Rev: CCGGTGACCAGGGTTACCT

For: GTGCACAGTGTTTCCCTGTT
TIMP-1 NM_053819.1 103
Rev: CTGGTAGCCCTTCTCAGAGC

For: CGAATTTATCTACACGGCCCC
TIMP-2 NM_021989.2 92
Rev: CCGCCTTCCCTGCAATTAG

For: CTTGAACCCTCCCCTAGCTC
HK (auRen) | NM_012741 204
Rev: CCAGGACACTTGTGGGAAGT
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HK (innen) NM_012741

For: TATGACACGGAGACCCATGA
Rev: TGGGAAGTTGCTTCTGGAAA

101

18S rRNA X01117.1

For: CCGCAGCTAGGAATAATGGAATA
Rev: TCTAGCGGCGCAATACGAAT

108

2.1.7. Puffer und Losungen

Die nachfolgend aufgefiihrten Puffer und Losungen wurden fiir die SDS- und Agarose-

Gelelektrophorese, Zymographie und das Western Blotting verwendet. Fiir ihre Herstellung

kam ausschlieBlich destilliertes Wasser zur Anwendung.

Tabelle 2.3. Zusammensetzung der verwendeten Puffer und Losungen.

) Coomassie Brilliant Blue G-250 0,5% (m/v)

Coomassie-Farbelosung

Methanol 30% (v/v) * Essigsdure 10% (v/v)
Entférbelosung Methanol 30% (v/v) * Essigsdure 10% (v/v)

Tris-HC1 50 mM (pH 7,5) * NaCl 20 mM « CaCl, 5 mM
Enzympuffer ®

Brij —-35 0,02% (m/v)
Milchpulverlosung Trockenmilchpulver 5% (m/v) « TBST-Puffer

Tris-HCI1 0,5 mM (pH 6,8) * B-Mercaptoethanol 8% (v/v)
Probenpuffer (4x),

) SDS 8% (m/v) * Glycerol 40% (v/v)

reduzierend

Bromphenolblau 0,1% (m/v)
Probenpuffer (5x), Tris-HC1 400 mM (pH 6,8) « SDS 5% (m/v)
nicht-reduzierend Glycerol 20% (v/v) * Bromphenolblau 0,1% (m/v)
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Protein-Lyse-Puffer

Tris-HCI 50 mM (pH 7,4) * NaCl 150 mM « EDTA 1 mM
Nonidet P40 1% (v/v) * Glycerol 15% (v/v) ¢ 1 Tablette
Complete Mini (Proteinaseinhibitor-Cocktail) auf 10 ml

Sammelgelpuffer (4x) Tris-Base 0,5 M « HCI (pH 6,8)
SDS- Tris-Base 25 mM (pH 8,3) « Glycin 192 mM
Elektrophoresepuffer SDS 0,1% (m/v)

Stripping—Puffer

Glycin 100 mM « HCI (pH 2,8 £ 0,2)

TAE-Puffer

Tris-Acetat 40 mM (pH 8,0) « EDTA 1 mM

TBE-Puffer

Tris-Borat 45 mM (pH 8,0) « EDTA 1 mM

TBST-Puffer

Tris-HCI 20 mM (pH 7,5) « NaCl 140 mM
Tween 20 0,1% (v/v)

Towbin-Puffer

Tris-Base 25 mM (pH 8,3) * Glycin 192 mM
Methanol 20% (v/v) * SDS 0,05% (m/v)

Trenngelpuffer (4x)

Tris-Base 1,5 M « HCI (pH 8,8)
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2.1.8. Ausgewiihlte Materialien

Materialien fiir die Zellkultur

CryoTube™ Kryordhrchen
Einmal-Pipetten

Lab-Tek ChamberSlides

Primaria® 60 mm Kulturschalen
Spritzen-Filter FP 30/0,2
Zellkulturflaschen (25,75,175 cm?)
Zellkulturplatten (6,12,24 Vertiefungen)

Zentrifugenréhrchen

Materialien fiir die Proteinanalytik

Hyperfilm ECL®
Optiwell™ Mikrotiterplatten
Polyvinylidendifluorid (PVDF)-Membranen

Materialien fiir die Nukleinsidureanalytik

Biosphere® Filterspitzen
Biosphere® MicroTubes
96-well Multiply® PCR-Platten

Nunc (Roskilde, DK)

Becton Dickinson (Heidelberg, D)
Nunc (Roskilde, DK)

Becton Dickinson (Heidelberg, D)
Whatman (Dassel, D)

Sarstedt (Niimbrecht, D)

Becton Dickinson (Heidelberg, D)
Sarstedt (Niimbrecht, D)

GE Healthcare (Freiburg, D)
PerkinElmer (Monza, IT)
Millipore (Schwalbach, D)

Sarstedt (Niimbrecht, D)
Sarstedt (Niimbrecht, D)
Sarstedt (Niimbrecht, D)
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Verwendete Tiere

Wistar-Ratten
Brown-Norway-Ratten

Brown-Norway-Katholiek-Ratten

2.1.9. Geriite

Geriite, allgemein:

Mikrowaage SE2
pH-Meter pH 340
Prazisionswaage BL 150 S
Thermomixer comfort
Zentrifuge 5810 R
Zentrifuge Micro 20

Gerite fiir die Zellkultur:

Fluoreszenzmikroskop Leica DM IRE2
Inkubator Heracell 150
Lichtmikroskop Leica DM IL
Sicherheitswerkbank Safe2010
Stereomikroskop Leica MZ6
Wasserbad WB14

Zentrifuge Universal 32R

Harlan Winkelmann (Borchen, D)
Harlan Winkelmann (Borchen, D)

eigene Zucht

Sartorius (Gottingen, D)
WTW (Weilheim, D)
Sartorius (Gottingen, D)
Eppendorf (Hamburg, D)
Eppendorf (Hamburg, D)
Hettich (Tuttlingen, D)

Leica (Wetzlar, D)

Kendro (Langenselbold, D)
Leica (Wetzlar, D)
Heto-Holten (Allered, DK)
Leica (Wetzlar, D)
Memmert (Schwabach, D)
Hettich (Tuttlingen, D)
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Gerite fiir die Proteinanalytik:

Film-Entwicklungsautomat Curix 60

Fluoreszenz-Platten-Lesegerit Victor 3™ V 1420

Hybridisierungsofen OV 5

Mini Trans-Blot Cell

Mini-Protean 3 Elektrophorese System
Rollenmischgerit RM5

Spektrophotometer: SmartSpec

Ultraschall-Homogenisator Sonoplus HD2070

Geriite fiir die Nukleinsiureanalytik:

Elektrophoresekammer horizontal
Gel-Dokumentationssystem ChemiDoc
Mx3000P® gPCR System

PCR-Cycler iCycler®
Spektrophotometer DU 530

Ultra Turrax®

Agfa (Koln, D)
PerkinElmer (Monza, IT)
Biometra (Gottingen, D)
Bio-Rad (Miinchen, D)
Bio-Rad (Miinchen, D)
Karl Hecht (Sondheim, D)
Bio-Rad (Miinchen, D)
Bandelin (Berlin, D)

Armin Baack (Schwerin, D)
Bio-Rad (Hercules, USA)
Stratagene (La Jolla, USA)
Bio-Rad (Hercules, USA)
Beckman (Fullerton, USA)
IKA® Werke (Staufen, D)
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2.2. Methoden

2.2.1. Methoden der Zellkultur

2.2.1.1. Gewinnung glatter GefiBmuskelzellen aus der Aorta der Ratte

Glatte GefaBmuskelzellen (VSMCs) wurden aus der Aorta von mainnlichen, 8-20 Wochen
alten Ratten der Stimme Wistar, Brown Norway und Brown Norway Katholiek gewonnen.
Die Ratten wurden mittels einer intraperitoneal applizierten Uberdosis Choralhydrat getdtet
und die Aorta unter aseptischen Bedingungen komplett entnommen. Unter einem
Stereomikroskop wurde anschlieBend anhéngendes Fett- und Bindegewebe entfernt sowie
abgehende Arterien mit einer Schere abgeschnitten. Diese Arbeiten wurden in einer mit

HBSS befiillten Petrischale auf Eis durchgefiihrt.

Die Isolierung der VSMCs wurde anhand der von Campbell et al. (1993a) beschriebenen
Explantat-Methode mit einigen Modifikationen durchgefiihrt. Unter der Sterilbank (Laminar-
Air-Flow) wurde die Aorta longitudinal aufgeschnitten und das Endothelium mit einem
Wattestibchen, durch sanftes Abstreichen entlang der luminalen Seite, entfernt. Das
verbleibende Gewebe wurde anschlieBend in ein mit HBSS befiilltes Zentrifugenrohr (15 ml)
gegeben und durch mehrmaliges Invertieren des Zentrifugenrohres gewaschen. Darauthin
wurde das Gewebe in einer Kulturschale mit einem Skalpell in ca. 2-4 mm? grofle Explantate
geschnitten. Diese wurden mit einer Pinzette aufgenommen und mit der luminalen Seite nach
unten auf eine Kulturschale (60 mm, Primaria®) transferiert. Zuvor wurde in die Kulturschale
Zellkulturmedium (DMEM, 100 pg/ml Gentamycin, 20% FBS) gegeben und dieses soweit
wieder abgesaugt, bis die Kulturfliche grade noch bedeckt war. AnschlieBend wurden die
Explantate bei 37°C und 5% CO, in einer befeuchteten Atmosphére inkubiert. Nach 18-20 h
wurde Zellkulturmedium in zunédchst geringer Menge zugegeben, damit sich die Explantate
nicht vorzeitig ablosten. Nach 48 h waren die Explantate in der Regel soweit adhériert, dass
vorsichtig Zellkulturmedium zugegeben werden konnte, bis die Explantate vollstindig
bedeckt waren. In der Folge wurde das Zellkulturmedium alle 2 Tage gewechselt. Der
Auswuchs der ersten Zellen aus den Explantaten trat {iblicherweise nach 9-15 Tagen auf.
Nach ca. 3 Wochen wurden die Explantate mit einer Pinzette vorsichtig entfernt und der FBS-

Anteil im Zellkulturmedium von 20% auf 10% gesenkt.
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2.2.1.2. Kultivierung glatter Gefifimuskelzellen

Die Zellen wurden in Zellkulturmedium bestehend aus DMEM, Gentamycin (100 pg/ml) und
FBS (10%) bei 37°C in einer befeuchteten Atmosphére mit 5% CO, kultiviert. War durch
Proliferation der Zellen eine Konfluenz von ca. 90% erreicht, wurden diese passagiert. Dafiir
wurden die Zellen mit warmen PBS gewaschen und fiir 2-3 min mit 0,25%iger
Trypsin/EDTA-L6sung bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurde durch sanftes Schlagen
gegen die Flasche die vollstindige Ablosung der Zellen von der Kulturfliche erreicht. Diese
wurden dann mit Zellkulturmedium aufgenommen, in eine Zentrifugenrdhre transferiert und
bei 1000 g fiir 5 min zentrifugiert. Danach wurde der Uberstand abgesaugt und das Zellpellet
durch mehrmaliges Aufziehen mit einer Pipette in 4 ml Zellkulturmedium suspendiert. Die
anschlieende Aussaat der Zellen in neue Zellkulturgefile wurde in einem Verhiltnis von
1:2,5 (Flache ZellkulturgefdB alt:neu) durchgefiihrt. Fiir Experimente kamen VSMCs in den

Passagen 4-11 zur Anwendung.

2.2.1.3. Kryokonservierung

Befanden sich mehr Zellen in Kultur als fiir die anstehenden Experimente benétigt, wurden
diese zwischenzeitlich in fliissigem Stickstoft gelagert. Hierfiir wurden die Zellen, sobald eine
Konfluenz von ca. 90% erreicht war, durch Behandlung mit Trypsin/EDTA von der
Kulturfliche abgeldst und zentrifugiert (Abschnitt 2.2.1.2). Das Zellpellet wurde dann in
Einfriermedium bestehend aus DMEM mit 20% FBS und 10% DMSO suspendiert. Die
Zellsuspension wurde in 2 ml Kryordhrchen transferiert, wobei der Inhalt eines
Kryordhrchens der Zellmenge einer 75 cm” Zellkulturflasche entsprach. Zunichst wurden die
Kryordhrchen in einem Tiefkiihlschrank fiir 1 h bei -80°C tiefgefroren und anschliefend in
einen mit fliissigem Stickstoff befiillten Kryotank {iberfiihrt.

Zur Re-Kultivierung der Zellen wurde ein Kryorohrchen dem fliissigen Stickstoff
entnommen, und die Zellsuspension unter kontinuierlichem Schiitteln des Kryordhrchens im
Wasserbad bei 37°C aufgetaut. Sofort nach dem Auftauen wurde die Zellsuspension dem
Kryordhrchen entnommen und tropfenweise in 9 ml warmes Zellkulturmedium (20% FBS)
pipettiert. Im Anschluss an eine Zentrifugation bei 1000 g fiir 8 min wurden die Zellen in 4 ml

Zellkulturmedium (20% FBS) suspendiert und in eine 25 cm® Zellkulturflasche gegeben.
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Nach erfolgter Adhédsion der Zellen wurde nach 48 h das Zellkulturmedium gewechselt und
der FBS-Anteil von 20% auf 10% gesenkt.

2.2.1.4. Behandlung mit Wirkstoffen

Experimenteller Ablauf: Fiir alle Experimente, die eine Stimulation mit Zytokinen
umfassten, wurden VSMCs von Wistar-Ratten verwendet. In Vorbereitung auf die
Experimente wurden die Zellen homogen ausgesét. Hierfiir wurden die Zellen nach der
Trypsinierung griindlich in Zellkulturmedium suspendiert und identische Volumina der
Zellsuspension in die fiir die Experimente verwendeten Zellkulturgefifle gegeben. Die Zellen
wurden so lange kultiviert, bis diese konfluent gewachsen waren. StandardméfBig wurde vor
Beginn der Experimente ein Serumentzug durchgefiihrt. Dafiir wurden die Zellen zunédchst
mit PBS gewaschen und dann mit Zellkulturmedium mit einem geringen FBS-Anteil (0,2%)
fiir 24 h inkubiert. AnschlieBend wurde das Zellkulturmedium abgesaugt und durch neues

ersetzt, welches die jeweiligen Wirkstoffkomponenten enthielt.

Behandlung mit IL-1a, TNFo, gespaltenem HK und Actinomycin D: Die Behandlung der
Zellen mit Wirkstoffen erfolgte generell unter Verwendung von Zellkulturmedium mit einem
geringen FBS-Anteil (0,2% v/v). Bei Verwendung von IL-1a wurde das Zellkulturmedium
zudem mit BSA versetzt, welches als Transportprotein fiir IL-1a fungiert. Hierfiir wurde
zundchst eine 2%ige (m/v) BSA-Stammlosung hergestellt, indem BSA mittels einer
Feinwaage eingewogen und in einer entsprechenden Menge Zellkulturmedium geldst wurde.
AnschlieBend wurde die Stammldsung sterilfiltriert und zur Préparation von
Zellkulturmedium mit einem BSA-Gehalt von 0,1% (m/v) verwendet.

IL-1a und TNFa wurden aus den jeweiligen Stammlosungen (100 pg/ml) dem
Zellkulturmedium in einer der gewiinschten Endkonzentration entsprechenden Menge
zugesetzt und die Losung anschlieBend griindlich homogenisiert. Bei Verwendung
verschiedener Endkonzentrationen wurden die Ansédtze ausgehend von der hochsten
Konzentration sukzessiv verdiinnt. Zur Behandlung der Zellen mit IL-1o und gespaltenem
HK wurde dem IL-la-haltigen Zellkulturmedium gespaltenes HK aus einer Stammldsung
(1,54 mg/ml) in einer Menge zugegeben, dass eine Endkonzentration von 1 uM gespaltenes

HK erreicht wurde. Durch 1:10 Verdiinnungen wurden sukzessiv Anséitze mit 100 und 10 nM
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gespaltenem HK hergestellt. Fiir die Experimente mit Actinomycin D (Endkonzentration
5 pg/ml) wurde das IL-lo-haltige Zellkulturmedium mit einer entsprechenden Menge
Actinomycin-D-Stammldsung (1 mg/ml) versetzt und griindlich homogenisiert.

Die Zellen der Kontrollgruppe wurden parallel mit Zellkulturmedium inkubiert (0,2% FBS;
bei IL-la zudem 0,1% BSA), das zuvor mit &dquivalenten Mengen der jeweiligen
Tragerlosungen der Wirkstoffe (IL-1a / TNFa: PBS, gespaltenes HK: H,O, Actinomycin D:
DMSO) versetzt wurde.

2.2.2. Methoden der Proteinanalytik

2.2.2.1. Immunzyto-Fluoreszenzmikroskopie

Zur Charakterisierung der mittels der Explantat-Methode gewonnenen Zellen (Abschnitt
2.2.1.1.) wurden diese mit einem anti-a-Aktin-Antikérper markiert, der spezifisch an die
a-Aktin-Isoform glatter Muskelzellen bindet, jedoch nicht an das a-Aktin anderer Zelltypen

wie Fibroblasten und Endothelzellen.

Hierfiir wurden die Zellen auf Deckgldser, welche zuvor in die Vertiefungen einer
Zellkulturplatte gelegt wurden, ausgesdt und unter Verwendung von Zellkulturmedium
(10% FBS) kultiviert. Im Anschluss an einen 24-stiindigen Serumentzug (Zellkulturmedium
mit 0,2% FBS) wurde das Zellkulturmedium abgesaugt und die Zellen zweimal mit PBS
gewaschen. Zur Fixierung und Permeabilisierung wurden die Zellen mit Methanol behandelt
(10 min, -20°C). AnschlieBend folgte eine Inkubation in 10% FBS (in PBS) fiir 30 min bei
Raumtemperatur, um unspezifische Bindungsstellen zu blockieren. Der monoklonale anti-a-
Aktin-Antikorper wurde 1:500 in PBS (mit 5% FBS, 0,02% Triton-X-100) verdiinnt und fiir
2 h bei Raumtemperatur auf die Zellen gegeben. Nach dreimaligem Waschen mit PBS wurden
die Zellen mit einem Cyanin-3-konjugierten anti-Maus-Sekundérantikdrper, 1:1000 verdiinnt
in PBS (mit 5% FBS, 0,02% Triton-X-100), fiir 1 h bei Raumtemperatur unter
Lichtausschluss inkubiert. Zur Markierung der Zellkerne wurde anschlieBend eine
Behandlung mit Hoechst 33342, 70 ng/ml in PBS fiir 30 min bei Raumtemperatur

durchgefiihrt. AbschlieBend wurde dreimal mit PBS gewaschen. Zellen, die parallel nur mit
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Sekundirantikdrper und Hoechst 33342 behandelt wurden, dienten als Negativkontrollen, um
eventuell auftretende unspezifische Bindungen des Sekundirantikorpers zu erfassen. Die
Deckgldser mit den fixierten und markierten Zellen wurden unter Verwendung von
Fluoreszenz-Eindeckmittel auf Objekttrager fixiert und unter Lichtausschluss aufbewahrt. Die
Fluoreszenzmikroskopie erfolgte unter Anregung bei 550 und 346 nm zur Visualisierung von

Cyanin 3 bzw. Hoechst 33342.

2.2.2.2. Proteinextraktion aus Kkultivierten Zellen sowie Geweben

Proteinextraktion aus glatten GefiBBmuskelzellen: Nach Entfernung des Zellkultur-
mediums wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen, mittels Trypsinierung oder mit
Hilfe eines Zellschabers abgelost und in ein Reaktionsgefdl iiberfiihrt. Nach einer
Zentrifugation fiir 5 min bei 1500 g wurde der Uberstand vorsichtig abgesaugt. AnschlieBend
wurde das Zellpellet in eiskaltem Lyse-Puffer (mit Proteinaseinhibitoren) durch mehrmaliges
Aufziehen mit einer Pipette lysiert. Zur Entfernung von Zellresten wurde das Lysat bei
12000 g, 4°C fiir 10 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde anschlieBend entnommen,

aliquotiert und bis zur weiteren Verwendung bei -20°C aufbewahrt.

Proteinextraktion aus Geweben: Nach der Entnahme der jeweiligen Organe wurden diese in
eiskaltem PBS-Puffer gesdubert und von anhdngendem Fett- und Bindegewebe befreit. Mit
einem Skalpell wurden die Organe in kleinere Stiicke geschnitten und sofort in fliissigem
Stickstoff tiefgefroren. Zur Proteinextraktion wurden die Gewebestiicke im gefrorenen
Zustand mechanisch zerkleinert und in einem Glas-Potter-Gefdl nach Zugabe von eiskaltem
Lyse-Puffer (mit Proteinaseinhibitoren) homogenisiert. Zusétzlich wurde das Homogenat in
einem Reaktionsgefdll auf Eis mit Ultraschall (10 Impulse a 5 s) behandelt. Zur Entfernung
von Geweberesten wurde anschlieBend zentrifugiert (12000 g, 10 min, 4°C), der Uberstand
aliquotiert und bei -20°C gelagert.



Material und Methoden 36

2.2.2.3. Bestimmung von Proteinkonzentrationen

Zur Bestimmung des Gesamtproteingehalts wurde das BCA Protein Assay Reagent Kit
verwendet, welches auf dem Prinzip der Biuret-Reaktion mit nachfolgender Komplexbildung
von Bicinchoninsiure mit Cu'-Ionen basiert. Die Proteinlysate wurden der Anweisung des
Herstellers entsprechend mit den Reagenzien behandelt und anschlieBend photometrisch
vermessen. Durch den Abgleich mit einer Rinderserumalbumin-Standardkurve konnte dann

der Proteingehalt berechnet werden.

2.2.2.4. Elektrophoretische Auftrennung von Proteinen

Die elektrophoretische Auftrennung von Proteinen erfolgte mittels der diskontinuierlichen
Sodiumdodecylsulftat-Polyacrylamidelektrophorese (SDS-PAGE) nach Lammli (1970).
Hierfiir wurden zundchst Polyacrylamidgele bestehend aus einem 8 oder 10%igen Trenngel
und einem 5%igen Sammelgel (Tabelle 2.4.) hergestellt. Das Trenngel-Gemisch wurde
zwischen zwei Glasplatten pipettiert und anschlieBend mit Isopropanol iiberschichtet, um eine
gerade Abschlusskante zu erzielen. Nach erfolgter Polymerisation wurde das Isopropanol
entfernt, das Sammelgel-Gemisch auf das Trenngel gegeben und 10er oder 15er Kémme zur
Formung der Taschen in das noch fliissige Sammelgel-Gemisch eingesetzt. Vor dem
Auftragen der Proben wurden die Taschen mit Elektrophoresepuffer ausgespiilt. Die Proben
wurden je nach der weiteren Analytik (Western Blotting oder Gelatine-Zymographie)
entsprechend aufbereitet und in die Taschen der Gele pipettiert. Die Elektrophorese erfolgte
unter Verwendung von SDS-Elektrophoresepuffer in vertikalen Gelelektrophoresekammern
(Mini-Protean 3) bei 180 V fiir 70-90 min. Parallel zu den Proben wurden 8 pl eines
Molekulargewichtsmarkers (PageRuler Prestained Protein Ladder) in eine der Taschen des

Gels pipettiert und elektrophoretisch aufgetrennt.
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Tabelle 2.4. Rezeptur fiir 2 Polyacrylamidgele (Dicke: 1,5 mm).

Sammelgel 5% Trenngel 8%

Acryl-/Bisacrylamid-Lésung (30%/ 0,8%) 1,1 ml 5,0 ml
Sammelgelpuffer (4x) 1,7 ml —

Trenngelpuffer (4x) - 4,7 ml

Aqua demin. 3,8 ml 9,3 ml

(Zymographie: 7,4 ml)

Zymographie: Gelatinelosung (10%) - 1,9 ml
Ammoniumpersulfat (10%ige Losung) 49,5 ul 96 ul

TEMED 8,3 ul 9,6 ul

2.2.2.5. Western Blotting und Immundetektion

Proteinlysate wurden mit einer fiir alle Proben gleichen Menge an Gesamtprotein mit
4x reduzierendem Probenpuffer versetzt und bei 95°C fiir 3 min erhitzt. Die
elektrophoretische Auftrennung erfolgte mittels der SDS-PAGE (Abschnitt 2.2.2.4)
unter Verwendung von 8 oder 10%igen Polyacrylamidgelen. Der Transfer auf
Polyvinylidendifluorid (PVDF)-Membranen wurde nach der von Towbin et al (1979)
beschriebenen Methode in einer Nassblotkammer bei 100 V fiir 1 h bei permanenter Kiihlung
durchgefiihrt. Der erfolgreiche Transfer der Proteine wurde anschlieSend mit einer reversiblen
Ponceau-S-Férbung iiberpriift. Zur Abséttigung restlicher Protein-Bindungsstellen wurde die
Membran fiir 1 h bei Raumtemperatur mit 5%iger Milchpulverlosung behandelt. Daraufthin
wurde die Membran mit einer Verdiinnung des primiren Antikorpers (Tabelle 2.5.) in
2,5%iger Milchpulverlosung iiber Nacht bei 4°C inkubiert. Nach dreimaligem Waschen in
TBST-Puffer folgte eine zweite Inkubation mit dem entsprechenden Peroxidase-konjugierten
sekundédren Antikorper, verdiinnt in TBST-Puffer, fiir 30 min bei Raumtemperatur. Nach
mehrmaligem Waschen in TBST-Puffer wurde die Membran mit ECL-Reagenz benetzt und

eine auftretende Chemilumineszenz durch Auflegen eines Fotofilms detektiert.
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Um auf derselben Membran ein weiteres Protein zu detektieren, wurden die gebundenen
Antikorper wieder abgelost. Dazu wurde die Membran zuerst mit Stripping-Puffer fiir 8 min

bei Raumtemperatur behandelt und danach mehrmals mit TBST-Puffer gewaschen.

Tabelle 2.5. Verdiinnungen der zur Immundetektion eingesetzten Antikorper.

Primérantikdrper Verdiinnung Sekundérantikdrper ~ Verdiinnung
anti-Kininogen 1:500 anti-Kaninchen 1:3000
anti-MMP-2 1:2000 anti-Maus 1:3000
anti-GAPDH 1:50000 anti-Maus 1:2000

2.2.2.6. Gelatine-Zymographie

Prinzip und Probenvorbereitung: Bei der Zymographie wird die substratspezifische
Aktivitdt von Enzymen genutzt, um diese zu detektieren bzw. zu quantifizieren. Die Methode
basiert auf der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese, wobei ein in das Gel inkorporiertes
Substrat nach elektrophoretischer Auftrennung der Enzyme durch diese abgebaut wird. Zur
Detektion der Gelatinasen MMP-2 und MMP-9 wird hierfiir Gelatine eingesetzt. Mit der
Gelatine-Zymographie lassen sich auch die inaktiven Vorstufen (proMMPs) detektieren,
welche in Folge des Prozesses der Denaturierung mittels SDS und anschlieBender

Renaturierung aktiviert werden (Birkedal-Hansen 1982, Kleiner 1994).

Konditionierte Medien: Mit Beendigung der Experimente wurden die Uberstinde der Zellen
(Zellkulturmedien) entnommen und bei 12000 g (4°C) fiir 10 min zentrifugiert, um Zellen
oder Zellreste zu entfernen. Bis zur weiteren Verwendung wurden die somit erhaltenen
Proben, welche im folgenden Text als konditionierte Medien bezeichnet werden, bei -20°C

eingefroren.
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Probenvorbereitung: Zur Ermittlung der gelatinolytischen Aktivitét in den konditionierten
Medien wurden dquivalente Mengen (0,5 — 15 pl pro Probe) mit 5x nicht-reduzierenden
Probenpuffer versetzt und fiir die Zymographie verwendet. Die Proben wurden nicht erhitzt,

damit die enzymatische Aktivitdt der MMPs erhalten bleibt.

Zymographie: Die Proben wurden auf 8%ige Polyacrylamidgele, die zusétzlich Gelatine
(1 mg/ml) enthielten, aufgetragen und mittels der SDS-PAGE aufgetrennt. Zur Entfernung
des SDS wurde das Gel anschlieend fiir 1 h mit Renaturierungspufter (2,5% Triton-X-100 in
Aqua demin.) behandelt. Das Gel wurde dann dreimal fiir | min in Aqua demin. gewaschen,
um das Triton-X-100 wieder zu entfernen und anschlieend in Enzympuffer bei 37°C iiber
Nacht inkubiert. Daraufhin wurde das Gel in Coomassie-Féarbelosung fiir 3 h bei Raum-
temperatur unter Agitation gefarbt und anschlieBend fiir 1’2 - 2 h mit Entfarbelosung
behandelt. Dabei wurden die Bereiche mit gelatinolytischer Aktivitét als helle, transparente
Banden in einem ansonsten dunkelblau gefirbten Gel deutlich erkennbar. Die somit
erhaltenen Zymogramme wurden mit einem Durchlichtscanner gescannt und mit der Software
Quantity One (Biorad) densitometrisch ausgewertet. Zum Nachweis der durch die Aktivitit
von MMPs verursachten Gelatinolyse erfolgte bei einer parallel durchgefiihrten Zymographie

die Inkubation des Gels in Enzympuffer mit EDTA (20 mM).

2.2.2.7. Gelatinase/Kollagenase-Aktivititsassay

Behandlung der Proben mit APMA: Hierfiir wurde zunéchst eine entsprechende Menge
4-Aminophenyl-Quecksilberacetat (APMA) zur Herstellung einer 25 mM Stammlosung
mittels einer Mikrowaage eingewogen und in DMSO gelost. Unmittelbar vor der
Durchfiihrung des Aktivititsassays wurden die konditionierten Medien in Reaktionsgeféflen
mit der APMA-Stammlosung in einem Verhiltnis von 1:25 versetzt, so dass in den Anséitzen
eine Endkonzentration von 1 mM APMA vorlag. Die Ansétze wurden anschliefend durch

Vortexen griindlich durchmischt und fiir 2 h bei 37°C inkubiert.

Messung der enzymatischen Aktivitit: Zur Messung der enzymatischen Aktivitdt der

MMPs in den konditionierten Medien wurde das EnzChek® Gelatinase/Collagenase Assay Kit
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verwendet und entsprechend der Gebrauchsanweisung des Herstellers durchgefiihrt. Das
Assay basiert auf der Spaltung von Fluorescein-konjugierter Gelatine durch Proteinasen mit
gelatinolytischer Aktivitdt. Die Zunahme der daraus resultierenden Fluoreszenz ist
proportional zur proteolytischen Aktivitdt. In den Vertiefungen einer Mikrotiterplatte wurden
40 pl des APMA-behandelten konditionierten Mediums mit 140 pl Assay Puffer (50 mM
Tris-HCI, 150 mM NaCl, 5 mM CaCl,, 0,2 mM NaNj, pH 7,6) und 20 pl Substratlosung
(DQ™ Gelatine; 0,7 mg/ml) vermischt. Das Assay wurde bei 37°C fiir 17 h durchgefiihrt und
die entstehende Fluoreszenz mittels eines Fluoreszenz-Lesegerites (Anregung: 490/20 nm,
Emission: 510/10 nm) detektiert. Die gemessene Fluoreszenzintensitit der Proben wurde
hinsichtlich des Fluoreszenzhintergrundes korrigiert, indem der Werte einer Minus-Enzym-

Kontrolle (Reagenzien ohne konditioniertes Medium) abgezogen wurde.

2.2.3. Methoden der Nukleinsiureanalytik

2.2.3.1. RNA-Extraktion aus kultivierten Zellen sowie Geweben

Extraktion der Gesamt-RNA aus vaskuliren glatten Muskelzellen: Zunéichst wurden die
Zellen nach Entfernung des Zellkulturmediums zweimal mit PBS gewaschen, mittels
Trypsinierung oder mit Hilfe eines Zellschabers abgeldst und in ein Reaktionsgefil3 iiberfiihrt.
Nach einer Zentrifugation bei 1500 g fiir 5 min wurde der Uberstand vorsichtig abgesaugt.
Zur Extraktion der RNA wurde das NucleoSpin® RNA II Kit verwendet. Nach erfolgter
Zelllyse mit Lyse-Puffer in der Gegenwart von Guanidinisothiocyanat und B-Mercaptoethanol
wurde das Lysat zundchst auf eine Filtersdule gegeben und mittels Zentrifugation
aufgereinigt. AnschlieBend wurde das Filtrat mit Ethanol (70%) versetzt, auf eine Séule mit
einer Silica-Matrix gegeben und zentrifugiert. Die folgende Prozedur basierte auf der
Adsorption von RNA an die Silica-Matrix und umfasste einen DNase-Verdau (15 min bei
Raumtemperatur) gefolgt von mehreren Waschschritten. AnschlieBend wurde die RNA mit

40 pl Reinstwasser (u.p. H,O; RNase-/DNase-frei) eluiert.
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Extraktion der Gesamt-RNA aus Geweben: Die RNA aus Geweben wurde anhand einer
modifizierten Prozedur der von Chomczynski und Sacchi (1987) beschriebenen
Einzelschrittmethode unter Verwendung von TRIzol®-Reagenz extrahiert. Tiefgefrorene
Gewebestiicke wurden in ein 2 ml Reaktionsgefi gegeben, mit 1 ml TRIzol®-Reagenz
versetzt und unter Verwendung eines Dispergiergerites (Ultra Turrax”) mechanisch
homogenisiert. Das Homogenat wurde mit 200 ul Chloroform durchmischt, fiir 3 min
stehengelassen und dann zentrifugiert (10000 g, 15 min, 8°C). AnschlieBend wurde die obere,
wiassrige Phase abgenommen, in ein neues Reaktionsgefd3 transferiert und durch Zugabe von
500 pl Isopropanol die RNA gefillt. Das durch Zentrifugation (10000 g, 10 min, 8°C)
erhaltene RNA-Pellet wurde mit 75%igem Ethanol gewaschen, erneut zentrifugiert (7000 g,
5 min, 8°C), fiir 5-10 min luftgetrocknet und anschlieBend in 50 pl u.p. H,O gel6st. Zur
Entfernung potentiell vorhandener genomischer DNA wurde die so gewonnene RNA mit

DNase behandelt:

Komponente Menge

Gesamt-RNA 2 ug
10x DNase Puffer 1l
DNase (1 u/pl) 2 ul
u.p. H,O ad 10 pl

Der Ansatz wurde fiir 30 min bei 37°C inkubiert, anschlieBend mit 1 pl DNase-Stoplosung
versetzt und 10 min bei 65°C inkubiert, um die DNase zu inaktivieren. Bis zur weiteren

Verwendung wurden die RNA-Proben bei -80°C tiefgefroren.

2.2.3.2. RNA-Konzentrationsbestimmung und Qualititskontrolle

Zur Bestimmung der Konzentration und Reinheit wurden 4 ul RNA-Losung mit 96 ul u.p.
H,0 verdiinnt, in Quarz-Ultramikrokiivetten transferiert und in einem Spektrophotometer die
optische Dichte (OD) bei einer Wellenldnge von 260 und 280 nm gemessen. Anhand der

OD,g0-Messung gegen einen Leerwert konnte die Nukleinsdurekonzentration berechnet
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werden. Die Reinheit der Praparation wurde anhand des Verhiltnisses OD,50/OD2sgy tiberpriift.
Dieses wird durch Protein-Verunreinigungen beeinflusst und sollte zwischen 1,5 und 2 liegen.
Zudem wurden 0,5 pg RNA auf ein 1,5%iges TBE-Agarosegel aufgetragen und bei 100 V
elektrophoretisch aufgetrennt. Durch das in das Gel inkorporierte Ethidiumbromid lieBen sich
unter UV-Licht die 28S und 18S rRNA-Banden einer intakten Gesamt-RNA deutlich
visualisieren (Abbildung 2.1.). Dieses Verfahren diente zur Uberpriifung der Proben

hinsichtlich einer eventuell auftretenden RNA-Degradation.

28S

18S

Abbildung 2.1. RNA-Qualitiitskontrolle. Elektrophoretisch aufgetrennte Probe mit degradierter RNA (1) und
intakter RNA (2).

2.2.3.3. Reverse Transkription

Fir die Synthese von cDNA mittels reverser Transkription wurde 1 pg Gesamt-RNA
eingesetzt. Zusammen mit Random Primern wurde der Ansatz zundchst auf 70°C erhitzt, um
Sekundérstrukturen der RNA zu l6sen. Fiir die Hybridisierung der Random Primer wurde der
Ansatz anschlieBend auf 0°C abgekiihlt. Unter Verwendung der Reversen Transkriptase des
Moloney murine leukemia virus (M-MLV) wurde die cDNA-Synthese bei 37°C durchgefiihrt.

Die reverse Transkription umfasste folgende Reaktionsansitze:
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RNA 1 pg
Random Primer 1 pl 5 min, 70°C
u.p. H,O ad 10 pl

1 min auf Eis l

M-MLYV Reverse Transkriptase 0,5 pl

M-MLYV Puffer (5x) 5,0 ul
dNTPs 10 nM 1,25 ul
60 min, 37°C
RNase Inhibitor (10 u/pl) 0,75 pul
u.p. H,O 7,5 pl
Gesamtvolumen 25 ul

Parallel wurde die reverse Transkription ohne die M-MLV Reverse Transkriptase
durchgefiihrt. Die hieraus hervorgegangenen Produkte, welche im folgenden Text als (RT—)-
Kontrollen bezeichnet werden, wurden im Rahmen der PCR als Negativkontrollen verwendet.

Bis zur weiteren Verwendung wurden die cDNA-Proben bei -20°C aufbewahrt.

2.2.3.4. Real-time PCR

Zur Messung der relativen Genexpression wurde die PCR-Technik angewendet. Die PCR
wurde unter Verwendung von Taq-Polymerase, spezifischen Primern (sieche Tabelle 2.2.) und
dem Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green I durchgefiihrt. SYBR Green interkaliert in
doppelstrangige DNA und wird dadurch zur Fluoreszenz befdhigt (Morrison 1998). Somit
nimmt die Intensitét der Fluoreszenz proportional zur Menge an Amplifikaten im Verlauf der
PCR zu. Die real-time PCR-Technik bietet dabei den Vorteil, dass die Fluoreszenzintensitét
bei jedem Zyklus gemessen wird und somit die Amplifikation in "real-time" nachvollzogen
werden kann. Folgender Reaktionsansatz wurde in die Vertiefungen einer 96er Platte

pipettiert:



Material und Methoden 44

Komponente Volumina
pro Ansatz [ul]
cDNA 0,5
u.p. H;O ad 10
DMSO 0.9

Forward Primer [10 pM] 0,6
Reverse Primer [10 pM] 0,6
Taq-Polymerase [5 u/pl] 0,075

SYBR Green Mastermix 15

Total 30

StandardmiBig wurden zudem Reaktionsansitze pipettiert, bei denen die cDNA-Komponente
durch die entsprechende (RT-)-Kontrolle oder u.p. H,O ersetzt wurde. Diese dienten der
Uberpriifung hinsichtlich der Amplifikation von genomischer DNA bzw. Fremd-DNA aus
kontaminierten Reagenzien. Neben SYBR Green I enthielt der Mastermix den Fluoreszenz-
farbstoff ROX, der nicht zur Interkalation in doppelstringige DNA befdhigt ist. Dieser diente
dazu, Unterschiede in der Fluoreszenzintensitit, die nicht mit dem Amplifikationsprozess in
Verbindung stehen (z.B. Abweichungen bei den Volumina des Mastermixes), zu detektieren
bzw. auszugleichen. Die real-time PCRs wurden mit dem Mx3000P® qPCR System unter
Verwendung des folgenden Temperaturprofils durchgefiihrt:

2min  94°C Denaturierung

15s 94°C Denaturierung
40 Zyklen 15 58-61°C " Annealing

30s 72°C Elongation

Y Primer-spezifisch
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Datenanalyse: Die aus der real-time PCR hervorgegangen Daten wurden mit der GED (Gene
Expression’s CT Difference) Methode analysiert (Schefe 2006). Diese Methode bietet den
Vorteil, dass die relative Quantifizierung der Genexpression unmittelbar anhand der Daten der
vermessenen Proben erfolgt, so dass auf eine Standardkurve verzichtet werden kann. Zudem
werden PCR-Effizienzen in die Kalkulation miteinbezogen, womit die GED-Methode eine
préazise Analytik von real-time PCR-Daten erlaubt.

Zunédchst wurde anhand der Amplifikationsgrafik (Abbildung 2.2.) ein Schwellenwert
(threshold) in dem Bereich der Kurve festgelegt, in dem die Amplifikation exponentiell
verlauft (log-Phase der PCR). Der CT-Wert markiert den Zyklus der PCR, bei dem die
Amplifikationskurve den Schwellenwert kreuzt (threshold cycle). Anhand der CT-Werte
erfolgte die Berechnung des ACT-Wertes, welcher die Differenz zwischen dem CT-Wert
einer Probe und dem einer Referenzprobe (z.B. die cDNA von Zellen der Kontrollgruppe)
darstellt. PCR-Effizienzen wurden mit dem Programm LinRegPCR (Ramakers 2003) fiir jede
Amplifikation berechnet und ein Gen-spezifischer Mittelwert gebildet.

Fluorescence (dRn)

Cyiles

H —
ACT (HKG) ACT (ZG)

Abbildung 2.2. Real-time PCR-Datenanalyse. Beispiel fiir die Festlegung des Schwellenwertes und
Bestimmung der ACT-Werte anhand der Amplifikationskurven von 18S rRNA (a) und MMP-9 (b) einer Probe
(2) und einer Referenzprobe (1).
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Die somit erhaltenen Werte wurden in die folgende GED-Formel eingesetzt:

(1+E (ZG)) — ACT (ZG)

rEV=
(1+E (HKG)) —ACT (HKG)

mit ACT (Gen) = CT (Gen; Probe) — CT (Gen; Referenzprobe)

rEV = relatives Expressionsverhiltnis
E = Effizienz
ZG = Zielgen
HKG = Housekeeping-Gen

Als Housekeeping-Gen wurde die 18S-Untereinheit ribosomaler RNA (18S rRNA)
ausgewdhlt, welche unter verschiedenen experimentellen Bedingungen stabil exprimiert wird
und zur Verwendung als endogener Standard in der Quantifizierung der Genexpression
geeignet ist (Goidin 2001, Thellin 1999). Jede cDNA-Probe wurde 4fach vermessen (je Ziel-
und Housekeeping-Gen) und die Mittelwerte zur Berechnung des relatives

Expressionsverhiltnisses eingesetzt.

2.2.3.5. Nested PCR

Die nested PCR (nested (engl.) = verschachtelt) umfasst zwei aufeinander folgende
Amplifikationen, wobei das Produkt der ersten Amplifikation als Matrize in der zweiten
Amplifikation eingesetzt wird. Das zweite Primerpaar liegt dabei zwischen dem ersten
Primerpaar (Abbildung 2.3.). Mit dieser Methode lassen sich selbst sehr geringe Mengen
cDNA noch nachweisen. Zudem zeichnet sie sich, aufgrund der Verwendung von zwei
unterschiedlichen Primerpaaren, durch eine hohe Spezifitit aus. Die nested PCR wurde daher

im Rahmen dieser Arbeit zur qualitativen Analytik der Genexpression eingesetzt.
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Abbildung 2.3. Prinzip der nested PCR. Primerpaar au3en (P1), Primerpaar innen (P2).

Zur Durchfithrung der nested PCRs wurde die real-time PCR-Technik, mit dem unter
Abschnitt 2.2.3.4. beschriebenen Reaktionsansatz und Temperaturprofil (40 Zyklen)
angewendet. Fiir die erste PCR wurde dem Reaktionsansatz 1 pl cDNA zugegeben und unter
Verwendung der dufleren Primer die PCR in einem Endvolumen von 30 pl durchgefiihrt. Es
wurden dann 4 pl des Amplifikationsproduktes in ein Reaktionsgefdl transferiert und mit
u.p. H,O 1:100 verdiinnt. Fiir die zweite PCR wurden dem Reaktionsansatz 10 pl dieser
Verdiinnung zugegeben und die PCR unter Verwendung der inneren Primer durchgefiihrt.
Die nested PCR wurde parallel zu jeder cDNA-Probe mit der entsprechenden (RT-)-
Kontrolle durchgefiihrt, um die Amplifikation von genomischer oder eingeschleppter Fremd-
DNA auszuschlieBen. Die Amplifikationsprodukte wurden zur Uberpriifung auf die
Entstehung der gewiinschten Amplifikate und zur besseren Visualisierung elektrophoretisch

aufgetrennt.
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2.2.3.6. Elektrophoretische Auftrennung von Nukleinsiuren

Die aus der nested PCR gewonnenen Amplifikationsprodukte sowie RNA-Proben (RNA-
Qualititskontrolle) wurden unter Verwendung von Agarosegelen elektrophoretisch
aufgetrennt. Hierfiir wurde zunéchst ein Gel bestehend aus 1,5% oder 2% Agarose (w/v),
welche durch Aufkochen in TAE-Puffer (DNA-Proben) oder TBE-Puffer (RNA-Proben)
gelost und anschlieBend mit 0,2 pg Ethidiumbromid pro ml versetzt wurde, gegossen. Nach
dem Erkalten des Gels wurden die mit 6x Probenpuffer versetzten Proben, sowie 3 ul eines
Molekulargewichtsmarkers (GeneRuler™ DNA Ladder) in die Taschen des Gels pipettiert.
Anschlielend erfolgte die Elektrophorese in horizontalen Gelelektrophoresekammnern unter
Verwendung von TAE-Puffer (DNA-Proben) oder TBE-Puffer (RNA-Proben) bei 100-150 V
fiir 30-45 min. Nach Ablauf der Elektrophorese wurde das Gel unter UV-Licht betrachtet und

mit einer CCD-Kamera fotografiert.

2.2.4. Statistische Auswertung

Die Ergebnisse der Zellkulturexperimente sind dargestellt als Mittelwerte + Standardfehler
des Mittelwertes (SEM; standard error of the mean). Die Berechnung der Mittelwerte
erfolgte anhand der Messwerte von mindestens drei separat durchgefiihrten Experimenten mit
jeweils drei Ansdtzen pro Behandlungsgruppe. Unter Annahme einer Normalverteilung der
Mittelwerte wurde fiir die statistische Auswertung der gepaarte, zweiseitige Student-t-Test
verwendet. Dabei wurde zur Uberpriifung der Varianzhomogenitit standardmiBig zunichst
ein F-Test durchgefiihrt. Die Differenz zweier Mittelwerte wurde bei einem p-Wert<0,05 als
signifikant bewertet.

Fiir die statistische Auswertung und graphische Darstellung der Daten kamen die Programme
Excel 2002 (Microsoft, Redmond, USA) und SigmaPlot 8.0 (Systat, San Jose, USA) zur

Anwendung.
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3. Ergebnisse

3.1. Gewinnung und Charakterisierung glatter Gefalmuskelzellen

Fir die Gewinnung von glatten GefdBmuskelzellen (VSMCs) aus der Aorta sind im
Wesentlichen zwei Methoden beschrieben, der Enzymverdau und die Explantatmethode.
Wihrend bei dem Enzymverdau die Zellen durch Behandlung des Gewebes mit einer
Enzymlosung aus dem Zellverbund geldst werden, beruht die Explantatmethode auf dem
Auswuchs der Zellen aus priparierten Gewebestiicken. Der letztgenannten Methode werden
die Vorteile zugesprochen, dass der Phianotyp der Zellen auch weiterhin durch Interaktionen
mit benachbarten Zellen sowie mit der umgebenden extrazelluldren Matrix beeinflusst werden
kann (McMurray 1991). Daher wurde fiir die vorliegende Arbeit zur Gewinnung von VSMCs
die Explantatmethode (Abschnitt 2.2.1.1.) etabliert und verwendet.

Hinsichtlich der in der Aorta konstitutiv vorkommenden Zelltypen, den Endothelzellen,
VSMCs und Fibroblasten, ermoglicht diese Methode eine selektive Isolierung von VSMCs.
Im Rahmen der Priparation der Aorta wurde diese zundchst unter aseptischen Bedingungen
gesdubert, anhdngendes Fett- und Bindegewebe entfernt und abgehende Arterien abgetrennt.
AnschlieBend wurde das Gefdll unter der Sterilbank longitudinal gedffnet und das
Endothelium entfernt. Somit war die Moglichkeit eines Wachstums von Endothelzellen nicht
mehr gegeben. Zudem miissten fiir die Gewinnung dieses Zelltyps spezielle Bedingungen in
Bezug auf Wachstumsfaktoren sowie Beschaffenheit der Kulturflache erfiillt sein. Nach der
Entfernung des Endotheliums erfolgte die Praparation der Explantate, die mit der luminalen
Seite auf die Kulturflache gebracht wurden. Dadurch erhielten die Explantate tiber die Tunica
media Kontakt zur Kulturfliche, womit einerseits der Auswuchs von VSMCs aus der Tunica
media ermdglicht und andererseits der von Fibroblasten aus der Tunica adventitia vermieden

werden kann.

Im Rahmen der Etablierung der Explantatmethode hat es sich als vorteilhaft erwiesen, mit
moglichst kleinen Explantaten (~2-3 mm?) zu arbeiten und in den ersten 48 h wenig
Kulturmedium zu verwenden, um die Adhdsion der Explantate auf der Kulturfliche zu
ermoglichen bzw. zu optimieren. Somit konnte eine Adhésion von ca. 70% der préparierten

Explantate erzielt werden, von denen ca. jedes dritte einen zelluldren Auswuchs aufwies.
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Abbildung 3.1. Gewinnung und Kultivierung von VSMCs.
Lichtmikroskopische Aufnahme eines Explantats mit herauswachsenden Zellen (Bild A; Originalvergro3erung

40x) und von konfluenten VSMCs mit charakteristischer "Hiigel und Tal"-Morphologie (Bild B; Original-
vergrofierung 100x)

Abbildung 3.2. Detektion von a-Aktin in primdren VSMCs mittels Immunfluoreszenz.

Die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen zeigen die Markierung der a-Aktin-Isoform glatter Muskelzellen
(Cyanin 3 = rot) und die Farbung der Zellkerne (Hoechst 33342 = blau). Bild A: OriginalvergroBerung 400x,
Bild B: Originalvergroerung 630x, bei der die a-Aktin enthaltenden Aktinfilamente erkennbar sind.
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Der erste Auswuchs von Zellen aus den Explantaten trat iiblicherweise nach 9-15 Tagen
Inkubation mit Zellkulturmedium mit einem hohen FBS-Anteil (20 %) auf. Die Zellen wiesen
infolge der Proliferation und der damit verbundenen zunehmenden Konfluenz bei
lichtmikroskopischer Betrachtung die fiir VSMCs charakteristische "Hiigel und Tal"-
Morphologie sowie eine Organisationsstruktur in Form mehrschichtiger Zelllagen auf
(Abbildung 3.1.).

Zur weiteren Charakterisierung der gewonnenen Zellen wurden diese einer Immundetektion
auf o-Aktin unterzogen. Abbildung 3.2. zeigt reprisentative fluoreszenzmikroskopische
Aufnahmen nach Behandlung der Zellen mit einem anti-a-Aktin-Antikorper, welcher
spezifisch an die o-Aktin-Isoform glatter ~Muskelzellen bindet. Durch die
Antikorpermarkierung konnte die a-Aktin-Isoform in den gewonnenen Zellen qualitativ
nachgewiesen und zudem eine typische Anordnung der Aktinfilamente in Form einer
Scherengitterstruktur beobachtet werden. Zusammen mit der Zellkernfarbung, welche der
Detektion potentiell nicht markierter Zellen diente, konnte somit nachgewiesen werden, dass

es sich bei den gewonnenen Zellen ausschlieBlich um VSMCs handelt.

Fiir die vorliegende Arbeit wurden aus den Aorten von Ratten der Stimme Wistar, Brown
Norway und Brown Norway Katholiek mehrere VSMC-Kulturen pro Stamm gewonnen.
Dabei konnten im Rahmen der Gewinnung und Kultivierung der Zellen hinsichtlich ihrer
Herkunft keine offensichtlichen Unterschiede in Bezug auf deren Zellmorphologie, Viabilitdt

und Proliferationsrate festgestellt werden.
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3.2. Etablierung eines Stimulationsmodells der induzierten Expression von

MMP-2 und MMP-9 in VSMCs

In der Literatur sind verschiedenartige Agenzien beschrieben, welche die Expression von
MMPs in vaskuldren Zellen in vitro erhdhen bzw. induzieren. So bewirkt oxidiertes /ow-
density lipoprotein (LDL) eine Zunahme der Expression von MMP-1 in vaskuldren
Endothelzellen (Huang 1999). Das Mitogen Phorbol-12-Myristat-13-Acetat (PMA) induziert
die Expression von MMP-3 und MMP-9 in VSMCs (Kenagy 1994) und der Wachstumsfaktor
basic fibroblast growth factor (bFGF) bewirkt eine Zunahme der Expression von MMP-2 in
VSMCs (Wen 2002). Des Weiteren sind diverse Zytokine bekannt dafiir, die Expression von
MMPs in verschiedenen Zelltypen anzuregen. So fithrt die Behandlung kardialer
Endothelzellen mit Interleukin-18 (IL-1B) zu einer Zunahme der MMP-2-Expression
(Mountain 2007). Galis et al. (1994) konnten zeigen, dass durch Stimulation von VSMCs mit
Interleukin-1o (IL-1a) sowie mit Tumor-Nekrose-Faktor-a (TNFa) die basale Sekretion von
MMP-2 zunimmt. Zudem induziert IL-1a die Freisetzung von MMP-9 in VSMCs (Fabunmi
1996, Galis 1994). In Gewebeextrakten von abdominalen Aortenaneurysmen konnten
verschiedene Zytokine in erhohten Mengen nachgewiesen werden, darunter IL-1p (Pearce
1992), IL-1ao und TNFa (Lindeman 2008). Fiir die Etablierung eines in vitro-Modells,
welches im Kontext mit den pathophysiologischen Prozessen in vivo steht, bot sich daher die
Verwendung eines Zytokins zur Stimulation der Expression von MMPs an. Da IL-1a iiber das
Potential verfiigt in VSMCs sowohl die Freisetzung von MMP-9 zu induzieren, als auch die
basale Freisetzung von MMP-2 zu erhdéhen, wurde dieses Zytokin im Rahmen der Etablierung

eines Stimulationsmodells getestet.

3.2.1. Stimulation von VSMCs mit Interleukin-1a

Zur Ermittlung einer geeigneten Konzentration erfolgte zunichst eine Behandlung von
VSMCs mit [L-1a in den Konzentrationen 1, 5, 10, 20 und 40 ng/ml iiber einen Zeitraum von
48 h. Zuvor wurden die Zellen bis zur vollstindigen Konfluenz kultiviert, um Einfliisse von
Zell-Zell-Interaktionen auf die Expression von MMPs zu beriicksichtigen. Zudem wurde vor
Beginn der Behandlung ein Serumentzug durchgefiihrt (Abschnitt 2.2.1.4.), um den

Zellstoffwechsel auf ein basales Niveau zu reduzieren. Im Anschluss an die Stimulation mit
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IL-1a wurde das Zellkulturmedium, welches {iber die Dauer des Experimentes durch die
Zellen konditioniert wurde (= konditioniertes Medium), mittels der Gelatine-Zymographie

hinsichtlich der Sekretion von MMP-2 und -9 analysiert.

«— proMMP-2
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Abbildung 3.3. Behandlung von VSMCs mit IL-1a in verschiedenen Konzentrationen.
Die Zellen wurden fiir 48 h mit IL-1a in den angezeigten Konzentrationen oder unter basalen Bedingungen
(Kontrolle; KT) kultiviert. Dargestellt ist das Ergebnis der zymographischen Analyse des konditionierten

Mediums.

Abbildung 3.3. zeigt das Ergebnis der zymographischen Analyse der nach 48 h gewonnenen
konditionierten Medien. Das Zymogramm weist Banden bei 72 und 62 kDa auf, entsprechend
der proForm und aktiven Form der MMP-2. Es ist zu erkennen, dass im Vergleich zur basalen
Expression unbehandelter Zellen (Kontrolle) die Behandlung mit IL-1a zu einer deutlichen
Zunahme der Sekretion von MMP-2 fiihrt. In den konditionierten Medien von IL-la-
behandelten VSMCs konnte zudem ein Protein mit gelatinolytischer Aktivitidt bei 92 kDa
detektiert werden, entsprechend proMMP-9. Aus dem Zymogramm ist ersichtlich, das IL-1a
in geringen Konzentrationen eine anndhernd gleich starke Induktion der MMP-9-Sekretion
bzw. Stimulation der Sekretion der MMP-2 bewirkt wie in hohen Konzentrationen. Dies
entspricht der Erkenntnis, dass bereits wenige Ligand-IL-1a-Rezeptorbindungen ausreichen,

um eine starke intrazelluldre Signaltransduktion auszuldsen (Auron 1998).
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Abbildung 3.4. Zeitverlauf der IL-1a-induzierten MMP-9-Sekretion.

8 ul konditioniertes Medium wurden pro Ansatz fiir die zymographische Analyse eingesetzt.
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Abbildung 3.5. Zeitverlauf der IL-1a-induzierten Zunahme der MMP-2-Sekretion.

1 pl konditioniertes Medium wurde pro Ansatz fiir die zymographische Analyse eingesetzt.
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Zur Ermittlung einer geeigneten Behandlungsdauer wurde das AusmaBl der MMP-9- und
MMP-2-Sekretion zu verschiedenen Zeitpunkten bestimmt. Wie in Abbildung 3.4. zu
erkennen ist, war nach 6 h Stimulation der Zellen mit 10 ng/ml IL-la kein MMP-9 im
konditionierten Medium detektierbar. Nach 24 h Stimulation war im Vergleich zum
konditionierten Medium unbehandelter Zellen eine allenfalls geringfiigige Freisetzung von
MMP-9 feststellbar. Dahingegen resultierte eine Stimulation {iber einen Zeitraum von 48 h in
einer deutlichen Induktion der MMP-9-Sekretion. Die zymographische Analyse der
konditionierten Medien hinsichtlich der Sekretion von MMP-2 (Abbildung 3.5.) zeigte eine
unverdnderte basale Sekretion nach 6 h Stimulation mit 10 ng/ml IL-1a auf. Nach 24 h konnte
eine geringfiigige und nach 48 h eine deutliche Zunahme des Levels von proMMP-2 wie auch
von aktivem MMP-2 in den konditionierten Medien stimulierter Zellen im Vergleich zur
basalen MMP-2-Sekretion unbehandelter Zellen festgestellt werden. Aufgrund dieser
Ergebnisse wurden alle Experimente in dieser Arbeit, in denen eine Stimulation mit IL-1a

erfolgte, liber einen Zeitraum von 48 h mit 10 ng/ml IL-10 durchgefiihrt.

72 kDa— <« proMMP-2
gl «— aMMP-2
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Kontrolle TNFo IL-1a

Abbildung 3.6. IL-1a und TNFa im Vergleich.
VSMCs wurden fiir 48 h mit IL-1a (10 ng/ml) oder TNFa (10 ng/ml) behandelt oder unter basalen Bedingungen
(Kontrolle) kultiviert. Dargestellt ist das Ergebnis der zymographischen Analyse der durch die Zellen

konditionierten Medien.

Neben IL-1a wurde das Zytokin TNFa im Rahmen der Etablierung eines Stimulationsmodells
getestet. Hinsichtlich ihres Potentials, die Sekretion der MMP-2 und -9 durch VSMCs zu
induzieren, konnte im direkten Vergleich beider Zytokine festgestellt werden, dass IL-10 und
TNFa eine anndhernd gleich starke Zunahme der MMP-2-Sekretion hervorrufen. Zudem
bewirkte TNFa auch eine Induktion der MMP-9-Sekretion, welche allerdings im Vergleich
zur IL-1a-hervorgerufenen MMP-9-Sekretion sehr viel schwécher ausfiel (Abbildung 3.6.).
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3.2.2. Nachweis der durch MMPs erzeugten Gelatinolyse

Die Gelatine-Zymographie dient der Detektion und quantitativen Analyse von MMPs, welche
eine substratspezifische Aktivitit gegen Gelatine aufweisen. Dieses Analyseverfahren
zeichnet sich durch eine hohe Sensitivitdt und Prézision aus (Snoek-van Beurden 2005).
Durch die Analyse konditionierter Medien konnen mittels der Gelatine-Zymographie
Aussagen iiber das Ausmal der Freisetzung bzw. Sekretion der MMPs durch VSMCs tiber
einen definierten Zeitraum, d.h. vom Zeitpunkt der Zugabe von neuem Zellkulturmedium bis
zur Entnahme, getroffen werden. Da neben den MMPs auch weitere Proteinasen, z.B.
Serinproteinasen, eine Substratspezifitit fiir Gelatine aufweisen, wurde die Abhingigkeit der
im Rahmen der Zymographie detektierten Gelatinolyse von Metallionen iiberpriift. Durch
Bildung von Chelatkomplexen entzieht EDTA dem katalytischem Zentrum Metallionen und
hemmt auf diese Weise die Aktivitdt von MMPs. Wie aus Abbildung 3.7. ersichtlich, wird die
auftretende Gelatinolyse vollstindig durch EDTA inhibiert.

95 kDa—
EDTA

72 kDa—

-+
IL-1a

Abbildung 3.7. Inhibition der Gelatinolyse durch EDTA.

6 ul konditioniertes Medium von unbehandelten oder mit IL-1a (10 ng/ml) stimulierten VSMCs wurden fiir die
Gelatine-Zymographie verwendet. Die Entwicklung der Zymogramme erfolgte im normalen Enzympuffer
(linkes Bild) oder im Enzympuffer, der mit EDTA [20 mM] versetzt worden war (rechtes Bild).
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3.2.3. Nachweis der proForm der detektierten MMPs

Aus dem Vergleich mit den Positionen von vorgefiarbten Molekulargewichtsmarkern in den
Zymogrammen geht hervor, dass MMP-9 im konditionierten Medium von IL-1a-stimulierten
VSMCs fast ausschlieBlich als 92 kDa proMMP-9 vorzuliegen scheint. Zur Verifizierung
dieser Annahme wurde das konditionierte Medium mit 4-Aminophenyl-Quecksilberacetat
(APMA) behandelt. APMA bewirkt eine artifizielle Auslosung des "cysteine switch*
(Abschnitt 1.2.1.) und ruft eine Konversion von proMMP-9 hervor, bei der unter
Verringerung des Molekulargewichts gelatinolytisch aktive MMP-9-Formen entstehen
(Okada 1992).
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Abbildung 3.8. Konversion der proMMPs mittels APMA.

Das konditionierte Medium von IL-la-stimulierten VSMCs (10 ng/ml IL-la) wurde mit APMA in den
angegebenen Konzentrationen versetzt und fiir 3 h bei 37°C inkubiert. Die anschlieBende zymographische
Analyse erfolgte mit 5 pl pro Probe zur Detektion der MMP-9-Formen (A) und 2 pl pro Probe zur Detektion der
MMP-2-Formen (B).

Wie in Abbildung 3.8. zu erkennen ist, fithrte die Behandlung mit APMA
konzentrationsabhingig zu einer deutlichen Abschwichung der gelatinolytischen Bande bei
92 kDa. Zudem weist das Zymogramm eine neue gelatinolytische Bande bei ~80 kDa auf.
Diese durch APMA hervorgerufene Konversion belegt, dass es sich bei der 92 kDa Bande um
proMMP-9 handelt. Dariiber hinaus wurde die gelatinolytische Bande bei 72 kDa durch die
Behandlung mit APMA abgeschwécht, was darauf schlieBen ldsst, dass es sich bei dieser
Bande um die proForm der MMP-2 handelt. Zudem weist das Zymogramm eine neue
gelatinolytische Bande bei ~60 kDa, wobei es sich aller Voraussicht nach um eine

prozessierte Form der aktiven MMP-2 handelt (Brown 1990). Zusitzlich zu dieser
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Untersuchung konnte sowohl die proForm als auch die aktive Form der MMP-2 durch eine
Immundetektion mit einem spezifischen anti-MMP-2-Antikorper nachgewiesen werden (siche

Abschnitt 3.4.1.).

3.3. Effekt von gespaltenem HK auf die Zytokin-induzierte MMP-9-

Expression

3.3.1. Untersuchung der MMP-9-Sekretion
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Abbildung 3.9. Effekt von gespaltenem HK auf die Zytokin-induzierte MMP-9-Sekretion.

VSMCs wurden unter basalen Bedingungen kultiviert (-) oder mit 10 ng/ml IL-1a (+) und gespaltenem HK in
den angegebenen Konzentrationen behandelt. (A) Zymographische Analyse der konditionierten Medien. (B)
Densitometrische Auswertung der Zymogramme. Das Diagramm zeigt die Mittelwerte £+ SEM aus vier
unabhéngigen Experimenten. In jedem Experiment wurden die densitometrischen Werte auf die entsprechenden

Werte der allein mit IL-1a behandelten Zellen normalisiert.
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Um mogliche Effekte von gespaltenem HK auf die Expression von MMP-9 zu untersuchen,
wurden VSMCs mit 10 ng/ml IL-1a stimuliert und simultan mit gespaltenem HK in den
Konzentrationen 10 nM, 100 nM und 1 pM behandelt. Nach 48 h wurde das konditionierte
Medium hinsichtlich der Freisetzung von MMP-9 mittels Gelatine-Zymographie analysiert.
Abbildung 3.9. zeigt die Zytokin-vermittelte Induktion der MMP-9-Sekretion in das
Kulturmedium, erkennbar an der gelatinolytischen Bande bei 92 kDa im Zymogramm, welche
durch proMMP-9 hervorgerufen wird (siche Abschnitt 3.2.3.). Durch die simultane
Behandlung der Zellen mit gespaltenem HK wird die Zytokin-induzierte Sekretion von MMP-
9 reduziert. Die densitometrische Auswertung der Zymogramme ergab, dass gespaltenes HK
in einer konzentrationsabhéngigen Art und Weise die MMP-9-Sekretion vermindert, mit einer

maximalen Reduzierung auf 49 + 6 % (p<0,01) durch 1 uM gespaltenes HK.

3.3.2. Untersuchung der MMP-9-mRNA-Expression

Um herauszufinden, inwieweit gespaltenes HK die MMP-9-Expression auf der Ebene der
mRNA  Dbeeinflusst, wurde die MMP-9 mRNA-Expression in den jeweiligen
Behandlungsgruppen mittels real-time PCR bestimmt. VSMCs, die unter basalen
Bedingungen kultiviert wurden (Kontrolle), wiesen keine MMP-9-mRNA auf. Dahingegen
bewirkt die Stimulation der Zellen mit 10 ng/ml IL-1a eine starke Induktion der mRNA-
Expression von MMP-9. Die in Abbildung 3.10. dargestellten Resultate aus vier
unabhingigen Experimenten zeigen auf, dass gespaltenes HK konzentrationsabhéngig die
Zytokin-induzierte MMP-9-mRNA-Expression vermindert. In den Konzentrationen 100 nM
und 1 pM bewirkte gespaltenes HK eine Reduktion auf 59 + 11 % (p<0,05) bzw. 48 + 5 %
(p<0,01).

Somit wird sowohl die Sekretion (vgl. Abbildung 3.9.) als auch die mRNA-Expression von
MMP-9 in einem nahezu gleichen Ausmall durch gespaltenes HK negativ reguliert. Diese
Ergebnisse weisen darauf hin, dass der Effekt von gespaltenem HK auf die Zytokin-induzierte
Sekretion von MMP-9 in erster Linie auf eine negative Regulation der entsprechenden mRNA

zurickzufiihren ist.
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Abbildung 3.10. Effekt von gespaltenem HK auf die Zytokin-induzierte MMP-9-mRNA-Expression.
Das Diagramm zeigt die auf 18S rRNA normalisierte, relative mRNA-Expression (Mittelwerte + SEM).

3.3.3. Untersuchung der MMP-9-mRNA-Degradation

Hinsichtlich der durch gespaltenes HK hervorgerufenen Reduktion der MMP-9-mRNA-
Expression in Zytokin-stimulierten VSMCs sollte die Frage geklart werden, inwieweit diesem
Effekt moglicherweise eine erhohte MMP-9-mRNA-Degradation zugrunde liegen konnte. Zur
Untersuchung der MMP-9-mRNA-Degradation wurde Actinomycin D verwendet. Diese
Substanz aus der Gruppe der zytotoxischen Antibiotika bindet an doppelstringige DNA und
blockiert dadurch die RNA-Synthese.

Vor der Behandlung mit Actinomycin D wurden die Zellen zundchst fiir 48 h einer
Stimulation mit IL-la (10 ng/ml) unterzogen, um die MMP-9-mRNA-Expression zu
induzieren. AnschlieBend wurde das Kulturmedium entfernt und durch neues ersetzt, welches
fiir die eine Behandlungsgruppe Actinomycin D (5 pg/ml) und IL-1a (10 ng/ml) und fiir die
andere Behandlungsgruppe Actinomycin D (5 pg/ml), IL-1a (10 ng/ml) und gespaltenes HK
(1 pM) enthielt. Zur Bestimmung des AusmaBes der MMP-9-mRNA-Degradation wurde
die Menge der verbleibenden MMP-9-mRNA unter Transkriptionsblockade durch
Actinomycin D nach 12 bzw. 24 h semiquantitativ bestimmt. Hierfiir erfolgte im Rahmen der

real-time PCR-Analytik eine Normalisierung auf die ribosomale 18S RNA, die durch
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Ausbildung von Sekundirstrukturen eine hohe Stabilitdt aufweist und relativ zur MMP-9-

mRNA einer sehr viel langsameren Degradation unterliegt (Akool 2003, Eberhardt 2002).

Wie aus Abbildung 3.11. ersichtlich, trat nach 12 h nahezu keine Degradation der MMP-9-
mRNA in beiden Behandlungsgruppen auf. Dahingegen konnte nach 24 h in der
Behandlungsgruppe mit Actinomycin D und IL-1a eine Abnahme der verbleibenden MMP-9-
mRNA auf 76 £ 16 % bzw. in der Behandlungsgruppe mit Actinomycin D, IL-la und
gespaltenem HK eine Abnahme auf 70 + 10 % ermittelt werden. Dabei konnte jedoch kein
signifikanter Unterschied zwischen den beiden Behandlungsgruppen festgestellt werden.
Dieses Ergebnis zeigt auf, das die Reduktion der Zytokin-induzierten MMP-9-mRNA-
Expression durch gespaltenes HK nicht aus einer erhdhten Degradation der MMP-9-mRNA

resultiert.
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Abbildung 3.11. MMP-9-mRNA-Degradation.

VSMCs wurden zunéchst fiir 48 h mit 10 ng/ml IL-1a stimuliert und anschlieBend mit Actinomycin D (Act D;
5 pg/ml) und IL-1a (10 ng/ml) +/- gespaltenes HK (1 uM) fiir weitere 12 oder 24 h behandelt. Das Diagramm
zeigt die verbleibende MMP-9-mRNA in Prozenten (Mittelwerte = SEM), relativ zur MMP-9-mRNA-

Expression vor der Behandlung mit Actinomycin D.
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3.4. Effekt von gespaltenem HK auf die Zytokin-stimulierte MMP-2-

Expression

3.4.1. Untersuchung der MMP-2-Sekretion

Um festzustellen, inwieweit gespaltenes HK auch auf die Expression von MMP-2 Einfluss
nimmt, wurde zundchst die MMP-2-Sekretion durch VSMCs untersucht. Hierfiir wurden die
konditionierten Medien von VSMCs, die fiir 48 h mit 10 ng/ml IL-1a stimuliert und simultan
mit gespaltenem HK in den Konzentrationen 10 nM, 100 nM und 1 pM behandelt worden

waren, mittels der Gelatine-Zymographie analysiert.

Wie in Abbildung 3.12. dargestellt, nahm die basale proMMP-2-Sekretion (Bande bei
72 kDa) durch VSMCs infolge die Stimulation mit IL-1a deutlich zu (119 £ 36 %). Zudem
war in den konditionierten Medien der Level von aktivem MMP-2 (Bande bei 62 kDa) infolge
der Zytokin-Stimulation signifikant erhoht (80 + 21 %). Die Auswertung von vier
unabhingigen Experimenten ergab, dass die simultane Behandlung Zytokin-stimulierter
Zellen mit gespaltenem HK in den Konzentrationen 10 und 100 nM im Vergleich zu den
entsprechenden Werten der einzig mit IL-la behandelten VSMCs keine signifikanten
Unterschiede hinsichtlich der proMMP-2 Sekretion sowie des Levels von aktivem MMP-2 in
den konditionierten Medien hervorgerufen hatte. Dahingegen war durchgéngig in allen
Experimenten festzustellen, dass gespaltenes HK in einer Konzentration von 1 uM sowohl
eine signifikante Reduktion der proMMP-2-Sekretion (31 + 12 %) als auch eine Abnahme
von aktivem MMP-2 (26 + 6 %) bewirkte.

Die zymographische Analyse lieB zudem erkennen, dass die Behandlung mit gespaltenem HK
zu einer gleichmiBigen Abnahme des Levels von sowohl aktivem MMP-2 als auch von
proMMP-2 in den konditionierten Medien fiihrte und auf das relative Verhéltnis der aktiven

Form zur proForm keinen Einfluss nahm (Tabelle 3.1.).
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Abbildung 3.12. Effekt von gespaltenem HK auf die Zytokin-induzierte MMP-2-Sekretion.

VSMCs wurden unter basalen Bedingungen kultiviert (-) oder mit 10 ng/ml IL-1a (+) und gespaltenem HK in
den angegebenen Konzentrationen behandelt. (A) Zymographische Analyse der konditionierten Medien. Die
Diagramme zeigen die Mittelwerte + SEM der densitometrischen Auswertung fiir (B) proMMP-2 und (C)
aktives MMP-2 von vier unabhéngigen Experimenten. In jedem Experiment wurden die densitometrischen

Werte auf die entsprechenden Werte unbehandelter Zellen normalisiert.
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Behandlungsgruppe OD aMMP-2/ OD proMMP-2 p-Wert
Kontrolle 4,97 (£0,89) 0,082
IL-1a [10 ng/ml] 3,87 (+0,72) -
+ gespaltenes HK [10 nM] 3,85 (+£0,60) 0,978
+ gespaltenes HK [100 nM] 4,10 (x0,74) 0,248
+ gespaltenes HK [1 uM] 4,09 (£0,75) 0,142

Tabelle 3.1. Verhiltnis aktives MMP-2 zu proMMP-2 in den konditionierten Medien.
Anhand der Werte fiir die optische Dichte (OD) wurde fiir jedes Zymogramm das Verhidltnis aMMP-2/
proMMP-2 kalkuliert. Dargestellt sind die Mittelwerte (= SEM) und die p-Werte (vs. IL-1a-Gruppe).

Zur Verifizierung der Resultate wurde zudem eine Detektion auf MMP-2 in den gewonnenen
konditionierten Medien mittels Western Blotting durchgefiihrt. Hierfiir wurden &dquivalente
Mengen der konditionierten Medien aus den verschiedenen Behandlungsgruppen fiir die SDS-
PAGE verwendet. Die in den konditionierten Medien enthaltenen Proteine wurden wie unter
Abschnitt 2.2.2.4. und 2.2.2.5. beschrieben elektrophoretisch aufgetrennt und auf eine
Membran transferiert. Fiir die anschlieBende Immundetektion wurde ein spezifischer anti-
MMP-2-Antikdrper verwendet, der sowohl an die pro- als auch die aktive Form der MMP-2
bindet. Wie anhand des in Abbildung 3.13. dargestellten Ausschnitts eines reprisentativen
Western Blots zu erkennen ist, konnten die aus der Gelatine-Zymographie hervorgegangenen

Ergebnisse im Western Blot bestétigt werden.

72 kDa — —— (—pl’OMMP-Z
" S S SR W | < aMMP-2
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10nM 100nM 1 uM

gespaltenes HK

Abbildung 3.13. Detektion von MMP-2 in den konditionierten Medien mittels Western Blotting.
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3.4.2. Untersuchung der MMP-2-mRNA-Expression

Fiir diese Untersuchung wurde die MMP-2-mRNA-Expression in VSMCs der verschiedenen
Behandlungsgruppen mittels der real-time PCR-Analytik bestimmt. Dabei konnte festgestellt
werden, dass die Expression der MMP-2-mRNA bereits unter basalen Bedingungen
(Kontrollgruppe) stark ausgeprigt war. Interessanterweise wurde die basale MMP-2-mRNA -
Expression weder durch die Stimulation mit IL-1a noch durch die gleichzeitige Behandlung
mit gespaltenem HK in verschiedenen Konzentrationen signifikant verdndert (Abbildung
3.14.). Somit konnten die auf der Proteinebene festgestellten Effekte von IL-la und
gespaltenem HK hinsichtlich der Sekretion der MMP-2 durch VSMCs auf der Ebene der

mRNA nicht ausgemacht werden.
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Abbildung 3.14. Analyse der MMP-2-mRNA-Expression.
Das Diagramm zeigt die Resultate der real-time PCR-Analyse der MMP-2-mRNA-Expression, normalisiert auf
18S rRNA. Die Mittelwerte + SEM von vier unabhingigen Experimenten sind angegeben in Prozenten relativ

zur MMP-2-mRNA-Expression unbehandelter VSMCs.
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3.4.3. Gespaltenes HK nimmt keinen Einfluss auf die gelatinolytische Eigenschaft der
MMP-2 und MMP-9

Um festzustellen, ob das im Zellkulturmedium enthaltene gespaltene HK iiber direkte
Interaktionen mit den MMPs einen Einfluss auf die gelatinolytische Eigenschaft der MMP-2
und MMP-9 in den konditionierten Medien nimmt, wurden zellfreie Inkubationsexperimente
durchgefiihrt. Diese Inkubationsexperimente erfolgten mit konditionierten Medien von
VSMCs, die fir 48 h mit IL-lo (10 ng/ml) stimuliert worden waren. Aliquote der
konditionierten Medien wurden mit gespaltenem HK versetzt (Endkonzentration 1uM) und

analog zu dem Behandlungsschema der Zellkulturexperimente fiir 48 h bei 37°C inkubiert.

IL-1a
IL-1a +HKa [1uM]

72 kD -
MMP-2

Abbildung 3.15. Zellfreie Inkubation mit gespaltenem HK.

Aliquote konditionierter Medien von IL-1a-stimulierten VSMCs wurden mit oder ohne gespaltenem HK [1 uM]
fiir 48 h bei 37°C inkubiert. Fiir die zymographische Analyse von MMP-9 wurden 8 pl, fiir die von MMP-2 1 ul
Volumen pro Probe eingesetzt. Das Zymogramm zeigt die Ergebnisse von jeweils 3 identisch behandelten

Proben.

Wie in Abbildung 3.15. zu erkennen ist, weist das im Anschluss an die Inkubation entwickelte
Zymogramm nahezu identische gelatinolytische Banden fiir alle Proben auf. Somit hat die
zellfreie Inkubation mit gespaltenem HK keinen Einfluss auf die von proMMP-9 sowie von
pro- und aktives MMP-2 hervorgerufene Gelatinolyse genommen. Dieses Ergebnis bestarkt
diec Annahme, dass die zuvor im Rahmen der zymographischen Analyse festgestellte
Verminderung der Gelatinolyse (Abschnitt 3.3.1. und 3.4.1.) auf eine durch gespaltenes HK
vermittelte Reduzierung der zelluldren Expression bzw. Sekretion der entsprechenden MMPs

zuriickzufiihren ist.
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3.5. Die Zytokin-induzierte Zunahme der TIMP-1-Expression wird durch
gespaltenes HK weiter erhoht

Die spezifischen endogenen Inhibitoren der MMPs, die TIMPs, sind wesentlich an der
Regulation der Aktivitdt von MMPs beteiligt. Um festzustellen, inwieweit gespaltenes HK auf
die Expression von TIMPs in VSMCs Einfluss nimmt, wurde die mRNA-Expression von
TIMP-1 und TIMP-2 untersucht. Analog der Untersuchungen zur Expression von MMPs
wurden hierfiir cDNA-Proben von VSMCs verwendet, die fiir 48 h mit 10 ng/ml IL-1a
stimuliert und simultan mit gespaltenem HK in den Konzentrationen 10 nM, 100 nM und

1 uM behandelt worden waren.
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Abbildung 3.16. Effekt von gespaltenem HK auf die TIMP-1-mRNA-Expression in Zytokin-stimulierten
VSMCs. Die Zellen wurden unter basalen Bedingungen kultiviert (-) oder mit 10 ng/ml IL-la (+) und
gespaltenem HK in den angegebenen Konzentrationen behandelt. Dargestellt ist die auf 18S rRNA normalisierte
mRNA-Expression (Mittelwert + SEM) in Prozenten, relativ zur TIMP-1-mRNA-Expression unbehandelter
VSMCs.

Die Ergebnisse der semiquantitativen TIMP-1-mRNA-Analyse mittels real-time PCR
(Abbildung 3.16.) zeigen, dass die Stimulation der Zellen mit IL-1a eine deutliche Zunahme
der TIMP-1-mRNA-Expression (368 + 51%) im Vergleich zur basalen Expression

unbehandelter Zellen hervorgerufen hat. Relativ zu der Zytokin-induzierten Zunahme der
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TIMP-1-mRNA-Expression, wurde diese durch gespaltenes HK um 49 + 16 % (10 nM),
60 = 20 % (100 nM) und 45 £ 6 % (1 uM) weiter verstarkt. Die Auswertung von drei
unabhédngigen Experimenten ergab, dass dieser Effekt bei einer Konzentration von 1 pM

gespaltenem HK statistische Signifikanz erreicht.

Aufgrund dieser Ergebnisse wurde in einem zuséitzlichen Experiment ermittelt, ob gespaltenes
HK auch ohne Stimulation der Zellen mit IL-1a eine erhohte TIMP-1-Expression hervorruft.
VSMCs, die fiir 48 h einzig mit 1 pM gespaltenem HK behandelt wurden, wiesen im
Vergleich zur Kontrollgruppe mit unbehandelten Zellen keine Unterschiede hinsichtlich der
TIMP-1-mRNA-Expression auf (Abbildung 3.17.). Dies ldsst darauf schlieBen, dass der
beobachtete Effekt von gespaltenem HK auf die TIMP-1-Expression in Abhdngigkeit zur
Wirkung von IL-1a steht.

200 - Abbildung 3.17. Effekt von gespaltenem HK auf die basale
TIMP-1-mRNA-Expression. VSMCs wurden fiir 48 h unter
150 - basalen Bedingungen kultiviert (Kontrolle) oder mit gespaltenem
HK [1 pM] behandelt. Dargestellt ist die auf 18S rRNA
100 1 normalisierte mRNA-Expression (Mittelwert + SEM) in

Prozenten, relativ zur Kontrollgruppe.

TIMP-1-mRNA-Expression [%]

50 1
o p
W &
RN
{_0 Q’b \\
&
(Ode

Die Expression der TIMP-2-mRNA, welche in unbehandelten VSMCs (Kontrollgruppe) im
Vergleich zur TIMP-1-mRNA-Expression ohnehin stark ausgeprigt war, wurde weder durch
IL-1o0 noch durch die simultane Behandlung mit gespaltenem HK wesentlich verdndert

(Abbildung 3.18.).
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Abbildung 3.18. Analyse der TIMP-2-mRNA-Expression.
Das Diagramm zeigt die Resultate der real-time PCR-Analyse normalisiert auf 18S rRNA. Die Mittelwerte +
SEM sind angegeben in Prozenten relativ zur TIMP-2-mRNA-Expression unbehandelter VSMCs.

3.6. Gespaltenes HK verringert die MMP-Nettoaktivitit

Das lokale quantitative Verhéltnis von MMPs zu TIMPs bestimmt im Wesentlichen die
Nettoaktivitit der MMPs und ist somit eine bedeutende Determinante fiir den (patho-)
physiologischen Abbau der extrazellulairen Matrix. Aufgrund der festgestellten Effekte von
gespaltenem HK auf die Expression von MMP-9 und MMP-2 (Abschnitt 3.3. und 3.4.) sowie
von TIMP-1 (Abschnitt 3.5.) in Zytokin-stimulierten VSMCs bestand das Ziel dieser
Untersuchung darin, zu ermitteln, inwieweit sich diese Effekte insgesamt auf das
Gleichgewicht zwischen MMPs und TIMPs und somit auf die MMP-Nettoaktivitit

auswirken.

3.6.1. Bestimmung des MMP-9/TIMP-1-mRNA-Quotienten

Anhand der zuvor mittels real-time PCR bestimmten mRNA-Expressionswerte fiir MMP-9
und TIMP-1 wurden separat fiir jedes Experiment die entsprechenden MMP-9/TIMP-1-
Quotienten der jeweiligen Behandlungsgruppen kalkuliert. Wie aus Abbildung 3.19.
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ersichtlich, nahm der MMP-9/TIMP-1-Quotient in Folge der Stimulation der VSMCs mit
IL-1a deutlich zu. Die Behandlung der Zytokin-stimulierten Zellen mit gespaltenem HK
fiihrte in konzentrationsabhéngiger Art und Weise zu signifikant kleineren MMP-9/TIMP-1-
mRNA-Quotienten.
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Abbildung 3.19. Bestimmung des MMP-9/TIMP-1-mRNA-Quotienten.

Anhand der entsprechenden, auf 18S rRNA normalisierten mRNA-Expressionswerte wurden fiir jedes
Experiment die MMP-9/TIMP-1-mRNA-Quotienten kalkuliert. Dargestellt sind die relativen Mittelwerte + SEM
in Bezug zur IL-10 Behandlungsgruppe.

3.6.2. Bestimmung des MMP-Aktivititslevels im konditionierten Medium

Im néchsten Schritt wurde untersucht, inwieweit sich die Beeinflussung des MMP/TIMP-
Gleichgewichtes durch gespaltenes HK auf die enzymatische Aktivitit der von den VSMCs
sezernierten MMPs auswirkt.

Fiir die Analyse der enzymatischen Aktivitdt wurde ein fiir Kollagenasen und Gelatinasen
spezifisches Aktivititsassay verwendet (Abschnitt 2.2.2.7.), welches auf der Spaltung
Fluorescein-konjugierter Gelatine mit anschlieBender fluorimetrischer Detektion der
entstechenden Spaltprodukte basiert. Mit Hilfe dieses Assays wurde der Aktivititslevel von
MMPs, welche eine Substratspezifitit fiir Gelatine aufweisen, in den durch VSMCs

konditionierten Zellkulturmedien untersucht. Die hierfiir verwendeten konditionierten Medien
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entstammten den zuvor beschriebenen Experimenten, bei denen VSMCs fiir 48 h mit IL-1a
(10 ng/ml) stimuliert und simultan mit gespaltenem HK in den Konzentrationen 10 nM,
100 nM und 1 pM behandelt worden waren. Wie in Abbildung 3.20. gezeigt, war der MMP-
Aktivitatslevel in den konditionierten Medien als Resultat der Stimulation der Zellen mit IL-
la stark erhoht. Im Vergleich hierzu konnten in den konditionierten Medien von Zytokin-
stimulierten VSMCs, die simultan mit 100 nM und 1 uM gespaltenem Kininogen behandelt
wurden, signifikant geringere MMP-Aktivititslevels von 67 + 6 % bzw. 59 + 9 % festgestellt

werden.

p<0,05
p<0,05

120 1 MESU OO
S
=100 -
[)
o
b 80'
i© T
> 601
g
N 40 —
=
= 20 1

0

IL-1o - + + + +

10nM 100nM 1M
gespaltenes HK

Abbildung 3.20. Bestimmung des MMP-AKktivitiitslevels in den konditionierten Medien.
Die Proben wurden fiir 2 h mit APMA inkubiert und anschlieBend unter Verwendung eines Gelatine-
Substratassays analysiert. Dargestellt sind die relativen Mittelwerte £ SEM in Bezug zur IL-lo-

Behandlungsgruppe.

Vor Durchfiihrung des Assays erfolgte eine ,,Aktivierung® der konditionierten Medien, indem
die Proben fiir 2 h bei 37°C mit APMA behandelt wurden, wodurch die proMMPs in
gelatinolytisch aktive Formen iiberfiihrt werden (siehe Abschnitt 3.2.3.). Die Fluoreszenz-
intensitdt von unbehandelten Proben lag bemerkenswerter Weise nur knapp oberhalb der
Nachweisgrenze, wohingegen APMA-behandelte Proben eine starke Fluoreszenzintensitét
aufwiesen (Abbildung 3.21.). Dies ldsst darauf schlieBen, dass die mit diesem Assay

detektierten MMPs im konditionierten Medium {iberwiegend in der inaktiven proForm



Ergebnisse 72

vorlagen. Zudem wurde tUberpriift, inwieweit die Spaltung der Fluorescein-konjugierten
Gelatine im Rahmen des Assays auf die Aktivitdit von MMPs zuriickzufiihren ist. Hierfiir
wurde das Assay in Gegenwart des MMP-spezifischen Inhibitors 1,10-Phenanthrolin

durchgefiihrt, was zu einer deutlichen Abnahme der Fluoreszenzintensitét fiihrte.

Fluoreszenzintensitéat (arbitrare Einheiten)
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Abbildung 3.21. Aktivierung der Proben mit APMA.

Aliquote konditionierter Medien von IL-1a stimulierten VSMCs wurden mit oder ohne APMA [1 mM] fiir 2 h
bei 37°C inkubiert. Die Proben wurden anschlieend im Gelatinase/Kollagenase-Aktivititsassay eingesetzt und
die Fluoreszenzintensitit nach 1 h bestimmt. APMA-behandelte Proben wurden zusitzlich in Gegenwart von

1, 10-Phenanthrolin [1 mM] vermessen.
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3.7. Untersuchungen zur basalen Expression von MMPs und TIMPs

3.7.1. Die basale Expression von MMP-2 und TIMP-2 ist in VSMCs von Kininogen-

defizienten Ratten erhoht

Aufgrund der festgestellten Effekte von gespaltenem HK auf die Expression von MMPs und
TIMPs in Zytokin-stimulierten VSMCs bestand das Ziel dieser experimentellen Untersuchung
darin, die basale mRNA-Expressionsrate von MMP-2 und -9 sowie von TIMP-1 und -2 in
VSMCs von Kininogen-defizienten Brown-Norway-Katholiek-Ratten zu analysieren. Hierfiir
wurden VSMCs von Brown-Norway-Katholiek-Ratten (BN/Ka) mit VSMCs von Brown-
Norway-Ratten (BN) hinsichtlich der basalen mRNA-Expression der genannten MMPs und
TIMPs verglichen. BN-Ratten weisen im Unterschied zu BN/Ka-Ratten normale Kininogen-
Plasmakonzentrationen auf und wurden aufgrund des gemeinsamen genetischen

Hintergrundes dieser beiden Stimme fiir diesen Vergleich herangezogen.

Die fiir diese Untersuchung verwendeten VSMCs wurden aus den Aorten von Ratten dieser
beiden Stdmme isoliert, bis zur Konfluenz kultiviert und zunichst einem 24-stiindigen
Serumentzug unterzogen. AnschlieBend wurden die Zellen fiir weitere 48 h in Zellkultur-
medium mit einem geringen FBS-Anteil (0,2%) inkubiert, bevor die Extraktion der Gesamt-
RNA erfolgte. Die Ergebnisse der real-time PCR-Analyse (Abbildung 3.22.) zeigen im
Vergleich mit der basalen Expression in VSMCs von BN-Ratten eine deutlich erhdhte basale
mRNA-Expression sowohl von MMP-2 (229 £ 18 %) als auch von TIMP-2 (169 + 25 %) in
den VSMCs von BN/Ka-Ratten. Dahingegen konnte eine nahezu gleich starke basale TIMP-
I-mRNA-Expression in den untersuchten VSMC-Kulturen festgestellt werden. Die mRNA
der MMP-9 konnte weder in den VSMCs von BN/Ka- noch in denen von BN-Ratten unter
basalen Bedingungen detektiert werden: Die CT-Werte der cDNA-Proben und die
entsprechender RT(-)- bzw. Wasserkontrollen in der real-time PCR-Analyse wiesen
diesbeziiglich eine Differenz von < 3 auf, was als negative Detektion der MMP-9-mRNA zu

werten ist.
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Abbildung 3.22. Basale mRNA-Expression.
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VSMCs von Ratten der Stimme Brown Norway (BN) und Brown Norway Katholiek (BN/Ka) wurden unter

basalen Bedingungen kultiviert und die angegebene mRNA mittels real-time PCR semiquantitativ analysiert.

Dargestellt ist die basale mRNA-Expression, normalisiert auf 18S rRNA, in Prozenten (Mittelwerte + SD) relativ

zur basalen mRNA-Expression in VSMCs von BN-Ratten.
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3.7.2. Gespaltenes HK nimmt keinen Einfluss auf die basale MMP-2-Expression in
VSMC:s von Kininogen-defizienten Ratten

Hinsichtlich der erhdhten basalen MMP-2-mRNA-Expression in VSMCs von Kininogen-
defizienten BN/Ka-Ratten sollte mit diesem Experiment untersucht werden, inwieweit diese
durch exogen zugefiihrtes gespaltenes HK beeinflusst werden kann. Hierfiir wurden die aus
der BN/Ka-Ratte gewonnenen VSMCs bis zur Konfluenz kultiviert und zunéchst einem
Serumentzug fiir 24 h unterzogen. AnschlieBend erfolgte eine Behandlung der Zellen mit
gespaltenem HK in den Konzentrationen 10 nM, 100 nM und 1 pM fiir weitere 24 h. Die
Ergebnisse der real-time PCR (Abbildung 3.23.) zeigen, dass die Behandlung der Zellen mit
gespaltenem HK in den verschiedenen Konzentrationen keine signifikante Verdnderung der
MMP-2-mRNA-Expression im Vergleich zu den entsprechenden Expressionswerten

unbehandelter VSMCs hervorgerufen hat.
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Abbildung 3.23. Einfluss von gespaltenem HK auf die basale MMP-2-mRNA-Expression in VSMCs von
BN/Ka-Ratten. Die Mittelwerte = SEM der auf 18S rRNA normalisierten Expressionswerte sind angegeben in
Prozenten relativ zur MMP-2-mRNA-Expression in den Zellen der Kontrollgruppe (KT).
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3.8. Untersuchungen zur Expression des hochmolekularen Kininogens in

VSMCs und in der Aorta der Ratte

3.8.1. Nachweis des hochmolekularen Kininogens auf Protein-Ebene

Mit den nachfolgend dargestellten Untersuchungen sollte die Frage geklart werden, inwieweit
eine Expression des hochmolekularen Kininogens (HK) in den aus der Aorta der Ratte
isolierten VSMCs vorliegt. Diesen Untersuchungen lag die Arbeitshypothese zugrunde, dass
eine Sekretion des HK durch VSMCs von Kininogen-defizienten BN/Ka-Ratten analog zur
HK-Sekretion durch BN/Ka-Hepatozyten (siche Abschnitt 1.5.) aufgrund der Mutation des
Kininogen-Gens gestort sein konnte. Dariiber hinaus sollte ermittelt werden, inwieweit das

HK-Protein in der Aorta vorhanden ist.

Qualitative Analyse des durch VSMCs konditionierten Mediums

Zunichst wurde iiberpriift, ob eine Sekretion des HK durch VSMCs in das Zellkulturmedium
vorliegt. Fiir diese Untersuchung wurden VSMCs von BN-Ratten verwendet, deren
Hepatozyten eine normale Sekretion des HK aufweisen. Die BN-VSMCs wurden in 75 cm®
Zellkulturflaschen bis zur Konfluenz kultiviert, daraufhin zweimal mit PBS gewaschen und
anschlieBend mit 10 ml serumfreien Zellkulturmedium fiir 24 h inkubiert. Das durch die
Zellen konditionierte Medium wurde darauthin unter Verwendung einer Ultrafiltrationseinheit
(Ausschlussgrenze: 10 kDa) zentrifugiert. Somit wurde eine Aufkonzentrierung der Probe in
einem Verhéltnis von 100:1 pl erzielt, die anschlieBend auf ein 10%iges Polyacrylamidgel
aufgetragen und elektrophoretisch aufgetrennt wurde.

Abbildung 3.24. zeigt das mit Coomassie gefarbte Gel. Anhand der Position der
Molekulargewichtsmarker wurden Banden ausgewihlt, die im Bereich der Molekular-
gewichte des HK (120 kDa / Ausschnitt A) sowie der Kininogen heavy-chain (62 kDa /
Ausschnitt B) liegen. Diese Banden wurden ausgeschnitten und von der Firma
ProteomeFactory (Berlin, D) massenspektrometrisch analysiert. Durch den Abgleich der
massenspektrometrischen Daten mit der Datenbank NCBI (Taxonomie Rattus) konnten
4 Proteine im Ausschnitt A sowie 5 Proteine im Ausschnitt B identifiziert werden. Unter den

insgesamt 9 identifizierten Proteinen befand sich kein HK.



Ergebnisse 77

200 e
119 w—
66 —
43 g . -
Abbildung 3.24. Auswahl der Banden fiir die massen-
29 spektrometrische Analyse.
1: Molekulargewichtsmarker
1 2 2: Konditioniertes Medium (100:1 aufkonzentriert)

Qualitative Analyse von Proteinextrakten der Leber, Aorta und VSMCs

Fiir diese Untersuchung wurden aus den Aorten von Ratten der Stimme Wistar, BN sowie
BN/Ka isolierte VSMCs bis zur Konfluenz kultiviert und fiir 24 h in serumfreiem
Zellkulturmedium inkubiert, bevor die Proteinextraktion erfolgte. Zudem wurden
Proteinextrakte aus Gewebeproben der Leber und Aorta von Ratten der genannten Stimme
gewonnen und im Rahmen dieser Untersuchung analysiert.

Aquivalente Mengen der Proteinextrakte (25 pg pro Probe) wurden auf ein 10%iges Gel
aufgetragen und mittels SDS-PAGE unter denaturierenden Bedingungen elektrophoretisch
aufgetrennt. Im Anschluss an das Western Blotting erfolgte die Immundetektion auf HK mit
einem polyklonalen anti-Kininogen-Antikdrper, welcher im Abschnitt der Kininogen heavy-
chain bindet.

Wie in Abbildung 3.25. gezeigt, resultierte die Analyse der Proteinextrakte der Leber, welche
als Positivkontrollen verwendet wurden, in Banden bei ~62 kDa, was dem Molekulargewicht
der Kininogen heavy-chain entsprich. Im Molekulargewichtsbereich des ,,vollstdndigen* HK
bei 120 kDa erfolgte keine Detektion, was darauf zuriickzufithren ist, dass unter
denaturierenden Bedingungen (95 °C, B-Mercaptoethanol) eine Fragmentierung des Proteins
erfolgt, aus der die HK heavy-chain hervorgeht. Die Kininogen heavy-chain konnte zudem in

den Proteinextrakten der Aorta von sowohl Wistar-, BN- als auch BN/Ka-Ratten
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nachgewiesen werden, wobei die entsprechenden Banden bemerkenswert ausgeprigt waren.
In den Proteinextrakten der untersuchten VSMCs konnte dagegen kein HK detektiert werden.
Die Immundetektion des ubiquitdr vorkommenden Enzyms Glycerinaldehyd-3-Phosphat-
Dehydrogenase (GAPDH) auf den jeweiligen Western Blots diente dabei als

Ladungskontrolle und resultierte in entsprechenden Banden bei ~36 kDa.
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Abbildung 3.25. Detektion auf hochmolekulares Kininogen im Western Blot von Proteinextrakten der

Leber, Aorta und VSMCs.
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3.8.2. Qualitative Analyse der mRNA-Expression des hochmolekularen Kininogens

Hinsichtlich der zu untersuchenden mRNA-Expression des HK in VSMCs wurde in
Erwigung gezogen, dass die HK-mRNA in nur geringer Menge vorhanden und daher nicht
mit PCR-Standardprotokollen zu detektieren sei. Deshalb wurde fiir diese Untersuchung die
nested PCR verwendet, die zwei aufeinander folgende PCRs mit einem auflen liegenden bzw.

einem innen liegenden Primerpaar umfasst (Abschnitt 2.2.3.5.).

1 AGAGGGAACCTTTAATCATGAAGCTAATTACTATCCTGCTCCTCTGCTCCAGGCTCCTGCCAAGTTTAGCGCAGGAAG
79 AAGATGCCCAGGAAATGGACTGCAATGATGAGAGTCTTTTTCAGGCTGTGGATACTGCTCTGAAGAAATATAATGCTG
157 GGTTAAAAAGTGGCAACCAGTTTGTGTTGTACCAAGTGACTGAGGGCACTAAGAAGGATGGCTCTAAAACATTTTATT

1015 ACGCAGAACTGACAGCAGATTGTGAGACCAAACGCCTCGGTCAAAGCCTCAACTGCAATGCTAACGTGTACATGAGAC
1093 CTTGGGAGAACAAAGTCGTCCCGACTGTCAAATGCAAAGTACTAGACATGACATCAGTGATAAGAAGGCCTCCAGGAT
1171 TTTCACCTTTCCGGGCACCTCGAGTGAAAAAGCCTAAAGAAAGTACAACTGTAAGTCCATCCTACATTGCCAGGGTGC
1249 AAGAAGAGAGGGATCCAGGAAATGAACAAGGACCCATCCATGGGCATGGCTGGTTGCATGCAAAGCAAATAAAGAATA
1327 AGAATCACCAAGGTCATAAGCATGGGCATGGTATTGGCCATGGACACCAGAAACCACATGGCCTTGGTCATGGACATC
1405 AACTTAAACTTGATGATCTTAAACAGCAAAGGGAAGACGGCTATGACCATAGACATCCAGTGGGACATGGTCATGGTC
1483 AGAGGCATGGTCATGGTCATGGTCATGGTCACGGTCGTGATAAACACACAAATAAAGACAAAAACAATGTCAAGCACA
1561 CTGACCAGAGAAGAGCACCTTTGACAAGCTCTTCTGAAGACAATACTACATCTACACAGATACAGGGGAGGACAGAGG
1639 GCTTCAC

1717

1795 GCGCCCATGGAAGCCAGTTAGTA
1873 GGAAGGATCCAACCATAGAAACAACAGAATTTTCTGATTTTGATCTCCTCGATGCTCTTTCTTAACTTATACAGCGTA
1951 GGAATCTTTACAAATGCTTTCCCAGCCTCTTTTTCTACTGCCCAAACACAAATATTGTGACATAAGTCATCAAGCCAT
2029 GAGGCTCAGAACAGCCTGTCAGTAGGACTTTATAAATCCCTGTGGACTGATAATAAAACTGCCATCCTTCTG

Abbildung 3.26. ¢cDNA-Sequenz des hochmolekularen Kininogens.

Rot: Sequenzbereich identisch mit der cDNA des niedermolekularen Kininogens sowie hoch homolog zur cDNA
der T-Kininogene I und II, Schwarz: Spezifischer Sequenzbereich fiir die HK-cDNA, Grau: Ausgewihlter
Bereich fiir die Amplifikation.

Die Sequenz der HK-mRNA ist in weiten Teilen identisch mit der mRNA-Sequenz des
niedermolekularen Kininogens (NK), da beide Transkripte durch alternatives Spleiflen aus
einem gemeinsamen Primértranskript hervorgehen. Zudem besteht in diesem Bereich in
Bezug zur mRNA-Sequenz von T-Kininogen I und T-Kininogen II eine Homologie von 90 %
bzw. 91 % (Furuto-Kato 1985). Dies ist insofern von Bedeutung, als dass in VSMCs die
Expression der einzig in der Ratte vorkommenden T-Kininogene durch Stimulation mit
verschiedenen Substanzen hervorgerufen werden kann (Okamoto 1998). Um eine spezifische
Detektion der HK-mRNA bzw. HK-cDNA im Rahmen der nested PCR-Analytik zu

gewihrleisten, wurden daher Primer entworfen und fiir die Amplifikation verwendet, die
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genau in dem Sequenzbereich hybridisieren, der die HK-cDNA von der NK-cDNA
unterscheidet (Abbildung 3.26.).
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Abbildung 3.27. Detektion der HK-mRNA mittels nested PCR.

Dargestellt sind die elektrophoretisch aufgetrennten Produkte der Amplifikation mit auBen (1. PCR) und innen
liegenden Primern (2. PCR). L: 100 Bp DNA-Leiter, RT+: Produkt der reversen Transkription (cDNA), RT-:
ohne Zugabe der Reversen Transkriptase (Negativkontrolle). Die simultane Amplifikation der 18S rRNA diente

als interne Kontrolle.

Die HK-mRNA-Expression wurde in der Leber, Niere, Aorta und in VSMCs von Ratten der
Stimme Wistar, BN und BN/Ka mittels der nested PCR qualitativ analysiert. Hierfiir wurde
die Gesamt-RNA aus den jeweiligen Gewebeproben und Zellen extrahiert und in cDNA
umgeschrieben. Zur Herbeifithrung einer zelluliren mRNA-Expression auf basalem Niveau
wurden die aus der Aorta isolierten VSMCs zuvor bis zur Konfluenz kultiviert und dann fiir
48 h in Zellkulturmedium mit einem geringen FBS-Anteil (0.2%) inkubiert. Abbildung 3.27.

zeigt reprasentative Ergebnisse der nested PCR-Analyse. Die cDNA der Leber sowie die der
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Niere dienten im Rahmen dieser Untersuchung als Positivkontrollen, deren Verwendung in
den erwarteten Amplifikaten von 204 und 101 Basenpaaren resultierte. Eine Amplifikation
eventuell vorhandener genomischer DNA konnte ausgeschlossen werden, da die Verwendung
entsprechender RT(-)-Kontrollen, die parallel zu den cDNA-Proben der analytischen
Prozedur unterzogen wurden, keine Amplifikate hervorbrachte. Bei der Amplifikation der
cDNA der Niere, in der im Vergleich zu anderen Organen eine geringe Expression der HK-
mRNA vorliegt (Takano 2000), zeigte sich die mit der nested PCR bezweckte deutliche
Verstarkung der Signalintensitdt durch die aufeinander folgenden Amplifikationen. Im
Aortengewebe sowie in den kultivierten VSMCs von Ratten der verschiedenen Stdmme
konnte keine HK-mRNA detektiert werden. Eine Ubersicht der fiir diese Untersuchung

verwendeten Proben mit den entsprechenden Resultaten zeigt Tabelle 3.2.

Leber Niere Aorta  VSMC 1/2*
Wistar + + - -/-
BN + + - -/-
BN/Ka + + - -/-

Tabelle 3.2. HK-mRNA-Expression in Leber, Niere, Aorta und VSMCs.
Resultate der Detektion auf HK-mRNA mittels nested PCR (+: positiv, —: negativ).
*1/2: stellvertretend fiir zwei separate VSMC-Kulturen (gewonnen aus verschiedenen

Ratten des angegebenen Stammes)
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4. Diskussion

4.1. Die Auswahl des Untersuchungsmodells

Durch die vorangegangenen Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe zur Formation
abdominaler Aortenaneurysmen in Kininogen-defizienten Ratten ergaben sich erstmals
Hinweise auf eine Beteiligung des hochmolekularen Kininogens an der Regulation von
MMPs in der Aortenwand. Fiir die in der vorliegenden Arbeit diesbeziiglich vorgenommenen
Untersuchungen wurden primére, aus der Aorta von Ratten gewonnene VSMCs im Rahmen

eines in vitro-Zellkulturmodells verwendet.

VSMCs reprisentieren einen wesentlichen Bestandteil der zelluliren Komposition der Aorta
und den vorherrschenden Zelltyp in der Tunica media. Darliber hinaus exprimieren diese
Zellen sowohl MMPs als auch TIMPs und sind somit wesentlich an der Regulation der
lokalen MMP-Aktivitdt in der GefdBwand beteiligt (siche Abschnitt 1.3.). Daher stellen
kultivierte VSMCs ein geeignetes Zellmodell dar, um Einfliisse auf die MMP-Regulation zu
untersuchen, die {ibertragen auf die Situation in vivo von potentieller Relevanz fiir die MMP-
Aktivitét in der Aorta sein konnten. Generell sind die gut kontrollier- und standardisierbaren
Bedingungen der Zellkultur vorteilhaft fiir die Untersuchung molekularer Mechanismen auf
zelluldrer Ebene. Dieses in vitro-Modell erlaubt zudem die Untersuchung eines Ausschnitts
komplexer Regulationsmechanismen, ohne dass dabei die zusdtzlich im Organismus

auftretenden regulativen Einfliisse das Untersuchungsergebnis beeintrichtigen.

Der Entscheidung, gespaltenes HK anstelle des hochmolekularen Kininogens fiir die
Untersuchungen zur MMP-Regulation zu verwenden, lagen hinsichtlich des verwendeten
Zellmodells folgende Uberlegungen zugrunde: Zum einen exprimieren kultivierte VSMCs das
Enzym Kallikrein und sezernieren dieses in das Zellkulturmedium (Oza 1990). Somit miisste
bei einer Behandlung der Zellen mit hochmolekularem Kininogen die Mdglichkeit in Betracht
gezogen werden, dass im Verlauf des Experimentes ein nicht unerheblicher Teil des
eingesetzten hochmolekularen Kininogens enzymatisch zu gespaltenem HK und Bradykinin
umgesetzt wird. Zum anderen liegt in VSMCs eine Expression der Bradykinin-Rezeptoren
vor (Kintsurashvili 2001). Durch die Verwendung von gespaltenem HK, dem die Bradykinin-

Sequenz fehlt, konnten somit von vornherein Effekte ausgeschlossen werden, die
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moglicherweise auf die Wirkung von Bradykinin zuriickzufiihren wéren. In den Zellkultur-
experimenten wurde gespaltenes HK in Konzentrationen von 10 nM —1 uM eingesetzt. Dieser
Konzentrationsbereich wurde in Orientierung an die physiologische Plasmakonzentration des
hochmolekularen Kininogens im Menschen gewihlt, fiir die ein Wert von 750 nM ermittelt

wurde (Proud 1980).

4.2. Das gespaltene HK: Ein bioaktives Protein

Das hochmolekulare Kininogen wurde urspriinglich als Vorlduferprotein des Bradykinins
identifiziert. Bradykinin, das zusammen mit dem gespaltenen HK aus der proteolytischen
Spaltung des hochmolekularen Kininogens hervorgeht, ist an diversen physiologischen und
pathophysiologischen Prozessen beteiligt. Wéhrend insbesondere im kardiovaskulédren
Kontext die Wirkungen des Bradykinins intensiv erforscht worden sind, ist iiber die
physiologischen Auswirkungen, die mit der Entstehung des gespaltenen HK einhergehen,

noch relativ wenig bekannt.

Die Rolle des Kallikrein-Kinin-Systems in der Angiogenese betrachtend haben Guo et al.
(2005) aufgezeigt, das die Spaltprodukte des hochmolekularen Kininogens direkt
entgegengesetzte Wirkungen aufweisen, wobei Bradykinin als pro-angiogener Faktor agiert,
und gespaltenes HK anti-angiogene Effekte hervorruft. Dabei stimmen die anti-angiogenen
Effekte des gespaltenen HK mit der These {iberein, dass proteolytische Fragmente von
bestimmten Plasmaproteinen oder Proteinen der extrazelluliren Matrix eine Wirkung
entfalten, die im Gegensatz zu der pro-angiogenen Signalkaskade steht, die die Spaltung
dieser Proteine hervorruft (Wahl 2005). Weitere Beispiele hierfiir sind das Angiostatin, ein
38 kDa Spaltprodukt des Plasminogens, und Endostatin, ein 20 kDa Carboxy-terminales
Fragment von Kollagen XVIII. Beide Fragmente entstehen im Rahmen der tumorassoziierten
Angiogenese und stellen fiir sich Inhibitoren der Angiogenese dar (O'Reilly 1994, O'Reilly
1997).

Das gespaltene HK und dessen physiologische Bedeutung sind erst seit kurzem in den
Blickpunkt des wissenschaftlichen Interesses geriickt. In den bisher zu diesem Thema

publizierten Studien konnte u.a. gezeigt werden, dass das gespaltene HK einen potenten



Diskussion 84

Inhibitor der Angiogenese darstellt (Zhang 2000, Zhang 2002, Liu 2008). Zudem hemmt es
die Proliferation und Migration von Endothelzellen, ein Effekt, der weitestgehend iiber die
Doméne 5 vermittelt wird, die infolge der Konversion vom hochmolekularen Kininogen zum
gespaltenen HK stérker exponiert ist (Colman 2000). Insgesamt ldsst sich aus den Resultaten
dieser Studien schlielen, dass das gespaltene HK weit mehr als ,,nur” ein Nebenprodukt der
Bradykinin-Genese ist und ein fiir sich bioaktives Protein darstellt, das zellulidre Effekte
ausiibt. Diese Annahme konnte durch die in dieser Arbeit vorgenommenen Untersuchungen
zur Regulation von MMPs in VSMCs weiter bestirkt werden, deren Ergebnisse im Folgenden

diskutiert werden.

4.3. Gespaltenes HK beeinflusst die Regulation von MMPs

Die Pathogenese des abdominalen Aortenaneurysmas ist gekennzeichnet durch einen
drastischen Abbau der extrazelluliren Matrix, eine erhOhte Aktivitdit von MMPs und der
Prisenz eines chronisch inflammatorischen Infiltrates. Im Rahmen des normalen
physiologischen Abbaus der extrazelluldren Matrix unterliegt die Aktivitdt der involvierten
MMPs einer engmaschigen Regulation, um einen iiberschieBenden Abbau der extrazelluldren
Matrix zu vermeiden. Dabei verlduft die Regulation der Aktivitdt der MMPs im Wesentlichen
auf drei Ebenen: 1) Regulation der Genexpression; 2) posttranslationale Aktivierung der
proMMPs; 3) Inhibition der enzymatischen Aktivitdt durch endogene Inhibitoren, die TIMPs.
Verschiedene endogene wie exogene Agenzien, darunter Wachstumsfaktoren, Hormone,
Tumor-Promotoren sowie inflammatorische Zytokine, nehmen Einfluss auf die Regulation
der Genexpression und fithren zu einer verstirkten Expression und Sekretion von MMPs.
Aufgrund der vielfach festgestellten erhdhten Mengen an verschiedenen Zytokinen in der
aneurysmatisch verdnderten Aorta wird in der Literatur die Hypothese diskutiert, dass die
Uberexpression von MMPs im Rahmen der Aneurysmenformation durch Zytokine

hervorgerufen wird (McMillan 1997b).

Fiir die Untersuchung potentieller Effekte von gespaltenem HK auf die Expression von
MMPs wurde im Rahmen dieser Arbeit zunédchst ein Stimulationsmodell der induzierten

Expression von MMP-9 und MMP-2 in VSMCs etabliert. Zur Induktion der MMP-Expression
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bot sich die Verwendung eines Zytokins an, um ein in vitro-Modell zur Verfligung zu haben,
welches im Kontext mit den pathophysiologischen Prozessen in vivo steht. Dabei fiel die
Wabhl auf Interleukin-1a (IL-1a), da dieses Zytokin das Potential besitzt, in humanen vendsen
VSMCs sowohl die Freisetzung von MMP-9 zu induzieren, als auch die basale Sekretion von
MMP-2 zu erhohen (Galis 1994). In eigenen Experimenten konnten diese Effekte auch fiir
primidre VSMCs, welche aus der Aorta der Ratte gewonnen wurden, demonstriert werden
(Abschnitt 3.2.1.).

Unter Verwendung dieses in vitro-Modells Zytokin-stimulierter VSMCs konnte gezeigt
werden, dass gespaltenes HK die induzierte MMP-9-Expression in einer
konzentrationsabhidngigen Art und Weise reduziert (Abschnitt 3.3.). Dieser Effekt zeigte sich
einerseits bei der Analyse des durch die Zellen konditionierten Mediums mittels Gelatine-
Zymographie, wobei eine Abnahme der MMP-9-Sekretion in das Zellkulturmedium
festgestellt werden konnte. Andererseits konnte mittels der real-time PCR-Analyse aufgezeigt
werden, dass auch die entsprechende MMP-9-mRNA-Expression in einem nahezu gleichen
Ausmal} durch gespaltenes HK verringert wird. Dieses Ergebnis ldsst darauf schlieen, dass
der Effekt von gespaltenem HK auf die Zytokin-induzierte MMP-9-Expression in erster Linie

auf eine negative Regulation auf der Ebene der MMP-9-mRNA zuriickzufiihren ist.

Hinsichtlich der ermittelten MMP-9-mRNA-Expressionslevels gilt es zu beriicksichtigen,
dass die quantitative mRNA-Analytik Aussagen {iiber die steady-state Menge einer
bestimmten mRNA zu einem bestimmten Zeitpunkt gewéhrt. Dabei wird die steady-state
Menge sowohl von der Syntheserate (Transkription) wie auch dem Ausmal} der Degradation
der mRNA im Zytoplasma der Zelle bestimmt. Eine Modifizierung der mRNA-
Degradationsrate stellt dabei einen Regulationsmechanismus dar, tiber den die steady-state
Menge der mRNA und somit auch das Ausmall der Translation in Abhédngigkeit von
verschiedenen physiologischen Anforderungen an die Zelle beeinflusst werden kann. In
diesem Zusammenhang konnten Eberhardt et al. (2002) zeigen, dass Agonisten des
Peroxisom-Proliferator-aktivierten Rezeptors-o (PPARa) die Zytokin-induzierte MMP-9-
Expression iiber eine Verringerung des MMP-9 steady-state mRNA-Levels reduzieren und
dass dieser Effekt auf eine Stickstoffmonoxid (NO)-vermittelte Erhohung der
Degradationsrate des MMP-9-Transkriptes zuriickzufiihren ist. Bei ndherer Untersuchung

dieses Effektes konnten Akool et al. (2003) feststellen, dass NO die Expression des mRNA-
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Stabilisierungsfaktors HuR vermindert und infolgedessen die MMP-9-mRNA einer

verstirkten Degradation unterliegt.

Aufgrund dieser Erkenntnisse wurde in der vorliegenden Arbeit untersucht, inwieweit der
durch gespaltenes HK hervorgerufenen negativen Regulation der Zytokin-induzierten
MMP-9-mRNA eine verstdrkte Degradation der MMP-9-mRNA zugrunde liegen konnte. Die
experimentelle Untersuchung mit dem Transkriptionsinhibitor Actinomycin D ergab, dass
gespaltenes HK keinen Einfluss auf die Degradationsrate der MMP-9-mRNA nimmt
(Abschnitt 3.3.3.). Somit ist die Reduktion des MMP-9-mRNA-Levels durch gespaltenes HK

wahrscheinlich das Resultat einer verminderten Transkription.

Die Analyse der konditionierten Medien mittels Gelatine-Zymographie liel zudem erkennen,
dass neben der Sekretion der MMP-9 auch die MMP-2-Sekretion durch gespaltenes HK
vermindert wurde. Dabei konnten infolge der simultanen Behandlung Zytokin-stimulierter
VSMCs mit gespaltenem HK in der Konzentration 1 pM signifikant geringere MMP-2-Levels
in den konditionierten Medien festgestellt werden (Abschnitt 3.4.1.). Um die Moglichkeit
auszuschlieen, dass die Ergebnisse der zymographischen Analyse das Resultat einer direkten
Interaktion des in den konditionierten Medien enthaltenen gespaltenen HK mit den MMPs
und damit unabhéingig von zelluldren Prozessen sind, wurden Inkubationsexperimente in der
Abwesenheit von Zellen durchgefiihrt (Abschnitt 3.4.3.). Hiermit konnte gezeigt werden, dass
gespaltenes HK die gelatinolytische Eigenschaft sowohl von MMP-2 als auch von MMP-9
nicht beeintrdchtigt. Zudem wurden die konditionierten Medien unter Verwendung eines
spezifischen anti-MMP-2-Antikorpers im Western Blot analysiert, wodurch das Ergebnis der
zymographischen Analyse verifiziert werden konnte. Zusammengenommen sprechen diese
Ergebnisse dafiir, dass die festgestellten Effekte von gespaltenem HK auf die MMP-2-

Sekretion aus einer negativen Regulation der zelluldren Expression resultieren.

Fiir die Regulation der meisten MMPs wird die Beeinflussung der Transkription als der
zentrale Prozess erachtet. Ausgenommen hiervon wird gemeinhin MMP-2, dessen Expression
auf der Ebene der Transkription als nicht oder nur geringfiigig regulierbar beschrieben wird
(Chakraborti 2003, Jones 2003). Dies mag damit im Zusammenhang stehen, dass viele
verschiedene Gewebe bzw. Zelltypen ohnehin eine stark ausgeprigte, konstitutive
Transkription des MMP-2-Gens aufweisen, wobei dem MMP-2-Promoter einige
Charakteristika eines housekeeping-Gens zugesprochen werden (Huhtala 1990). Durch die
unter Abschnitt 3.4.2. dargestellte Untersuchung der MMP-2-mRNA-Expression wird diese
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Beobachtung bestdtigt. Dabei konnte mittels der real-time PCR-Analyse eine stark
ausgepragte, konstitutive Expression der MMP-2-mRNA in VSMCs festgestellt werden, die
unter basalen Bedingungen kultiviert worden waren. Im Gegensatz zu den bereits
beschriebenen Effekten auf den MMP-2-Proteinlevel erfolgte weder durch die Stimulation der
Zellen mit IL-1a noch durch die simultane Behandlung mit gespaltenem HK eine Regulation
der MMP-2 auf der Ebene der mRNA. Dies weist auf eine post-translationale Regulation der
MMP-2 hin. Diese Annahme wird durch Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen zur
MMP-2-Expression in VSMCs gestiitzt, in denen ebenfalls Effekte auf der Protein-Ebene
festgestellt wurden, die jedoch nicht mit einer entsprechend verdnderten mRNA-Expression

korrelierten (Galis 1994, Luan 2003).

Die meisten MMPs werden als inaktive Proenzyme freigesetzt, welche erst im Rahmen eines
proteolytischen Prozesses in ihre aktive Form {iiberfithrt werden (Abschnitt 1.2.2.). Die
Aktivierung von proMMPs stellt somit einen wesentlichen post-translationalen
Regulationsmechanismus der MMP-Aktivitit dar. Das Ergebnis der zymographischen
Analyse wie auch das der Analyse konditionierter Medien im Western Blot lie3 erkennen,
dass gespaltenes HK eine gleichméfige Abnahme sowohl der proForm, als auch der aktiven
Form der MMP-2 hervorgerufen hatte und das Verhéltnis aktives MMP-2/proMMP-2 in den
konditionierten Medien weitestgehend unveréndert blieb (Abschnitt 3.4.1.). Dies weist darauf
hin, dass gespaltenes HK auf die Prozesse, die zur Aktivierung von proMMP-2 fiihren, keinen
Einfluss nimmt. Weiterhin konnte hinsichtlich des Effekts von gespaltenem HK auf den
MMP-2-Proteinlevel {iber eine verstidrkte Degradation oder einer zunehmenden Entfernung
von MMP-2 aus dem Extrazellularraum diskutiert werden. Diesbeziiglich berichteten
Emonard et al. (2004) iiber eine Rezeptor-vermittelte (low density lipoprotein receptor-
related protein/LRP), endozytotische Entfernung von MMP-2 aus dem konditionierten
Medium von HT1080-Fibrosarkom-Zellen mit anschlieBender lysosomaler Degradation.
Insgesamt ist allerdings tiber den Prozess des Abbaus von MMPs und insbesondere iiber

dessen Stellenwert in der Regulation der MMP-Aktivitdt nur wenig bekannt.

Hinsichtlich des Potentials von MMPs diverse Komponenten der extrazelluliren Matrix
proteolytisch zu spalten, muss deren Interaktion mit spezifischen, endogen exprimierten
MMP-Inhibitoren, den TIMPs, beriicksichtigt werden. TIMPs binden an die katalytische

Doméne aktiver MMPs und inhibieren somit deren enzymatische Aktivitit (Brew 2000).
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Folglich werden die Nettoaktivitdit der MMPs und der dadurch hervorgerufene Abbau der

extrazelluldren Matrix durch die lokale Balance zwischen MMPs und TIMPs bestimmt.

Die Bedeutung der TIMPs in der Regulation der MMP-Aktivitdt wird anhand von Studien
deutlich, in denen unter Verwendung entsprechender knock-out-Modelle der Verlauf
experimentell induzierter Aneurysmen untersucht wurde. So konnte im Vergleich zum Wild-
Typ festgestellt werden, dass in TIMP-1- und in TIMP-2-knock-out-Méausen induzierte
zerebrale Aneurysmen (Aoki 2007) sowie in TIMP-1-knock-out-Miausen induzierte
Aortenaneurysmen (Ikonomidis 2004, Eskandari 2005) einen akzelerierten Verlauf aufweisen.
Dariiber hinaus erwies sich eine lokale TIMP-1-Uberexpression in der Studie von Allaire et
al. (1998) als ein protektiver Faktor, durch den die Degeneration und Ruptur der Aortenwand
bei den im Rahmen dieser Studie experimentell induzierten Aortenaneurysmen in der Ratte
verhindert werden konnten. Dabei wurden infolge der TIMP-1-Uberexpression u.a. eine durch
die Inhibition verursachte verminderte Aktivitit der MMP-9 sowie der Erhalt von

Elastinfasern festgestellt.

Interessanterweise konnte in zahlreichen Studien zur Expression von MMPs und TIMPs in
humanen sowie in experimentell bei der Ratte induzierten Aortenaneurysmen neben der
erhohten Expression von MMPs auch eine starke Zunahme der Expression von TIMPs,
vornehmlich TIMP-1, auf der mRNA- und Proteinebene festgestellt werden (Thompson 1995,
Tamarina 1997, Annabi 2002, Kaito 2003, Nishimura 2003). Diese Beobachtung steht auf den
ersten Blick im Widerspruch zu der erhohten proteolytischen Aktivitdt von MMPs, die im
aneurysmatisch verdnderten Gewebe vorhanden ist (Knox 1997). Dafiir, dass es trotz der
Hochregulation von TIMPs zu einer erhohten Aktivitit der MMPs kommt, gibt es
unterschiedliche Erklarungsansitze:

Kadoglou et al. (2004) schlagen vor, dass die Zunahme an TIMPs von einer umso stérkeren
Expression der MMPs {ibertroffen und somit das MMP/TIMP-Gleichgewicht insgesamt
zugunsten einer erhohten proteolytischen Aktivitidt verschoben wird. Unterstiitzt wird diese
Hypothese durch Bestimmungen von MMP/TIMP-mRNA-Quotienten, welche in
Aneurysmen im Vergleich zum gesunden Gewebe erhoht sind (Tamarina 1997, Aoki 2007).
Tamarina et al. (1997) ziehen zudem die Mdglichkeit in Betracht, dass das lokale Verhéltnis
von MMPs zu TIMPs ausschlaggebend sein konnte fiir die in einem bestimmten Areal
auftretende Degradation der extrazelluliren Matrix. Dabei wird von den Autoren

beriicksichtigt, dass aufgrund der unterschiedlichen zelluldren Quellen der MMP- bzw. TIMP-
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Expression in der Aortenwand das lokale Verhiltnis von MMPs zu TIMPs verschiedenartig
ausfillt. Diesbeziiglich konnte anhand von Gewebeschnitten mittels in situ-Hybridisations-
studien eine unterschiedliche Lokalisation von TIMP-1 und MMP-9 in abdominalen
Aortenaneurysmen demonstriert werden, wobei die Lokalisation von MMP-9 eine auf
bestimmte Areale begrenzte Expression aufzeigte, wohingegen die TIMP-1-Expression eine

eher diffuse Verteilung aufwies (McMillan 1995b).

Von den endogen im Sdugerorganismus vorkommenden vier verschiedenen TIMPs (TIMP-1,
-2, -3 und -4) werden von VSMCs der TIMP-1, TIMP-2 sowie der TIMP-3 exprimiert. Die als
konstitutiv beschriebene TIMP-2-Expression in VSMCs (Fabunmi 1996, Galis 1994) konnte
durch die in dieser Arbeit vorgenommene Untersuchung zur TIMP-2-mRNA-Expression in
IL-1a-stimulierten VSMCs bestétigt werden. Die Expression von TIMP-1 in VSMCs wird
teils als konstitutiv (Fabunmi 1996, Galis 1994), teils als induzierbar (Fabunmi 1998)
beschrieben. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen eine deutliche Zunahme der
TIMP-1-mRNA infolge der Stimulation mit IL-1a und weisen somit auf eine induzierbare
TIMP-1-Expression in VSMCs hin (Abschnitt 3.5.). Interessanterweise bewirkte die
simultane Behandlung mit gespaltenem HK eine weitere Zunahme der Zytokin-induzierten
TIMP-1-mRNA-Expression. Dies ldsst darauf schlieBen, dass gespaltenes HK neben der
Beeinflussung der Expression von MMP-9 und -2 auch auf der Ebene der Inhibition durch

TIMPs Einfluss auf die Regulation von MMPs nimmt.

Analog zu der bereits beschriebenen Situation in Aneurysmen konnte auch in vitro in VSMCs
infolge der Stimulation mit IL-la eine erhebliche Zunahme des MMP-9/TIMP-1-mRNA-
Quotienten festgestellt werden (Abschnitt 3.6.1.). Die durch gespaltenes HK hervorgerufene
signifikante Abnahme des Quotienten in Zytokin-stimulierten VSMCs deutet darauf hin, dass
gespaltenes HK das Gleichgewicht zwischen MMPs und TIMPs beidseitig beeinflusst. Da
sich Verdnderungen der mRNA-Expression nicht zwangsldufig auch auf der Proteinebene
widerspiegeln und diese zudem keine Riickschliisse auf die Interaktion von MMPs und
TIMPs erlauben, wurde die MMP-Nettoaktivitit in den konditionierten Medien bestimmt. Die
Ergebnisse dieser Untersuchung zeigen abnehmende MMP-Aktivititslevels in den
konditionierten Medien von Zytokin-stimulierten VSMCs, die mit gespaltenem HK behandelt
wurden (Abschnitt 3.6.2.).

Somit konnte gezeigt werden, dass gespaltenes HK in diesem in vitro-Modell insgesamt eine

Abnahme der enzymatischen Aktivitit der MMPs bewirkt, welche hinsichtlich des Abbaus
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der extrazelluldiren Matrix durch MMPs die ausschlaggebende Determinante darstellt.
Zusammengenommen lassen die in der vorliegenden Arbeit erzielten Ergebnisse die
Annahme zu, dass die negative Regulation der Expression und Aktivitdit von MMPs durch
gespaltenes HK dazu beitragen konnte, in vivo die extrazellulire Matrix vor einem
iiberschieBenden Abbau im Kontext physiologischer und pathophysiologischer vaskulérer
Prozesse zu bewahren. Im Umkehrschluss wird somit die Hypothese gestiitzt, dass ein

Kininogen-Mangel und eine damit verbundene fehlende negative Regulation durch

gespaltenes HK zu einer erhdhten Aktivitdt von MMPs in der Aortenwand fiihrt.
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Abbildung 4.1. Schematische Darstellung der Effekte des gespaltenen HK auf die MMP-Regulation in
Zytokin-stimulierten VSMCs (+: positive Regulation, —: negative Regulation, &J: kein Effekt).
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4.4. Die Effekte des gespaltenen HK: Potentielle Mechanismen in

vaskuliaren Zellen

Hinsichtlich der Effekte von gespaltenem HK auf die Regulation von MMPs in VSMCs stellt
sich die Frage nach dem Mechanismus, iiber den diese vermittelt werden. Eine inhibitorische
Wirkung des gespaltenen HK auf die durch die Ligandenbindung von IL-1a an den IL-1-
Rezeptor ausgeloste Signaltransduktion erscheint angesichts der Effekte auf die Zytokin-
induzierte Expression von MMP-9 und MMP-2 plausibel. Andererseits ldsst sich damit die
durch gespaltenes HK hervorgerufene Zunahme der Zytokin-induzierten TIMP-1-Expression
nicht erkldren. Wie unter Abschnitt 3.5. beschrieben bewirkt gespaltenes HK alleine keine
Zunahme der basalen TIMP-1-Expression, was auf einen zumindest in Abhéngigkeit zur

IL-1a-Stimulation stehenden Effekt schliefen lasst.

Allgemein ist eine Diskussion {iber einen potentiellen Mechanismus nach dem derzeitigen
Forschungsstand nur begrenzt moglich, da iiber die Wirkung von gespaltenem HK auf
zelluldre Prozesse in VSMCs nur sehr wenig bekannt ist und zudem eine spezifische
Bindungsstelle fiir gespaltenes HK in VSMCs noch nicht identifiziert wurde. Dahingegen sind
mehrere Proteine der Zellmembran von Endothelzellen identifiziert worden, an die HK
und/oder gespaltenes HK bindet, darunter der Urokinase-Plasminogen-Aktivator-Rezeptor
(uPAR) (Colman 1997), Tropomyosin (Zhang 2002), der globulidre C1q-Rezeptor (Herwald
1996) und Zytokeratin-1 (Hasan 1998). Neben der Bindung von gespaltenem HK an
Tropomyosin konnte in der Studie von Zhang et al. (2002) zudem gezeigt werden, dass iiber
diese Interaktion der inhibitorische Effekt von gespaltenem HK auf die Angiogenese von
Endothelzellen vermittelt wird. Hinsichtlich der Interaktion von gespaltenem HK mit dem
uPAR ergaben weitere Untersuchungen, dass sich diese Interaktion storend auf die Bildung
eines Signalkomplexes auswirkt, der aus dem uPAR, dem Integrin o83 und Caveolin besteht
(Cao 2004). Infolgedessen wird die durch diesen Signalkomplex vermittelte
Signaltransduktion beeintrachtigt, was anhand der Regulation mehrerer Effektorproteine im
Zusammenhang mit der Wirkung von gespaltenem HK auf Migration und Proliferation in

Endothelzellen aufgezeigt werden konnte (Wu 2007, Liu 2008).

Der Urokinase-Plasminogen-Aktivator-Rezeptor wird von VSMCs exprimiert (Dumler 1998)
und ist zudem im Rahmen des Plasminogen-Aktivator-Systems an dem Abbau der

extrazelluldren Matrix beteiligt (Behrendt 2004). Weitere Untersuchungen sind erforderlich,
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um zu ermitteln, inwieweit der uPAR an einer Vermittlung der Effekte von gespaltenem HK
auf die Regulation von MMPs in VSMCs beteiligt sein konnte, oder aber hierfiir andere, noch

nicht identifizierte Interaktionspartner in Frage kommen.

4.5. Basale MMP-Expression in VSMCs von Kininogen-defizienten Ratten

Hinsichtlich der in Ratten des Stammes Brown Norway Katholiek (BN/Ka) auftretenden
Kininogen-Defizienz im Blutplasma weisen die vorangegangenen Untersuchungen unserer
Arbeitsgruppe auf einen direkten Zusammenhang zwischen der Kininogen-Defizienz und der
Pradisposition fiir die Entstehung abdominaler Aortenaneurysmen (AAA) hin (siche
Abschnitt 1.5.). Dabei sind die hierfiir zugrunde liegenden Mechanismen noch weitgehend

unbekannt.

Die in der vorliegenden Arbeit vorgenommene Bestimmung der basalen Expression von
MMPs und TIMPs in VSMCs, die aus der Aorta von Kininogen-defizienten BN/Ka-Ratten
kultiviert wurden, zeigte interessanterweise eine deutlich erhohte basale mRNA-Expression
von MMP-2 sowie TIMP-2 auf (Abschnitt 3.7.1.). Dabei erfolgte die Bestimmung der basalen
Expressionswerte relativ zu denen in VSMCs von Brown-Norway-Ratten (BN), welche
normale Kininogen-Plasmakonzentrationen aufweisen und aufgrund des gemeinsamen

genetischen Hintergrundes der beiden Stimme fiir diesen Vergleich herangezogen wurden.

Die erhohte basale MMP-2-Expression ist insofern von Bedeutung, als dass dieser
Matrixmetalloproteinase eine mdglicherweise entscheidende Rolle in der Atiologie des AAA
zugesprochen wird (Thompson 2006). In der Studie von Davis et al. (1998) konnte festgestellt
werden, dass die MMP-2-Expression im pathologisch verdnderten Aortengewebe in der
Reihenfolge gesundes Gewebe < Arteriosklerose < Aneurysma zunimmt. Zudem konnten bei
einem Vergleich arteriosklerotisch und aneurysmatisch veranderter Aorten verschiedenartige
Muster beziiglich der Lokalisation von MMP-2 in den Geweben aufgezeigt werden
(McMillan 1995a). Dies weist auf eine zentrale Rolle dieses Enzyms hinsichtlich der fiir die
Aneurysmenformation charakteristischen strukturellen Verdnderungen hin. Dariiber hinaus
konnte gezeigt werden, dass in der frithen Phase der Formation des AAA eine verstirke

Expression und Aktivitdt von MMP-2 vorliegt (Freestone 1995, Nishimura 2003). Kaito ef al.
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(2003) zichen es daher in Betracht, dass der Prozess der Entstehung des AAA mit einer lokal
erhohten MMP-2-Aktivitét beginnt, die den Abbau von Elastin zur Folge hat. Dieser These
folgend konnte iiber freigesetzte Elastin-Fragmente ein inflammatorisches, zellulédres Infiltrat
angezogen werden, welches dann zum weiteren Abbau der extrazelluldren Matrix und zum

Verlust der GefaBwandstabilitit fuhrt.

Die Funktion von TIMP-2 hinsichtlich der post-translationalen Regulation der MMP-2-
Aktivitdt scheint komplex. Einerseits fungiert TIMP-2 als physiologischer Inhibitor von
MMPs und bindet mit hoher Affinitit an MMP-2 (Olson 1997). Andererseits spielt TIMP-2
eine wesentliche Rolle bei der Aktivierung von proMMP-2 auf der Zelloberfldche (Butler
1998, Strongin 1995). Dabei bindet proMMP-2 an einen Komplex bestehend aus TIMP-2 und
der membranstindigen MMP-14 (MT1-MMP), infolgedessen proMMP-2 zu aktivem MMP-2
gespalten wird (Kinoshita 1998, Worley 2003). Alle drei Komponenten dieses Systems sind
in der Tunica media der Aorta vorhanden (Crowther 2000a). Somit scheint TIMP-2 eine
Schliisselfunktion in der Regulation der MMP-2-Aktivitdt im Aortengewebe einzunehmen.
Die hieraus resultierenden pathophysiologischen Implikationen werden anhand der Studie von
Xiong et al. (2006) deutlich, in der bei TIMP-2-knock-out-Miusen im Vergleich zum Wild-
Typ eine verminderte Aneurysmenformation verbunden mit einer geringeren MMP-2-

Aktivitat beobachtet wurde.

Hinsichtlich der Ursachen fiir die erhohte Genexpression von MMP-2 und TIMP-2 in den
untersuchten VSMCs liegt die Vermutung nahe, dass diese durch das Kininogen-Defizit in
der Blutzirkulation von BN/Ka-Ratten hervorgerufen wird. Dabei gilt es allerdings zu
beriicksichtigen, dass die Untersuchung der basalen Expression anhand von kultivierten
Zellen erfolgte und somit ein direkter bzw. zeitnaher Einfluss der Kininogen-Defizienz in vivo
nicht mehr gegeben war. Wie eingangs bereits erwéhnt, liegt dem Kininogen-Defizit im
Blutplasma von BN/Ka-Ratten eine stark verringerte Sekretion von Kininogenen durch
Hepatozyten in die Zirkulation zugrunde. Dabei ist in den Hepatozyten von BN/Ka-Ratten
generell eine Synthese der Kininogene vorhanden, bedingt durch die Mutation im Kininogen-
Gen werden diese jedoch kaum sezerniert (Abschnitt 1.5.). Daher wurde die Moglichkeit in
Betracht gezogen, dass analog zu den Hepatozyten ein Sekretionsdefizit des hochmolekularen
Kininogens in den VSMCs von BN/Ka-Ratten vorliegt. Unter Beriicksichtigung der Tatsache,
dass die aus der Aorta von Ratten kultivierten VSMCs das Enzym Gewebe-Kallikrein

exprimieren (Oza 1990), konnte dieses Sekretionsdefizit im Rahmen der Zellkultur mit einer
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verminderten Bildung des gespaltenen HK einhergehen und sich insgesamt, im Sinne einer
gestorten autokrinen Regulation, auf die basale MMP-Regulation der Zellen auswirken.
Dieser Arbeitshypothese folgend wurde zundchst ermittelt, inwieweit eine Expression des
hochmolekularen Kininogens in VSMCs vorliegt. Die diesbeziiglich vorgenommenen
Untersuchungen zeigten jedoch eindeutig, dass die kultivierten VSMCs verschiedener
Rattenstimme weder hochmolekulares Kininogen in das Zellkulturmedium sezernieren noch
dass eine Expression dessen auf Protein- und mRNA-Ebene in den Zellen vorliegt (Abschnitt

3.8.), so dass diese Arbeitshypothese widerlegt werden konnte.

Insofern liegt die Vermutung nahe, dass die permanente Kininogen-Defizienz in vivo zu einer
Modifikation der MMP-2-Regulation in VSMCs fiihrt, z.B. iiber epigenetische Mechanismen,
und diese auch im Rahmen der Kultur dieser Zellen ex vivo bestehen bleibt. Hierfiir spricht
auch, dass gespaltenes HK bei einer kurzzeitigen Behandlung von 24 h keine Auswirkungen
auf die erhohte basale MMP-2-mRNA-Expression in VSMCs von BN/Ka-Ratten genommen
hat (Abschnitt 3.7.2.). Die These von einer in vivo erfolgten Modifikation der MMP-
Regulation in VSMCs der Aorta, welche auch ex vivo weiterhin Bestand hat, wird durch die
Untersuchungen von Crowther et al. (2000b) sowie Patel et al. (1996) gestiitzt, in denen
VSMCs aus humanen AAA gewonnen wurden und diese unter basalen Zellkulturbedingungen

eine erhohte MMP-2-Expression aufwiesen.

Die erhohte basale MMP-2- und TIMP-2-Expression in VSMCs von BN/Ka-Ratten deutet
insgesamt darauf hin, dass eine latent erhohte MMP-2-Aktivitit in der Aorta bestehen und
diese der Préddisposition fiir die Entstehung des AAA zugrunde liegen konnte. Weitere
Untersuchungen zur MMP-Aktivitdt vor Beginn sowie in den verschiedenen Stadien der

Aneurysmenformation in BN/Ka-Ratten konnten hieriiber Aufschluss gewéhren.

Allgemein stellen die BN/Ka-Ratten ein interessantes Modell fiir die Untersuchung der
Beteiligung von MMPs an der Entstehung und Progression des AAA dar. Die zu diesem
Thema aus der Literatur hervorgehenden Erkenntnisse basieren zum gréf3ten Teil auf Studien,
in denen humane AAA untersucht wurden. Die hierfiir verwendeten Gewebeproben
entstammen weitestgehend chirurgischen Eingriffen, bei denen eine Resektion des
Aortengewebes vorgenommen wurde oder aus Biopsien des AAA, die im Rahmen elektiver
Eingriffe zur Stabilisierung des Gefifles durchgefiihrt worden sind. Somit reprisentieren diese
Gewebeproben ein weit fortgeschrittenes bzw. das Endstadium der pathologischen Prozesse,

die zur Aneurysmenformation fithren. Die molekularbiologischen Untersuchungen humaner
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Gewebeproben haben zwar mafgeblich zur Aufkldrung der Pathogenese des AAA und der
Beteiligung von MMPs beigetragen. Allerdings lasst sich hinsichtlich der dabei identifizierten
Determinanten der Pathogenese des AAA nur schwer zwischen primdren und sekundiren
Prozessen differenzieren, so dass Aussagen iiber die &tiologischen Faktoren, die der

Entstehung des AAA zugrunde liegen, nur begrenzt mdglich sind.

Ein weiterer Forschungsansatz stellt das induzierte AAA im Tiermodell dar. Hierbei wird die
Aorta mit bestimmten Chemikalien behandelt, wodurch degenerative Prozesse in der
GefiaBwand initiiert werden, in deren Folge das Gefdl dilatiert. Héufig wird ein Verfahren
verwendet, bei dem zundchst eine Ligatur des infrarenalen Abschnitts der Aorta
vorgenommen und dann das Gefédl} fiir wenige Minuten intraluminal mit Elastase perfundiert
wird (Anidjar 1990). Die somit innerhalb weniger Tage entstchenden Aneurysmen weisen
zwar einige charakteristische Merkmale der Pathogenese des AAA auf, stellen jedoch
artifizielle Modelle mit einem geringen Bezug zur normalen Pathophysiologie der Entstehung
des AAA dar. Aufgrund der gut standardisierbaren Bedingungen findet das Tiermodell des
induzierten AAA unter anderem breite Anwendung in Studien, in denen Wirkstoffe
hinsichtlich ihrer Effekte auf die Entstehung und Progression des AAA untersucht werden
(siche Abschnitt 4.7.). Im Hinblick auf die Erforschung der pathologischen Mechanismen, die
der Entstehung des AAA zugrunde liegen, sowie zur Kldrung der Frage, inwieweit die
Dysregulation von MMPs einen étiologischen Faktor darstellt, konnten Studien mit BN/Ka-

Ratten als Untersuchungsmodell des AAA neue Erkenntnisse liefern.

4.6. Priasenz der Komponenten des Kallikrein-Kinin-Systems in der Aorta

Die in der Literatur vorhandenen Angaben zur Expression des hochmolekularen Kininogens
in VSMCs weisen sich widersprechende Untersuchungsergebnisse auf. In der Studie von
Okamoto et al. (1998) konnte die mRNA des hochmolekularen Kininogens in VSMCs, die
aus der Aorta von Sprague-Dawley-Ratten kultiviert wurden, nicht nachgewiesen werden.
Zudem konnte weder die mRNA des hochmolekularen Kininogens noch die des
niedermolekularen Kininogens im Gewebe des glatten Muskels der Aorta detektiert werden.

Dem stehen die Ergebnisse der Untersuchungen von Oza et al. (1990) zur Expression von
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Kininogen in VSMCs auf Protein-Ebene gegeniiber. Diese zeigen eine Detektion von
Kininogen sowohl in den Zelllysaten von primdren, aus der Aorta von Sprague-Dawley-
Ratten kultivierten VSMCs wie auch in dem von den Zellen konditionierten Medium. Die
Detektion erfolgte dabei iiber die Quantifizierung des freigesetzten Bradykinins unter
Verwendung eines 1251—Bradykinin—Radioimmunoassays, nachdem die Proben einer
Behandlung mit Trypsin im Uberschuss unterzogen wurden. Diese Methode stellt allerdings
einen nur indirekten Nachweis dar und ldsst auch nicht zwischen hoch- und
niedermolekularem Kininogen differenzieren, was erkldart, warum die Autoren der Studie

diesbeziiglich auch keine Differenzierung vorgenommen haben.

Die in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen zeigen eindeutig, dass
hochmolekulares Kininogen von den untersuchten VSMCs nicht exprimiert wird. Dabei
wurde hinsichtlich der Studie von Okamoto et al. (1998) in Erwdgung gezogen, dass die
mRNA gegebenenfalls in nur geringer Menge exprimiert wird und daher nicht leicht mit
PCR-Standardprotokollen zu detektieren sei. Daher wurde fiir diese Untersuchung die
Methode der mested PCR verwendet, welche einen dufBlerst sensitiven und spezifischen
Nachweis auch von nur in geringen Mengen vorhandener Transkripte erlaubt. Bei der
Analyse mehrerer VSMC-Kulturen, die aus der Aorta verschiedener Ratten gewonnen
wurden, konnte keine mRNA des hochmolekularen Kininogens im Vergleich zur
Positivkontrolle Leber detektiert werden (Abschnitt 3.8.2.). Das gleiche Ergebnis ging aus der
Analyse des Aortengewebes hervor, womit gezeigt werden konnte, dass auch in vivo keine
mRNA-Expression des hochmolekularen Kininogens in VSMCs vorliegt. Davon ableitend
kann zudem ein potentiell mdglicher Verlust der Expression in den Zellen in vitro aufgrund
der artifiziellen Bedingungen der Zellkultur ausgeschlossen werden. Im Gegensatz zu der
Studie von Oza et al. (1990) konnte auch auf der Proteinebene weder das hochmolekulare
Kininogen in VSMCs nachgewiesen noch dessen Sekretion in das Zellkulturmedium
festgestellt werden. Dies geht aus den Ergebnissen der massenspektrometrischen Analyse des
durch die Zellen konditionierten Mediums sowie aus der Analyse der Zelllysate im Western

Blot hervor (Abschnitt 3.8.1.).

Hinsichtlich der in dieser Arbeit dargelegten Effekte von gespaltenem HK auf die MMP-
Regulation in den aus der Aorta isolierten und kultivierten VSMC:s stellt sich somit die Frage,
inwiefern das hochmolekulare Kininogen bzw. das gespaltene HK fiir VSMCs in vivo in der

Tunica media der Aorta verfiigbar ist. Die im Blutplasma gegenwértigen Kininogene sowie
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das Plasma-Prekallikrein werden von der Leber gebildet und in die Blutzirkulation sezerniert
(siche Abschnitt 1.4.1. und 1.4.2.). Infolge der Kontaktaktivierung des Plasma-Kallikrein-
Kinin-Systems auf zelluldren Oberflichen wird Prekallikrein zu Kallikrein aktiviert und
spaltet sukzessiv das hochmolekulare Kininogen zu Bradykinin und gespaltenem HK. Dabei
stellt die Oberflache von GefaBBendothelzellen einen bedeutenden Ort der Entstehung von
Bradykinin und gespaltenem HK dar (Motta 1998, Nishikawa 1992). Neben dem Plasma-
Kallikrein-Kinin-System existiert eine Reihe von lokalen Kallikrein-Kinin-Systemen in
verschiedenen Geweben. So konnte die Expression von Gewebe-Kallikrein sowie
Kininogenen in der Niere (Chen 1995, Hermann 1996), Nebenniere (Wang 1996),
Schweildriise (Poblete 1991) und in der Lunge (Planque 2005, Takano 2000) nachgewiesen
werden. Allgemein gilt das Kallikrein-Kinin-System des Gewebes als Hauptentstehungsort
von Kininen. Diese Annahme geht unter anderem aus der Bestimmung von Bradykinin-
Konzentrationen in verschiedenen Geweben der Ratte hervor, welche im Vergleich zur
Bradykinin-Konzentration im Blutplasma um ein Vielfaches hoher sind (Campbell 1993b).
Interessanterweise konnte dabei eine besonders hohe Bradykinin- Konzentration in der Aorta

festgestellt werden.

Hinsichtlich eines lokalen Kallikrein-Kinin-Systems in der Aorta konnten Wolf et al. (1999)
eine Expression des Gewebe-Kallikreins durch humanes vaskuldres Gewebe nachweisen und
anhand von histologischen Untersuchungen der Aorta das Gewebe-Kallikrein sowohl in
Endothelzellen wie auch in VSMCs lokalisieren. Mit der Expression des Gewebe-Kallikreins
kénnten VSMCs somit lokal auf die Bildung von Bradykinin und gespaltenem HK
regulierend Einfluss nehmen, was dafiir spricht, dass hochmolekulares Kininogen und
gespaltenes HK fiir VSMCs in der Tunica media verfiigbar sind. Diese These wird ferner
durch die Feststellung von Fernando et al. (2005) gestiitzt, dass hochmolekulares Kininogen
auf der Oberfliche von kultivierten VSMCs zu binden vermag und in Gegenwart von

Prekallikrein die Bildung von Bradykinin erfolgt.

Schmaier et al. (1988) konnten eine Expression des hochmolekularen Kininogens in humanen
Endothelzellen aus der Nabelschnur in vifro nachweisen. Dies weist auf die Mdglichkeit hin,
dass hochmolekulares Kininogen von Endothelzellen der Aorta gebildet und im Sinne eines
parakrinen Mechanismus in der Tunica media zur Wirkung kommt. Die Ergebnisse der in der
vorliegenden Arbeit vorgenommenen qualitativen Analyse der mRNA-Expression des

hochmolekularen Kininogens (Abschnitt 3.8.2.) zeigen jedoch eindeutig auf, dass das
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hochmolekulare Kininogen im Aortengewebe nicht exprimiert wird und somit seine lokale
Synthese durch die Endothelzellen der Aorta ausgeschlossen werden kann. Im Gegensatz zu
den Ergebnissen der Analyse der mRNA-Expression konnte das hochmolekulare Kininogen
jedoch interessanterweise auf Protein-Ebene im Aortengewebe nachgewiesen werden
(Abschnitt 3.8.1.) Somit liegt die Vermutung nahe, dass das im Aortengewebe detektierte

hochmolekulare Kininogen der Blutzirkulation entstammt.

Weitere Untersuchungen sind erforderlich, um Kenntnisse dariiber zu gewinnen, inwieweit
das gespaltene HK fiir VSMCs in der Tunica media unter physiologischen Bedingungen
verfiigbar ist. Des Weiteren konnten Aktivitdtsbestimmungen des Gewebe-Kallikreins sowie
Konzentrationsbestimmungen von lokal gebildetem gespaltenen HK dazu beitragen,
Erkenntnisse iiber die Rolle des lokalen Kallikrein-Kinin-Systems der Aorta im Kontext

pathophysiologischer Prozesse zu gewinnen.

4.7. MMPs & abdominale Aortenaneurysmen: Pharmakotherapeutische

Optionen

Die erhohte Aktivitit von MMPs steht in enger Verbindung mit den strukturellen
Verianderungen in der Aortenwand, die der Entstehung und Progression des abdominalen
Aortenaneurysmas (AAA) zugrunde liegen (siche Abschnitt 1.1.). Dabei geht die erhohte
MMP-Aktivitit zum einen auf eine Dysregulation solcher MMPs zuriick, die auch an der
physiologischen Proteolyse der EZM beteiligt sind. Zum anderen wird die Expression
bestimmter MMPs erst im Rahmen der Pathogenese des AAA induziert, wodurch insgesamt
die Anzahl verschiedenartiger MMPs zunimmt. Hieraus ergeben sich rationale Ansdtze fiir

eine pharmakologische Intervention, die auf die Regulation der beteiligten MMPs abzielt.

Die direkte Inhibition proteolytisch aktiver MMPs stellt dabei einen naheliegenden Ansatz
dar. Eine mittels gentherapeutischer Verfahren erzielte lokale Uberexpression von TIMPs,
den endogenen Inhibitoren der MMPs, erwies sich im Tiermodell als effektive Strategie zur
Behandlung von verschiedenen kardiovaskuldren und Tumorerkrankungen (Baker 2002). So
konnte zum Beispiel gezeigt werden, dass eine lokale TIMP-1-Uberexpression im

Aortengewebe die Entstehung von Aneurysmen verhindert (Allaire 1998). Fiir die
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konventionelle Pharmakotherapie sind TIMPs allerdings wenig geeignet, da es sich um
Proteine mit einer geringen Halbwertszeit in vivo handelt (Wojtowicz-Praga 1997). In den
1990er Jahren wurden grofBe Anstrengungen unternommen, synthetische MMP-Inhibitoren
(MMPI) zu entwickeln und diese als kurative oder adjuvante Medikation in der Therapie von
Tumorerkrankungen einzufithren. Aus der Entwicklung synthetischer MMPI sind zahlreiche
Substanzen mit unterschiedlichen strukturellen Elementen hervorgegangen. Dabei wurde u.a.
ein Substrat-basierter Ansatz verfolgt, bei dem die Proteinstruktur des Kollagens zugrunde
gelegt und der Abschnitt imitiert wurde, der die Spaltstelle fiir MMPs aufweist. Zu den
prominentesten Vertretern dieser Substanzklasse mit einer Peptid-imitierenden Struktur
zihlen Batimastat und Marimastat. Die Grundstruktur beider Substanzen weist eine
Hydroxamat-Gruppe als funktionelle Gruppe auf, iiber die das Zinkion im aktiven Zentrum
der MMPs unter Bildung eines Chelatkomplexes gebunden wird. Batimastat und Marimastat
sind starke Inhibitoren der Enzymaktivitit verschiedener MMPs. In vitro inhibieren sie die
MMP-1, -2, -3, -7 und -9 mit ICsop-Werten im Bereich von 1-20 nM fiir Batimastat bzw.
3-230 nM fiir Marimastat (Wojtowicz-Praga 1997). Aufgrund ihrer geringen Spezifitit
innerhalb der MMP-Enzymfamilie werden sie auch als Breitband-MMPI bezeichnet.
Batimastat war der erste synthetische MMPI, der Einzug in die klinische Priifung am
Menschen fand. Aufgrund seiner geringen Wasserldslichkeit konnte Batimastat jedoch nicht
peroral appliziert werden (Wojtowicz-Praga 1996). Dieser Nachteil konnte mit der
Entwicklung von Marimastat iiberwunden werden, welches nach peroraler Applikation rasch

absorbiert wird (Millar 1998).

Wihrend die priklinischen Untersuchungen dieser und anderer synthetischer MMPI
erfolgversprechende Resultate aufwiesen und damit hohe FErwartungen an diese
Substanzklasse geweckt wurden, verlief die klinische Priifung von verschiedenen
synthetischen MMPI am Menschen insgesamt enttduschend. In der Phase III zahlreicher
klinischer Priifungen zeigten die synthetischen MMPI weitestgehend keine oder eine
ungeniigende therapeutische Wirksamkeit bei Patienten mit verschiedenen fortgeschrittenen
malignen Tumorerkrankungen (Pavlaki 2003). Zudem traten schwerwiegende
Nebenwirkungen auf, zu denen hiufig Gelenkschmerzen und Kontrakturen von Gelenken
zahlten. Insgesamt fiihrten diese Erkenntnisse dazu, dass die weitere Entwicklung von
synthetischen MMPI fast vollstindig eingestellt wurde. Generelle Bedenken hinsichtlich der

Verwendung von unselektiven MMPI sowie eine naheliegende Erkldrung fiir die dabei
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auftretenden Nebenwirkungen ergeben sich aus den komplexen Funktionen, die die
verschiedenen MMPs in sowohl physiologischen als auch in den jeweiligen
pathophysiologischen Prozessen erfiillen. Ein Wirkstoff, der selektiv die Aktivitit von
solchen MMPs hemmt, die maligeblich und spezifisch an der Pathogenese der zu
behandelnden Krankheit beteiligt sind, konnte hinsichtlich seines klinischen Nutzens Vorteile

aufweisen.

Beziiglich der Pathogenese des AAA konnte gezeigt werden, dass die Verwendung
synthetischer MMPI in entsprechenden Tiermodellen sowohl die Dilatation des Gewebes
verringert als auch zum FErhalt der Elastinfasern beitrdgt (Aziz 2007). Somit scheint die
MMP-Inhibition eine geeignete pharmakologische Option fiir die Behandlung des AAA
darzustellen. Angesichts der bereits erwdhnten schwerwiegenden Nebenwirkungen der
synthetischen MMPI liegen entsprechende Daten fiir den Menschen jedoch nicht vor. Dem
Nebenwirkungsprofil potentieller Wirkstoffe fiir die Behandlung des AAA kommt eine
besondere Bedeutung zu: Zum einen miisste ein Wirkstoff, dessen Verwendung auf eine
Verlangsamung der Progression des AAA abzielt, iiber mehrere Jahre eingenommen werden.
Zum anderen sind die Patienten in Bezug auf das Aneurysma meist beschwerdefrei, was bei

auftretenden Nebenwirkungen erfahrungsgeméaf zu einer abnehmenden Compliance fiihrt.

Idealerweise wiirde ein potentieller Wirkstoff nach einer kurzen Behandlungsphase zu einer
Riickbildung des AAA fiithren. Grofe Aufmerksamkeit rief diesbeziiglich die Studie von
Yoshimura et al. (2005) hervor, in der aufgezeigt wurde, dass sich die Riickbildung eines
existenten AAA zumindest im Tiermodell pharmakologisch erreichen ldsst. Die derzeit
wahrscheinlichere Option liegt aber wohl eher in einer langfristigen pharmakologischen
Behandlung, die darauf abzielt, die fortschreitende Progression des kleinen,
asymptomatischen AAA zu stoppen bzw. zu verlangsamen. Somit kénnte das Risiko einer
Ruptur der GefaBBwand gesenkt bzw. ein chirurgischer Eingriff zur Stabilisierung des Gefélles
vermieden werden. Angesichts der Tatsache, dass das AAA vornehmlich eine Erkrankung

dlterer Menschen ist, wiirde dies bereits einen bedeutenden therapeutischen Vorteil darstellen.

Ein fiir die Behandlung des AAA spezifisch entwickelter Wirkstoff steht bis heute nicht zur
Verfiigung. Allerdings ist von einigen in der Behandlung anderer Erkrankungen etablierten
Arzneistoffen bekannt, dass sie die Entstehung des AAA im Tiermodell verhindern sowie die
Progression des AAA im Menschen verlangsamen kdnnen. Zu diesen zdhlen die Tetracycline

sowie die 3-Hydroxy-3-methyl-glutaryl-Coenzym A-Reduktaseinhibitoren (Statine). Die
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Tetracyclin-Antibiotika und insbesondere der prominenteste Vertreter dieser Substanzklasse,
das Doxycyclin, wurden in diesem Zusammenhang untersucht, aufgrund ihrer gut
dokumentierten Eigenschaft, MMPs zu inhibieren (Golub 1985, Paemen 1996). In der Tat ist
das Doxycyclin bisher der einzige Arzneistoff, dem basierend auf dessen MMP-
inhibitorischer Wirkung eine Zulassung durch die Arzneimittelbehorde erteilt wurde. So ist
niedrig-dosiertes Doxycyclin (Periostat”) in den USA zur Behandlung der Parodontitis
zugelassen. In verschiedenen Tiermodellen des experimentell induzierten AAA konnte durch
die Behandlung mit Doxycyclin die Inzidenz des AAA effektiv vermindert werden, was mit
einer reduzierten MMP-Aktivitdt in der Aortenwand sowie einer verringerten Degradation
von Elastinfasern einherging (Petrinec 1996, Kaito 2003). Zudem weisen die Ergebnisse einer
von Mosorin et al. (2001) durchgefiihrten kleinen prospektiven Studie darauf hin, dass
Doxycyclin auch im Menschen die Progression des AAA giinstig beeinflusst. Allerdings ist
eine langfristige Medikation mit Doxycyclin aufgrund der Resistenzproblematik kritisch zu
bewerten. In diesem Zusammenhang konnte gezeigt werden, dass chemisch modifizierte
Tetracycline, die liber keine antibiotischen Eigenschaften verfiigen, ebenso effektiv wie
Doxycyclin die Entstehung des AAA im Tiermodell unterdriicken (Curci 1998). Neben der
MMP-Inhibition scheint Doxycyclin auch noch iiber andere Mechanismen Einfluss auf die
Aktivitdit der MMPs zu nehmen. So existieren zahlreiche Hinweise darauf, dass es die
zelluldre Expression verschiedener MMPs verringert (Thompson 1999). Es konnte z.B.
festgestellt werden, dass Doxycyclin eine schnellere Degradation der MMP-2-mRNA in
humanen VSMCs hervorruft (Liu 2003).

Ebenso wie Doxycyclin zeigten auch Arzneistoftfe aus der Gruppe der Statine in prospektiven
Studien einen giinstigen Einfluss auf die Progression des AAA im Menschen (Baxter 2008).
Zudem geht aus tierexperimentellen Untersuchungen hervor, dass die Wirkung der Statine
weniger auf dem lipidsenkenden Effekt dieser Substanzklasse beruht, sondern vielmehr auf
einer modifizierten Regulation von MMPs basieren konnte (Steinmetz 2005). Gestiitzt wird
diese Annahme durch die Feststellung, dass Cerivastatin, Simvastatin und Lovastatin eine
negative post-translationale Regulation verschiedener MMPs in VSMCs und Makrophagen
hervorrufen (Luan 2003). Insgesamt wird den pleiotropen Effekten, z.B. der anti-
inflammatorischen Wirkung, eine bedeutende Rolle hinsichtlich der protektiven Wirkungen

der Statine auf das kardiovaskuldre System beigemessen (Tsiara 2003).
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Im Tiermodell zeigten zudem nicht-steroidale Antiphlogistika wie Indometacin eine
reduzierende Wirkung auf das Ausmal der Expansion des Elastase-induzierten AAA (Holmes
1996); ein Effekt, der mit einer verminderten Prostaglandin-E2-Synthese in der Aortenwand
und einer dadurch bedingten negativen Regulation von MMPs in Verbindung gebracht wird
(Thompson 1999). Ebenso zeigte Telmisartan, ein Wirkstoff aus der Substanzklasse der
Angiotensin-II-Rezeptor-Antagonisten, eine inhibierende Wirkung auf die Entstehung des
Elastase-induzierten AAA im Tiermodell, die unabhingig von dem blutdrucksenkenden
Effekt dieses Wirkstoffs und zusammen mit anti-inflammatorischen Prozessen sowie einer

reduzierten MMP-Aktivitét auftrat (Kaschina 2008).

Hinsichtlich des gespaltenen HK sind weitere Untersuchungen erforderlich, um zu ermitteln,
inwieweit dieses die MMP-Aktivitét in der Aortenwand in vivo beeinflusst und sich auf die
Entstehung und Progression des AAA auswirkt. Die Aufklirung der molekularen
Mechanismen, die den in dieser Arbeit dargelegten Effekten des gespaltenen HK auf die
MMP-Regulation zugrunde liegen, konnte zudem dazu beitragen, neue Zielstrukturen fiir eine

Pharmakotherapie des AAA zu identifizieren.
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5. Zusammenfassung

Die erhohte Aktivitdt von Matrixmetalloproteinasen (MMPs) und die dadurch bedingte
Degradation von Komponenten der extrazelluldren Matrix stellt einen wesentlichen Prozess in
der Pathogenese abdominaler Aortenaneurysmen dar. Dabei wird insbesondere den MMPs
aus der Gruppe der Gelatinasen, MMP-2 (Gelatinase A) und MMP-9 (Gelatinase B), eine
bedeutende Rolle beigemessen. In einer vorangegangenen Studie unserer Arbeitsgruppe
konnte eine ausgeprigte Pradisposition von Kininogen-defizienten Ratten fiir abdominale
Aortenaneurysmen aufgezeigt werden, deren Entstehung durch eine Degradation von
Elastinfasern sowie eine erhohte Expression von MMPs gekennzeichnet war. Hieraus ergaben
sich erstmals Hinweise auf eine Beteiligung von Kininogenen an der MMP-Regulation.

In der vorliegenden Arbeit sollte ermittelt werden, inwieweit das gespaltene hochmolekulare
Kininogen (gespaltenes HK) auf die Regulation von MMPs in priméren, aus der Aorta von
Ratten gewonnenen glatten GefaBmuskelzellen (VSMCs) Einfluss nimmt. Es konnte gezeigt
werden, dass gespaltenes HK die Zytokin-induzierte Sekretion von sowohl MMP-2 als auch
MMP-9 durch VSMCs konzentrationsabhingig reduzierte. Zudem wurde die Zytokin-
induzierte MMP-9-mRNA-Expression in einem nahezu gleichen Ausmal} durch gespaltenes
HK negativ reguliert. Weitere Untersuchungen zeigten auf, dass dieser Effekt nicht aus einer
erhohten Degradationsrate der MMP-9-mRNA resultierte. Die Bestimmung der Expressions-
levels der endogenen Inhibitoren der MMPs, den TIMPs, ergab, dass die infolge der Zytokin-
Stimulation bereits verstirkte TIMP-1-mRNA-Expression in VSMCs durch gespaltenes HK
weiter erhoht wurde. Zudem konnte eine signifikante Abnahme des MMP-Aktivitétslevels in
den durch die Zellen konditionierten Medien festgestellt werden. Insgesamt lassen diese
Ergebnisse darauf schlieen, dass das Gleichgewicht von MMPs zu TIMPs durch gespaltenes
HK zugunsten einer geringeren MMP-Nettoaktivitdt verschoben wurde.

Der Vergleich basaler mRNA-Expressionswerte zeigte eine erhohte basale MMP-2- und
TIMP-2-Expression in VSMCs von Kininogen-defizienten Ratten auf. Das hochmolekulare
Kininogen war weder auf mRNA- noch auf Protein-Ebene in den kultivierten VSMCs
nachweisbar. Dariiber hinaus ergab die qualitative mRNA-Analyse von Aortengeweben, dass
eine lokale Expression des hochmolekularen Kininogens in der Aorta nicht vorliegt.
Dahingegen konnte das hochmolekulare Kininogen auf Protein-Ebene im Aortengewebe

nachgewiesen werden, welches vermutlich der Blutzirkulation entstammte.
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6. Summary

Cleaved high molecular weight kininogen, a novel factor in the regulation of matrix

metalloproteinases in vascular smooth muscle cells

Increased activity of matrix metalloproteinases (MMPs) in the aortic wall, leading to
degradation of extracellular matrix components, is considered to play a crucial role in the
pathogenesis of abdominal aortic aneurysms. Thereby, a pivotal role has been attributed to
MMPs belonging to the subgroup of gelatinases, including MMP-2 (gelatinase A) and
MMP-9 (gelatinase B). We previously reported that kininogen-deficient rats are predisposed
to develop abdominal aortic aneurysms. Thereby, aneurysm formation was associated with
enhanced elastolysis and increased expression of MMPs, thus indicating a role for kininogens
in the regulation of MMPs.

In the present study we investigated whether cleaved high molecular weight kininogen
(cleaved HK) affects the regulation of MMPs in primary vascular smooth muscle cells
(VSMCs), cultured from the rat aorta. We found that cleaved HK reduced in a concentration-
dependent manner cytokine-induced release of both MMP-9 and MMP-2 by VSMCs.
Furthermore, cytokine-induced MMP-9 mRNA expression was negatively regulated by
cleaved HK to almost the same extent. Further investigations showed that this effect did not
result from an increased rate of MMP-9 mRNA degradation. Determination of expression
levels of the endogenous inhibitors of MMPs, the TIMPs, revealed that TIMP-1 mRNA
expression, already increased as a result of cytokine-stimulation, was further enhanced by
cleaved HK. Moreover, a significant reduction of the MMP activity level was detected in cell-
conditioned media. Altogether, these findings indicate that the balance between MMPs and
TIMPs was shifted towards less net MMP activity by cleaved HK.

The comparison of basal mRNA expression values showed an elevated MMP-2 and TIMP-2
expression in VSMCs from kininogen-deficient rats. High molecular weight kininogen was
not detectable in cultured VSMCs, neither at the mRNA nor at the protein level. In addition,
qualitative mRNA analysis of aortic tissues revealed that a local expression of high molecular
weight kininogen is not present in the aorta. However, high molecular weight kininogen was
demonstrated at the protein level in aortic tissue, which presumably originated from the blood

circulation.
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et al.
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HK

I1C50

IL-1o
kDa
KKS
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4-Aminophenyl-Quecksilberacetat
Aqua destillata
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Brown Norway

Brown Norway Katholiek
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Bovines Serumalbumin
komplementire DNA
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Dulbecco's modifiziertes Eagle Medium
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsidure
Desoxyribonuklease
Desoxynukleosidtriphosphat
Ethylendiamintetraessigséure

und andere (et alii)

extrazelluldre Matrix

Fetales Bovines Serum
Erdschwerebeschleunigung
Gramm
Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase
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Hank's gepufferte Salzlosung

Hochmolekulares Kininogen

inhibitory concentration: Konzentration, bei der 50% Hemmung
erzielt wird

Interleukin-1a
Kilo Dalton

Kallikrein-Kinin-System
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min
MMP
MMPI
mRNA
MT-MMP
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NO
OD
PAGE
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PCR
RNA
RNase
RNasin
rRNA
RT

S

s

SDS
SEM
TIMP
TNFa

u.p. Hzo
uPAR

VSMC

Liter

Lysin

Masse

Molar (mol/1)

Minute

Matrixmetalloproteinase
Matrixmetalloproteinase-Inhibitor
messenger RNA

membranstindige MMP (membrane-type MMP)
nicht signifikant

Niedermolekulares Kininogen
Stickstoffmonoxid

optische Dichte
Polyacrylamidgelelektrophorese
Phosphatgepufferte Salzlosung
Polymerasekettenreaktion

Ribonukleinsdure

Ribonuklease

RNase-Inhibitor

ribosomale RNA

reverse Transkription

Svedberg-Einheit

Sekunde

Natriumdodecylsulfat

Standardfehler des Mittelwertes (standard error of the mean)
Gewebeinhibitor der MMPs (tissue inhibitor of MMPs)
Tumor-Nekrose-Faktor-o

Enzymeinheit (unit)

Reinstwasser (ultra-pure)
Urokinase-Plasminogen-Aktivator-Rezeptor
Volumen

glatte GefaBBmuskelzelle (vascular smooth muscle cell)
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