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1 Finleitung

1 Einleitung

Herzkreislauferkrankungen, die auf vaskuloproliferative Erkrankungen
zurlickzufiihren sind, stellen heutzutage immer noch die Haupt-Todesursache
in der westlichen Welt dar. Dies zeigten die Ergebnisse der ,,MONItoring
Trends and Determinants in CArdiovascular Disease* (MONICA) Studie der
Weltgesundheitsorganisation (WHO).! Die gegenwirtigen priventiven oder
therapeutischen Strategien konzentrieren sich dabei auf eine Reduktion der
Risikofaktoren (wie z.B. der Hypercholesterindmie, des Bluthochdruckes oder
des Diabetes mellitus) oder eine therapeutische Wiederherstellung des
Blutflusses mittels Angioplastie oder chirurgischer Revaskularisation (Bypass-
Operation).

Die invasiven MaBnahmen zur Revaskularisierung sind jedoch durch einen
hohen Prozentsatz von Wiederverschliissen der betroffenen Gefédle limitiert.
Bei 30%-50% der Patienten, die eine perkutane transluminale Koronar-
angioplastie (PTCA) erhalten haben, kommt es bereits in den ersten Monaten
nach dem Eingriff zur Restenose der dilatierten Geféifie.® Die in jiingerer Zeit
entwickelten Gefalprothesen (Stents) verhindern zwar das unmittelbare
Wiederzusammenziehen des Gefdfles nach Angioplastie (elastisches Recoil),
sie verstirken jedoch die Zellvermehrung (Proliferation) intimaler Zellen und
sind immer noch mit einer inakzeptabel hohen Zahl an Restenosen (~30%)
behaftet.* Von den Patienten, die ein GefaB dilatiert bekommen haben, kommt
es bei 20% zur Restenose und sie bendtigen letztlich eine Bypassoperation.
Auch hier kommt es jedoch jdhrlich in 10-30% der Félle zu einem
Transplantatversagen aufgrund einer Stenosierung der verpflanzten GefiBe.’
Auftillig ist, dass hauptsédchlich die vendsen Bypisse von dieser Stenosierung
betroffen sind, wéhrend die arteriellen Transplantate ein deutlich ldngeres
Uberleben  zeigen. Hierfiir werden zum GroBteil die verinderten
Druckverhiltnisse verantwortlich gemacht, da die Venen nach Verpflanzung in
den arteriellen Kreislauf etwa dem zehnfachen an GefiBBdehnung und
Druckbelastung ausgesetzt sind. Die genauen pathophysiologischen

Zusammenhédnge sind jedoch noch weitgehend ungeklart.
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1.1 Grundlagen der Atherosklerose

Die Atherosklerose ist eine Erkrankung, deren Entstehung in der Reaktion des
GefaBes auf einen stindigen Reiz begriindet liegt. Als Risikofaktoren fiir ihre
Entstehung kennen wir den Diabetes, den Bluthochdruck, Hyperlipiddmie und
den Tabakkonsum. Diese fithren zur Dysfunktion oder zur Schadigung des
Endothels, zur Thrombozytenaktivierung und Thrombusbildung, zur
chronischen Entziindungsreaktion mit Einwanderung von Leukozyten und zur
Aktivierung und Proliferation glatter GefdBmuskelzellen. Multiple
Wachstumsfaktoren und Zytokine werden von den geschidigten
Endothelzellen, Entziindungszellen, Thrombozyten und glatten
GefaBmuskelzellen freigesetzt und vermitteln die Chemoattraktion, Migration,
Proliferation, Apoptose und Matrix-Modulation der Zellen.®

Das Konzept der Pathophysiologie der Atherosklerose und restenotischer
Prozesse hat sich in den letzten Jahren grundlegend verdndert und die neuen
Erkenntnisse bieten uns neue Perspektiven fiir praventive und therapeutische
Strategien.

Neuere Studien haben die vorrangige Bedeutung inflammatorischer Prozesse
bei der Entstehung der Atherosklerose, von frithen Lasionen bei Jugendlichen,
tiber die vulnerable Plaque, bis hin zu thrombotischen Komplikationen,
aufzeigen konnen.” ® Leukozyten adhirieren, wandern entlang eines
chemotaktischen Gradienten in das Gewebe ein und akkumulieren in den
entstehenden atherosklerotischen Liasionen. Zusammen mit den Zellen der
GefdBwand sezernieren sie Zytokine und Wachstumsfaktoren, die die
Migration und Proliferation glatter GefdBmuskelzellen (VSMC) und die
Synthese extrazelluldrer Matrixproteine induzieren.

Zuséatzlich zur Inflammation stellt die Proliferation einen Schliisselprozess
sowohl bei der Entstehung der Atherosklerose als auch restenotischer Prozesse

6, 9-11
dar.

Man geht von der Vorstellung aus, dass eine fokale Akkumulation
glatter GefdBmuskelzellen in der Intima, welche sich beim Menschen bereits
im Kindesalter entwickelt und im Alter verdickt, der Entstehung einer
atherosklerotischen Lision vorausgeht.'” ' Uber die Herkunft dieser Zellen

gibt es unterschiedliche Theorien.
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Der Gedanke liegt nahe, dass die Zellen der entstehenden Neointima aus
residenten glatten GefdBmuskelzellen der Intima hervorgehen. Es konnte
jedoch gezeigt werden, dass auch eine Migration glatter GefdBmuskelzellen
aus der Media iiber die Lamina elastica interna hinweg oder sogar aus der
Adventitia iiber die Media in die entstechende Neointima stattfindet."
Weiterhin konnte gezeigt werden, dass embryonale Endothelzellen die
Féhigkeit besitzen, zu mesenchymalen Zellen zu transdifferenzieren und
»smooth muscle cell actin“ zu exprimieren, was eine Herkunft der
neointimalen glatten GefdBmuskelzellen von Endothelzellen denkbar
erscheinen ldsst.'* In Tiermodellen der Hyperlipidimie-induzierten
Atherosklerose,  der  Restenose @ nach  Angioplastie  und  der
Transplantatvaskulopathie konnte kiirzlich gezeigt werden, dass neointimale
glatte GefiaBmuskelzellen ihren Ursprung evtl. sogar in aus dem Knochenmark
stammenden Progenitorzellen oder anderen zirkulierenden Zellpools haben
konnten.”'™® Ob Knochenmarkzellen auch beim Menschen an der Entstehung
neointimalen Gewebes beteiligt sind, ist bisher unklar. Kiirzlich konnten
jedoch zirkulierende Glattmuskelzell-Progenitorzellen in humanem peripheren
Blut identifiziert werden."

Ungeachtet ihres Ursprungs sind diese Zellen mafgeblich an der Entwicklung
der intimalen Hyperplasie und der Entstehung der fibrosen Deckkappe der
atherosklerotischen Lidsionen beteiligt. Die Beschaffenheit dieser intimalen
Hyperplasie ist jedoch in den verschiedenen Stadien der Atherosklerose sehr
unterschiedlich. In friitheren, fettreichen Lésionen ist die fibrose Kappe diinn
und es zeigt sich eine erhdhte Apoptoserate der glatten GefaBmuskelzellen vor
allem an den ,Schultern, d.h. an den seitlichen Begrenzungen der
atherosklerotischen ~ Plaques.”® Des Weiteren hemmt das lokale
inflammatorische Milieu die Kollagensynthese, induziert die Expression von
Kollagenasen und hemmt die Expression proteolytischer Inhibitoren. Dies
diinnt die fibrose Deckplatte noch weiter aus und kann letztendlich zur Ruptur
der Plaque, zur Freisetzung des thrombogenen Materials und zum
thrombotischen Lumenverschluss des GefiBes fiihren.™ '

In weiter fortgeschrittenen Lésionen formen Fibroblasten zusammen mit
glatten GefaBmuskelzellen und extrazelluldren Kalzifikationen eine stabile,

fibrokalzifizierte Lasion (Abb.1).
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Abbildung 1: Die Abbildung zeigt den zeitlichen Verlauf der Entstehung
atherosklerotischer Lasionen. (Abb. iibernommen aus Dzau V,Braun-Dullacus

RC, Sedding D; NatMed 2002)
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1.2 Remodeling

Gefille besitzen bis zu einem gewissen Grad die Fahigkeit ihre Struktur den
gednderten Verhéltnissen anzupassen. So kann der Durchmesser des
Gefdlllumens bei gleichzeitiger VergroBerung der GefiaBwand trotz der
Akkumulation von atherosklerotischem oder neointimalem Gewebe zunéchst
unverdndert bleiben.”’ Mit Progression der Atherosklerose hingt der
Durchmesser des Gefil3lumens ab von der Balance zwischen Faktoren, die
eine VergroBBerung des Lumens (positives Remodeling) bewirken, und
Faktoren, die, getriggert durch die entziindliche Gefdantwort, eine
zunehmende Neointima-Bildung und Stenosierung des GefidBles (negatives
Remodeling) bewirken.”” Hauptverantwortlich fir die neointimale
Stenosierung der Gefédlle ist eine Aktivierung und ein Wiedereintritt glatter
GefdBmuskelzellen in den Zellzyklus mit nachfolgend resultierender

Proliferation.

1.3 Ballonangioplastie

Die Ballonangioplastie stellt den heutigen Standard zur Behandlung
stenosierender atherosklerotischer Lésionen dar. Bei der Angioplastie wird mit
Hilfe eines Ballonkatheters ein verengter GefdBabschnitt durch die
Applikation eines intraluminalen Druckes von bis zu 15 Bar dilatiert. Das
akute GefdBtrauma fithrt zu einer Entziindungsreaktion® mit Freisetzung von
Entziindungsmeditoren  (z.B.:  Interleukine, @ TNF, MCP-1) und
Wachstumsfaktoren (z.B.: PDGF, bFGF). Diese induzieren die Proliferation
und Migration von glatten GefaBmuskelzellen sowie chronische
Umbauprozesse in der GefiBwand (negatives Remodeling), die zu einer
Hyperplasie der Intima fiihren.

Die Faktoren, die zur Restenosierung des dilatierten Gefdf3es beitragen sind im
Wesentlichen das unmittelbare elastische Zusammenziehen des Gefid3es nach
Angioplastie (Recoil), ein negatives vaskuldres Remodelling und die durch
Proliferation glatter GefdBmuskelzellen bedingte Intimahyperplasie.** >

Das unmittelbare elastische Recoil des Gefdlles kann durch den Einsatz von
Stents verhindert werden. Allerdings konnen Stents aufgrund des chronischen

Reizes die Entziindungsreaktion in der Gefilwand sowie die Proliferation der
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intimalen und medialen glatten GefiBmuskelzellen verstirken.* Auch wenn
durch den Gebrauch von Stents die Restenoserate gesenkt werden konnte, so
ergab sich aus der weiterhin inakzeptabel hohen Rate an Restenosierungen die
Notwendigkeit zur Entwicklung neuer Strategien zur Privention

vaskuloproliferativer Prozesse.

1.4 Therapie vaskuloproliferativer Erkrankungen

Eine Vielzahl von Ansédtzen wurde bisher untersucht um die Proliferation
glatter GefdBmuskelzellen zu hemmen. Zahlreiche pharmakologische
Inhibitoren wie Thrombozytenaggregationshemmer, Antikoagulantien, ACE-
Hemmer oder weitere zytotoxische Agentien brachten jedoch nicht den
erhofften Erfolg. Das Versagen der erfolgversprechenden Therapieansétze in
klinischen Studien mag an den Unterschieden der Spezies oder an einer
falschen Dosierung der untersuchten Substanzen gelegen haben. Es zeigte sich
darin jedoch auch eindriicklich, dass die multifaktoriellen und redundanten
Prozesse, die zur Entstehung der Atherosklerose oder Restenose flihrten, durch
die Hemmung einzelner mitogener Faktoren nur unzulénglich zu beeinflussen
sind. Der Fokus des Interesses bei der Entwicklung antiproliferativer
Strategien hat sich daher in letzter Zeit auf den Zellzyklus als gemeinsame
Endstrecke der multiplen proliferativen Stimuli gerichtet. Strategien zur
Beeinflussung  des  Zellzyklus  beinhalten  die  Strahlentherapie,
pharmakologische Substanzen und gentherapeutische Ansitze.

Durch moderne strahlentherapeutische Ansédtze konnte die Restenoserate
deutlich beeinflusst werden.’**® Unvorhersehbare Nebenwirkungen, wie eine
spiate In-Stent Thrombose oder die Ausbildung proximaler oder distaler
Stenosen (candy wrapper effect), zeigen jedoch die Notwendigkeit zur
Weiterentwicklung dieser Therapieansétze.

Gentherapeutische Ansitze reichen von ,antisense*“-Oligodesoxynukleotiden
(AS-ODN), iiber Transkriptionsfaktor-,,decoy*“-Konstrukte, bis hin zur
Uberexprimierung proliferationshemmender Gene, um einen zytostatischen
Effekt in den Zellen zu erzielen. In den ersten kiirzlich verdffentlichten

Gentherapiestudien zur Reduktion der Restenose konnte gezeigt werden, dass

10
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»decoy“-ODN gegen das Zellzyklusprotein E2F die Neointimabildung in
peripheren und koronaren Bypissen signifikant verringern kann.”

Neben einer groflen Anzahl vielversprechender Substanzen wie Paclitaxel
(Taxol)’’, Flavopiridol’' oder CVT-313** ist das Makrolid-Antibiotikum
Rapamycin eine der derzeit vielversprechendsten Substanzen. In der kiirzlich
vorgestellten ,,RAVEL* Studie konnte durch mit Sirolimus beschichtete Stents
ein Jahr nach Implantation eine Restenoserate von 0% im Gegensatz zu 26%
in der Patientengruppe mit unbeschichteten Stents erzielt werden.” Bis zu vier
Jahre nach Implantation konnte keine weitere Zunahme der Restenose
beobachtet werden und bei Patienten, die mit einem Sirolimus beschichteten
Stent behandelt wurden, zeigte sich eine signifikant geringere Zahl von
kardiovaskuldren Ereignissen.34

Die Zellzyklushemmung, ob auf strahlentherapeutischer, pharmakologischer
oder gentherapeutischer Ebene, stellt somit den bislang effektivsten und

erfolgversprechendsten Ansatz zur Verhinderung multifaktoriell bedingter

vaskuloproliferativer Erkrankungen und insbesondere der Restenose dar.

1.5 Rapamycin

Rapamycin ist ein Makrolid Antibiotikum und ein natiirliches
Fermentationsprodukt von Streptomyxes Hygroscopius, ein Streptomycet,
welcher in den 70er Jahren von einer kanadischen Expedition auf den

Osterinseln (Rapa Nui) aus einer Erdprobe isoliert wurde.*> *°

Rapamycin ist
ein potentes Antimykotikum, hat aber in einer Vielzahl von Studien eine
ebenso potente Aktivitit als Tumorsuppressor und Immunsuppressivum
gezeigt. Diese immunsuppressive Wirkung machte Rapamycin als
Antibiotikum unbrauchbar. Die potente immunsuppressive Aktivitidt in fast
allen Organtransplantationstiermodellen unterstiitzte klinische Versuche und
richtete das Interesse der Rapamycinforschung auf dessen Wirkung auf Zellen
des Immunsystems. In den vergangenen Jahren hat das Medikament die drei
Phasen der Zulassung durchschritten und bekam im September 1999 in den
USA, in Kombination mit Cyclosporin A und Steroiden, die Zulassung zur

Verhinderung der AbstoBungsreaktion bei Nierentransplantationen. Im

November 1999 wurde Rapamycin auch von der ,European Medical

11
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Evaluation Agency“ (EMEA) zugelassen, als eine Alternative zu Calcineurin
Antagonisten bei Langzeit-Immunsuppressiver-Therapie.

Da das Interesse aber zunidchst auf die immunsuppressive Wirkung von
Rapamycin gerichtet war, wurden die anfanglichen in vitro Hinweise fiir die
potenziell gewiinschten Eigenschaften von Rapamycin auf  vaskulo-

proliferative Erkrankungen zunichst vernachlissigt.’”*

1.6  Zellulare Wirkung von Rapamycin

Es wurden verschiedene Mechanismen in verschiedenen Zellen beschrieben,
wie Rapamycin protektive Effekte auf die proliferative Antwort von
GefaBverletzungen (immun oder mechanisch) haben kann.

Als erstes wurde die Blockierung der Proliferation von T Lymphozyten durch
Rapamycin beschrieben, welche durch Ca2+-abhidngige oder —unabhingige
Wege stimuliert wurden.”® Weiterhin inhibiert Rapamycin die IL-2-abhéngige
und —unabhéngige Proliferation von humanen B-Lymphozyten und verhindert
deren Differenzierung in Plasmazellen. Dadurch verringert sich die IgM, IgG
und IgA Produktion.” Man nimmt an, dass die Effekte auf die
Antikorperproduktion die potenten immunregulatorischen Effekte noch
unterstuitzen.

Die Aktivitit von Rapamycin ist jedoch nicht auf Zellen des Immunsystems
beschrénkt. Es konnte gezeigt werden, dass Rapamycin die Proliferation von
non-lymphoiden Tumorzellen, Hepatozyten und Fibroblasten dndert.*” *!** Es
wurde ebenfalls berichtet, dass Rapamycin die proliferative Antwort von
glatten GefdBmuskelzellen blockiert, nachdem sie mechanisch oder
immunvermittelt verletzt wurden, z.B. durch Ballonangioplastie oder
Allorejektion.* In einem Primaten-Modell wurde gezeigt, dass Rapamycin die
intimale Gefélverletzung in Aortaallografts stabilisieren und umkehren
kann.** Weitere Studien begannen sich mehr auf die molekularen Wirkungen
von Rapamycin auf VSMCs, die Regulierung des Zell-Zyklus, die Pravention

der Proliferation und die neointimale Entwicklung zu konzentrieren.

12
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1.7 Molekularer wirkmechanismus von Rapamycin

Die erste Indikation einer Bindung des Rapamycins an einen intrazelluldren
Rezeptor ergab sich aus der Beobachtung, dass es die immunsuppressive
Aktivitdt von FK-506 antagonisiert (Abb. 2).** Es wurde ein Protein mit einer
geringen Molekularmasse (12kDa), genannt ,,FK-Binding-Protein® (FKBP)*>
% gefunden, das sowohl FK-506 als auch Rapamycin mit dquivalenten
Affinititen bindet.*’ Die Erkenntnis, dass FK-506, sowie non-
immunsuppressive FK-506 oder Rapamycin Analoga, kompetitiv agieren und
die Aktivitit von Rapamycin hemmen, zeigte, dass eine Interaktion von
Rapamycin mit FKBP notwendig ist, um die pharmakologische Aktivitit des
Rapamycins zu vermitteln. Es wird angenommen, dass sobald FKBP mit
Rapamycin oder FK-506 einen Komplex gebildet hat, eine neue Funktion
erworben  wird, @ welche zur Inhibierung von  verschiedenen
Signaltransduktionswegen fiihrt.*” Obwohl FK-506 und Rapamycin mit FKBP
interagieren, unterscheiden sich die beiden Stoffe am meisten in den Gebieten,
die zur neuen molekularen Oberfliche des FKBP-Drug-Komplexes beitragen.
Das konnte eine mogliche Erklirung sein, warum der FKBP-FK-506-Komplex
selektiv die  Calcineurin-Funktion® hemmt, wohingegen der FKBP-
Rapamycin-Komplex verschiedene biochemische Prozesse in Zytokin
vermittelter Signaltransduktion beeinflusst.

Durch Affinitdtschromatographie oder GST-FKBP-Fusionsproteine wurde in
Sdugetierzellen ein groBes Protein (2549 Aminosduren; MW: 289 kDa)
identifiziert, das durch den FKBP-Rapamycin-Komplex, aber nicht durch
Komplexe von FKBP bzw. non-immunsuppressive Analoga gebunden
wurde.** %

genannt (andere Bezeichnungen sind: FRAP, RAFT1, SEP oder RAPT1).

Dieses Protein wurde ,,Mammalian Target of Rapamycin (mTOR)*

Funktionelle Beweise, dass mTOR eine entscheidende Rolle im Mechanismus
von Rapamycin spielt, wurden dadurch gestirkt, dass Rapamycin-resistente
YAK-Zell-Mutanten ein mTOR-Protein exprimierten, welches durch den
FKBP-Rapamycin-Komplex nicht mehr erkannt wurde.” Zur Zeit ist die
genaue biochemische Funktion von mTOR noch unbekannt. Seine Sequenz-
Homologie mit den katalytischen Doménen von mehreren Phosphatidyl-

Inositide-Kinasen suggeriert, dass mTOR eine Kinase Aktivitit haben konnte.

13
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Mehrere Studien zeigen, dass mTOR eine Protein- sowie eine Lipid-
Phosphatase Aktivitdt hat, welche es wahrscheinlich machen, dass mTOR ein
Regulator einer Phosphorylierungs-Kaskade ist, die direkt oder indirekt die
enzymatische Aktivitit von p70S6k und G1-Cdks beeinflusst.’" ** die PI-3

k> >* und der PI-3-Kinase Inhibitor Wortmannin

Kinase selber reguliert p70S6
hemmt p70S6k.>> Rapamycin jedoch hemmt nicht die PI-3-Kinase, was dafiir
spricht, dass die PI-3 Kinase upstream von mTOR interveniert, oder die p70S6
Kinase iiber einen getrennten Signaltransduktionsweg, unabhidngig von
mTOR, reguliert.56

Der biochemische Prozess, dessen Beeinflussung zunichst durch Rapamycin
nachgewiesen wurde, ist die phosphorylierungsabhingige Aktivierung der
70kDa-S6-Proteinkinase (p70S6k). Dieses Enzym ist beteiligt an der
Modulation der Phosphorylierung des ribosomalen 40D-Protein-S6, welches
seinerseits eine Rolle bei der Initiierung der Translation in der Proteinsynthese
spielt.””*

Rapamycins indirekte Hemmung der S6-Phosphorylierung fiihrt zu einer
Unterdriickung ~ der  Translation = von  mRNAs, welche eine
Polypyrimidinsequenz am 5’-Terminus besitzen. Diese Polypyrimidinsequenz,
die den Translationsbeginn reguliert, ist in allen mRNAs enthalten, welche
riposomale Proteine oder Elongationsfaktoren kodieren. Es wurde festgestellt,
dass Rapamycin die Synthese dieser Proteine selektiv hemmt.”® Weiterhin
hemmt Rapamycin die  elF-4E-Funktion durch Hemmung der
Phosphorylierung des elF-4E-Bindingproteins (PHAS-1), das durch
Wachstumsfaktoren in den vaskuldren glatten Muskelzellen induziert wird.*
Somit scheint die Inhibition der Synthese oder der Funktion der ribosomalen
Proteine und Elongationsfaktoren, welche generell benétigt werden um die
Proteinsyntheserate bei der Vorbereitung auf die Zellteilung zu beschleunigen,
der Hauptmechanismus der antiproliferativen Wirkung von Rapamycin zu
sein. Zusétzlich blockiert Rapamycin die p-70S6k-vermittelte Aktivierung von
CREMt,®! ein Mitglied der CREB/AFT-Familie von Transkriptionsfaktoren.
Somit greift es die cAMP-induzierte spite Gentranskription an. Die

CREB/AFT-vermittelte Transkription von PCNA wird ebenfalls inhibiert.
PCNA ist ein obligater Processing-Faktor fiir die DNA-Polymerase-q, um in
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die S-Phase einzutreten. Dieser Effekt konnte einen weiteren distalen Schritt in

der antiproliferativen Wirkung des Rapamycins darstellen.®* ©

' Rapamycin

|Tyrosine kinases]

| p70S6 kinase

S6 ribosome
\ -

Y
Translation .
initiation Protein o .A
svnthee expression
y i E2F release
Cell cycle
progression

Abbildung 2: Darstellung der Wirkweise von Rapamycin und der von ihm
regulierten Proteine. (Dzau, Braun-Dullaeus, Sedding; NatMed 2002)
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1.8 Rapamycin-regulierte Zellzyklusproteine

Wie beschrieben, ist die antiproliferative Wirkung von Rapamycin durch die
Intervention in den Zellzyklus der mittleren bis spdten G1-Phase
charakterisiert.**°® Es scheint somit, dass Rapamycin, direkt oder indirekt,
einen Effekt auf den biochemischen Prozess hat, welcher den frithen Verlauf
des Zellzyklus bestimmt. In Ubereinstimmung mit der Wirkung von

Rapamycin auf die G1-Phase,”* %

wurde festgestellt, dass Rapamycin die
Aktivierung des Cdk2/Zyklin-E-Komplexes verhindert.® Bei Leukozyten- und
Skelettmuskel-dhnlichen Zelllinien scheint die Storung der Cdk2-Aktivitét, in
Zellen welche mit Rapamycin behandelt wurden, durch eine Inhibition der
mitogen-induzierten Herunterregulation des Cdk-Inhibitors, p27"!, zu

6769 Allerdings wird dieser Mechanismus fir VSMC noch

entstehen.
kontrovers diskutiert.”” Bei VSMC wurde beschrieben, dass Rapamycin
posttranskriptionell mit der Expression von den meisten Proteinen in der G1-
Phase interveniert, da Rapamycin die Hochregulierung von Zyklin B1, Zyklin
Cl1, Zyklin E, Zyklin-abhingige Kinase 1, Zyklin-abhéngige Kinase 2, PCS

Kipl protein in vitro und in vivo blockiert.”’ Die Hauptwirkung

und dem p21
von Rapamycin ist demnach die Inhibition des Zellzyklus am Ubergang von
der Gl- zur S-Phase, indem es die hierfir verantwortlichen
Signaltransduktionswege inhibiert. Zusétzlich scheint Rapamycin noch mehr
giinstige Wirkungen auf GefiBzellen zu haben. Es konnte beispielsweise
gezeigt werden, dass Rapamycin z.B. die Migration von VSMC, die
Hypertrophie als Reaktion auf Angiotensin II’' und eine durch
Tumornekrosefaktor-o.  (TNFa)-induzierte Expression von Adhésions-
Molekiilen, ICAM-1 und VCAM-1, inhibiert.”” Der Schliissel zur
erfolgreichen klinischen Verwendung von Rapamycin ist die einzigartige
Wirkung bei der Vorbeugung von Transplantationsvaskulopathien, bei
vendsen Bypass Transplantationsvaskulopathien und bei der In-Stent

Restenose.
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1.9 Rapamycin: Vom Labor zum Krankenbett

Es wurde sehr friih erkannt, dass sich die antiproliferative Wirkung von
Rapamycin nicht ausschlieBlich auf Zellen des Immunsystems beschréinkt,
sondern auch die Zellen der GefdBwand betrifft. Anfangliche Studien zeigten,
dass Rapamycin die Transplantationsvaskulopathie in den Herzen von Ratten

inhibiert.* Dieses Ergebnis wurde spiter bestitigt.”>”

Weitere Experimente
demonstrierten die potente inhibitorische Wirkung des Rapamycins auf die
Neointima Bildung nach Ballon-induzierter vaskuldrer Verletzung in Ratten

. 40, 46, 76, 77
und Meerschweinchen.”™ ™ ™

In Folge weitergehender Untersuchungen
tiber die Wirkweise von Rapamycin konnte gezeigt werden, dass die
systemische Gabe von Rapamycin die intimale Hyperplasie, in einem Modell
der In-Stent Restenose an Schweinen, bis zu 52% inhibiert.”® Im Gegensatz zu
den unterschiedlichen mitogenen Signaltransduktionswegen sind die
molekularen Abldufe des Zellzyklus in allen Zelltypen gleich. Somit kénnen
die molekularen Abldufe des Zellzyklus in VSMC durch systemische Gabe
eines Zellzyklus-Inhibitors wie Rapamycin nicht gezielt erreicht werden. Die
systemische Gabe, wie bei Transplantationspatienten, kann tatsdchlich
Nebeneffekte, wie Hyperlipidimie, Myelosuppression, Durchfall, milde
Stomatitis, Polyarthralgie und Kopfschmerzen zur Folge haben. Folglich wird
die klinische Spezifizitit, von auf den Zellzyklus zielenden Medikamenten wie
Rapamycin, durch die Fihigkeit der Applikation dieser Therapien in einer
rdumlich begrenzten Art bestimmt.

Um die Nebeneffekte der systemischen Gabe zu verringern, die lokale
Konzentration des Stoffes zu erhohen und die pharmakologische Wirkung mit
der des vaskuldren Stentings zu kombinieren, wurden grofle Anstrengungen
unternommen. Das Medikament musste zu einem biokompatiblen Polymer
verarbeitet werden. Mit solch einem Polymer wurden Stents beschichtet,
welche Rapamycin wéhrend der kritischen Phase der Entwicklung einer In-
Stent Restenose freigeben. Erste Studien mit diesen Rapamycin beschichteten
Stents zeigten eine Reduktion intimaler Proliferation von 51% verglichen mit
den Kontrollen.” Weitere vielversprechende Experimente mit Kaninchen und
Hunden fiihrten zum Entwurf der ersten klinischen Studien, bei denen die

Wirkung von Rapamycin beschichteten Stents untersucht wurde. Die RAVEL
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Studie (randomisierte Doppel-Blind-Studie mit dem Sirolimus-Eluting BX
Velocity Balloon-Expandable Stent bei der Behandlung von Patienten mit De
Novo Koronarlédsion), bei der 238 Patienten, entweder einen reguldren oder
einen mit Rapamycin beschichteten Stent (Europa und Latein-Amerika) in
einer Doppel-Blind-Studie erhielten, zeigte sich 210 Tage nach Behandlung
keine (0%) Restenose bei Patienten mit Rapamycin beschichteten Stents
verglichen mit 26% bei Patienten mit Placebobehandlung (P = <0.001).*" Bei
der Pravention von akzelerierten Arteriopathien oder bei intimaler Hyperplasie
durch chronische vaskuldre Transplantationsldsionen in transplantierten
Herzen, werden laufende klinische Tests die Wirkung von Rapamycin

nachweisen miissen.
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2 Fragestellung

Neben glatten GefdBmuskelzellen, die sich aus der verletzten Media des
Gefilles rekrutieren, scheinen zirkulierende Progenitorzellen entscheidend an
der Neointimaentstehung nach Ballonangioplastie beteiligt zu sein. Die
Hemmung der Akkumulation von zirkulierenden glattmuskuléren
Progenitorzellen am Ort der Neointimaentstehung konnte somit die intimale
Hyperplasie nach Ballonangioplastie nachhaltig beeinflussen. In klinischen
Studien zeigte sich kiirzlich, dass das Makrolid Antibiotikum Rapamycin trotz
einer relativ schwachen Hemmung der lokalen Proliferation von glatten
GefaBmuskelzellen sehr effektiv die Neointimaentwicklung hemmen kann.
Ziel dieser Arbeit war es daher, zu untersuchen in wieweit Rapamycin die
lokale Akkumulation und Differenzierung glattmuskuldrer Progenitorzellen
wihrend der Neointimaentwicklung beeinflusst und ob dieser Effekt evtl.
ausschlaggebend fiir den potenten klinischen Effekt von Rapamycin sein
konnte. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sollten neben dem erweiterten
Verstindnis iiber die Wirkweise des in klinischer Anwendung befindlichen
Rapamycins auch neue Einblicke in die Bedeutung und die Mechanismen der
Akkumulation zirkulierender vaskuldrer Progenitorzellen im

Neointimagewebe vermitteln.
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3 Material und Methoden

3 Material und Methoden

3.1 Gerate
Adobe Photoshop 7.0 LE

Zeiss KS300 3.0
PC Pentium 600
Pipetten

Pipettenspitzen

Reaktionsgefdfie 0,65/1,5/2 ml
Mikroskop S4 E

Mikroskop DM RB

Mikroskop TCS SP (Laser scanning)
Kryostat CM 1900

3.2 Chemikalien
Aqua ad iniectabilia

Dulbecco’s Phospat Buffered
Saline (1x)
Antibody Diluent Reagent
Solution
10 % Non-Immune Goat Serum
TissuTek®
4',6-Diamidino-2-phenylindole, 2HCI
(DAPI)
Vectashield® Mounting Medium
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ADOBE SYSTEMS INC.,
San Jose, USA

ZEISS, Jena
UNI-COMP, Giessen
GILSON, Viliers-le-Bel,
Frankreich

GILSON, Viliers-le-Bel,
Frankreich
EPPENDORF, Hamburg
LEICA, Mannheim
LEICA, Mannheim
LEICA, Mannheim
LEICA, Mannheim

BAXTER Deutschland GmbH,
UnterschleiBheim

PAA LABORATORIES GmbH
Pasding, Osterreich

ZYMED San Francisco, USA

ZYMED San Francisco, USA

LINARIS, Wertheim

VECTOR LABORATORIES INC.

Burlingham, CA 94010



3 Material und Methoden

3.3 Medikamente

Xylocain® 2 % ASTRA ZENECA GmbH, Wedel

Ketamin Incresa 50 mg/ml INCRESA Arzneimitte]l GmbH,
Freiburg

Rompun® 2 % BAYER Vital GmbH, Leverkusen

Atropinsulfat-Losung 0,5 mg/ml FRESENIUS KABI Deutschland
GmbH, Bad Homburg

Isofluran-Baxter BAXTER Deutschland GmbH,
UnterschleiBheim

Lysostypt® BRAUN/AESCULAP AG &

Co. KG, Tuttlingen

3.4 Chirurgische Instrumente und Operationsmaterialien

1 Schere Typ BC 61 R AESCULAP AG & Co. KG,
Tuttlingen

1 Schere Typ BC 60 R AESCULAP AG & Co. KG,
Tuttlingen

1 Schere nach Vannas Typ OC 498 R AESCULAP AG & Co. KG,

Tuttlingen

2 kleine Pinzetten Typ OC 21 R AESCULAP AG & Co. KG,
Tuttlingen

1 Pinzette Typ 12-505-10 MARTIN Medizin Technik,
Tuttlingen

1 gerader Fiihrungsdraht COOK Deutschland GmbH,

(20 cm lang, 0,5 mm dick) Monchengladbach

Féaden Ethilon 6-0 (Nadel P-3 ) JOHNSON & JOHNSON
Intl,  St-Stevens-Woluwe,
Belgien

Spritzen Injekt F 1 ml B. BRAUN, Melsungen

Spritzen Injekt 5 ml B. BRAUN, Melsungen

Injektionsnadeln BD Microlance™3 BECTON,  DICKINSON

and Company, Drojheda,
Co. Louth, Irland
Klebeband, Eimer mit Deckel, Tupfer, Desinfektionsmittel
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3.5 Antikorper

Primér Wirt | Isotyp | Konzentration | verw. | Lager- Bezug
Antikorper Konz | temperatur

a —SMA Mouse | IgG2a | 1,1 mg/ml 1:500 | -20° C Sigma
Cy3-

Conjugate

vWF Rabbit | IgG 5,7 mg/ml 1:200 | -20° C DAKO
MoMa Rat IgG2b | 0,5 mg/ml 1:200 | -20° C Serotec
VCAM-1 | Rat IgGl | 1 mg/ml 1:100 | -20°C Serotec
ICAM-1 Rat IgG2a | 0,1 mg/ml 1:200 | -20°C Chemicon
ICAM-1 Mouse | IgG1 | 1 mg/ml 1:200 | -20°C Chemicon
VEGF- Rat IgG2a | 0,1 mg/ 100ul | 1:50 | 4°C Pharmingen
R2-PE

Sca-1- Mouse | IgG2a | 0,5 mg/ml 1:50 | +4°C Pharmingen
FITC
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Sekundédr | Wirt | Isotyp | Konzentration | verw. | Lager- Bezug
Antikorper Konz | temperatur

Alexa Goat | IgG 1 mg/ml 1:200 | -20° C Molecular
Fluor 488 Probes
Alexa Goat | IgG 1 mg/ml 1:200 | -20° C Molecular
Fluor 546 Probes
Alexa Goat | IgG 1 mg/ml 1:200 | -20° C Molecular
Fluor 594 Probes
Alexa Goat | IgG 1 mg/ml 1:200 | -20° C Molecular
Fluor 680 Probes
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3.6 Knochenmark Transplanatations-Modell

Die acht Wochen alten Empfinger-Méduse (C57/BL6) wurden mit einer
todlichen Dosis von 11 Gy (1100 rad) bestrahlt. Als Spender dienten GFP-
positive transgene Méuse (C57/BL6 Hintergrund), welche ubiquitér das ,,green
fluorescent protein® (GFP) exprimieren und uns freundlicherweise von Dr. R.
Voswinckel, Abt. fiir Innere Medizin II, Universititsklinikum Gie3en und
Marburg zur Verfiigung gestellt wurden. Nach der Bestrahlung wurden den
Empfinger-Miusen unfraktionierte Knochenmarkszellen (3x10%) von den
GFP-positiven Méusen in die Schwanzvene injiziert. Sechs Wochen nach der
Knochenmarkstransplantation wurde die oben genannte Angioplastie

durchgefiihrt (Schematische Darstellung in Abb. 3).

Modell
\1 1Gy
KM Transplantation
(GFP™) Dilatation
A. femoralis
C57BL/6 * Wocpe,
Kontrolle RPM
(3 mg/Kg KG/d i.p.)
Entnahme nach Entnahme nach
jeweils: jeweils:
- 2 Wochen (n=10) - 2 Wochen (n=10)
- 4 Wochen (n=10) - 4 Wochen (n=10)

Abbildung 3: Schematische Darstellung der Versuchsabfolge
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Nach vier und nach sechs Wochen wurde die Rekonstitution der peripher
zirkulierenden Zellen durch GFP-exprimierende Zellen durchflusszytometrisch
quantifiziert. Nach vier Wochen waren erst < 25% positiv, jedoch nach sechs

Wochen lag die Repopulationsrate bei >75% (Abb.4).

4 Wochen

w
234%

n an*
110

6 Wochen

[Mrspabend] FE LINES LES MR LOG

w
TEA%

0 n '
LA LG

Abbildung 4: Durchflusszytometrische Darstellung der Rekonstitution von
peripher  zirkulierenden Zellen durch (GFP-positive) Zellen des
transplantierten Knochenmarkes 4 Wochen (obere Zeile) und 6 Wochen

(untere Zeile) nach Knochenmarkstransplantation.
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3.7 Knochenmarkstransplanatation

Die Spendermduse wurden getdtet und ihnen wurden Femur und Tibia
aseptisch entnommen. Die Knochenmarkshohlen wurden mit Hilfe einer 25-
gauge Nadel und einer Spritze mit Kalzium und Magnesium freier ,,Hanks
Balanced Salt Solution (HBSS)* gespiihlt. Die Einzelzellsuspensionen wurden
durch wiederholtes Pipettieren prapariert und anschliessend durch ein Nylon-
Sieb (40 um PorengroBe) gefiltert. Die Zellen wurden zweimal in HBSS
gewaschen und im Hamozytometer (Neubauerkammer) gezédhlt. Acht Wochen
alte Méuse wurden mit der tddlichen Gesamtkorperdosis von 11 Gy bestrahlt.
Sie bekamen 3x10° Kochenmarkszellen in 0,1 ml RPMI 1640 iber die
Schwanzvene injiziert. Nach sechs Wochen wurde die Rekonstitution des
peripheren Blutbildes in den transplantierten Méiusen verifiziert und den

Maiusen die Femoralarterie dilatiert.

3.8 Operation der Maus

Die nachfolgend beschriebenen Tierversuche erfolgten nach entsprechender
Genehmigung durch das Regierungspréasidium Gieen (GI 20/10 Nr. 40/2002
vom 27.2.2003).

3.9 Vorbereitung der Operation

Der Operationsplatz unter dem Mikroskop (Leica S4 E) wurde mit Papier
abgeklebt, die Instrumente, die Tupfer und die Faden fiir die Ligaturen wurden

zurechtgelegt.

3.10 Narkose

Es wurden jeweils 2,5 pg Xylazin (Rompun®), 3 mg Ketamin (Ketanest®)
und 5 pg Atropin® subcutan im Bereich der Hinterldufe intramuskulér
injiziert. Die Maus wurde mittels Klebestreifen auf dem Riicken im Sichtfeld
unter dem Mikroskop fixiert. Die Fixierung erfolgte an den Beinen und eine

zusitzliche Fixierung erfolgte am Schwanz des Tieres.
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3.11 Operation

Mit einer kleinen gebogenen Schere wurde das Fell am linken Hinterlauf im
Operationsgebiet vorsichtig entfernt. Danach erfolgte die Desinfektion des
Eingriffsgebietes. Die Haut wurde am distalen Ende des Hinterbeins lateral des
Gefilles mit einer kleinen spitzen Schere eingeschnitten und vorsichtig nach
proximal etwa einen Zentimeter erdffnet. Jetzt erfolgte die Préparation des
GefaB-Nerven-Stranges mittels der beiden kleinen Pinzetten. AnschlieBend
wurden die einzelnen Leitungsbahnen durch stumpfes Auftrennen der Faszien
freigelegt. Dabei wurde von distal nach proximal pripariert. Zunichst wurde
bis zum Abgang der A. femoralis profunda prépariert, anschlieBend erfolgte
die Préparation proximal der A. femoralis profunda bis zur A. iliaca externa.
Danach wurden die Leitungsbahnen an der A. femoralis profunda aufgetrennt.
Arterie, Vene und Nerv waren jetzt dargestellt, der N. Femoralis wurde
vorsichtig nach lateral abpripariert, um eine intraoperative Schiadigung zu
vermeiden. Nun mussten die Ligaturen angebracht werden. Die erste Ligatur
wurde um die A. femoralis profunda gelegt. Dabei wurde zunéchst der Faden
von lateral, distal des Abgangs der A. femoralis profunda, unter der A.
femoralis hindurchgefiihrt, anschlieBend wurde der Faden von medial nach
lateral, proximal des Abgangs der A. femoralis profunda, unter der A.
femoralis zuriickgefiihrt und mit einem Klebestreifen lateral des linken
Hinterbeins fixiert. Bei dieser und den folgenden Ligaturen musste darauf
geachtet werden, dass die Durchblutung nicht unterbrochen wird. Die
Ligaturen wurden zunéchst nur locker fixiert, um eine unnétige Ischdmie zu
vermeiden. Die distale A. Femoralis superficialis wurde als zweites ligiert.
Dabei wurde der Faden von medial nach lateral unter der Arterie
hindurchgefiihrt und wieder nach medial liber die Arterie verlagert. Die
Ligatur wurde durch einen Klebestreifen lateral des rechten Hinterbeins fixiert.
Als letztes erfolgte die Ligatur der A. iliaca. Hierbei wurde eine moglichst
proximale Ligatur angestrebt, um auch eine Unterbindung mdoglicher
Anastomosen zu gewéhrleisten. Die Ligatur wurde zunéchst von lateral unter
der A. iliaca durchgezogen und schlieBlich lateral des rechten Thorax ebenfalls
durch einen Klebestreifen fixiert. Um den Blutflufl zu unterbinden, wurden die

Ligaturen von distal nach proximal angezogen, erst Ligatur I, dann Ligatur II
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und schlieBlich Ligatur III. Nachdem nun der Blutfluss unterbunden war,
wurde die A. femoralis profunda eingeschnitten. Hierzu wurden die kleine
Schere nach Vannas und die gebogene Injektionsnadel bendtigt. Zundchst
wurde die A. femoralis profunda oberflachlich mit der Schere eingeschnitten.
War der Einschnitt erfolgt, konnte die kleine gebogene Injektionsnadel in die
Inzision eingefiihrt werden, um das Einbringen des Dilatationsdrahtes in die
Arterie zu erleichtern. Dabei wurde die gebogene Spitze der Nadel in die
Arterie eingesetzt und quer zur Verlaufsrichtung der A. femoralis profunda

gezogen, um ein mdglichst groles Lumen zu erzielen.

Ligatur III

\ A .Femoralis

Communis Dilatationsdraht

= A Femoralis
profunda

A.Femoralis

superficialis
Ligatur II

Abbildung 5: Schematische Darstellung der Operationstechnik.

(Zeichnung modifiziert nach Sata et al.)

Nun wurde mit der gummierten Pinzette der Dilatationsdraht vorsichtig in die
Arterie vorgeschoben. Der Draht verblieb fiir eine Minute in der Arterie und
wurde dann mit Hilfe der gummierten Pinzette vorsichtig zuriickgezogen. Vor
der Entfernung des Drahtes aus der A. femoralis profunda wurde die Ligatur I
fiir den darauffolgenden Schritt vorbereitet. Nach Entfernung des Drahtes
wurde mit dieser Ligatur I die A. femorlis profunda proximal der
Einfiihrungsstelle, durch doppelten chirurgischen Knoten ligiert. Die anderen

Ligaturen wurden entfernt.
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A.Femoralis
Communis mit
Dilatationsdraht

Dilatationsdraht

A.Femoralis
Communis
nach Dilatation

Bleibende
Ligatur

Dilatationbereich Kt émoralis

A .Femoralis profunda
profunda 4
A.Femoralis

A.Femoralis -
superficialis

superficialis

Abbildung 6: Schema wihrend Abbildung 7: Schema nach

der Dilatation der Dilatation

Anschliefend wurden die Leitungsbahnen wieder repositioniert und sich von
der suffizienten Reperfusion der Arterie iiberzeugt. Danach erfolgte die Naht
mittels 6-0 Prolene® Faden in Einzelknopfnaht. Wihrend der gesamten
Operation wurde das Operationsgebiet mittels Xylocain® feucht gehalten.
Eventuell auftretende Blutungen wurden mit Lysostipt® gestillt. Nach
erfolgreicher Operation wurde die Fixation gelost und die Maus im Kéfig unter
eine  Rotlichtlampe um den

gestellt intraoperativen ~ Warmeverlust

auszugleichen. Die folgenden intraoperativen Bilder sollen die eben

beschriebene Vorgehensweise verdeutlichen.
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" Y

Abbildung 9: Operationssitus nach abgeschlossener Operation mit

Ligatur der A. femoralis profunda
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3.12 Applikation von Rapamycin

Den operierten Maéusen wurde intraperitoneal 3 mg/kg/d Rapamycin
verabreicht. Die Dosis basiert auf Literatur, in welcher Rapamycin als

. I 81, 82
Immunsuppressivum in Miusen benutzt wurde.”

Eine Dosis von 2 mg/kg/d
bei Miusen entspricht etwa der von 0,17 mg/kg/d bei Menschen, wenn die
Umrechnung anhand der Kérperoberfliche stattfindet.® Diese Dosis ist mit

der in humanen Studien vergleichbar.®

3.13 Entnahme der A. femoralis

Die Maus wurde mittels einer Uberdosis Isofluran getotet. Nach Eintritt des
Todes wurden die Maiuse durch linksventrikuldre Infusion von in PBS
gelostem und auf physiologische pH 7,4 gepuffertem 2 %-igem
Paraformaldehyd fixiert. Nach Eroffnung der alten Nahtstelle wurde der
dilatierte Teil der A.femoralis entnommen. Zur Orientierung diente die Ligatur
der A.femoralis profunda. Nach erfolgreicher Entnahme wurde das
entnommene Stiick in einer Petrischale mit PBS gelegt um Blutreste zu
entfernen und so eine Reinigung des Arterienlumens zu erzielen. Es folgte eine
weitere Fixierung in 2 %-igem Paraformaldehyd fiir 30 min. Im Anschluss
wurde die Arterie in einem mit Tissue Tek® gefiillten Eppendorfgefdll
eingebettet und in fliissigem Stickstoff eingefroren. Die Lagerung erfolgte in

einem Gefrierschrank bei -80° C.

3.14 Anfertigung der histologischen Schnitte

Zur Anfertigung der histologischen Schnitte wurde der Kryostat LEICA CM
1900 verwendet. Das Schneiden erfolgte bei einer Temperatur von -24° C. Die
Arterie wurde aus dem Eppendorfgefall entfernt und auf einen eingespannten
Stempel aufgebracht. Die Schichtdicke der Schnitte betrug 6 pm. Auf jeden
Objekttrager wurden drei Schnitte aufgetragen um bei den spédter folgenden
immunhistochemischen Firbungen sowohl positive als auch negative
Kontrollen auf einem Objekttriger durchfiihren zu konnen. AnschlieBend

erfolgte die Lagerung der Objekttrager bei -20° C.
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3.15 Computer assistierte Morphometrie

Es wurde eine histomorphometrische Evaluation zur Beurteilung der
arteriellen Antwort auf die Gefilverletzung durchgefiihrt. Die Arterien
wurden 2 und 4 Wochen nach Verletzung vermessen. Nach einer Standard
H&E Féarbung wurden die Schnitte unter einem Leica Mikroskop untersucht.
Fir die Computer assistierte morphometrische Planimetrie wurde das
Programm ZEISS KS300 3.0 benutzt. Es wurde die Fliche der Media
(begrenzt durch die Lamina elastica externa und die Lamina elastica interna),
die Flache der Neointima (begrenzt durch die Lamina elastica interna und das
Gefafllumen), als auch die Fliche des Gefdlllumens ermittelt. Hieraus wurde
das Neointima/Media Verhiltnis (I/M Ratio) und die luminale Stenose des
GefaBes représentiert durch (Neointima/Lumen) x 100 % berechnet. Aus jeder
entnommenen Arterie wurden drei Schnitte jeweils vom Anfang, der Mitte und
dem Ende der dilatierten Strecke angefertigt und hieraus die Mittelwerte fiir
die jeweilige Arterie errechnet. GefiBle, bei denen wihrend der
morphometrischen Auswertung eine dilatationsbedingte Ruptur der Lamina
elastica interna festgestellt wurde, wurden von den weiteren Analysen

ausgenommen.

3.16 Fluoreszenz-Immunhistochemie

Zundchst wurden die Schnitte fiir 10 Minuten in einem Acetonbad fixiert und
anschliefend fiir 10 Minuten in PBS rehydriert. Der Schnitt wurde mit einem
Fettstift in einem ausreichenden Abstand umfahren, um ein Verlaufen der
aufzutragenden Agenzien zu verhindern. Nun wurden alle Schnitte mit dem 10
%-igen non-immune Goat-Serum fiir 10 Minuten geblockt. Das Serum wurde
nur durch leichtes Klopfen entfernt und nicht abgespiilt. Die Primdrantikorper
wurden in der oben angegebenen Verdiinnung aufgetragen und fiir 45 Minuten
auf den Schnitten belassen. AnschlieBend wurden die Schnitte dreimal fiir
jeweils zwei Minuten in PBS gespiilt. Die Sekundérantikdrper wurden
aufgetragen und ebenfalls fiir 45 Minuten auf den Schnitten belassen. Im
Anschluss wurde der Spiilvorgang wie zuvor wiederholt. Da sich auf jedem
Objekttrager jeweils drei Schnitte der zu untersuchenden Arterie befanden, lief

mit jeder Immunhistochemie gleich eine Kontrollfairbung ohne einen
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spezifischen Primdrantikorper als Negativkontrolle mit, um das Ausmass einer
unspezifischen Féarbung durch den Sekundirantikorper zu beurteilen.
Alternativ hierzu wurden die Schnitte im ersten Schritt mit einem
unspezifischen Primidrantikorper inkubiert. Wéahrend der Fluoreszenz-
Immunhistochemie wurden die Schnitte moglichst vor Lichteinfliissen
geschiitzt. Nach der Farbung wurden die Schnitte mit Vectashield®, Vector
Laboratories, Kalifornien, USA, welchem zuvor DAPI hinzugefiigt wurde (1pl
DAPI auf 1 ml Vectashield®), eingedeckelt. Um die Schnitte moglichst
luftdicht zu verschlieBen, wurden die Deckgldser mit klarem Nagellack

umrandet.

3.17 Bewertung der Immunhistochemie

Die immunhistochemisch behandelten Schnitte wurden unter einem
Lichtmikroskop der Firma LEICA (DM RB) und einem Laser-Scanning-
Mikroskop der Firma LEICA (TCS SP) ausgewertet.

3.18 Durchflusszytometrische Quantifizierung zirkulierender
endothelialer Progenitorzellen

Nach 1, 14 und 28 Tagen wurde Blut aus den Kontroll- bzw. Rapamycin-
behandelten Miusen gewonnen. Nach Lyse der Erythrozyten (Erylyse, BD
Biosciences) erfolgte die Fc-Blockade (Fc-Block, Pharmingen). Die lebende
Zellpopulation wurde auf die gleichzeitige Expression des Stammzellmarkers
Sca-1 (Sca-1-FITC, Klon E13-161.7, Pharmingen) und den endothelialen
Marker ,,vascular endothelial growthfactor receptor-2“ (VEGFR-2, Klon A3,
Santa Cruz — konjugiert mit einem entsprechenden Phycoerythrin (PE)-
markierten Sekundirantikdrper, Sigma) hin untersucht.

Isotyp-identische Antikdrper (BD Biosciences) dienten hierbei als Kontrolle.
Ein- und zweifarben-zytometrische Analysen der Zellen wurden mit einem
Durchflusszytometer (FACS-Calibur, BD Biosciences) durchgefiihrt. Die
Auswertung erfolgte mittels ,,Cellquest™ Software (BD Biosciences).
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3.19 Isolation und Charakterisierung von endothelialen Progenitorzellen
(EPC) aus der Milz.

Die Milzen wurden aus C57Bl6 Maiusen explantiert und mechanisch
zerkleinert. Die mononukledren Zellen wurden durch Zentrifugation mit Hilfe
eines Ficoll-Gradienten (Lympholite-M, Cedarlane, UDA) isoliert. Die
mononukledren Zellen aus der Milz (4x10°) wurden auf 24-well Kulturschalen
ausgesiht, die zuvor mit Fibronectin (Sigma) beschichtet wurden. Die Zellen
wurden in 0,5 ml ,endothelial basal medium* (Cell Systems) kultiviert,
welches mit 1 pg/ml Hydrocortison, 3 pg/ml bovine brain extract, 30 pg/ml
Gentamycin, 50 pg/ml Amphotericin B, 10 pg/ml humanem vascular
endothelial growth factor und 20% fetal calf serum (FCS) supplementiert
wurde. Nach 7 Tagen in der Zellkultur wurden die Zellen gewaschen,

trypsinisiert und in neue 24-well Kulturschalen resuspendiert.

Die adhérenten Zellen wurden dann zur Charakterisierung endothelialer Zellen
mit 2,4 ug/ml 1,1’-dioctadecyl-3,3,3’,3’-tetramethylindocarbocyanine
perchlorat—markiertem acetyliertem Low-Density Lipoprotein (Dil-Ac-LDL,
Cell-Systems) als auch mit FITC-markiertem Lectin (UEA-1, 1 pg/ml, Sigma)
fiir 1 Stunde inkubiert.

3 Gesichtsfelder/Kulturschale wurden ausgezéhlt und Zellen, die sowohl Dil-
Ac-LDL aufnahmen als auch eine Lectin-Bindung zeigten, wurden als

endotheliale Progenitorzellen (EPC) deklariert und quantifiziert.

3.20 Bestimmung der Migrationsfahigkeit von EPC

Die Migrationsfahigkeit der aus der Milz isolierten EPC wurde mit Hilfe von
12-well-Transwell-Platten der Firma Corning Inc. mit einer Porengrof3e von 8
um untersucht. Vor Versuchsbeginn wurde die Unterseite der Membranen mit
Fibronectin (Sigma) beschichtet.

In die obere Kammer wurden 200 ul Zellsuspension (5 x 10* Zellen) gegeben.
Die untere Kammer der Transwell-Platten wurde mit 600 pl EC Medium
gefiillt. Als Migrationsreiz wurden 50 ng/ml VEGF in die untere Kammer
gegeben. Anschlieend erfolgte die Inkubation der Platten fiir 12 h bei 37 °C

und 5 % CO, Danach wurde die Zellsuspension abgezogen und die Membran
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Ix mit PBS gewaschen. Auf der Oberflache verbliebene Zellen konnten mit
Hilfe eines Baumwolltupfers vollstindig entfernt werden. Die an der
Unterseite adhdrenten, migrierten Zellen wurden 2 Minuten in 70 % Methanol
fixiert und anschlieBend mit DAPI gefarbt.

Die Anzahl der Zellen wurde unter dem Fluoreszenzmikroskop bei 40-facher

VergroBerung in jeweils 3 randomisierten Feldern pro Kulturschale ausgezihlt.

3.21 Adhasion von CD34+ Zellen an humane koronare Endothelzellen

Humane koronare Endothelzellen (HCAEC) wurden von der Firma Cell
Systems® (Cell Systems® Biotechnologie Vertrieb GmbH, St. Katharinen)
bezogen. Die Kultivierung der Zellen erfolgte in Endothelial Cell Growth
Medium (Firma Cell Systems®). Es wurden ausschlieBlich Zellen der
Passagen 2- 4 verwendet.

Humane CD34+ Zellen (G-CSF mobilisiert) wurden von der Firma Cambrex
(Verviers, Belgien) bezogen und in HPGM-Medium (Cambrex) kultiviert.
Konfluente HCAEC wurden iiber 24 h mit TNF-a stimuliert. CD34+ Zellen
wurden mit Cell Tracker green-CMFDA (Molecular Probes) gefirbt und
2,5x10° Zellen wurden in 100 pl Adhisionspuffer (150 mM NaCl, 20 mM
Hepes, 2 mM MgCl,, 0,05 % BSA, pH 7,4) in 96-well Kulturschalen
ausgesdht. Die Zellen wurden darauthin iiber 30 min mit blockenden
Antikdrpern bzw. Kontrollantikdrpern einmal mit und einmal ohne Rapamycin
inkubiert. Nach zweimaligem Waschen mit Adhésionspuffer wurde die Anzahl
der Zellen unter dem Fluoreszenzmikroskop bei 40-facher VergroBerung in 3

randomisierten Feldern pro Kulturschale ausgezihlt.
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3.22 Statistik

Die gezeigten Daten sind als Mittelwerte +/- der mittleren
Standardabweichung dargestellt. Die statistische Analyse erfolgte mittels
ANOVA mit Hilfe der ,,SigmaStat™ Software, Systat, Richmond, Kalifornien,
USA. Die Post-hoc Analysen wurden nach der Methode von Holm-Sidak
durchgefiihrt. Alle Experimente wurden jeweils mindestens 3x unabhingig
voneinander durchgefiihrt. Ein P-Wert <0,05 wurde als signifikanter

Unterschied zwischen den jeweiligen Gruppen interpretiert.

36



4 Ergebnisse

4 Ergebnisse

4.1 Rapamycin verhindert die Neointima Bildung

Um den Effekt von Rapamycin auf die Neointima Bildung zu bewerten,
wurden die Arterien von C57/BL6 Maéusen dilatiert und die Neointima
Bildung nach 14 und 28 Tagen quantifiziert. Hierbei wurden Mause untersucht
die mit Rapamycin (3 mg/kg/d i.p.) behandelt wurden und Maiuse die keine
Behandlung nach Dilatation erhielten. Nach zwei Wochen war die Neointima
Bildung nur marginal und somit nicht signifikant unterschiedlich zwischen
Rapamycin behandelten versus den Kontrollgruppen (I/M-Ratio: 0,16 £ 0,20
vs. 0,20 £ 0,18, n=10 P<0,05; Abb. 10). Vier Wochen nach Dilatation fand
sich jedoch eine signifikante Reduktion der Neointima Bildung in der mit
Rapamycin behandelten Gruppe verglichen mit den Kontrollgruppen (I/M-
Ratio: 0,1 £0,15 vs. 1,01 £0,27, n =10, P<0,05; Abb. 10).
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Abbildung 10: Rapamycin verhindert die Neointimabildung in der Arteria
Femoralis der Maus. Gezeigt werden:

A: Reprisentative Schnitte von Femoralarterien der Maus (n = 10/Gruppe) 14
und 28 Tage nach Verletzung durch einen Draht, behandelt mit Rapamycin
(3mg/kg/d) und ohne Behandlung.

B: Morphometrische Quantifizierung der verletzten Arterien von C57BL/6
Maiusen: Kontrollarterien (schwarze Balken) und mit Rapamycin behandelte
Arterien (graue Balken). Die Fliche der Media wurde durch Subtraktion der
umkreisten Fliche an der Lamina elastica interna von der umkreisten Flache
an der Lamina elastica externa errechnet. Die Fliache der Neointima wurde
durch Subtraktion der umkreisten Fliche am Lumen von der umkreisten
Fliche an der Lamina elastica interna errechnet. Das Neointima/Media-
Verhiltnis (I/M-Ratio) wurde durch Dividieren der neointimalen Fldache durch

die mediale Flache errechnet (n = 10, P<0,05).
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4.2 Rapamycin reduziert die Akkumulation von Zellen aus dem
Knochenmark in der Neointima

Um den Beitrag zirkulierender, aus dem Knochenmark stammender Zellen an
der neointimalen Lésion zu bewerten, wurde das Knochenmark von ,,Green
Fluorescent Protein“ (GFP) transgenen Madusen in Hintergrund-identische
C57/BL6 Maéuse transplantiert. Acht Wochen nach der Transplantation wurden
die Méuse an der linken Femoral Arterie dilatiert und anschlieBend mit
Rapamycin (3 mg/kg/d i.p.) bzw. der Trigersubstanz alleine behandelt. Die
Ergebnisse zeigten eine signifikante Reduktion der relativen Zahl an GFP
positiven Zellen in der neointimalen Lésion, verglichen mit den
Kontrollgruppen. (8,9 + 4,2 vs. 31 + 26.5 % nach 14 Tagen und 6,7 + 6,5 %
vs. 41,1 + 16,5 % nach 28 Tagen, n=10, P<0,05; Abb. 11A). Diese Ergebnisse
zeigen, dass Rapamycin die Adhdsion und Akkumulation von zirkulierenden

Knochenmarkszellen in der neointimalen Lision signifikant reduziert.

4.3 Rapamycin reduziert die Akkumulation von
Monozyten/Makrophagen in neointimalen Lasionen

Um die Population der (GFP positiven) Knochenmarkszellen in der
neointimalen Lésion weiter zu charakterisieren, wurden die GFP positiven
Zellen in den Gewebeschnitten auf die Ko-Expression von MOMA-2, einem
Marker fiir Monozyten/Makrophagen, mittels Laser Scanning Mikroskopie
analysiert. Es wurden in der Neointima und der Media MOMA-2 positive
Zellen gefunden. Interessanterweise wurden in Abschnitten, in denen die
Media stiarker verletzt war, mehr MOMA-2 positive Zellen gefunden. Vier
Wochen nach Dilatation wurde in der mit Rapamycin behandelten Gruppe eine
signifikante Reduktion der MOMA-2 positiven Zellen, verglichen mit den
Kontrollgruppen, gefunden (1,6 + 2,2 vs. 11,6 £ 5,3 in der Neointima und 2,3
+ 3,1 vs. 11,4 = 4,6 % in der Media, n=10, P<0,05; Abb. 11B). Die Ergebnisse
belegen, dass Rapamycin die Rekrutierung von Monozyten nach

Gefilverletzung signifikant reduziert.
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Abbildung 11: Rapamycin reduziert die Akkumulation von Zellen aus dem
Knochenmark in der Neointima.

A: Schnitte der Arteria Femoralis der Maus, 2 und 4 Wochen nach Dilatation,
einmal mit Rapamycin behandelt, einmal ohne Behandlung, wurden mit DAPI
(blau) gefarbt um die Zellkerne zu lokalisieren. Zellen der Neointima und der
Media, welche beide Marker, GFP (griin) und DAPI (blau), exprimieren,
wurden in das jeweilige Verhiltnis zur Gesamtzellzahl gesetzt und daraus die
relative Zahl der GFP positiven (aus dem Knochenmark stammenden) Zellen
in der Neointima und der Media errechnet (n = 10, P<0,01).

B: Schnitte der Arteria Femoralis der Maus, 2 und 4 Wochen nach Dilatation,
einmal mit Rapamycin behandelt, einmal ohne Behandlung, wurden mit
MOMA-2 (rot) gefarbt um Monozyten/Makrophagen zu lokalisieren. Zellen
der Neointima und der Media, welche beide Marker - MOMA-2 (rot) und GFP
(griin) — exprimieren, wurden ins Verhéltnis zur Gesamtzellzahl gesetzt und
daraus die relative Zahl der Monozyten/Makrophagen in der Neointima und
der Media errechnet (n = 10, P<0,01).

Der obere Kasten zeigt einen Uberblick von gefirbten GefidBen, der untere

dagegen einige reprisentative Ausschnitte.
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4.4 Rapamycin reduziert die Zahl der aus dem Knochenmark
stammenden glatten GefaBmuskelzellen in der Neointima

Zur Bestimmung der aus dem Knochenmark stammenden glatten
Gefalimuskelzellen (VSMC), welche an der Neointima Bildung beteiligt sind,
wurden die Gefdl3schnitte mit einem Antikdrper gegen a-smooth muscle actin
(a-SMA) gefirbt. Es wurde angenommen, dass Zellen, welche fiir GFP und a-
SMA positiv sind, VSMC’s mit Knochenmarksursprung darstellen. Zwei und
vier Wochen nach der arteriellen Verletzung wurde eine signifikante Anzahl
an GFP und a-SMA positiven Zellen in der Neointima und der Media
gefunden (Abb. 12). Die doppelt (GFP und a-SMA) positiven Zellen wurden,
wie auch bei den vorangegangenen immunhistochemischen Farbungen, mittels
Laser Scanning Mikroskopie quantifiziert um Artefakte und falsch positive
Ergebnisse, bedingt durch eine Uberlagerung der Zellen, auszuschlieBen (Abb.
13A). In den Arterien der mit Rapamycin behandelten Tiere wurde eine
signifikante Reduktion der VSMC’s mit Knochenmarksursprung in der
Neointima und der Media beobachtet (6,7 £ 6,5 % vs. 41,1 £ 16,5 % in der
Neointima und 18,4 + 17,7 % vs. 46,1 + 8,0 % in der Media, n = 10, P<0,05;
Abb. 13B).
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Abbildung 12: Rapamycin reduziert die Akkumulation von aus dem
Knochenmark stammenden VSMC in der Neointima. Schnitte der Arteria
Femoralis der Maus, 2 und 4 Wochen nach Dilatation, einmal mit Rapamycin
behandelt, einmal ohne Behandlung, wurden mit a-SMA (rot) gefdarbt um
VSMC zu identifizieren und mit DAPI (blau) um Nuklei zu lokalisieren.
Zellen der Neointima und der Media, welche beide Marker exprimieren, a-
SMA (rot) und GFP (griin), zeigen aus dem Knochenmark stammende VSMC.
Gezeigt sind reprisentative Schnitte von den jeweiligen Gefdflen nach 2 und 4
Wochen, ohne Behandlung (Kontrolle, obere zwei Reihen) und mit Rapamycin

behandelte (RPM, untere zwei Reihen).
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Abbildung 13: Rapamycin reduziert die Zahl der aus dem Knochenmark
stammenden VSMC in der Neointima. Schnitte der Arteria Femoralis der
Maus, 2 und 4 Wochen nach Dilatation, einmal mit Rapamycin behandelt,
einmal ohne Behandlung, wurden gegen a-SMA (rot) gefirbt um VSMC zu
identifizieren und mit DAPI (blau) um Nuklei zu lokalisieren.

A: Zellen der Neointima und der Media, welche beide Marker exprimieren, a-
SMA (rot) und GFP (griin), zeigen aus dem Knochenmark stammende VSMC.
Gezeigt werden représentative Fotographien des Laser-Scanning-Mikroskops
von Tieren, welche nicht behandelt (Kontrolle) oder mit Rapamycin (RPM)
behandelt wurden, jeweils 4 Wochen nach Dilatation.

B: Zellen der Neointima und der Media, welche beide Marker exprimieren, o-
SMA (rot) und GFP (griin), wurden mit der Gesamtzahl an a-SMA positiven
Zellen verglichen und die relative Zahl der aus dem Knochenmark
stammenden VSMC in der Neointima und der Media quantifiziert (n = 10,

P<0,01).
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4.5 Rapamycin beeintrachtigt die Re-Endothelialisierung nach
arterieller Verletzung

Da bekannt ist, dass der inhibitorische Effekt von Rapamycin auf den
Zellzyklus nicht Zelltyp spezifisch ist, untersuchten wir die Wirkung auf die
endotheliale  Regeneration und die  Re-Endothelialisierung  nach
Gefilverletzung unter dem FEinfluss von Rapamycin. Die Re-
Endothelialisierung von denudierten Gefialen wurde mittels Durchlicht-
Mikroskopie nach Evans-Blue Féarbung quantifiziert. In den GefdBlen der
unbehandelten Tiere war der GroBteil der denudierten Oberfliche nach zwei
Wochen re-endothelialisiert (Abb. 14A). Im Gegensatz dazu zeigte sich in der
mit Rapamycin behandelten Gruppe zwei Wochen nach Denudierung eine
signifikante Beeintrachtigung der Re-Endothelialisierung (54,6 + 10,0 vs. 78,6
+ 5,5 %, n =4, P<0,05; Abb. 14B). Vier Wochen nach Gefallverletzung waren
sowohl die Kontrollgruppen, als auch die mit Rapamycin behandelten
Gruppen vollstindig re-endothelialisiert (Rapamycin: 96,5 + 1,8 %, Kontrolle:
97,6 £ 1,2 %,n=4, P =n.s.; Abb. 14B).

Im nédchsten Schritt wurde untersucht, ob Rapamycin die Adhédsion und
Differenzierung von aus dem Knochenmark stammenden (GFP positiven)
Zellen zu Endothelzellen beeinflusst.

Hierfiir wurde mittels immunhistochemischer Férbung gegen den von-
Willebrand-Faktor (vVWF) die Zahl der Endothelzellen ermittelt, die ebenfalls
den Marker GFP exprimierten. Zwei Wochen nach Dilatation zeigte sich hier
eine signifikante Reduktion der aus dem Knochenmark stammenden
Endothelzellen, die an der Re-Endothelialisierung beteiligt sind. (Rapamycin:
13,5 + 1,2 %, Kontrolle: 4,8 = 1,8 %, n = 6, P<0,05; Abb. 14C).

46



4 Ergebnisse

1 Tag 2 Wochen 4 Wochen

A —_— —_—
{ \
RPM - - + - +
B 1,2
g_ 7 - *
[CRS)
n O 08
SX
g % 0.6 [
85
[ :O 0,4 1
W
(0]
0'd 0,2
0l
RPM ~ - ' +J ~— - Y +)
2 Wochen 4 \Wochen
2 Wochen
) - -
16 4
W
o 124
=
OIS .
o o
L N [
Q) Al
0 |
RPM - +

47



4 Ergebnisse

Abbildung 14: Rapamycin beeintrachtigt die Re-Endothelialisierung nach
GefaBverletzungen.

A: Beispiele von Femoralarterien, entnommen 1 (links), 14 (Mitte) und 28
(rechts) Tage nach Dilatation und Denudation durch einen Draht, jeweils mit
Trégersubstanz bzw. Rapamycin (RPM) behandelt. Die Evans Blue Féarbung
zeigt die Segmente, welche noch nicht mit funktionell intaktem Endothel
tiberzogen sind. Nach 14 Tagen zeigen die mit Rapamycin behandelten
Arterien signifikant kleinere Gebiete, welche sich neu mit Endothel {iberzogen
haben (weille Gebiete).

B: Quantifizierung von re-endothelialisierten Gebieten mittels Evans Blue
Féarbung von ganzen Femoralarterien, 2 und 4 Wochen nach Verletzung (n=4,
P<0;05).

C: Reprisentative Schnitte von Femoralarterien nach immunhistochemischer
Féarbung gegen den vWF, 2 Wochen nach Denudation. Quantifizierung der aus
dem Knochenmark stammenden Zellen, welche an der Re-Endothelialisierung
beteiligt sind. Prozentuale Darstellung von doppelt (GFP und vWF) positiven
Zellen.

Schwarze Balken: Tiere ohne Behandlung.

Graue Balken: Mit Rapamycin behandelte Tiere.
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4.6 Rapamycin verhindert die Expression von Adhéasionsmolekdlen
nach Gefalverletzungen

Die Rekrutierung von zirkulierenden mononukledren Zellen an die Stellen der
GefiBverletzung ist abhéngig von der Integrin-vermittelten Adhésion an das
nIntercellular Adhesion Molecule” (ICAM-1) und das ,,Vascular Adhesion
Molecule® (VCAM-1). Deshalb wurde untersucht ob Rapamycin eine
Auswirkung auf die Expression von diesen zelluliren Adhédsionsmolekiilen in
Vivo hat. Die Behandlung mit Rapamycin resultierte, zwei Wochen nach
Gefidlverletzung, in einer signifikanten Reduktion der Expression von ICAM-
1 und VCAM-1 (ICAM-1: 0,8 £ 0,3 vs. 2,3 + 0,4, VCAM-1: 1,2 + 0,2 vs. 2,8
+ 0,3, n = 6, P<0,01; Abb. 15A + B). Dieser Effekt konnte dazu beitragen,
dass es zu einer Abnahme der Akkumulation von Monozyten/Makrophagen in

neointimalem Gewebe kommt.
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4.7 Die endotheliale Adhasion von vaskularen Progenitorzellen ist von
der ICAM Expression abhangig

Nachdem eine Vielzahl an Studien die Rolle von ICAM-1 und VCAM-1 bei
der Adhédsion von Monozyten an der GefiBwand beschrieben haben, bleibt
immer noch unklar, ob ICAM-1 und VCAM-1 auch an der Rekrutierung von
vaskuldren Progenitorzellen an die Stelle der GefdBverletzung beteiligt sind.
Um dieser Frage nachzugehen wurde der Effekt von Rapamycin auf die
Adhésion von CD34+ Zellen auf Endothelzellen untersucht. Es wurde die
Adhision von CD34+ Zellen an TNF-a stimulierten Endothelzellen (HCAEC)
mit und ohne Zugabe von Rapamycin bzw. von neutralisierenden Antikdrpern
gegen I[CAM-1 und VCAM-1 untersucht. Rapamycin senkte dosisabhéngig die
Adhésion von CD34+ Zellen an stimulierten Endothelzellen (RPM 20 nM: 13
+ 8, RPM 1 nM: 36 + 12, Kontrolle: 78 + 16 Zellen / Gesichtsfeld, n = 4,
P<0,01; Abb. 15C). Weiter zeigte sich, dass durch vorherige Inkubation der
Endothelzellen mit neutralisierenden Antikdrpern gegen ICAM-1 (30 pg/ml)
und VCAM-1 (30 pg/ml) nur die gegen ICAM-1 gerichteten Antikorper in der
Lage waren die Adhdsion von CD34+ Zellen signifikant zu senken (ICAM: 29
+ 6, VCAM: 57 + 18, Kontroll-IgG: 83 + 13 Zellen / Gesichtsfeld, n = 4, P<
0,05; Abb. 15C). Diese Daten weisen darauf hin, dass die Adhésion von
vaskuldren Progenitorzellen (CD34+ Zellen) an Endothelzellen von der
ICAM-1 Expression abhdngig ist und dass Rapamycin durch die
Unterdriickung der ICAM-1 Expression nach einer GefdBBverletzung die
Rekrutierung von vaskuldren Progenitorzellen an die Stelle der Schidigung

reduzieren konnte.
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Abbildung 15. Rapamycin reduziert die Adhdsion von vaskuldren
Progenitorzellen durch Hemmung der ICAM-1 Expression.

A Schnitte der Arteria Femoralis der Maus, 2 und 4 Wochen nach Dilatation,
ohne Behandlung (Kontrolle, oberes Feld) und mit Rapamycin behandelt
(RPM, unteres Feld), wurden immunhistochemisch auf die Expression von
ICAM-1 oder VCAM-1 hin untersucht.

B: Quantifizierung der ICAM-1 und VCAM-1 Expression in der
Femoralarterie der Maus, 2 und 4 Wochen nach Dilatation, ohne und mit
Rapamycin behandelt(n = 6, P<0,01).

C: Quantifizierung der Adhdsion von CD34+ Zellen an humane koronare

Endothelzellen (n = 4, P<0,05).
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4.8 Effekt der Behandlung mit Rapamycin auf endotheliale
Progenitorzellen

Die oben gezeigten Daten belegen, dass Rapamycin die Adhdsion von
vaskuldren Progenitorzellen an die Stelle der Gefdllverletzung beeintrichtigt.
Da die Akkumulation von aus dem Knochenmark stammenden Zellen im
neointimalen Gewebe jedoch auch von der Gesamtmenge der zirkulierenden
Progenitorzellen abhingig ist, haben wir den Effekt von Rapamycin auf die
Gesamtzahl der zirkulierenden endothelialen Progenitorzellen untersucht. Die
Maiuse wurden mit Rapamycin behandelt (3 mg/kg/d). Sowohl vor Behandlung
als auch nach 14 und 28 Tagen wurde mittels Durchflusszytometrie die
relative Anzahl von Sca-1 und Vaskular-Endothelial-Growth-Faktor-Receptor-
2 (VEGF-R2) exprimierenden Zellen quantifiziert. Es zeigte sich eine
signifikante Abnahme der EPC’s im peripheren Blut in der Rapamycin
behandelten Gruppe (nach 14 Tagen 23,6 = 5 % Zellen im Vergleich zur
Kontrollgruppe, nach 28 Tagen 27,8 + 16,7 % Zellen im Vergleich zur
Kontrollgruppe; n = 4, P<0,05; Abb. 16B). Eine weitere Quelle zirkulierender
endothelialer Progenitorzellen in der Maus ist die Milz, die in der Maus neben
dem Knochenmark ein weiteres himatopoetisches Organ darstellt.” Den
Versuchstieren wurde daher die Milz 1, 14 und 28 Tage nach dem Beginn der
Rapamycin Behandlung entnommen und die daraus gewonnenen
mononukledren Zellen mit einer Dichte von 4x10° Zellen pro 10 cm’
Kulturschale ausgesit. Nach 7 Tagen in vitro Kultur wurden die Zellen mittels
Dil-Ac-LDL und Lectin, zwei Endothelzell-spezifischen Markern gefarbt.
Anschliessend wurden die Dil-Ac-LDL und Lectin-positiven endothelialen
Zellen, wie in Abbildung 16A gezeigt, quantifiziert. Rapamycin reduzierte
signifikant die Zahl der endothelialen Zellen, nach 14 Tagen (31,7 £ 8,6 vs.
82,3 £ 11,2 % in der Kontrollgruppe) und nach 28 Tagen (28,8 + 7,1 vs. 73,7 +
8,5 % in der Kontrollgruppe, n=6, P<0,01; Abb. 16A). Die migratorische
Kapazitit endothelialer Progenitorzellen spielt bei der Regeneration von
GefaBschiadigungen eine entscheidende Rolle. Daher wurde in einem weiteren
Versuchsansatz der Einfluss von Rapamycin auf die Migration von EPC’s
untersucht. Rapamycin fiihrte dabei dosisabhingig zu einer signifikanten
Reduktion der EPC Migration (17,1 £ 3,7 vs. 32,3 £ 2,5 % in der
Kontrollgruppe, n=3, P<0,05; Abb. 16C).
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4 Ergebnisse

Abbildung 16: Der Einflufl von Rapamycin auf EPCs.

A: Mononukledre Zellen aus Milz-Homogenaten wurden unter EPC
spezifischen Konditionen fiir 7 Tage in Kultur gebracht, ohne Rapamycin
(oben) und mit Rapamycin (unten). Die Anzahl der EPC’s wurde nach
Farbung gegen DiILDL und Lectin quantifiziert (n = 6, P<0,05).

B: Nach 0, 14 und 28 Tagen wurden Sca-1/VEGFR2-positive Zellen aus
Miusen mittels FACS-Analyse quantifiziert. Die Proben wurden aus
peripherem Blut gewonnen. Die statistische Analyse zeigt 2 und 4 Wochen
nach Dilatation einen Abfall der zirkulierenden EPCs im peripheren Blut von
Rapamycin behandelten Mausen (n = 4, P<0,05).

C: Mononukledre Zellen aus Milz-Homogenaten wurden unter EPC
spezifischen Konditionen fiir 7 Tage in Kultur gebracht. Die Untersuchung der
Zellmigration erfolgte in einem modifizierten ,,Boyden chamber* - Assay.

(n= 3, P<0,05).
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5 Diskussion

5.1 Bisheriges Verstandnis Uber die Abstammung neointimaler Zellen

Man geht derzeit von der Vorstellung aus, dass sich atherosklerotische
Verdnderungen aus einer iiberméfigen, entziindlich-proliferativen Antwort auf
verschiedene Formen der Verletzung von Endothel und glatten
GefiBmuskelzellen der Arterienwand ergeben.® ™ > ** Durch Verletzungen
des Endothels kommt es zur Rekrutierung von Entziindungszellen, die eine
Vielzahl von Zytokinen - wie z.B. Tumor-Nekrose-Faktor-a, Interleukin-1 und
Interferon - sezernieren. Diese losen eine Dedifferenzierung der medialen
SMCs aus, welche unter physiologischen Bedingungen den Gefaftonus und

den Blutfluss regulieren.” **

Dedifferenzierte VSMC migrieren in den
subendothelialen Raum, proliferieren dort und sezernieren extrazelluldre
Matrixproteine und Wachstumsfaktoren.®’ Bis vor kurzem ging man so von
der Annahme aus, dass sich alle neointimalen VSMC aus medialen VSMC
rekrutieren.” Unter dieser Vorstellung wurden zahlreiche pharmakologische
sowie gentherapeutische Verfahren erarbeitet um die Dedifferenzierung,

Migration und Proliferation von medialen VSMC zu verhindern.”*'"!

Es gibt
jedoch mehrere Phianomene, die durch diese Hypothese nicht erklért werden
konnen:

Erstens haben sehr wenige Studien dokumentiert, dass VSMC von der Media
iiber die Lamina elastica interna in die subendotheliale Schicht migrieren.” **
Andererseits haben viele Studien gezeigt, dass sich Blutzellen von luminal an
die verletzte Arterie haften und dass dieser Vorgang der Entstehung einer
Neointima vorausgeht.'** '*

Zweitens ist beobachtet worden, dass es auch zur Entwicklung einer
Neointima kommen kann nachdem die Zellen der Media fast vollstindig
eliminiert wurden.'® In dieser Studie konnte auch gezeigt werden, dass
neointimale Zellen eine Woche nach Gefdlverletzung keine VSMC-Marker
exprimierten und morhologisch eher an hidmatopoetische- als an

Gefiaflmuskelzellen erinnerten.
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Drittens haben viele Studien berichtet, dass eine neointimale Hyperplasie
verhindert werden kann, indem Chemokine oder Adhesionsmolekiile blockiert

104195 welche eine entscheidende Rolle bei der Rekrutierung von

werden,
Blutzellen spielen, aber keine Wirkung auf die Migration und Proliferation von
VSMC haben.'”

Viertens unterscheiden sich neointimale VSMC von medialen VSMC
maBgeblich im Hinblick auf ihren Phenotyp und ihr Genexpressionsmuster.”
106, 197 Neointimale VSMC exprimieren mehrere himatopoetische Marker,
einschlieBlich des FK506-Binding-Proteins-12, Interferon-Regulations-Faktor

106, 107" was darauf hindeutet, dass diese

und proinflammatorischer Proteine,
neointimalen Zellen ihren Ursprung eher in zirkulierenden hdmatogenen

Zellen als in glatten GefaBmuskelzellen aus der Media haben konnten.

5.2 Neue Erkenntnisse Uber die Herkunft glatter GefaBmuskelzellen in
GefaRlasionen.

Zusitzlich zu der herkdmmlichen Annahme, dass beschddigte Gewebe durch
individuelle parenchymale Zellen repariert werden, mehren sich die Hinweise,
dass es somatische Stammzellen gibt, welche aus der Zirkulation zu den
unterschiedlichen Organen rekrutiert werden, dort in unterschiedliche Linien
differenzieren und so an der Organ-Reparatur und Regeneration
teilnehmen.'”'"® Es wurde beispielsweise berichtet, dass Flk-1 positive, aus
embryonalen Stammzellen stammende Zellen, als Gefal3-Progenitor-Zellen
agieren konnen und sowohl bei Foten als auch bei Erwachsenen zur

114 115 Das Knochenmark kénnte daher eine

Neovaskularisierung beitragen.
zusitzliche Quelle von Gefdllzellen sein, die bei der Post-Angioplastie-
Restenose, der transplantationsassoziierten Arteriosklerose und der
Hyperlipiddmie-induzierten Atherosklerose zur GefdBreparatur und zum
pathologischen Remodeling beitragen.

Um die Beteiligung von aus dem Knochenmark stammenden Zellen an der
Neointimaentwicklung im Tiermodell zu untersuchen, bedienten wir uns eines
Tiermodells, bei dem wir vor einer Gefdllverletzung das Knochenmark der

Versuchsmduse durch mit einem  Markergen (GFP) versehene

Knochenmarkszellen ersetzten. In Ubereinstimmung mit den oben
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beschriebenen Studien konnten wir in diesem Tiermodell eine Beteiligung von
zirkulierenden, aus dem Knochenmark stammenden Zellen bei der
Neointimaentstehung nachweisen. Auch wenn eine Ubertragung dieser
Ergebnisse in die humane Situation immer unter Vorbehalt diskutiert werden
sollte, liefern diese Ergebnisse doch hinreichende Evidenz fiir eine mogliche
Beteiligung  zirkulierender  Progenitorzellen bei der  Entwicklung

vaskuloproliferativer Erkrankungen.

5.3 Zusammensetzung des neointimalen Gewebes in unterschiedlichen
GefaRlasionen

Zahlreiche Berichte haben gezeigt, dass neointimale Zellen sehr heterogen
sind und unterschiedliche Urspriinge zu haben scheinen.''*'"® Kiirzlich wurde
berichtet, dass sich die Zellbestandteile je nach Art der GefaBBverletzung

deutlich unterscheiden.'"’

Auch die Rekrutierung von aus dem Knochenmark
stammenden Progenitorzellen in das neointimale Gewebe scheint dabei stark
von der jeweiligen Gewebsverletzung abhingig zu sein.'" Kiirzlich
untersuchten Sata et al. drei verschiedene Arten von mechanischen
Verletzungen in Méausen, deren Knochenmark durch das von GFP- oder LacZ
liberexprimierenden Méusen ersetzt worden war. Nach endovaskuldrer
Verletzung der A. femoralis durch einen Draht wurde eine bedeutende Zahl
der neointimalen und medialen Zellen gefunden, welche aus dem
Knochenmark stammen. Im Gegensatz dazu wurden bei leichteren
GefdBalterationen durch eine perivaskulire Manschette kaum aus dem
Knochenmark stammende Zellen entdeckt. Auch nach bloBer Ligatur der
Karotisarterie konnten nur wenige aus dem Knochenmark stammende Zellen
in der Neointima entdeckt werden. Diese Ergebnisse belegen auf
tierexperimenteller Basis, dass die Art der GefdBBverletzung entscheidend fiir
die Rekrutierung von aus dem Knochenmark stammenden Zellen und fiir das
vaskuldre Remodeling zu sein scheint.

Auch beim Menschen wird angenommen, dass aus dem Knochenmark
stammende Zellen immer dann wesentlich zur Lasionsbildung beitragen, wenn

Arterien schweren Verletzungen, wie bei einer Angioplastie von
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fortgeschrittenen  atherosklerotischen —Lésionen, ausgesetzt werden.''’
Fortgeschrittene atherosklerotische Lisionen weisen ein hoheres Vorkommen
an Elastica Rupturen und Verletzungen am Ubergang zwischen Intima und
Media auf,'® wobei diese Verdnderungen mit fokalen Intraplaque-
Mikrohdmorrhagien assoziiert sind.'*' Wihrend einer Angioplastie wird das
Endothel vollstindig denudiert und die atherosklerotischen Lé&sionen mit
hohem Druck so stark gedehnt, dass oft ein Riss in der luminalen Oberfliche

entsteht.'??

Man geht davon aus, dass die Rekrutierung zirkulierender Zellen
hier von besonderer Bedeutung ist. Eine Beteiligung zirkulierender
Progenitorzellen wurde jedoch kiirzlich auch bei der Entwicklung der
Transplantationsvaskulopathie und in instabilen, rupturierten

15, 11 119, 123-125 . .
» 17, 119, Ubereinstimmend

atherosklerotischen Plaques nachgewiesen.
mit diesen Erkenntnissen, ergab eine Analyse von Knochenmarks-
Transplantierten verschiedenen Geschlechts, dass aus dem Spender-
Knochenmark stammende VSMC in allen Schichten der atherosklerotischen
Gefiafwand nachzuweisen waren.'” Interessant ist jedoch auch hier die
Beobachtung, dass es zu einer besonders ausgepriagten Rekrutierung von aus
dem Knochenmark stammenden VSMC in verletzte Segmente, weniger jedoch
in gesunde Gefdflabschnitte kommt.

Im Hinblick auf die Komplexitdt der neointimalen Lésionen beim Menschen,
konnen diese GefaBverletzungsmodelle in der Maus die genaue Pathogenese
nur ndherungsweise reprisentieren. Bei der Entscheidung fiir ein geeignetes
Tiermodell fiir die in diesem Projekt durchgefiihrten Untersuchungen wihlten
wir daher ein Modell bei dem die A. femoralis dilatiert wird, da hier die

Vorgidnge bei der Dilatation von humanen koronaren Arterien am besten

widergespiegelt werden.

5.4 Therapeutische Strategien in Bezug auf zirkulierende vaskulare
Progenitorzellen

In der Vergangenheit ist es auch mit den potentesten antimigratorischen oder
antiproliferativen Strategien nicht gelungen eine effektive Therapie zur

27
Unsere

Verhinderung stenosierender GefiBerkrankungen zu etablieren.’
Ergebnisse sowie die Berichte anderer Arbeitsgruppen belegen, dass aus dem

Knochenmark stammende glattmuskuldre Progenitorzellen massgeblich an der

59



5 Diskussion

Neointimabildung beteiligt sind.'”” Ubereinstimmend hiermit ist eine
vorherige Beobachtung, dass eine transiente Myelosuppression die
Hyperplasie  von  glatten  GefdBmuskelzellen in  ballondilatierten

128

Koronararterien verhindert. ©° Eine dhnliche Wirkung konnte auch durch die

105

Hemmung von Chemokinen (MCP-1) oder Adhesionsmolekiilen (P-

4 erreicht werden, welche eine entscheidende Rolle bei der

selectin) '°
Rekrutierung und beim Homing von vaskuldren Progenitorzellen spielen.
Kiirzlich konnte gezeigt werden, dass der klinische Einsatz von Rapamycin
effektiv die Entstehung einer neointimalen Hyperplasie nach Ballondilatation
verhindern kann. *> '* Trotz der zunehmenden klinischen Begeisterung, ist
bisher jedoch wenig iiber die Mechanismen bekannt durch die Rapamycin die
neointimale Hyperplasie verhindert. Rapamycin ist ein immunosuppressives
Medikament, das in den klinisch eingesetzten Dosierungen eine relativ
schwache Wirkung auf die Proliferation medialer VSMC hat.'”” Es stellt sich
daher die Frage, ob der klinische Effekt des Rapamycins evtl. auch in einer
hemmenden Wirkung auf die Akkumulation zirkulierender vaskulérer
Progenitorzellen begriindet liegen kann. Unsere Ergebnisse zeigen nun, dass
Rapamycin die Adhédsion von CD34+ Zellen in vitro hemmt. Dariiber hinaus
reduziert Rapamycin effektiv die Akkumulation von aus dem Knochenmark
stammenden Zellen in der Neointima. Unsere Ergebnisse belegen damit
erstmals, dass die antiadhdsive Wirkung zusétzlich oder sogar
ausschlaggebend fiir den potenten klinischen Effekt des Rapamycins bei der

Therapie vaskuloproliferativer Erkrankungen verantwortlich sein kénnte.

5.5 Rolle von Adhasionsmolektilen beim Homing vaskularer
Progenitorzellen im Neointimagewebe

Im Weiteren stellt sich die Frage, liber welche Mechanismen Rapamycin
seinen antiadhdsiven Effekt entfaltet. Bisher gibt es jedoch weder iiber den
Pool aus dem sich glattmuskuldre Progenitorzellen rekrutieren noch {iiber die
Mechanismen iiber die sie am verletzten Gefdl adhirieren ausreichende
Untersuchungen. Jiingere Studien konnten zeigen, dass zirkulierende
Progenitorzellen ein dhnliches Integrinmuster wie Monozyten aufweisen und
insbesondere die Expression von beta-2-Integrinen eine wichtige Rolle beim

Homing dieser Zellen spielen.'*
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Es ist daher denkbar, dass sich Monozyten und vaskuldre Progenitorzellen
beim Homing in verletzte GefdBabschnitte dhnlicher Mechanismen bedienen.
Bei der Adhision und Rekrutierung mononukledrer Zellen spielt die beta-2-
Integrin-vermittelte Adhdsion an den ,intercellular adhesion molecule*
Rezeptor (ICAM-1) eine maBgebliche Rolle. Eine Beteiligung des beta-2-
Integrin/ICAM-1-Systems beim Homing vaskuldrer Progenitorzellen scheint
somit wahrscheinlich.

Kiirzlich konnte von unserer Arbeitsgruppe gezeigt werden, dass Rapamycin
in vitro zellzyklusabhéngig die Expression der Adhédsionsmolekiile ICAM-1
und VCAM-1 hemmt.”” Es stellt sich daher die Frage, ob ICAM-1 oder
VCAM-1 auch in das Homing von Progenitorzellen involviert sind, was den
hemmenden Effekt von Rapamycin auf die Adhésion zirkulierender Zellen
erklaren konnte. Wie unsere Daten belegen, ist Rapamycin in der von uns
verwendeten Dosierung in der Lage die Expression von ICAM-1 und VCAM-
1 in vivo nach GefdBverletzung zu hemmen. Dariiber hinaus konnte unter
Verwendung eines blockierenden Antikorpers gegen ICAM-1, nicht jedoch
mit einem Antikorper gegen VCAM-1, die Adhédsion von CD34+ Zellen an
aktiviertes Endothel verhindert werden. Die ICAM-1-vermittelte Adhésion
scheint somit malBigeblich die Rekrutierung von Progenitorzellen zu
beeinflussen und liefert einen Mechanismus wie Rapamycin der Akkumulation
von zirkulierenden glattmuskuldren Progenitorzellen entgegenwirkt. Bei der
Rekrutierung zirkulierender Progenitorzellen scheinen neben ICAM-1 aber
auch weitere Adhédsionsmolekiile eine Rolle zu spielen. So konnten
Nuhrenberg et al. kiirzlich zeigen, dass Rapamycin auch die Expression des
Chemokinrezeptors CXCR4 reduziert und so eventuell Einfluss auf das

Homing vaskulirer Progenitorzellen nimmt."*’

Analog zu den gut untersuchten
Adhésionsmechanismen bei der Rekrutierung leukozytirer Zellen wéihrend des
Entziindungsgeschehens scheint daher ein Zusammenspiel mehrerer
Adhisionsmolekiil-Systeme auch bei der Rekrutierung zirkulierender
Progenitorzellen wahrscheinlich, und Rapamycin scheint {iber mehr als nur ein

Rezeptorsystem die Zelladhésion zu beeinflussen.
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5.6 Rolle endothelialer Progenitorzellen bei der Re-Endothelialisierung
und Neointimabildung

Neben der Differenzierung zirkulierender Zellen in glatte GefdBmuskelzellen
spielt auch die Adhédsion, Migration und Proliferation endothelialer
Progenitorzellen (EPC) eine Rolle fiir das Ausmal3 der Neointimaentstehung.
Endotheliale =~ Progenitorzellen = konnen  zur  beschleunigten  Re-
Endothelialisierung verletzter Gefde beitragen und tiber diesen und weitere
Mechanismen (z.B. gesteigerte NO Produktion) die Proliferation von glatten
GefiBmuskelzellen und die Neointimabildung reduzieren.® Strategien die die
Zahl zirkulierender EPCs erhohen oder auch eine therapeutische Gabe von
EPCs scheinen somit auch potentiell geeignet zu sein einer
Neointimaentstehung entgegenzuwirken.'*” Aus diesem Grunde sollte in der
vorliegenden Arbeit auch untersucht werden wie sich eine systemische
Applikation von Rapamycin auf die Anzahl, Adhdsion und Funktion
zirkulierender EPCs auswirkt.

Unsere Daten zeigen auch eine verringerte Anzahl von EPC in der Milz, die in
der Maus neben dem Knochenmark als hdmatopoietisches Organ fungiert.
Dies konnte entweder in einer verringerten Neusynthese von Progenitorzellen
oder aber in einer verringerten Rekrutierung zirkulierender Zellen in die Milz
als ,,Progenitorzell-Speicher begriindet liegen. Fiir eine verringerte
Neusynthese und Freisetzung spricht die Beobachtung, dass unter systemischer
Gabe von Rapamycin weniger zikulierende EPC (Sca’/VEGF-R") Zellen zu
beobachten waren. Dabei bleibt die Frage offen, ob Rapamycin spezifisch die
Freisetzung von EPC beeinflusst oder dieser Effekt eher liber eine eventuell
myelosuppressive Eigenschaft des Rapamycins zu erkliren ist.'”® Die
reduzierte Zahl zirkulierender EPC resultierte auch in einer verringerten
Akkumulation von EPC nach Denudation der A. femoralis. In
Ubereinstimmung mit vorherigen Beobachtungen anderer Arbeitsgruppen ist
diese verringerte Rekrutierung von EPC vermutlich auch fiir die von uns
beobachtete verzogerte Re-Endothelialisierung verantwortlich. Entgegen den
positiven Effekten auf die Akkumulation zirkulierender glattmuskuldrer
Progenitorzellen in der Neointima konnte die verzogerte Re-
Endothelialisierung unter systemischer Rapamycingabe die Gefda3heilung und

Proliferation von VSMC negativ beeinflussen und zu einem erh6hten Risiko
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von thrombotischen Ereignissen in den verletzen GefiaBen fiihren. In der Tat
wurde kiirzlich iiber Fille von fulminanten in-Stent Thrombosen berichtet die
von den Untersuchern auf eine unzureichende Re-Endothelialisierung der
Rapamycin beschichteten Stents zuriickgefiihrt wurde.'”> EPC spielen aber
auch ausserhalb des dilatierten GefdBBes eine wichtige Rolle fiir die
Homoostase des Gefdllsystems und eine reduzierte Zahl zirkulierender EPC

134 .
Es ist also zu

geht mit einem erhohten kardiovaskuldren Risiko einher.
vermuten, dass eine systemische Therapie mit Rapamycin, wie sie kiirzlich als
Alternative zu Rapamycin beschichteten Stents zur Verhinderung der

135 mit erheblichen Nachteilen fiir das Risiko

Restenose untersucht wurde,
kardiovaskuldrer Erkrankungen einhergehen konnte. Eventuell wiirde eine
Kombination aus einem Rapamycin beschichteten Stent und die zusdtzliche
Infusion von EPC in das dilatierte Geféal3, wie sie derzeit in klinischen Studien

d,136’ 137 eine ideale Kombination darstellen, um einerseits die

untersucht wir
Akkumulation von glattmuskuldren Progenitorzellen effektiv zu hemmen und
andererseits dem negativen Einfluss auf die Re-Endothelialisierung durch eine

lokale Applikation von EPC zu begegnen.

5.7 Potentielle Auswirkungen von Rapamycin auf die Neoangiogenese
und Gewebsreparation nach Myokardinfarkt

Zur Zeit wird in mehreren grof3 angelegten Studien der positive Effekt einer
Therapie mit EPC nach Myokardinfarkt untersucht.*® '’

Die re-injizierten EPC sollen die Neoangiogenese und somit die effiziente
Versorgung von unterversorgtem (hybernating) Myokard nach Infarkt
verbessern und so zu einer Verbesserung der myokardialen Pumpfunktion
fiihren. Desweiteren konnte gezeigt werden, dass EPC auch direkt in
Kardiomyozyten differenzieren kénnen.*® Dieser Mechanismus konnte ggf.
zusétzlich zur verbesserten Myokardfunktion nach Stammzelltherapie
beitragen. Kiirzlich wurden auch residente kardiale Progenitorzellen
identifiziert, die in der Lage sind sich nach Gewebstraumata - wie einem
Myokardinfarkt - zu teilen und so verloren gegangenes Myokard zu

regenerieren.”” Rekrutierte oder therapeutisch applizierte Zellen kénnten auch

hier iiber die Freisetzung von Wachstumsfaktoren sowohl das Uberleben als

63



5 Diskussion

auch die Proliferation dieser residenten Vorlduferzellen stimulieren und somit
indirekt zur Organregeneration beitragen.'*

Durch eine Reduktion der zirkulierenden und adhérierenden Vorlduferzellen
und durch die Hemmung der Proliferation residenter myokardialer
Stammzellen konnte Rapamycin die Regeneration von ischdmischem Myokard
beeintrachtigen. Auch unter diesem Gesichtspunkt scheint daher eine
systemische Therapie mit Rapamycin zur Prdvention einer neointimalen
Hyperplasie nach Koronarangioplastie problematisch.

Die hier vorgestellten Daten belegen jedoch, dass Rapamycin eine hemmende
Wirkung auf die Akkumulation glattmuskuldrer Progenitorzellen in
Neointimagewebe hat und dass dieser positive Effekt - im Gegensatz zu
eventuellen unerwiinschten Effekten auf zirkulierende EPC - in der klinischen
Anwendung zur Hemmung der Restenose zu iliberwiegen scheint. Die Daten
lassen jedoch auch vermuten, dass eine systemische Applikation von
Rapamycin mit unerwiinschten Effekten einhergehen konnte und somit die
lokale Applikation iiber beschichtete Stents den im Moment sichersten und

effektivsten Weg zur Therapie vaskuloproliferativer Erkrankungen darstellt.
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5.8 Ausblick

Weitere  Studien sind  erforderlich, um  zirkulierende vaskuldre
Progenitorzellen, insbesondere  glattmuskuldre  Progenitorzellen, zu
identifizieren und zu charakterisieren. Es ist beobachtet worden, dass von
Knochenmark abgeleitete Zellen fiir VSMC- und EC-Marker negativ waren,
wenn sie eine Woche nach GefdBBverletzung am Lumen der Artierie
akkumulieren."” Es ist also wahrscheinlich, dass plastische, unreife Zellen zu
den verletzten GefdBen rekrutiert werden und dort unter dem Einfluss von
mechanischen und humoralen Stimuli differenzieren. Ubereinstimmend
hiermit wird berichtet, dass zirkulierende Progenitorzellen in vitro das
Potential haben, abhingig von der Zusammensetzung des Kulturmediums und
von den Kulturbedingungen, entweder in ECs oder in SMC’s zu
differenzieren.'® ' 2% 141 Aysgehend von diesen Ergebnissen bleibt es
weiterhin ungekldrt, ob es sich bei endothelialen und glattmuskuldren
Progenitorzellen wirklich um unterschiedliche zirkulierende Zellpopulationen
handelt, oder ob sich diese zirkulierenden vaskuldren Progenitorzellen sowohl
in Endothel- als auch in glatte GefdBBmuskelzellen differenzieren konnen.
Weitere Experimente miissen die molekularen Mechanismen aufzeigen, durch
welche die Progenitorzellen an der Stelle der Lasion akkumulieren und dort
entweder in endotheliale- oder glattmuskulédre Zellen differenzieren. Erst durch
ein genaues Verstindnis dieser Vorginge wird es moglich sein gezielt die
Akkumulation und Differenzierung von aus dem Blut stammenden
Endothelzellen oder glatten GefaBBmuskelzellen nach Gefaflverletzung zu
beeinflussen und so therapeutisch in die Entwicklung vaskuloproliferativer

Erkrankungen einzugreifen.
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6 Zusammenfassung

Der mTOR-Inhibitor Rapamycin ist die derzeit wohl vielversprechendste
Substanz im klinischen Einsatz zur Hemmung der Restenose nach
Ballonangioplastie.

Mechanistisch konnten vorausgegangene Arbeiten zeigen, dass Rapamycin
effektiv.  die  Proliferation und  Migration  ortsstindiger  glatter
Gefilmuskelzellen hemmt.

Jiingere Untersuchungen zeigen jedoch, dass sich die zelluldren Bestandteile
der entstehenden Neointima nicht nur aus den ortsstindigen glatten
GefiaBBmuskelzellen der Media, sondern zur Hilfte auch aus zirkulierenden
Zellen aus dem Blutstrom rekrutieren.

Bisher war jedoch nicht bekannt, ob Rapamycin auch einen Einfluss auf die
Adhision, Akkumulation und Differenzierung zirkulierender Progenitorzellen
hat und so iiber eine verminderte Akkumulation dieser Zellen zur Hemmung
der Neointimabildung beitréigt.

Die Ergebnisse dieser Arbeit belegen nun, dass Rapamycin effektiv die
Akkumulation zikulierender Zellen im entstehenden Neointimagewebe nach
GefaBverletzung hemmt. Dies betrifft sowohl die Akkumulation von
inflammatorischen Zellen (Monozyten) als auch von Progenitorzellen die im
Verlauf der Neointimaentstehung zu glatten GefdBmuskelzellen oder
Endothelzellen differenzieren. Die Ergebnisse zeigen weiterhin, dass dem
Homing von Monozyten und Progenitorzellen teilweise redundante
Mechanismen zugrunde liegen, da die Adhdsion von CD34+ Progenitorzellen
wie auch von Monozyten von dem Adhésionsmolekiil I[CAM-1 abhingig zu
sein scheint. Interessanterweise hemmt Rapamycin die ICAM-1 Expression,
was eine mechanistische Erkldrung fiir die verringerte Akkumulation von
zirkulierenden Zellen darstellen konnte. Neben einer verringerten Adhédsion
fiihrt Rapamycin jedoch auch zu einer Reduktion der Zahl zirkulierender
endothelialer Progenitorzellen (EPC) und einer verminderten migratorischen
Kapazitit von EPCs. Da die Re-Endothelialisierung nach Ballonangioplastie
zum  Grofiteil von der Rekrutierung zirkulierender endothelialer

Progenitorzellen abhédngt, liefern die vorgelegten Ergebnisse auch erstmals
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eine rationale Erkldrung fiir die klinisch beobachtete verlangsamte Re-
Endothelialisierung und dadurch erhohte Thrombosierungsgefahr nach
Implantation von Rapamycin-freisetzenden Stents.

Die Ergebnisse zeigen somit eine ambivalente Rolle des Rapamycins auf,
welches einerseits iiber eine verringerte Akkumulation von zirkulierenden
Zellen zur Hemmung der Neointimaentstehung beitrdgt, andererseits durch
eine verzogerte Re-Endothelialisierung die Gefahr von In-Stent Thrombosen
erhoht. Wie die jlingsten klinischen Studien belegen, scheinen jedoch unter
einer gleichzeitigen effektiven und langfristigen Antikoagulation mit
Thrombozytenaggregations-Hemmern die positiven Effekte (Hemmung der
Restenose) zu liberwiegen.

Die in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse belegen somit erstmals den
Effekt der in der klinischen Anwendung befindlichen Substanz Rapamycin auf
die Funktion und Akkumulation vaskuldrer Progenitorzellen nach
Gefdlverletzung im Rahmen einer Angioplastie. Die Ergebnisse tragen
grundlegend zum Verstindnis der bisherigen klinischen Beobachtungen nach
Implantation von Rapamycin-freisetzenden Stents bei und konnen helfen
zukiinftig effektivere und sicherere therapeutische Strategien zur Hemmung

vaskuloproliferativer Erkrankungen zu entwickeln.
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Abstract English

Rapamycin Prevents Accumulation of Bone Marrow-
Derived Vascular Smooth Muscle Cells in the
Neointima.

Background: Bone marrow-derived progenitor cells may contribute to the
pathogenesis of vascular proliferative diseases and rapamycin (RPM) has been
identified as one of the most promising novel agents for prevention of coronary
artery in-stent restenosis. We therefore evaluated the role of RPM on
accumulation of bone marrow-derived vascular smooth muscle cells (VSMC),
inflammatory cells and neointima formation in a mouse model of femoral
artery injury.

Methods and Results: Following lethal irradiation (11Gy), bone marrow of
"green fluorescent protein" (GFP) transgenic mice was transplanted into
background-identical C57/BL6 mice. 6 weeks after bone marrow
transplantation left femoral artery dilatation was performed. RPM treatment
(3mg/kg/day i.p.) resulted in a significant reduction in neointimal thickening at
28 days compared to saline injected controls (intima/media ratio: 0.31+-0.15
vs. 1.01+-0.27, P<0.01). RPM significantly reduced the recruitment of
circulating, bone marrow-derived (GFP positive) cells to the neointima in
comparison to saline-controls (7.4+-7.4 vs 26.2+-13.4% of neointimal cells,
n=6, P=0.01) as quantified by laser scanning microscopy. The relative number
of bone marrow-derived VSMC (GFP pos. cells expressing a-smooth muscle
actin) within the neointima and media was significantly reduced in the RPM
group (7.9+-8.0 vs. 30.9+-14.4 , P<0.01). As well, RPM significantly
prevented neointimal accumulation of monocytes/macrophages (1.6+-2.2 vs.
11.6+-5.3%, P<0.01). RPM also prevented the expression of the adhesion
molecules ICAM and VCAM 14 days after injury. In further in vitro studies,
ICAM but not VCAM blocking antibodies significantly prevented adhesion of
CD34+ cells to TNFa stimulated HUVECs (55+-8% vs. 83+-17% of control;
P<0.05).

Conclusion: Our findings establish a novel mechanism by which RPM affects
neointima formation. Beside attenuating the local inflammatory response,
RPM prevents the accumulation and differentiation of putative progenitor cells
into VSMC, either known to significantly contribute to the development of

vascular proliferative diseases.
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